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Resumen. Se llevo a cabo un detallado estudio citoldgico de las células madres de las esporas de ejemplares de
B. occidentale procedentes del noroeste de la Argentina. Los resultados de esta contribucion permiten dar a co-
nocer un nuevo poliploide, en este caso un hexaploide, cuyo niimero basico se analiza y discute, estimandose co-
mo mas probable en x=31. Los datos obtenidos sugieren un origen aloploiploide, es decir, este citotipo nuevo se-
ria producto de hibridacion interespecifica y posterior duplicacion cromosomica. En el curso del estudio se observo
también una notable estabilidad en los rasgos esporangiales, que se consideran diagnosticos en el nivel especifi-
co e independiente de la ploidia.

Palabras clave: helecho hexaploide; numero cromosémico; caracteres esporangiales.

[en] A new polyploid of Blechnum occidentale (Blechnaceae-Polypodiopsida)
for the northwest of Argentina

Abstract. A detailed cytological study of the spore mother cells of specimens of B. occidentale collected in lo-
cations from the northwest of the Argentina was carried out here. The results of this contribution allowed to re-
port a new polyploid, in this case a hexaploid, whose most probably basic number was considered x=31, and
which origin is analyzed and discussed. The study suggests an allopolyploid origin of this new cytotype which
would be a product of interspecific hybridization and later chromosomal duplication. In the course of the study
a notable stability was observed in the sporangial characters that are considered to be diagnostic at the specific
level, and independent from the ploidy.
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Introduccion 2012). En América se encuentra en los Esta-

dos Unidos de América, Mesoamérica, Anti-
Blechnum L. s.1. (Blechnaceae) es un género  llas y Sudamérica (Rolleri & Prada 2006). En
cosmopolita que comprende unas 200 espe- la Argentina viven unas 21 especies (Ponce
cies (Rolleri & Prada 2006, Rothfels ef al.  1996) distribuidas en las selvas tropicales y
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subtropicales del noroeste y noreste del pais,
en areas valliserranas y roquedales humedos
del arco peripampasico (Frenguelli 1936,
1950), es decir, la zona serrana que abarca las
Sierras Subandinas del Noroeste, las Sierras
Pampeanas Centrales, el macizo hipogeo de
La Pampa y las sierras Australes de la Pro-
vincia de Buenos Aires (Tandil y Sistema de
Ventania), en los bosques hiperhiimedos an-
dino-patagonicos y subantarticos de Tierra
del Fuego, y en las Islas Malvinas.

Las especies monomorfas y subdimorfas
de este género se encuentran ampliamente
distribuidas en zonas tropicales y templadas
del hemisferio Sur (Rolleri et al. 2012).
Blechnum occidentale L. tiene una distribu-
cion muy amplia, desde Estados Unidos, Mé-
xico, Mesoamérica, Antillas y hasta Sudamé-
rica, en Colombia, Venezuela, Guayanas,
Ecuador, Peru, Bolivia, Brasil, Paraguay, Chi-
le y Argentina (Rolleri et al. 2012). Crece en
India, Australia y Hawai (Motooka et al.
2003), donde es considerado una maleza.

Los caracteres cariotipicos de un organis-
mo son la expresion fenotipica mas inmedia-
ta del genoma, y son independientes de efec-
tos externos (medio ambiente, etapas del
desarrollo, efectos epigenéticos, etc.) que
puedan distorsionarlos (Guerra 2015). De es-
tos caracteres, el numero cromosomico es el
mas empleado en estudios de citotaxonomia,
porque suministra informacidn sustancial
acerca de los niveles de ploidia, la estructu-
ray la diversidad de los genomas de una es-
pecie (Walker 1966), por lo que su conoci-
miento es importante a la hora de encarar
estudios sistematicos y filogenéticos.

Los helechos homosporados tienen nume-
ros cromosomicos extremadamente altos en
relacion con los que se conocen para las plan-
tas con flores, una condicion atribuida a nu-
merosos eventos de hibridacion y poliploidia
(Barker 2013). Sin embargo, los analisis elec-
troforéticos de proteinas que utilizan el nu-
mero de isoenzimas por sistema enzimatico
para calcular el nivel de ploidia, demostraron
que muchas especies con altos nimeros cro-
mosoOmicos presentan patrones de expresion
génica tipica de organismos diploides (Hau-
fler 1987, Soltis & Soltis 1987). Esta incon-
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gruencia entre los datos cariologicos y los in-
soenzimaticos puede ser explicada ya sea por-
que los helechos homosporados son diploi-
des con altos niimeros cromosomicos en su
origen o, mas probablemente, porque la cons-
titucion gendmica actual de los taxa existen-
tes es el resultados de ciclos repetidos de
poliploidia seguidos de diploidizacion cro-
mosomica, silenciamiento génico y extincion
de los progenitores diploides (Haufler 1987,
2014, Haufler & Soltis 1986, Gastony 1991,
Barker 2013). Esta ultima explicacion fue
corroborada mediante analisis de mapeo de
ligamiento genético en Ceratopteris richar-
dii (Nakazato et al. 2006).

En una revision reciente, Rothfels ef al.
(2012) recopilaron los nimeros basicos de
Blechnaceae, indicando: x=27 para Pterido-
blechnum, x=29, 31,33,34 y 36 para Blech-
num, X =32 para Doodia, x=33 para Sadle-
ria, x=34 y x=35 para Woodwardia, x=35
para Brainea, x =37 para Stenochlaena y
x=40 para Salpichlaena, mientras que Cham-
bers & Farrant (1998) y Tindale & Roy (2002)
reportaron x =28, 32 y 37 para Blechnum de
Australia.

En el caso del género Blechnum, Manton
(1950), Quinn (1961), Walker (1966), Love
et al. (1977), Smith & Mickel (1977), Smith
& Foster (1984), Jara-Seguel ef al. (2006),
Dawson ef al. (2000), Tindale & Roy (2002)
y Gonzalez et al. (2010), entre otros, han da-
do a conocer los nimeros cromosoémicos de
unas 25 especies y han citado varios niveles
de ploidia, desde diploides (2x) hasta hexa-
ploides (6x).

Los estudios citologicos de las especies de
Blechnum que se distribuyen en el Cono Sur
son escasos. De la Sota y Cassa de Pazos
(1983) reportaron los numeros cromosémicos
de B. hastatum Kaulf. (2n=62), B. australe
subsp. auriculatum (Cav.) de la Sota (2n=124)
y B. levigatum Cav. (2n=124). Jara-Seguel et
al. (2006) registraron 2n= 66 para cuatro es-
pecies de Chile: B. chilense (Kaulf.) Mett., B.
hastatum Kaulf., B. mochaenum Kunkel
subsp. mochaenumy B. penna-marina (Poir.)
Kunth. Mas recientemente, Gonzalez et al.
(2010) reportaron un conteo cromosoémico de
B. hastatum (2n=66, x = 33).
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En lo que respecta a Blechnum occidenta-
le los numeros cromosoémicos registrados
hasta el momento son: 2n= 124 (Walker 1973,
1985, Kurita 1986, Marcon ef al. 2003), n=62
(Smith & Mickel, 1977) yn=c. 93 (Smith &
Foster 1984) para el material americano. Gha-
tak (1977) registr6é 2n= 124, mientras que
Ammal & Bhavanandan (1988) reportaron un
tetraploide estéril, ambos para el Sur de In-
dia. También se han descrito y catalogado un
cierto nimero de hibridos que involucran a
B. occidentale y especies monomorfas y di-
morfas relacionadas (Walker 1966, 1985; de
la Sota & Cassa de Pazos 1983, Mickel &
Beitel 1988, Moran 1995, Kasmirczak 1999,
Rolleri & Prada 2006).

El objetivo de este trabajo es un estudio
citoldgico de las células madres de las espo-
ras de ejemplares de B. occidentale del nor-
oeste de la Argentina, con el fin de dar a co-
nocer el numero cromosoémico y el nivel de
ploidia, asi como también analizar todas las
etapas de la meiosis. Se incluye adicional-
mente, un analisis ilustrado del desarrollo del
leptosporangio, que permitié actualizar estu-
dios previos (Gonzalez et al. 2010) en rela-
cion con el valor diagndstico de los caracte-
res de esta estructura que, segun lo observado,
también podrian considerarse independien-
tes de la eventual ploidia de la especie.

Materiales y Métodos

Los estudios se efectuaron en especimenes
de B. occidentale recolectados en los bosques
subtropicales del noroeste de la Argentina.
Los ejemplares utilizados se encuentran de-
positados en el herbario del Real Jardin Bo-
tanico de Madrid, Espafa, y son los siguien-
tes: Argentina: Tucuman: carretera de Tafi
del Valle, entrada a la Reserva de la Quebra-
da de Los Sosa, en taludes muy humedos cer-
ca del puente sobre el arroyo, 700 m, Prada
& Gallardo s.n. (MA). Subida desde San Pa-
blo a Villa Nougués, 1200 m, Prada & Ga-
llardo s.n. (MA). Parque de San Javier, cer-
ca de la Residencia Universitaria, 1350 m,
Prada & Gallardo s.n. (MA).

Para los recuentos cromosomicos el ma-
terial se obtuvo de pinnas tenuerales de fron-
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das jovenes que se fijaron en una solucion
3:1 de alcohol etilico absoluto y acido acéti-
co a 4 °C por 24 horas como minimo; luego
se pasaron a alcohol etilico al 70% y se al-
macenaron a 4 °C hasta su estudio. Las pre-
paraciones citoldgicas se realizaron raspan-
do los esporangios sobre portaobjetos con
una gota de hematoxilina acética al 2% y lue-
go de 30 minutos se aplastaron y se observa-
ron los meiocitos en un microscopio optico
de luz directa. Los recuentos cromosdmicos
se efectuaron sobre una muestra minima de
20 meiocitos por individuo en estado de Dia-
cinesis. Para documentar el resto de los es-
tados meioticos se analizaron, de cada indi-
viduo estudiado, al menos 15 meiocitos por
estado. Los esporangios, muy abundantes y
en diversos grados de desarrollo se colorea-
ron colocandolos sobre una gota de hemato-
xilina acética al 2%. Los términos utilizados
para describir la morfologia externa e inter-
na son los empleados en trabajos previos
(Lellinger 2002, Gonzalez et al. 2010). Las
preparaciones se examinaron con un micros-
copio Leica DMLB y las microfotografias se
tomaron con una cdmara digital (CCD, Lei-
ca). Las imagenes fueron tratadas con el pro-
grama Adobe Photoshop CS2 v 9.0 (Adobe
Systems Incorporated, San Jos¢, USA).

Resultados

En el conteo cromosdmico los meiocitos ana-
lizados en diacinesis mostraron c. 93 bivalen-
tes 2n=6x=186) (Fig. 1A-C). Algunos de
estos bivalentes abiertos y otros cerrados (Fig.
1B-C). Se observaron bivalentes de dos ta-
mafios (Fig. 1B-C). En la etapa de Metafase
I no se observaron cromosomas fuera de la
placa metafasica (Fig. 1D). En anafase I la
migracion fue regular y al final de la telofa-
se I se observaron diadas balanceadas. Las
etapas de meiosis Il también fueron regula-
res, sin la presencia de micronucleos en la te-
lofase II y con la formacion de tétradas ba-
lanceadas.

Blechnum occidentale presenta leptospo-
rangios con capsulas esferoidales a elipsoi-
dales, con anillo longitudinal formado por
células con engrosamientos en U, region del
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Figura 1. Meiocitos de Blechnum occidentale. A-C: células en Diacinesis con ¢.93 bivalentes.
B-C: bivalentes abiertos (flechas cerradas), cerrados (flechas abiertas) y bivalentes de menor
tamafio (asteriscos). D: etapa de Metafase I, sin cromosomas fuera de la placa metafasica.
Barra: A-C: 10 pm, D: 20 pum.

estomio integrada por células de abertura o
labios, células epistomiales e hipostomiales
y una roseta de cuatro células intercala en-
tre capsula y pedicelo. La roseta se despren-
de juntamente con la capsula en la dehiscen-
ciay naturaleza y reacciones de color de sus
células coinciden con las de la capsula. Los
pedicelos son largos, algo curvados, con una
longitud de 640-660 um y una anchura de
40-45 um. Las etapas del desarrollo de los
esporangios se pueden observar con facili-
dad ya que éstos se forman asincréonicamen-
te y coexisten las etapas juveniles con lep-
tosporangios adultos (Fig. 2A). Se originan
a partir de una division oblicua o transver-
sal de una célula epidérmica situada sobre
la comisura o sobre el indusio; de las dos pri-
meras células asi producidas, la basal dara
origen al pedicelo y la apical a la capsula.
Las mitosis subsiguientes generan las célu-
las parietales estériles, que delimitaran la cé-
lula o células que originaran el tejido espo-

rogeno y un tapete uniestratificado. Los lep-
tosporangios inmaduros presentan un pedi-
celo corto, poco diferenciado y una cépsula
mas o menos esférica con células que tienen
paredes delgadas (Fig. 2B-E). La zona ba-
sal que formara el pedicelo tiene 8-10 célu-
las isodiamétricas con las mismas caracte-
risticas morfoldgicas, y entre el pedicelo y
la capsula queda delimitada la roseta (Fig.
2D-F). El pedicelo crece rapidamente hasta
alcanzar, en estado adulto, 27 (30) células,
en 3 hileras de 9-10, con una relaciéon 1/a de
5-6:1 o mas y suele romperse con facilidad
(Fig. 2E, G-H). El tejido esporogeno se vi-
sualiza como una masa central mientras se
desarrolla el anillo vertical (Fig. 2F-I) y a
medida que se desarrollan las células ma-
dres de esporas en el arquesporio se degra-
da el tapete (Fig. 2F) y queda delimitada el
area estomial con unas 6-8 células (Fig. 2G-
H). La capsula madura tiene una pared bien
formada, un anillo vertical con células con
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Figura 2. Desarrollo de esporangios en B. occidentale. A: desarrollo asincronico de varios
leptosporangios. B-C: leptosporangios juveniles, capsulas y pedicelos pluricelulares.

D: capsula definida, pedicelo atin en desarrollo y roseta incipiente. E: capsula pluricelular,
pedicelo en proceso de alargamiento y roseta definida. F: Capsula con pared, anillo definido
pero sin engrosamientos, roseta, area estomial en formacion. G-H: dos etapas subsiguientes
en relacion con F, capsula con forma casi adulta, anillo en desarrollo y ocho células del area

estomial todavia juveniles, con grandes ntcleos. I: capsula casi adulta, dos células estomiales
(labios), células epistomiales e hipostomiales presentes, anillo en proceso de desarrollo,
roseta. a: anillo; ae: area estomial; ¢j: capsula juvenil; ep: capsula pluricelular; I: labios;
p: pedicelo joven; pi: iniciales de la pared; r: roseta; t: tapete. Barra: A: 140 pm;
B-C-D: 35 um; E: 80 pum; F: 60 pm; G-H: 75 pm; I: 100 pm.

evidentes engrosamientos en U y un estomio
de 6-8 células pequeiias, dos de las cuales
son células de abertura claramente labiadas
y con paredes engrosadas. En este momen-
to del desarrollo ya hay tétradas o esporas
diferenciadas.

Discusion

Los conteos cromosomicos en B. occidenta-
le dieron como resultado un nimero de biva-
lentes de ¢. 93 (2n=6x=186). Estos resulta-
dos, juntamente con el conocimiento de los
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numeros basicos reportados para el género
(Chambers & Farrant 1998, Tindale & Roy
2002, Rothfels et al. 2012), permitieron ob-
tener evidencia directa de poliploidia y con-
cluir que el material estudiado aqui es hexa-
ploide. El nimero basico de este hexaploide
de B. occidentale seria x=31, que fue regis-
trado también en materiales procedentes de
Meéxico que presentaron n=62 (Smith & Mic-
kel 1977). Ammal & Bhavanandan (1988)
también reportaron este numero basico en un
tetraploide de B. occidentale procedente del
Sur de India cuyos meiocitos mostraron 40
bivalentes y 44 univalentes en metafase I, mi-
cronucleos en telofase I y II, y alta esterili-
dad de las esporas. Smith & Foster (1984)
registraron un triploide (x=31) de B. occi-
dentale procedente de Paraguay, en cuyos
meiocitos detectaron apareamientos cromo-
somicos irregulares que demostraron la este-
rilidad de ese poliploide que s6lo se mantie-
ne vegetativamente mediante estolones. Los
individuos analizados en el presente trabajo,
que fueron recolectados en localidades cer-
canas entre si del Noroeste de Argentina y
geograficamente proximas al Paraguay,
muestran apareamiento completo de sus cro-
mosomas y segregacion cromosdmica regu-
lar sin asincronias. No se observaron univa-
lentes fuera de placa en Metafase I, lo que
demostrd que todos los cromosomas se en-
contraban apareados, formando bivalentes
abiertos o cerrados, en estados meioticos pre-
vios. Los estadios finales de la meiosis Il no
presentaron micronucleos que pudieran indi-
car pérdida de material genético y ademas,
las tétradas generadas mostraron forma y ta-
mafio normales, condiciones que contribuyen
a sugerir su viabilidad. Todos estos datos su-
gieren que el citotipo hexaploide de B. occi-
dentale descripto aqui seria fértil y habria ex-
perimentado procesos de diploidizacion
cromosomica.

En plantas, la poliploidia es reconocida
como una fuerza evolutiva muy importante
(Soltis & Soltis 1999) y en pteridofitos, es
una condicion que alcanza los niveles mas al-
tos conocidos y tendria lugar en el 99,7% de
los taxones estudiados, segun Wagner & Wag-
ner (1980), Grant (1981) y Otto & Whitton
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(2000). Estos ultimos autores sugirieron que
los taxones con un nimero basico mayor que
x = 14 serian paleopoliploides. En pterid6fi-
tos homosporados, la combinacion de altos
numeros cromosoémicos y expresion génica
diploide ha sido explicada mediante la hipd-
tesis de que la condicion de poliploidia ha si-
do seguida por procesos de diploidizacidon
cromosoOmica, silenciamiento de genes dupli-
cados y extincion de los progenitores diploi-
des (Haufler 1987, 2014; Gastony 1991). Los
poliploides con altos numeros cromosomicos
existentes en la naturaleza, como el descrip-
to en la presente contribucidn, serian una
muestra de lineas evolutivas antiguas que su-
peraron con €xito las diversas dificultades fi-
sioldgicas que confiere la multiplicacion de
genomas enteros (Grant 1981, Barker 2013,
Husband et al. 2013).

El citétipo hexaploide de B. occidentale
analizado aqui pudo haberse originado por
autopoliploidia o por alopoliploidia. En pte-
ridofitos se encontraron evidencias de que los
procesos de hibridacion y alopoliploidia tie-
nen lugar de manera muy frecuente como fe-
némenos asociados (Barker 2013). Kle-
kowsky (1973) propuso la hipdtesis de que
los nimeros cromosomico elevados de los he-
lechos homosporados son el resultado de la
alopoliploidia, lo que otorgaria a los indivi-
duos una mayor variabilidad genética en sus
numerosos componentes genomicos que la
que tendrian los individuos diploides. Por otra
parte, la condicion autopoliploide, quiza me-
nos reportada debido a las similitudes mor-
foldgicas de estos individuos con sus proge-
nitores diploides (Husband et al. 2013), se
encuentra frecuentemente asociada al proce-
so de apomixis, debido a la esterilidad pro-
ducida por la herencia polisémica y los apa-
reamientos cromosOmicos irregulares
(Haufler 1985, Rabe & Haufler 1992, Tinda-
le & Roy 2002, Windham & Yatskievych
2003). Los datos meioticos obtenidos en el
presente estudio sugieren que en el citotipo
hexaploide de B. occidentale analizado aqui
el proceso apomictico estaria descartado, y
permiten proponer su origen alopoliploide
(producto de hibridacion interespecifica y du-
plicacién cromosdmica), seguido de proce-
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sos de diploidizacién cromosomica y genéti-
ca (Grant 1981, Haufler 1987, 2014; Haufler
& Soltis 1986, Gastony 1991, Barker 2013).
Sin embargo, esto no puede ser mas que una
propuesta ya que son necesarios mas estudios
para asegurar esta condicion.

Los resultados obtenidos aqui, junto a es-
tudios citolégicos previos (Manton 1950,
Walker 1966, Love et al. 1977, Jara-Seguel
et al. 2006, Dawson et al. 2000, Gonzalez et
al. 2010, entre otros), muestran que las espe-
cies del género Blechnum constituyen una se-
rie poliploide, como las que fueran descritas
para Asplenium, Polystichum, Ophioglossum,
Cystopteris, o el grupo Polypodium vulgare
L. (Manton 1950, Léve & Kapoor 1966, Pe-
rrie et al. 2003, Rothfels et al. 2014), entre
otros. Por lo tanto, el presente estudio citolo-
gico es un aporte al conocimiento de la alta
diversidad genética del género Blechnum,y
en particular de sus especies sudamericanas.

El desarrollo de los leptosporangios de B.
occidentale mostro6 resultados coincidentes
con los descriptos por Gonzalez et al. (2010),
no solamente en sus etapas sino en las medi-
das adultas de las partes constitutivas. Es des-
tacable la estabilidad especifica de rasgos es-
porangiales (nimero de células del anillo,
estomio y pedicelo, presencia y caracteres de
la roseta) asi como el hecho de que no pare-
cen modificarse sus tamafios con el aumen-
to de la poliploidia como ocurre con los ta-
mafios de células epidérmica y estomas en
plantas de diversos grupos, con notables di-
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ferencias de tamafio entre diploides y poli-
ploides (Prada & Rolleri 2003, Harris et al.
1993, Ramirez-Godina et al. 2013, entre
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destacable y su estudio no es de dificil acce-
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las especies, especialmente si se cuenta con
material herborizado incompleto o integrado
solo por frondas fértiles, algo que no es in-
frecuente en especies dimorfas del género
Blechnum.
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