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Efecto de la luz, la temperatura y la competencia en la fase gametofitica de dos helechos
nemorales: Athyrium filix-femina y Dryopteris affinis subsp. affinis

Emilia Pangua'; Santiago Pajaron?

Resumen. Athyrium filix-femina y Dryopteris affinis subsp. affinis son dos helechos nemorales que conviven con frecuencia. La
viabilidad y la rapidez de germinacion de las esporas, asi como el posterior crecimiento del gametdfito son claves para el éxito
competitivo de los helechos en un determinado habitat.

Se establecieron cultivos monoespecificos y de ambas especies mezcladas, sometidos a 10°, 15°y 20°C, y a esta tltima temperatura,
a bajas intensidades de luz, de 1.8 a 1.0 pmol m?s™. Se calcularon los porcentajes y tiempos de germinacion, T, y se estudiaron el
desarrollo del gametofito y la expresion sexual, teniendo en cuenta que Athyrium filix-femina presenta un ciclo de reproduccion sexual,
mientras que Dryopteris affinis subsp. affinis es un taxon de apogamia obligada.

Los porcentajes de germinacion final fueron elevados en general, siendo algo mayores en los cultivos con esporas mezcladas. Sin embargo,
la temperatura influy6 claramente en el tiempo de germinacion (T,), siendo menor en Dryopteris a cualquiera de las temperaturas
estudiadas. Cultivos con bajas intensidades de luz, alcanzaron altos porcentajes de germinacion, disminuyendo significativamente a 1
pmol m? s, especialmente en Athyrium.

La expresion sexual en cultivos con mezcla de esporas a 20°C y 50 umol m™ s-! en suelo, fue similar a los tres y seis meses, con un alto
porcentaje de femeninos en Athyrium, favoreciendo un cruzamiento esporofitico, y con un elevado niimero de espordéfitos apogamos en
Dryopteris. En los cultivos control, monoespecificos, se formaron mayoritariamente masculinos.
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[en] Effect of light, temperature and competence in the gametophytic phase of two forest ferns:
Athyrium filix-femina and Dryopteris affinis subsp. affinis

Abstract. Athyrium filix-femina and Dryopteris affinis subsp. affinis are forest ferns that live together frequently. Spore viability and
speed in germination, together with gametophyte development are cues for the competitive success of ferns in a certain habitat.
Monospecific and mixed spore cultures were established, and kept at 10°, 15° and 20°C, and at low light intensity, from 1.8 to 1.0
umol m? 57!, the latter at 20 °C. Total germination percentages and time (T, ), were registered in each case. In addition, gametophyte
development and sexual expression was studied in both species.

Final germination percentages were generally high, slightly higher in cultures with mixed spores. However, temperature clearly affected
germination time that was shorter in Dryopteris at all tested temperatures. Cultures at low light intensities reached high germination
percentages, decreasing markedly at 1 pmol m? s™!, notably in Athyrium.

Sexual expression in mixed cultures, on soil at 20°C and 50 pmol m? s!, was similar after three and six months. Athyrium showed
high percentages of female gametophytes promoting sporophytic outcrossing, while Dryopteris showed a high number of apogamous
sporophytes.
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Introduccion

Athyrium filix-femina (L.) Roth y Dryopteris affinis
(Lowe) Fraser-Jenkins subsp. affinis (en adelante
nombradas como especies o Athyrium y Dryopte-
ris), son dos helechos que habitan en bosques hu-
medos y umbrosos donde, cuando conviven, pueden
ser dominantes. El primero es mas abundante y de
distribucién mas amplia, Reino Holartico y algunos
puntos aislados de la costa pacifica de América del
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sur, mientras que el segundo queda mas restringido
al oeste de Europa y noroeste de Africa (Salvo 1990).

Los helechos producen una inmensa cantidad de
esporas, cuya viabilidad, rapidez de germinacion y el
posterior desarrollo del gametofito son fundamenta-
les para el establecimiento con éxito del esporofito.
El presentar un gametofito de vida libre supone una
limitacién para su establecimiento, ya que en esta
fase son mas susceptibles de ser eliminados (Page
2002).
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El éxito en la germinacion viene determinado
fundamentalmente por la luz, la temperatura, (Page
1979; Raghavan, 1989), la gravedad y el calcio, asi
como las giberelinas y el anterididgeno (Schneller
2008; Suo et al. 2015). Estos factores afectan al es-
tablecimiento de los gametofitos, ademas de la pro-
duccioén y dispersion de las esporas (Rose & Dassler
2017 y referencias incluidas).

Generalmente se acepta que la distribucion de los
helechos en muchos casos esta determinada por fac-
tores como el clima o el sustrato, ya que pueden dis-
persarse a grandes distancias y establecerse a partir
de una sola espora por su capacidad de autofecun-
dacion (Tryon 1986; Barrington 1993), aunque para
algunos autores (Richard et al. 2000; Wild & Gagnon
2005) mas que la capacidad de dispersion es la dis-
ponibilidad de un habitat adecuado la responsable de
su distribucion.

Athyrium filix-femina es una especie diploide con
un ciclo de reproduccion sexual caracteristico, mien-
tras que Dryopteris affinis subsp. affinis también di-
ploide, es un taxon con apogamia, esto es, que produ-
ce espordfitos sin que haya una fusion sexual, por lo
que podemos suponer que su ciclo reproductivo sera
mas rapido (Whittier 1970; Gastony & Haufler 1976;
Sheffield 2008).

Dada la convivencia de estos dos taxones en bos-
ques frescos y hiimedos, asi como su capacidad para
formar parte del banco de esporas (Schneller 1988;
Schneller et al. 1990; Dyer & Lindsay 1992; Esteves
& Dyer 2003) y la posibilidad de interaccion entre
sus gametofitos, nuestro objetivo ha sido comprobar
si en el desarrollo de ambas especies, independien-
temente de su modo de reproduccion, pueden influir
factores abidticos, como la temperatura y la intensi-
dad luminica (Ranal 1999; Riafio et al. 2015) y por
otra parte, si la posible competencia entre sus game-
tofitos puede favorecer el desarrollo de una de ellas.

Material y Métodos
Especies y obtencion de esporas

Las esporas fueron obtenidas de una poblacion de
cada taxon. Se colectaron frondes fértiles de entrel5
y 20 espordfitos diferentes de cada poblacion y se
trasportaron al laboratorio. Se lavaron con agua y
se prensaron hasta la liberacion de las esporas. Cada
muestra se obtuvo de la mezcla de las esporas de
todos los esporofitos colectados en cada poblacion:
Athyrium filix-femina: Madrid, entre Navacerra-
da y el Puerto de Navacerrada. Sustrato granitico.
5/10/2014, S.Pajaron y E. Pangua. Dryopteris affi-
nis subsp. affinis: Guipuzcoa, San Sebastian, Monte
Igueldo. Cunetas de la carretera. 10/10/2014, J.L.
Hidalgo.

El indice de aborcion esporal (SAI) se calculd en
estas poblaciones a partir de cuatro preparaciones de
esporas montadas en glicerogelatina, contando las
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esporas abortadas de cada 100 en cada una de las pre-
paraciones. En los experimentos llevados a cabo los
calculos de porcentajes de germinacion se hicieron
sobre las esporas bien desarrolladas. Las siembras se
realizaron entre dos y ocho semanas después de su
recoleccion.

Tratamientos experimentales

Las esporas de ambos taxones se sembraron en me-
dio de cultivo enriquecido con agar (Dyer 1979), pre-
viamente esterilizado en autoclave a 20 atm, y 125°C
durante 20 minutos. Se utilizaron placas Petri de 5.5
cm de diametro, esterilizadas, y selladas con Para-
film (American National Can, Chicago) para evitar
su desecacion. Con el fin de evitar la contaminacion
se afiadio Nystatin (100U ml'). El antifingico fue
afnadido al medio después del autoclavado. En todas
las siembras las muestras de esporas fueron cribadas
a través de dos capas de tejido para lentes (Whatman
International Ltd. Maidstone, n° 2105841) para eli-
minar impurezas, p.€j., restos de esporangios o de
paredes esporales, etc.

Se llevaron a cabo diferentes experimentos de cul-
tivo.

Experimento 1: Efecto de la temperatura y de la
interaccion esporal en la germinacion

Se establecieron cultivos de esporas de ambas espe-
cies mezcladas y sin mezclar (monoespecificas) para
comparar el efecto de la temperatura sobre la germi-
nacion. Las esporas de Athyrium y Dryopteris son fa-
cilmente distinguibles por su color y ornamentacion.
Las placas se incubaron en camaras de cultivo Iber-
cex F4, con un fotoperiodo de 16h luz: 8h oscuridad,
a 10°, 15° y 20°C. La radiacion fotosintética activa
(Photosynthetically Active Radiation, PAR) se fij6 en
50 umol m? s™'. Se utilizaron 4 placas para cada espe-
cie y temperatura tanto para los cultivos monoespeci-
ficos, como los llevados a cabo con las esporas de las
dos especies mezcladas (12 placas para cada tipo de
cultivo). Una espora se considerd germinada con la
emergencia del primer rizoide (Miller 1968).

Se registraron dos variables, el tiempo de germi-
nacion, considerado como el nimero de dias necesa-
rio para alcanzar el 50% de la germinacion final, T,
(Coolbear et al. 1984), y los porcentajes de germina-
cion final. La tasa de germinacion se calculd basan-
dose en el conteo de 100 esporas escogidas al azar de
cada placa sobre esporas bien desarrolladas, obvian-
do las deformes o abortadas.

Experimento 2: Efecto de la intensidad de luz en
la germinacion y desarrollo de los gametofitos

Para comprobar el efecto de la intensidad de la luz
sobre la germinacion y el posterior desarrollo del ga-
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metdfito en ambas especies, se utilizaron diversas in-
tensidades de luz con filtros que permitieron obtener
PAR de 1.8,1.25y 1 pumol m?s™. Se utilizaron cuatro
placas para cada intensidad de luz. Este experimento
se realizo a 20°C ya que fue la temperatura a la que
se obtuvo el menor tiempo de germinacion en ambas
especies. Las placas de los cultivos monoespecificos
de Athyrium y Dryopteris del experimento 1, a 20°C
y 50 umol m? s! se utilizaron como control. Estas ba-
jas intensidades de luz se seleccionaron basandonos
en los resultados de Jiménez (2009). El fotoperiodo
fue el mismo que en el experimento 1.

La tasa de germinacion se calculd en base al re-
cuento de 100 esporas, seleccionadas al azar, de cada
una de las cuatro placas cada dos dias hasta los 32.

A los 2 meses de cultivo se quitaron los filtros y se
mantuvieron los cultivos otro mes a 50 pmol m= s
A continuacién se muestrearon aproximadamente 50
gametofitos al azar entre las cuatro placas para cada
intensidad de luz y especie. Los gametofitos mues-
treados se incubaron en cloral-hidrato-aceto-carmin
(Edwards & Miller 1972) durante dos horas en un
bafio de agua a 50°C. Posteriormente se lavaron en
agua destilada, se montaron en un portaobjetos, y se
examinaron en un microscopio para comprobar la po-
sible presencia de 6rganos sexuales y se midieron uti-
lizando un escéaner de alta resolucion y el programa
ImagelJ (Abramoff et al. 2004).

Experimento 3: Efecto de la interaccion de los
gametofitos a 20°C

Con objeto de ver la posible interaccion entre las
especies sobre el desarrollo del gametdfito, referi-
dos a su expresion sexual y tamafio, se sembraron
esporas de cada una de las especies (cultivos con-
trol) y mezcla de las dos especies, con una densi-
dad homogénea, en cajas de plastico trasparente
de 10x10 cm de lado (Bibby Sterilin, Barloworld
Scientific, Stone, Staffordshire, UK). Se rellena-
ron con suelo comercial (Compo Sana Semilleros
Compo. Barcelona) hasta completar 1 cm de pro-
fundidad. Se utilizaron 4 réplicas en cada caso, se
regaron una vez por semana y fueron selladas con
Parafilm para evitar su desecacion. Los muestreos
se realizaron a los 3 y 6 meses después de la siem-
bra. Las condiciones de cultivo fueron 20°C y 50
pmol m? s, El fotoperiodo el mismo que en los
experimentos anteriores.

Los gametdfitos no se confunden, ya que los de
Dryopteris presentan tricomas y los de Athyrium

no. Para cada tiempo de muestreo se seleccionaron
de cada una de las 4 cajas de cada especie, de forma
aleatoria, dos cuadros de 2x2 cm, muestreando todos
los gametofitos que aparecian en ellas. Para su ob-
servacion al microscopio y obtencion de su area, los
gametofitos se trataron de la misma forma que en el
experimento 2. Se indico su expresion sexual, mascu-
linos, femeninos, bisexuales o apégamos, cuando se
observa un esporofito apogamo en estado inicial o ya
desarrollado, aunque estos gametofitos presentaban
ademas anteridios

Analisis de datos

El analisis estadistico de los datos se realiz6 median-
te ANOVAS de dos vias en el caso del efecto de la
especie y la temperatura sobre el tiempo de germina-
cion, y de la especie y la intensidad luminica sobre
el tamano de los gametofitos. ANOVAS de una via
se realizaron para analizar el efecto del tratamiento
(cultivos monoespecificos y mezclados) sobre la ger-
minacion final y el efecto de la intensidad de la luz
sobre el porcentaje de la germinacion total de cada
especie. Todos los analisis se llevaron a cabo con
IBM-SPSS-25 (IBM Corp. Released 2017).

Resultados

El indice de esporas abortadas en la poblacion estu-
diada de Dryopteris fue del 4.5%, mientras que en la
de Athyrium se redujo al 0.5%

Efecto de la temperatura y la interaccion esporal
en la germinacion

En todos los casos, a las temperaturas (10°, 15° y
20°C) y tratamientos (esporas en cultivos monoes-
pecificos y mezcla de las dos especies) estudiados,
se alcanza un alto porcentaje en la germinacion, en-
tre 80% y 100%. En Athyrium, a 10° y 15°C, se ob-
serva un 10% menos de germinacion en los cultivos
mezcla (Fig.1 a, b). En Dryopteris estas diferencias
son minimas (Fig. 1 d-f). Al final del experimento
solo se observaron diferencias significativas entre
cultivos monoespecificos y mezcla en Athyrium a
10° y 15°C (F=12.835, p<0.05; F=37.696, p<0.001
respectivamente). En ambos casos se alcanzé un
porcentaje de germinacion mayor cuando estaban
mezcladas esporas de ambas especies (Fig. 1).
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Figura 1.- Porcentajes de germinacion a lo largo de 44 dias de muestreo a 10°, 15°y 20°C en Athyrium filix-femina (a-c) y Dryopteris
affinis subsp. affinis (d-f) en cultivos monoespecificos (circulos negros) y con esporas mezcladas (circulos blancos).

En cuanto al tiempo de germinacion, no se en-
contraron diferencias entre los cultivos monoespe-
cificos y mezcla. El analisis del efecto de la especie
y de la temperatura sobre el tiempo de germinacion,
T,,, mostré que existia una interaccion estadistica-
mente significativa entre los efectos de la especie
y la temperatura sobre el tiempo de germinacion

(F=36.407, p<0.001). Los analisis de efectos princi-

pales simples mostraron que el tiempo de germina-
cion era significativamente mas corto en Athyrium
a 20°C que a 15° o 10°C (Fig. 2). Incluso era
significativamente mas corto a 15° que a 10°C. Un
efecto similar se da en Dryopteris donde, ademas, el
tiempo de germinacion es significativamente menor
que en Athyrium para todas las temperaturas estu-
diadas (Fig. 2).
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Figura 2.- Tiempo de germinacion en dias para ambas especies, a 10°, 15° y 20°C. Diferentes letras en el grafico indican diferencias
significativas (p<0.001).

Efecto de la intensidad de luz en la germinaciony  mseg’ que fueron menores (Fig. 3 a-b), especial-
desarrollo de los gametofitos mente en Athyrium, que no alcanzé el 20%. Tam-

bién en esta especie la germinacion a 1,25 pmol
En ambas especies los porcentajes de germinacion  m2seg! fue un 10% menor que para las intensidades
finales fueron semejantes excepto para 1 pumol  mas altas.
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Figura 3.- Porcentajes de germinacion a lo largo de 32 dias en Athyrium filix-femina (a) y Dryopteris affinis subsp. affinis (b) a dife-
rentes intensidades de luz.



A 50 pumol m~seg™! la germinacion es mas rapida
que al resto de las intensidades luminicas estudia-
das. A valores de 1.8 y 1.25 pmol m?seg! las espo-
ras retrasan su germinacion aproximadamente una
semana, pero los valores finales son similares a los
del control. Sin embargo, a 1 pmol m?seg” Athyrium
no supero el 17% y Dryopteris alcanz6 algo mas del
60% (Fig. 3). Veinte dias después de la siembra, una
vez estabilizados los porcentajes de germinacion, se
encontraron diferencias significativas en ambas es-
pecies entre la germinacion a 1 pmol m?seg’ y la
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del resto de intensidades luminicas (Dryopteris, F=
96,942; p<0,001 y Athyrium, F=136,065; p<0,001).

Transcurridos dos meses desde la siembra, en las
placas control (50 umol m~seg') se observan game-
tofitos bien desarrollados (Fig. 4, d y h), sin embargo,
a menores intensidades de luz, los gametdfitos alcan-
zaron solamente un estado de pocas células o un pe-
quetio filamento (Fig. 4, a-c y e-g). Tras retirar los
filtros, se mantuvieron un mes a 50 pmol m2seg’!, y
llegaron a formar pequefias laminas, permaneciendo
en estado presexual.

Figura 4.- Fotografias de los cultivos a los dos meses en agar de Athyrium filix-femina (a-d) y Dryopteris affinis subsp. affinis (e-h). a,
e: 1 pmol m-*seg™; b, f: 1.25 umol m-seg™'; ¢, g: 1.8 pmol m-*seg'y d, h: 50 umol m-?seg™'. Escala: 450 um.

En ambas especies, tras estos tres meses, se en-
contraron diferencias significativas de tamafio entre

el control, mas grandes y con algunos gametofitos
masculinos, y el resto de las intensidades de luz estu-
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diadas (Fig. 5). También mostraron diferencias signi-
ficativas los gametofitos de Athyrium a 1.8 pmol
m?seg’ frente a los de 1 y 1.25 umol m“seg'. En

25

2,0

o

todos los casos los gametofitos permanecieron con
tamafios muy reducidos.

Athyrium Dryopteris
[EPresexuales
M Masculinos 0303
b
c
b
a' a'
a a * a' 188
+ & & g 173 b
1 ymol 1.25 1.8 50 1 pmol 1.25 1.8 50
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luz

Figura 5.- Medias del tamaiio y expresion sexual de los gametdfitos de Athyrium filix-femina y Dryopteris affinis subsp. affinis a
diferentes intensidades de luz. Diferentes letras en el grafico indican diferencias significativas (p<0.001).

Efecto de la interaccion de los gametoéfitos a 20°C

La expresion sexual de los gametofitos para los tra-
tamientos control y mezcla, a los 3 y 6 meses, refleja
algunas diferencias entre Athyrium y Dryopteris (Fig.

Porcentajes

Porcentajes

100

6). En los cultivos control el porcentaje de masculi-
nos es muy elevado en ambas especies, especialmen-
te a los tres meses, que ronda el 80%.
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Figura 6.- Porcentajes de las diferentes expresiones sexuales para los distintos tratamientos: control (cultivos monoespecificos) y

mezcla (cultivos de ambas especies juntas) a los 3 y 6 meses de cultivo.



En Athyrium se observan masculinos, femeninos
y bisexuales, tanto en la mezcla a los 3 meses como
en ambos tratamientos a los 6 meses (Fig. 6a). En
cuanto al éxito reproductivo en esta especie se ob-
servo, a los seis meses, un 6% de esporo6fitos en los
gametofitos femeninos en los cultivos mezcla.

En Dryopteris en los cultivos mezcla, a los tres
meses, un 80% de gametofitos con anteridios habian
desarrollado esporofitos apogamos, y un 20% en el
cultivo control (Fig. 6b). A los 6 meses, en las pla-
cas control, mas del 60% de los gametofitos habian
desarrollado esporofitos apégamos, llegando casi al
100% en los cultivos mezcla. Estos esporofitos, lle-
garon a formar hasta seis hojas bien desarrolladas.

En relacion con los tamafios obtenidos (Fig. 7)
se observd un comportamiento muy diferente entre
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ambas especies. En el caso de los gametofitos de
Athyrium, a los 3 meses alcanzaron mayor tamafio
los gametofitos femeninos que crecian en cultivos
mezcla que los del control. Estas diferencias dismi-
nuyeron a los seis meses. Se mantuvo la relacion de
tamario, masculinos < bisexuales < femeninos.

Los gametofitos de Dryopteris que permanecie-
ron masculinos presentaron un tamaio menor que los
que formaron esporofitos (Fig. 7). En cualquier caso,
los gametofitos de Dryopteris presentaron un tamafio
mucho menor que los de Athyrium, por ejemplo, a los
seis meses el tamafio medio de los gametofitos con
esporofitos apogamos, oscilaba entre 12 y 15 mm?,
mientras que los valores de los gametofitos femeni-
nos de Athyrium variaron entre 44 y 49 mm? (Fig. 7).
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Figura 7.- Area y expresion sexual de los gametofitos para los distintos tratamientos: control (cultivos monoespecificos) y mezcla

(cultivos de ambas especies juntas) a los 3 y 6 meses de cultivo.
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Efecto de la temperatura y la interaccion esporal
en la germinacion

El porcentaje de esporas viables germinadas fue muy
alto en todos los casos, especialmente a 20°C. En la
mayor parte de los helechos estudiados se alcanza
una germinacion optima entre 15°-30°C (Miller 1968;
Raghavan 1989).

Hay que tener en cuenta que el indice de aborcién
esporal (SAI) fue mas elevado en Dryopteris que en
Athyrium, datos que coinciden con los encontrados
por Hornych & Ekrt (2017) para ambas especies y
por Quintanilla & Escudero (2006) para varias pobla-
ciones de Dryopteris affinis de Galicia. En Athyrium,
la tasa de germinacion final aumenta cuando sus
esporas estdn mezcladas con las de Dryopteris, lo
que favoreceria el desarrollo de los gametofitos de
Athyrium cuando conviven. Ademas, esta especie
produce hojas fértiles desde junio hasta septiembre,
por lo que el nimero de esporas originado es mayor
que en Dryopteris, donde el numero de hojas fértiles
se establece al inicio de la primavera y es fijo (Schne-
ller 1988; Landi et al. 2012).

El tiempo de germinacién fue menor en Dryopte-
ris, aunque en ambas especies aumenta al disminuir
la temperatura. Estos resultados coinciden con los de
Quintanilla & Escudero (2006) para otras especies de
Dryopteris, donde el tiempo de germinacion decrecia
al aumentar la temperatura en un rango entre 8°-25°C,
independientemente de los porcentajes totales de ger-
minaciéon alcanzados. Ranal (1999) para temperatu-
ras entre 18°y 29°C obtuvo resultados similares en la
germinacion de especies de bosques mesoéfilos, don-
de el menor tiempo de germinacién se correspondia
con las temperaturas mas altas.

Nuestros resultados indicarian una ventaja de Dr-
yopteris especialmente a 10°C, temperaturas que se
alcanzan al inicio de la primavera, donde el tiempo
de germinacion se reduce en mas de 10 dias, aun-
que con el aumento de la temperatura la diferencia en
el tiempo de germinacion se va reduciendo notable-
mente (Fig. 2).

La mayor abundancia de Athyrium en los habitats
compartidos, nos sugiere que el establecimiento de
estas especies probablemente tenga factores abidticos
mas limitantes que la temperatura, como por ejemplo
la luz, humedad, tipo de suelo, etc. (Raghavan 1989;
Ranal 1999; Johnson et al. 2000; Nondorf et al. 2003;
Godefroid et al. 2006; Suo et al. 2015), asi como la
interaccién y competencia con otras plantas (Peter-
sen & Fairbrothers 1980; Bremer 2010; Testo et al.
2014).

Efecto de la intensidad de luz en la germinacion y
desarrollo de los gametofitos

La luz interfiere en la germinacion esporal (Brum &
Randi, 2002; Pérez-Garcia et al. 2007; Hiendlmeyer

et Randi 2007; Riafio & al. 2015) y en la expresion
sexual de los gametofitos (Hauke 1971; Guillon &
Fievet 2003; Jiménez 2009).

En algunos helechos arborescentes que se desa-
rrollan en bosques de niebla, con intensidades de luz
de 0.25 umol m2seg’!, se han obtenido porcentajes de
germinacion superiores al 50% (Riafio et al. 2015).
Las especies estudiadas por nosotros han mostrado
altos porcentajes de germinacion, excepto a 1 pmol
m?seg’ que experimentan un notable descenso, aun-
que superando el 20% de germinacion. Estos resulta-
dos apoyan la idea de que algunos helechos pueden
sobrevivir en el interior de bosques, con condiciones
de iluminacion demasiado bajas para el desarrollo de
angiospermas competidoras (Page 2002).

El maximo desarrollo alcanzado por los gameto-
fitos durante el tiempo del experimento fue el de una
lamina de pequeio tamafio para todas las intensida-
des de luz estudiadas, y solo en el control se forma-
ron o6rganos sexuales. Estos datos contrastan con el
hecho de que Athyrium y Dryopteris presentan ante-
ridiogeno, que puede inducir la germinacién en os-
curidad y el desarrollo de anteridios en gametofitos
de pocas células (Schneller 1981; 1988). Nuestros
cultivos no reflejaron ningun efecto del anteridioge-
no, probablemente debido al escaso desarrollo de los
gametofitos (Fig. 4), que no alcanzaron el estado de
madurez necesario para producirlo, ya que esta hor-
mona es producida por gametofitos arquegoniados
o meristicos (Dop 1950; Naf 1979; Schneller et al.
1990; Schneller 2008).

En cuanto a la expresion sexual, que afecta a los
modos de reproduccion (Willson 1981; Korpelainen
1998; Hornych et al. 2021), en las muestras control
solo se observaron gametofitos presexuales y mas-
culinos, aunque alcanzaron un tamafio significativa-
mente mayor que a las menores intensidades de luz
estudiadas. Muchos de los gametofitos presexuales
eran meristicos, con posibilidad de secretar anteri-
didgeno y favorecer la presencia de masculinos en
ambas especies (Schneller 2008). Estos cultivos con-
trol, siempre a 50 umol m?seg! y en agar, presen-
taron diferencias con los cultivos control realizados
en sustrato de compost en el experimento tres, con
las mismas condiciones de luz y temperatura. Estas
diferencias en la expresion sexual pueden deberse,
por tanto, al medio de cultivo. Ranker & Houston
(2002) indican, en base a los resultados obtenidos
por Schneller (1979), que para Athyrium filix-femina
la expresion sexual de los gametodfitos cultivados en
medio enriquecido con agar no es un buen indicador
de lo que ocurre en la naturaleza, ya que presentan un
porcentaje mucho mas elevado de gametofitos pre-
sexuales.

En definitiva, en las condiciones de baja intensi-
dad luminica estudiadas, ambas especies presentan
elevados porcentajes de germinacion, y posterior for-
macioén de filamentos con células clorofilicas, por lo
que estas condiciones no serian limitantes para el es-
tablecimiento de los gametofitos de ninguna de ellas.
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Efecto de la interaccion de los gametoéfitos a 20°C

La interaccion entre ambas especies en Athyrium,
con un elevado porcentaje de gametéfitos femeninos,
tiende a favorecer el cruzamiento esporofitico, es de-
cir, la fecundacion que se produce entre dos gameto-
fitos que provienen de esporas de distintos esporofi-
tos (Haufler et al. 2016). Por otro lado, en Dryopteris,
aumenta notablemente el nimero de esporoéfitos apo-
gamos, lo que podria favorecer su establecimiento, y
una rapida ocupacion de los microhabitats compar-
tidos.

El éxito reproductivo, referido a la formacién de
esporofitos, fue muy elevado en Dryopteris, espe-
cialmente cuando aparece mezclado con Athyrium,
ya que, en nuestros cultivos, tras formar anteridios
en gametofitos con un area muy reducida, origina
esporofitos apégamos en practicamente la totalidad
de los gametofitos. En el caso de Athyrium solo se
observaron esporofitos en gametofitos femeninos de
los cultivos mezcla a los seis meses, y con un porcen-
taje de solo el 6%.

El tamafio alcanzado por los gametofitos de
Athyrium es mucho mayor que el de los de Dryopte-
ris, y en ambos casos, los masculinos fueron de me-
nor tamafo.

El 4rea reducida de los gametofitos de Dryopteris
estaria relacionada con la mayor rapidez en el cre-
cimiento y maduracion de los gametofitos, asociada
al tipo de reproduccion asexual en la formacion del
esporoéfito apégamo (Whittier 1970; Gastony & Hau-
fler 1976; Huang et al. 2011). Mientras en Athyrium
los gametofitos femeninos alcanzan un mayor tama-
flo, necesario para sostener arquegonios funcionales
y mantener el desarrollo de jovenes esporofitos se-
xuales, en Dryopteris, se ahorran recursos en el de-
sarrollo del gametofito, pequefios y sin arquegonios,
al comenzar rapidamente el desarrollo del esporofito
apogamo.

La formacién de anteridios en gametofitos apo-
micticos quiza sea una respuesta al anterididgeno vy,
aunque la presencia de un sistema hormonal contro-
lando la expresion sexual en una especie apogama
parezca superflua, juega un papel importante en las
interacciones entre estas especies y otras congené-
ricas sexuales (Haufler & Gastony 1978; Schneller
1981; Hornych et al. 2021). En concreto, se pueden
producir hibridos entre especies apomicticas, que en
su mayoria no producen arquegonios (Whittier 1968;
Bell 1990; Yatskievych 1993), con especies sexuales
relacionadas, que a su vez se reproduciran por apoga-
mia (Ekrt et al. 2009; Hornych et al. 2021).

En definitiva, en Athyrium se observa un compor-
tamiento habitual en especies sexuales con la forma-
cion de gametofitos femeninos numerosos y grandes,
necesario para mantener jovenes esporofitos tras la
fecundacion. Por el contrario, en Dryopteris la estra-
tegia seria favorecer la pronta formacion de numero-
sos esporofitos apogamos para aprovechar la rapidez
en la ocupacion de espacios favorables.
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Sin embargo, en muchos de los habitats en que
conviven ambos taxones, existe una dominancia de
Athyrium frente a diversas especies de Dryopteris
(Bremer 2010; Onandia et al. 2013), que también
aparece reflejada en los bancos de esporas (Schneller
1988; Esteves & Dyer 2003; Hernandez et al. 2012).
Esto indica que el dominio de una u otra especie de-
pende, no solo del gametdfito y las interacciones de
este con el resto de las plantas con las que convive,
sino también de las exigencias ecologicas del esporo-
fito (Johnson et al. 2000; Page 2002).

Conclusiones

La germinacion a las temperaturas estudiadas, asi
como a las bajas intensidades de luz a 20°C, indican
que no serian limitantes para la instalacion de pobla-
ciones gametofiticas de estas dos especies, aunque
Dryopteris presenta un menor tiempo de germina-
cion, y mayor rapidez en el desarrollo del gametofito
y formacion de espordéfitos, como se podia esperar al
ser una especie apégama. Sin embargo, en las zonas
donde conviven estas especies, existe una dominan-
cia de Athyrium frente a Dryopteris, reflejada ademas
en sus bancos de esporas.

Es posible que la falta de variabilidad genética en
el helecho apdgamo merme las facultades de Dryop-
teris frente a Athyrium, que mantiene un nivel alto
de variabilidad genética al mantener el cruzamiento
esporofitico como sistema de reproduccion dominan-
te en la naturaleza (Schneller & Holderegger 1997).

Los helechos necesitan un microhabitat que per-
mita el desarrollo de los gametdfitos y su reproduc-
cion, pero esto no asegura el desarrollo y estableci-
miento del espordfito, ya que ambas fases pueden
presentar diferentes requerimientos ecologicos.
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