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Gametofitos y esporofitos jovenes de Dryopteris wallichiana
(Spreng.) Hyl. (Dryopteridaceae - Pteridophyta)
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Resumen: Narvdez, P. L.; Martinez, O. G. & de la Sota, E. R. 2008. Gametofitos y esporofitos jévenes de Dryopteris wallichiana (Spreng.)
Hyl. (Dryopteridaceae - Pteridophyta). Bot. Complut. 32: 85-90.

Se presenta la morfogénesis de los gametofitos y morfologfa de los esporofitos jovenes de Dryopteris wallichiana (Spreng.) Hyl. sobre la
base de cultivos in vitro. El patron de germinacién es tipo Vittaria, el desarrollo gametofitico corresponde al tipo Aspidium. Los protalos
laminares son cordados y espatulados. Los protalos maduros originan solo anteridios del tipo comiin de helechos leptosporangiados. Los
gametofitos espatulados producen mayor cantidad de anteridios. Se trata de una especie con apomixis obligada. Los esporofitos se desarrollan
de protalos cordados. Las primeras ldminas son trilobadas, luego se dividen en plan pinnado. Poseen pelos unicelulares a pluricelulares, en el
margen y ambos lados de la ldmina.
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Abstract: Narvdez, P. L.; Martinez, O. G. & de la Sota, E. R. 2008. Dryopteris wallichiana (Spreng.) Hyl. (Dryopteridaceae - Pteridophyta)
gametophytes and young sporophytes. Bot. Complut. 32: 85-90.

Morphogenesis of the Dryopteris wallichiana (Spreng.) Hyl. gametophytes and morphology of young sporphytes are presented on the
basis of in vitro culture. The germination pattern is Vittaria-type, prothallial development corresponds to Aspidium-type. The laminar prothalli
are cordated and spatulated. The mature prothalli only originate antheridia of the common type for leptosporangiate ferns. The spatulated
gametophytes develop a larger quantity of antheridia. It is an obligated apomictic species. The sporophytes are originated from cordated
prothalli. The first laminae are trilobate, then they divide into pinnated plan. They have unicellular and pluricellular trichomes on the margin
and both sides of the lamina.
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INTRODUCCION los bosques de Alnus acuminata Kunth (aliso), donde

generalmente crece sobre barrancas himedas. En

El género Dryopteris Adans. pertenece a la familia
Dryopteridaceae y agrupa aproximadamente 100 espe-
cies; Ponce (1996) cita cuatro taxones para la Argentina.
Dryopteris wallichiana (Spreng.) Hyl., crece en Africa,
Asia continental e insular (Himalayas, India, China,
Japon, Taiwdn y Filipinas), en América insular (Hawai,
Jamaica y La Espafiola), en América continental desde
Meéxico, Mesoamérica, Colombia, Venezuela, Ecuador,
Perd, Bolivia, Paraguay, Brasil y noroeste y centro de
Argentina. Se encuentra en altitudes elevadas entre los
1000-4000 m. En el noroeste argentino es frecuente en

Argentina esta especie se conoce comtnmente con el
nombre de “doradilla”, “doradilla macho” o “cola de
mono” debido a la presencia de escamas filiformes y
castafias que cubren peciolo y raquis. Debido a su ele-
gancia esta planta es explotada como ornamental y, por
lo tanto, casi erradicada de lugares préximos a la ciudad,
razon por la cual se encara este trabajo con la finalidad
de conocer la morfogénesis de la fase gametofitica de
Dryopteris wallichiana y de sus esporofitos jévenes, y
asf contribuir con la informacidn necesaria para evaluar
la posibilidad de su introduccién al cultivo.
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Ciertos aspectos sobre la biologfa reproductiva de
Dryopteris, para especies asidticas y europeas, han sido
desarrollados por Duncan (1943), Manton & Walter
(1954), Loyal (1960), Korpelainen (1994), entre otros.
En América, Whittier & Wagner (1971) se refirieron a la
variacion del tamafio de las esporas y la germinacion
para especies de Norteamérica. Cousens & Horner
(1970) y Pérez-Garcia et al. (1999, 2001) estudiaron el
desarrollo de los protalos de varias especies de
Dryopteris que crecen en México, pero ninguno de ellos
se refiere detalladamente a la especie en estudio.

MATERIALES Y METODOS

Para la obtencién de esporas se realizaron colecciones de frondes
fértiles en los meses de marzo-abril en las Quebradas de San Lorenzo
y Los Berros (Departamento Capital, Provincia de Salta, Argentina).
Las localidades de muestreo se hallan ubicadas entre los 1200-1400
m. Los ejemplares colectados de referencia se depositaron en el
herbario MCNS. Las pinnas fértiles fueron expuestas al calor de una
ldmpara entre 24-48 hs con la finalidad de provocar la dehiscencia de
los esporangios. La separacion de las esporas se realizd con una malla
de 80 ym de didmetro. Para la desinfeccion de las esporas se utilizd
hipoclorito de sodio comercial diluido al 10% durante 2-3 minutos. Se
utilizaron como medios de cultivo dos soluciones nutritivas: Knudson,
modificado por Steeves et al. (1955) y Murashige & Skoog (1962),
gelificadas con agar al 7% y enriquecidas, o no, con sacarosa al 10%.
La siembra de las esporas se realizé en cdpsulas de Petri con una
densidad de siembra de 350 esporas por cm?. Se utiliz6 una cdmara de
cultivo con control automético de temperatura (25 + 2 °C) y luz con
fotoperiodo de 16 hs de luz y 8 hs de oscuridad, iluminados con tubos
fluorescentes de 20 W. Los gametofitos fueron repicados
frecuentemente para evitar la superposicién. Cuando alcanzaron la
forma cordada se dispusieron entre 3-4 protalos por cada frasco de 5
cm de didmetro. Se utiliza el criterio propuesto por Durdn & Anton

(1995) para definir protalo filamentoso, laminar y cordiforme. Se
considera como protalo maduro aquel que origina gametangios. Las
pldntulas fueron transferidas a macetas con tierra fértil y arena (3:1),
cubiertas con pldstico transparente y mantenidas en la misma cdmara.
Se regaron periddicamente con las mismas soluciones nutritivas en las
que se desarrollaron. Para la observacién de gotas de aceite se utilizd
Sudén IV y para los anteridios carmin acético. Se realizaron cortes
histolégicos de protalos de 10-12 ym de espesor con micrétomo
rotatorio, coloreados con hematoxilina férrica de Heidenhain y
safranina-fast green (D’ Ambrogio de Argiieso 1986) y montados con
“Canadax Biopur”. Para el estudio palinolégico con microscopio
Optico se consideraron 20 muestras de 100 esporas cada una,
montadas directamente en agua glicerinada al 50%. El andlisis
estructural se realizd con microscopia electrénica de barrido, para ello
las esporas fueron acetolizadas de acuerdo a la técnica de Erdtman
(1960), previo tratamiento con CO,Na al 3% en caliente durante 2
minutos y metalizadas con oro/paladio. Las observaciones, dibujos y
obtencion de fotograffas se realizaron con un microscopio
estereoscopico modelo SV11 Original Carl Zeiss, microscopio Gptico
Standard 16 Zeiss y/o microscopio electronico de barrido, marca
JEOL modelo JSM 6480 LV de la Universidad Nacional de Salta.

RESULTADOS

El andlisis palinoldgico demuestra que las esporas
son monoletas, castafio oscuras, ruguladas, con muros
anchos y redondeados usualmente anastomosados for-
mando areolas con muros cortos y redondeados, de 43-
54 x 29-34 ym (Fig. 1 A'y B). También se observaron
esporas hialinas sin contenido celular en un 20 %. La
germinacion de las esporas se produce gradualmente en
un perfodo de 6 a 10 dias (Fig. 2 A), en un alto porcen-
taje, 80% en promedio. Las esporas que no germinan
corresponden a las de menor tamafio. La primera divi-

Figura 1— Esporas de Dryopteris wallichiana. A: esporas monoletas. B: detalle de la espora mostrando ornamentacion rugulada.
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sién mitética origina dos células, una de menor tamafo, La fase filamentosa ocurre entre los 9-15 dias des-
incolora, que desarrolla el rizoide y otra con clorofilade  pués de la siembra de las esporas. El filamento formado
mayor volumen que produce el filamento protdlico. por 2-5 células con cloroplastos y gotas de aceite, pre-

Figura 2— Desarrollo gametofitico. A: germinacion de la espora (7 dfas después de la siembra). B: filamento protélico (10 dfas).
C: protalo con tricoma en célula terminal (12 dfas). D: protalo laminar (20 dfas). E: protalo espatulado con anteridios en
margen y superficie (35 dias). F: protalo laminar cordiforme (30 dias). G: protalo cordado maduro (60 dfas). H: corte trans-
versal a nivel de cojinete central mostrando meristemo (100 dfas). Esporofitos jovenes. I-J: 1dmina trilobada (120-125 dfas).
K-L: ldmina pinnada (127-130 dias). P. Narvdez y M. C. del Otero.
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senta un rizoide hialino que supera hasta cinco veces la
longitud del filamento (Fig. 2 B). Se observa que la divi-
sién celular cesa cuando en la célula terminal del fila-
mento se forma un pelo unicelular papilado (Fig. 2 C),
luego las divisiones ocurren en las células anteriores ori-
ginando una ldmina.

La fase laminar se extiende entre los 16-50 dfas, se
caracteriza por la presencia de tricomas unicelulares
marginales y superficiales (Fig. 2 D). Durante este peri-
odo se diferencia una célula meristematica que produce
la escotadura y a partir de este momento ocurren divi-
siones celulares asimétricas en ambas hemildminas
hasta culminar con la formacién de protalos cordados
(Fig. 2 F) o espatulados (Fig. 2 E), en una proporcion de
8:2. Ambas formas desarrollan rizoides largos y transpa-
rentes sobre el lado abaxial, en el extremo opuesto a la
escotadura, lo que favorece la posicion semierecta. Los
protalos cordados maduros se observan a partir de los 50
dias, crecen hasta alcanzar 1 cm de ancho en la zona de
mayor desarrollo de las hemildminas. En la regién cen-
tral se origina una costilla formada por 5-8 células de
espesor, con mayor engrosamiento en proximidades a la
escotadura (Fig. 2 G). Los gametofitos laminares espa-
tulados se desarrollan entre 10 y 20 dias antes que los
cordados y contienen costillas escasamente estratifica-
das, formada por 3 a 5 células.

Entre los 100 y 120 dfas, la costilla central de los
protalos cordados (Fig. 2 H) logra mayor estratificacion
y se produce la diferenciacion de un meristemo central
que origina el embrion sobre el lado abaxial (Fig. 3).

El desarrollo de gametangios fue observado desde
los 20 dfas, después de la siembra, en las formas espatu-
ladas y, a partir de los 30, en los tipos cordados. Todos
los protalos resultaron masculinos. Los anteridios
estructuralmente corresponden al tipo denominado por

Figura 3— Corte transversal del gametofito mostrando el
embridn sobre el lado abaxial (110 dfas). M. C. del Otero.

Nayar & Kaur (1971) como leptosporangiados, se
hallan constituidos por una célula basal en forma de
embudo que une el anteridio al protalo, una célula media
que rodea la masa central de androcitos y una célula api-
cal que actia a modo de opérculo. Los protalos espatu-
lados presentan 50% mds de anteridios que los cordifor-
mes (Fig. 2 E). Estos gametangios se disponen sobre la
superficie abaxial en la region central y en las hemildmi-
nas, de ambos tipos de gametofitos. Los protalos cordi-
formes que alcanzaron el mayor tamafio originan en la
base filamentos que producen nuevos gametofitos cordi-
formes. Los nuevos individuos se ubican en forma arro-
setada, forman colonias de aproximadamente 30 indivi-
duos. Esta multiplicacion ocurre atn después de los
repiques, pero no se han controlado los factores que lo
originan.

El desarrollo del esporofito se produce entre los 120
y 150 dias, momento en el aparece un mameldn cubier-
to con escamas filiformes y castafias. Las primofrondes
contienen inicialmente 1dminas trilobadas que se divi-
den en plan pinnado, formdndose pinnas trilobadas,
luego éstas repiten el mismo patron de division (Fig. 2
[-L). La venacién es libre en los primeros estadios y
posteriormente bifurcada. El pecfolo es largo y transld-
cido en un comienzo, después de unos dias adquiere
coloracion castafia. El indumento del esporofito joven
estd formado por tricomas unicelulares en las 1dminas
trilobadas, semejantes a los observados en los gametofi-
tos. En las [dminas pinnatifidas predominan los tricomas
pluricelulares simples o ramificados sobre el margen y
ambas superficies.

Los resultados logrados en el tiempo de germina-
ci6n de las esporas, desarrollo, multiplicacién de game-
tofitos y desarrollo de esporofitos, son independientes
del medio de cultivo utilizado ya que no se observan
diferencias significativas en los tratamientos con las
diferentes soluciones nutritivas. Los gametofitos desa-
rrollados y repicados en medios enriquecidos con saca-
rosa evidenciaron igual desarrollo que los tratados sin
azlcar.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las caracteristicas de las esporas, tales como morfo-
logfa y dimensiones, responden a las citadas por Tryon
& Lugardon (1991) para 54 especies de Dryopteris. La
ornamentacién encontrada corresponde al tipo rugulado
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o “retate” segtin Lellinger & Taylor (1997). Otros auto-
res como Tryon & Lugardon /.c. encuentran que son
rugadas, Pérez Garcia et al. (1999, 2001) las definen
como rugosa de contorno tuberculado.

El alto porcentaje de germinacion de las esporas de
Dryopteris wallichiana es semejante al encontrado para
otras especies del mismo género, citadas por Whittier &
Wagner (1971). Segiin el criterio utilizado por Nayar &
Kaur (1971) para distinguir los patrones de germina-
cién, la especie estudiada responde al tipo Vittaria y el
tipo de desarrollo de gametofitos corresponde al tipo
Aspidium, debido a la formacién de un tricoma apical
que condiciona el proceso de desarrollo.

Los resultados de los estudios realizados para espe-
cies mexicanas de Dryopteris por Pérez-Garcla et al.
(1999,2001) mencionan que los protalos, en este género,
pueden ser: espatulados, cordiformes, cordiforme-espatu-
lados y acintados. En el material estudiado no se registra-
ron las formas acintadas. Tampoco no se encontraron for-
mas con escotadura profunda y alas alargadas citadas y
graficadas por Pérez-Garcia et al. (1999: 76). Los prota-
los maduros o adultos con formas cordadas y espatuladas
son anteridiados, con predominio de los cordiformes. Los
esporofitos se originaron de la costilla central de los pro-
talos cordados, mientras que los espatulados se limitaron
al desarrollo de anteridios. La presencia de gametofitos
proliferados y el tipo de anteridios corresponden con lo
citado por Nayar & Kaur (1971) para Dryopteridaceae.
Segtin Nayar & Kaur (/.c.) la apogamia es frecuente en
esta familia. En este sentido, Dryopteris wallichiana es
una especie con apomixis obligada debido a que los pro-
talos son anteridiados. Fraser-Jenkins (1989) Ia cita como

una especie apomictica diploide, aunque recientes estu-
dios realizados por Xiang et al. (2006) aseveran que se
trata de un taxén tetraploide.

La germinacion de las esporas y el desarrollo protd-
lico en medio de Murashige & Skoog (1962) resultd
semejante con medio de Knudson, lo que demuestra que
la cantidad de nutrientes necesarios para estos procesos
bioldgicos no es exigente. Tampoco la incidencia de
sacarosa registra cambios en el desarrollo apomictico de
los esporofitos, tal como lo plantearon Whittier &
Steeves (1960). La presencia de esporas hialinas, sin
contenido celular, es frecuente de encontrar tanto en las
observaciones al microscopio dptico como en las siem-
bras, posiblemente su presencia se encuentre asociada a
la apogamia, tal como lo menciona Kanamori (1972).

Evidentemente el tiempo constituye un factor limi-
tante en la obtencidn de pldntulas jovenes mediante téc-
nicas de cultivo in vitro. Debido a que atn en condicio-
nes ideales, de laboratorio, este proceso resulta muy
extenso en el tiempo porque se necesitan entre 120-150
dias después de la siembra para la observacion de espo-
rofitos jévenes.
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