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Abstract: Sexual morphogenesis phase of the epiphytic ferns Microgramma mortoniana and Pleopeltis
macrocarpa (Polypodiaceae) from Punta Lara Natural Reserve, Buenos Aires, Argentina. The Punta Lara
Natural Reserve is located on the riverside of the La Plata River in the province of Buenos Aires, Argentina. It
is the Southernmost relict in the world of subtropical riparian forest. The epiphytic ferns studied in this work
belong to the Polypodiaceae family: Microgramma mortoniana and Pleopeltis macrocarpa. Plant communi-
ties are subject to high levels of anthropization and introduction of exotic species. The goals of this work are
to provide information on the morphogenesis of epiphytic gametophytes and to extend knowledge of their life
cycles, contributing to their conservation. Sowing was carried out in Dyer medium. In both species the spores
are monolete, ellipsoidal, yellowish and with verrucate sculpture. The equatorial diameter is 60-61 um, the polar
diameter is 39-42 um. The germination is the Vittaria type; in M. mortoniana occurs at 20 days, while in P,
macrocarpa occurs at six days. The filaments are uniseriate of 3-6 cells in length. The gametophyte development
is Drynaria type. The cordated form is given after 40 days. In M. mortoniana, buds originated after 40 days. In
P. macrocarpa, after 120 days, clathrate trichomes scale-like appear mainly on the margins of the gametophyte.
The gametangia are typical of leptosporangiate ferns. The sporophyte of M. mortoniana emerged after 120 days
and that of P. macrocarpa arose after 500 days, its blades are simple, spatulate and unicellular and multicellular
branching hairs were observed. The germination pattern, gametophyte development, the presence of a lipid
globule in the prothalic cell and the formation of unicellular capitated hairs are relevant characters that could be
considered for systematic group. The delay in the formation of sporophytes through sexual reproduction, allows
us to infer that the success of their establishment in situ would be given by the vegetative reproduction through
creeping rhizomes and buds of gametophytes. Rev. Biol. Trop. 66(3): 1078-1089. Epub 2018 September 01.

Keys words: development; epiphytes; ferns; gametophyte; in vitro culture; propagation.

La reserva Integral Natural Punta Lara
(34°47°33” S - 58°0°28.32” W) se encuentra
ubicada en la provincia de Buenos Aires, la
mas poblada e industrializada de Argentina,
sobre la ribera del Rio de La Plata, a 12 km
al norte de la ciudad de La Plata. Cuenta con
unas 6000 hectareas y 8 km de costa, donde se
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desarrollan distintos ambientes que albergan,
entre otras comunidades, varios parches de
selva en galeria. Estos representan el relicto
mas austral del mundo de bosque riberefio
subtropical, con una flora unica para la region.
Actualmente, esta area protegida es consi-
derada Reserva de Biosfera en el marco del
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Programa MAB de la UNESCO (Barbetti,
2008). Desde el punto de vista fitogeografico,
esta reserva se encuentra incluida en el Distrito
Pampeano Oriental, dentro de la Provincia
Pampeana en el Dominio Chaqueiio (Cabrera,
1976). El bosque marginal, desarrollado sobre
albardones bordeados por pequefios arroyos
que entran desde el Rio de La Plata, esta
representado por un nivel superior arboreo y
por debajo los estratos arbustivos y herbaceos,
de los cuales los helechos y licofitas forman
parte fundamental. En la reserva se registran 24
especies de helechos que se desarrollan sobre
el sustrato o sobre troncos de arboles caidos
(Giudice, Ramos Giacosa, Luna, Yaiez, & de
la Sota, 2011a).

Las comunidades vegetales de esta region
se modifican no solo debido a la actividad
antropica, sino también a la introduccion de
especies exodticas. En las ultimas décadas se
ha registrado en el area protegida el ingreso de
especies exoticas, entre ellas Ligustrum luci-
dum W. T. Aiton, Rubus ulmifolius Schott, Iris
pseudoacorus L. y Lonicera japonica Thunb.,
lo cual sumado a la recoleccion y/o extraccion
furtiva de especies nativas de interés ornamen-
tal representan una amenaza para las poblacio-
nes naturales que crecen en la zona (Giudice et
al., 2011b). En respuesta a estas problematicas,
integrantes del Laboratorio Morfologia Vegetal
(FCNyM, UNLP), desarrollan desde el 2006
proyectos de conservacion que contemplan
estudios de cultivo in vitro y la obtencion de
individuos para el fortalecimiento de pobla-
ciones (Ramos Giacosa, Giudice, Pipo, &
Luna, 2014; Luna et al., 2016; Ramos Giacosa,
Gorrer, Giudice, & Luna, 2017).

El cultivo de esporas no solo permite la
produccion de plantas sino que también propor-
ciona datos de las diferentes ctapas de desarro-
llo gametofitico y esporofitico que pueden ser
significativas en estudios sistematicos, filoge-
néticos y ecoldgicos. Conocer la autoecologia
de la especie es un factor importante para esta-
blecer los protocolos de conservacion (Ibars &
Estrelles, 2012).

La familia Polypodiaceae cuenta con apro-
ximadamente 12 géneros y 48 especies en la

Argentina (Zuloaga & Belgrano, 2016), entre
los cuales se encuentran los géneros Micro-
gramma C. Presl y Pleopeltis Humb. & Bonpl.
Ex Willd. que se caracterizan por ser plantas
epifitas, con rizomas rastreros escamosos, de
gran longitud y soros circulares.

Microgramma mortoniana de la Sota pre-
senta escamas no clatradas, laminas dimorfas
y parafisos no peltados. Esta especie crece en
Uruguay, Paraguay, sur de Brasil y en Argenti-
na se distribuye en las selvas de las Yungas y en
galeria del litoral, teniendo su limite mas aus-
tral en la provincia de Buenos Aires (Cacharini
& Martinez, 2016a).

Pleopeltis macrocarpa (Bory ex Willd)
Kaulf. presenta escamas clatradas peltadas,
laminas monomorfas y parafisos peltados. Se
distribuye a lo largo del Neotropico, Africa,
Madagascar e India; en Argentina se encuentra
en la selva montana de las Yungas en las pro-
vincias del norte y en selvas en galeria en la
region Paranaense, llegando hasta la provincia
de Buenos Aires, su limite mas austral (Cacha-
rini & Martinez, 2016b).

Entre los caracteres que se tienen en cuenta
en el cultivo in vitro esta el patron de germi-
nacion, estudiado por Arroyo-Alfaro, Pelaez-
Peldez & Rodriguez-Rodriguez (2007) para
Microgramma percussa (Cav.) de la Sota y
para las especies mexicanas de Pleopeltis fue
estudiado por Reyes-Jaramillo, Pérez-Garcia &
Mendoza-Ruiz (2003).

El tiempo de germinacion es otro caracter
que analizaron Mendoza-Ruiz & Pérez-Garcia
(2005) para diversas especies mexicanas de
Microgramma. A su vez, Nayar & Kaur (1971)
estudiaron, entre otros caracteres, el patron de
desarrollo protalico de diversos géneros y espe-
cies de la familia Polypodiaceae.

Los objetivos de este trabajo son propor-
cionar informacion sobre la morfogénesis de
gametofitos epifitos y ampliar el conocimiento
sobre el ciclo de vida de las especies para con-
tribuir a su conservacion. Asi como el adquirir
herramientas que permitan implementar accio-
nes para el fortalecimiento de poblaciones vul-
nerables y restauracion de ambientes naturales.
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccion del material: Se recolectaron
5 a 6 hojas fértiles de distintos individuos de
ambas especies durante marzo y abril de 2016 y
2017. Las hojas fértiles se guardaron en sobres
de papel, fueron expuestas al calor emitido por
una lampara de 40W durante 72 h, para promo-
ver la dehiscencia de los esporangios y liberar
las esporas. Las recolectas se realizaron en 3
parches de selva dentro de la reserva: Puesto
“El Che” (34°47°24.58” S & 58°1°29.17”
W), Canal Baldovinos (34°45°58.74” S &
58°5°2.95” W) y Puesto Base (34°47°24.24 S
& 57°59°57.13” W).

Siembra: Una vez que se obtuvieron las
esporas, se separaron del resto del material
usando tamices de 88 um de didmetro. Para los
cultivos in vitro, las esporas se esterilizaron con
NaClO 10 % durante dos minutos y lavaron
con agua destilada. La siembra se realizd en
placas de Petri de cinco centimetros de didme-
tro previamente esterilizadas en autoclave (20
minutos, una atmosfera de presion, 120 °C).
El medio de cultivo usado fue Dyer (1979).
Se prepararon 15 capsulas por especic y se
mantuvieron bajo condiciones controladas, con
un fotoperiodo de 12 horas bajo iluminacion
de luces LED de 28 pmol m-2 s-1 a 22 + 2 °C.
Tres dias después de la siembra se realizo el
primer control, los demas controles se reali-
zaron semanalmente (entre cinco y seis dias).
Se realizaron observaciones con microscopio
optico Nikon E200 y estereoscopico Nikon
SMZ1000. Para determinar el porcentaje de
germinacion, se utilizo una cuadricula de 0.5
cm?, en la cual se escogieron tres cuadrantes
al azar. Por cuadrante se contabilizd un pro-
medio de 24 esporas sembradas. Se considerd
como germinada toda espora que mostrd la
emergencia del primer rizoide. Los tipos de
germinacion y de desarrollo del gametofito se
determinaron segun lo propuesto por Nayar &
Kaur (1971).

RESULTADOS

Observaciones de campo: Las poblacio-
nes de esporofitos de M. mortoniana crecen
sobre diversas especies arbdreas con alta expo-
sicion al sol (Fig. 1A) y sobre estructuras de
soporte como troncos caidos o pasarelas con
menor exposicion a la radiacion solar (Fig.
1B). En contraste, las de P. macrocarpa crecen
habitualmente sobre algunas especies arboreas
como Terminalia australis Cambess, Erythrina
crista-galli L. y Puteria salicifolia (Spreng.)
Radlk. a diversas alturas y sin exposicion direc-
ta al sol (Fig. 1C y Fig. 1D). Estas especies no
crecen bajo sombreado intenso, principalmente
el generado por el denso dosel de especies
arboreas exoticas como L. lucidum.

Esporas: En las dos especies son mono-
lete, de color amarillento, elipsoidales en vista
polar y en vista ecuatorial la cara proximal
es plana-concava y la cara distal convexa. La
ornamentacion es verrucosa (Fig. 2Ay Fig. 3A)
y esta determinada por el exosporio, en tanto
que el perisporio es delgado y tapiza toda la
superficie. En M. mortoniana el diametro ecua-
torial es de 54.24 (61.44) 73.50 um, diametro
polar de 33.25 (39.09) 45.50 um y lesura de
28 (36.47) 45.50 um de longitud. El diametro
ecuatorial de las esporas de P. macrocarpa es
de 52.50 (60.60) 68.25 um, didmetro polar de
33.25 (42.08) 49 um y la longitud de la lesura
es de 28 (35.74) 45.50 pm.

Germinaciéon: En M. mortoniana se ocu-
rrié a los 20 dias y transcurridos los 40 dias,
alcanzo el 85 % de germinacion. En P. macro-
carpa, ocurrio a los seis dias posteriores a la
siembra y a los ocho dias ya se registré un 100
% de esporas germinadas.

En ambos casos, el rizoide se caracterizd
por ser de color pardo oscuro, largo y unicelu-
lar, la célula protalica estaba constituida por un
gran globulo lipidico en su interior que perdurd
hasta la fase laminar. (Fig. 2B y Fig. 3B).
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Fig. 1. Habitat de Microgramma mortoniana 'y Pleopeltis macrocarpa en la Reserva Natural Punta Lara. (A) M. mortoniana
sobre tronco en pie de Erythrina. (B) M. mortoniana sobre pasarela. (C) P. macrocarpa sobre tronco caido de Pouteria. (D)
P. macrocarpa sobre tronco en pie de Terminalia. Escalas de las barras: A-B: 5 cm; C-D: 10 cm.

Fig. 1. Habitat of Microgramma mortoniana and Pleopeltis macrocarpa in Punta Lara Natural Reserve. (A) M. mortoniana
on trunk in standing of Erythrina. (B) M. mortoniana on runway. (C) P. macrocarpa on trunk fallen of Pouteria. (D) P.
macrocarpa on trunk standing of Terminalia. Scales bars: A-B: 5 cm; C-D: 10 cm.

Fase filamentosa: El filamento de M.
mortoniana estaba conformado por 4-6 células
(Fig. 2C) y el de P. macrocarpa por 3-5 células
de longitud (Fig. 3C); en ambas especies fue
uniseriado, con células en forma de barril y
abundantes cloroplastos. Se presentaron entre
los 27-35 dias para la primera especie y entre
los 8-15 dias para la segunda.

Fase laminar: En M. mortoniana, esta
fase se present6 a los 35 dias (Fig. 2D y Fig.
2F), y en P. macrocarpa a los 15 dias (Fig. 3D y
Fig. 3E). En ambos casos se observo un game-
tofito espatulado con 1-2 pelos unicelulares
cercanos a la zona meristematica. La cubierta
de la espora persistid hasta fases avanzadas
(Fig. 2F y Fig. 3F).

Fase adulta: A partir de los 40 dias se
observo en ambas especies la forma cordada,
con dos alas bien desarrolladas, simétricas, con
la zona meristematica ubicada en la escotadura
(Fig. 2G, Fig. 2H, Fig. 3F y Fig. 3G) y pelos
unicelulares en el margen (Fig. 2E y Fig. 3H).

En M. mortoniana, después de los 40 dias
se originaron yemas sobre el margen y el teji-
do del gametofito circundante a las yemas se
necros6 (Fig. 4D). Posteriormente, las yemas
formaron rizoides y tomaron una forma acora-
zonada similar al gametofito del cual surgieron,
con un menor tamafio que éste. Estas yemas se
desarrollaron en el gametofito madre y dieron
origen a los anteridios. En P. macrocarpa, a
partir de los 120 dias se observaron tricomas
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Fig. 2. Espora y gametofito de M. mortoniana (A) Espora monolete con ornamentacion verrucosa. (B) Espora germinada
con rizoide y célula protalica (flecha). (C) Filamentos uniseriados de 4-6 células con globulo lipidico en la célula protalica
(cabeza de flecha). (D) Fase espatulada incipiente. (E) Detalle de pelo unicelular. (F) Fase espatulada bien desarrollada con
la cubierta de la espora (cabeza de flecha). (G) Gametofito cordado joven con pelos en el margen (cabeza de flecha). (H)
Gametofito cordiforme bien desarrollado. Escalas de las barras: A: 10 pm; B: 15 pm; C-E: 30 um; F: 40 pm; G: 80 pm;
H: 250 pm.

Fig. 2. Spore and gametophyte of M. mortoniana. (A) Monolete spore with verrucate ornamentation. (B) Germinated
spore with rhizoid and prothalic cell (arrow). (C) uniseriate filaments of 4-6 cells with lipid globule in the prothalic cell
(arrowhead). (D) Incipient spatulate phase. (E) Detail of unicellular hair. (F) Well developed spatulate phase with the spore
cover (arrowhead). (G) Young cordated gametophyte with hairs on the margin (arrowhead). (H) Well developed cordated
gametophyte. Scale bars: A: 10 um; B: 15 um; C-E: 30 um; F: 40 pm; G: 80 um; H: 250 pm.
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Fig. 3. Espora y gametofito de Pleopeltis macrocarpa. (A) Espora monolete con ornamentacion verrucosa. (B) Espora
germinada con rizoide y célula protalica (cabeza de flecha). (C) filamento uniseriado de 5 células con globulo lipidico en
la célula protalica (flecha). (D) Fase espatulada incipiente. (E) Fase espatulada bien desarrollada. (F) Gametofito cordado
incipiente con pelos unicelulares (cabeza de flecha) y cubierta de la espora (flecha). (G) Gametofito cordiforme bien
desarrollado. (H) Detalle de pelo unicelular. Escalas de las barras: A: 10 pm; B-D: 30 um; E-F: 60 pm; G: 100 pm; H: 15 um.
Fig. 3. Spore and gametophyte of Pleopeltis macrocarpa. (A) Monolete spore with verrucate ornamentation. (B) Germinated
spore with rhizoid and prothalic cell (arrowhead). (C) uniseriate filament of 5 cells with lipid globule in the prothalic cell
(arrow). (D) Incipient spatulate phase. (E) Well developed spatulated phase. (F) Incipient cordated gametophyte with
unicellular hairs (arrowhead) and spore cover (arrow). (G) Well developed cordiform gametophyte. (H) Detail of unicellular
hair. Scale bars: A: 10 pm; B-D: 30 um; E-F: 60 um; G: 100 pm; H: 15 pm.
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Fig. 4. Gametangios y esporofito de M. mortoniana. (A) Anteridio, compuesto por una célula basal (flecha negra) y célula
anular (flecha blanca) y anterozoides (cabeza de flecha). (B) Anteridio con su célula anular (flecha) y opérculo (cabeza de
flecha). (C) Arquegonio con sus 4 hileras de células. (D) Yema en desarrollo (flecha) con tejido circundante del gametofito
necrosado (asterisco). (E) Arquegonio, cada hilera con 5 células. (F) Pelo unicelular glandular del esporofito. (G) Pelo
tricelular bifurcado del esporofito (cabeza de flecha). (H) Estoma anomocitico del esporofito. (I) Primera hoja del esporofito
(flecha) y restos del gametofito. Escala de las barras: A: 15 um; B: 10 pm; C: 5 pm; D: 30 pm; E: 5 pm; F: 15 pm; G-H:
20 pm; I: 250 pm.

Fig. 4. Gametangia and sporophyte of M. mortoniana. (A) Anteridium, composed of a basal cell (black arrow) and annular
cell (white arrow) and antherozoids (arrowhead). (B) Anteridium with its annular cell (arrow) and operculum (arrowhead).
(C) Archegonium with its 4 rows of cells. (D) Developing bud (arrow) with surrounding necrotic gametophyte tissue
(asterisk). (E) Archegonium, each row with 5 cells. (F) Glandular unicellular sporophyte hair. (G) Forked tricellular
sporophyte hair (arrowhead). (H) Anomocitic stoma of the sporophyte. (I) First leaf of the sporophyte (arrow) and remains
of the gametophyte. Scale bars: A: 15 um; B: 10 pm; C: 5 um; D: 30 pm; E: 5 um; F: 15 pm; G-H: 20 um; I: 250pm.
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tipo-escama ubicadas principalmente en los
margenes del gametofito. En estadios tempra-
nos del desarrollo presentaron pocas células
de ancho, escasos cloroplastos y una cabezuela
glandular apical (Fig. SE). Posteriormente,
se ensancharon (Fig. 5F) y su desarrollo cul-
mind con el engrosamiento de las paredes
radiales, volviéndose clatradas, con margen
dentado y conservando la cabezuela glandu-
lar (Fig. 5G), a medida que envejecian las
escamas se curvaban.

Gametangios: Los anteridios en M. mor-
toniana surgieron a los 40 dias (Fig. 4A y Fig.
4B) y en P. macrocarpa a los 230 dias (Fig. 5B
y Fig. 5C); en ambos casos fueron globosos,
se ubican en la cara ventral cerca de los rizoi-
des y con tres células, la basal, la anular y la
opercular. Los arquegonios en M. mortoniana,
aparecieron a los 45 dias de la germinacion
(Fig. 4C y Fig. 4E), mientras que en P. macro-
carpa fue a los 70 dias (Fig. SA y Fig. 5D);
en ambos casos se ubicaron en la cara ventral
del gametofito, pero cercanos a la escotadura,
con el cuello recto a ligeramente curvado y
estan formados por cuatro hileras de células
cada una de cuatro a seis células de longitud.
En el caso de M. mortoniana los gametofitos
fueron bisexuales y los anteridios surgieron ini-
cialmente. Los gametofitos en P. macrocarpa
fueron tanto unisexuales como bisexuales; los
femeninos surgieron inicialmente, posterior-
mente los masculinos y por tltimo, después de
los 270 dias de la germinacion, los bisexuales.

Esporofitos: En M. mortoniana (Fig. 41)
surgid a los 120 dias, con una lamina simple
y espatulada, con pelos unicelulares capitados
(Fig. 4F) y tricelulares bifurcados (Fig. 4Q).
Los estomas se ubicaron en la cara abaxial y
fueron del tipo anomocitico (Fig. 4H). En P,
macrocarpa creci6 después de los 500 dias
(Fig. 5SH), present6 una lamina simple y espa-
tulada, con pelos unicelulares y pluricelulares
ramificados en ambas caras, especialmente la
abaxial (Fig. 5I). Los estomas fueron similares
a los de M. mortoniana.

DISCUSION

Un caracter importante que comparten las
especies de la familia, incluidos los géneros
Pleopeltis y Microgramma, es el de las espo-
ras, las cuales son amarillentas, monoletes y
elipsoidales en vista polar (Moran, 2004). El
material analizado de P. macrocarpa presentd
esporas con caracteristicas morfoldgicas simi-
lares a las descritas por Tryon & Lugardon
(1992). El tamaiio de las esporas fue menor
de 15-20 pm de didmetro polar y didmetro
ecuatorial, respectivamente, en comparacion a
las medidas presentadas por Giudice, Morbelli,
Pifieiro, Copello, & Erra (2004). Dichos auto-
res analizaron material acetolizado del noroeste
argentino, en este trabajo, las esporas fueron
analizadas en estado natural por lo que las dife-
rencias de tamafio puede ser un caracter impor-
tante para considerar en préximos estudios.

De acuerdo con Arroyo-Alfaro, Peldez-
Pelaez & Rodriguez-Rodriguez (2007) las
esporas de M. percussa tardaron entre 20 y 25
dias en germinar, las esporas de M. lycopodioi-
des (L.) Copel. y M. piloselloides (L.) Copel.
entre los siete y diez dias (Mendoza-Ruiz &
Pérez-Garcia, 2005), en este trabajo, las espo-
ras de M. mortoniana tardaron 20 dias. En el
caso de P. macrocarpa, la germinacion de espo-
ras de especies mexicanas fue analizada por
Reyes-Jaramillo, Pérez-Garcia, & Mendoza-
Ruiz (2003), estos autores hallaron que ocurre
entre los siete y los 24 dias, siendo la especie
que mas demora P. macrocarpa debido a que
tarda 13-24 dias. Sin embargo, los resultados
del cultivo in vitro en este trabajo indican que
P. macrocarpa demora seis a ocho dias. Estas
diferencias podrian deberse a la composicion
del medio de cultivo, temperatura, luminosidad
y humedad; factores que deberian tenerse en
cuenta en proximos estudios.

Las especies bajo estudio presentaron el
patron de germinacion tipo Vittaria, coinci-
diendo con los resultados mencionados por
Arroyo-Alfaro, Pelaez-Pelaez & Rodriguez-
Rodriguez (2007) para las especies mexicanas
de Microgramma y la mayoria de las espe-
cies de Pleopeltis incluida P. macrocarpa. El
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Fig. 5. Gametangios y esporofito de P. macrocarpa. (A) Arquegonio con el cuello curvo. (B) Anteridio con anterozoides
(cabeza de flecha). (C) Anteridio compuesto por una célula basal (flecha blanca), una célula anular (flecha negra) y el
opérculo (cabeza de flecha). (D) Cuello de los arquegonios con sus cuatro hileras de células. (E) Escamas en formacion
con cabezuela glandular apical (cabeza de flecha). (F) Detalle de escama con cabezuela glandular apical (cabeza de flecha).
(G) Escama clatrada completamente desarrollada, con margen dentado y cabezuela glandular apical (cabeza de flecha). (H)
Primera hoja del esporofito (flecha) y restos del gametofito. (I) Pelos pluricelulares ramificados del esporofito. Escala de las
barras: A: 20 pm; B-C: 10 pm; D: 20 pm; E: 100 pm; F: 80 um; G: 50 pm; H: 1 mm; I: 30 um.

Fig. 5. Gametangia and sporophyte of P. macrocarpa. (A) Archegonian with curved neck. (B) Antheridium with
antherozoids (arrowhead). (C) Antheridium composed of a basal cell (white arrow), annular cell (black arrow) and the
operculum (arrowhead). (D) Neck of archegonians with their four rows of cells. (E) Scales in formation with apical
glandular head (arrowhead). (F) Scale detail with apical glandular head (arrowhead). (G) Fully developed clathrate scale
with toothed margin and apical glandular head (arrowhead). (H) First sporophyte leaf (arrow) and gametophyte remains.
(I) Branched multicellular sporophyte hair. Scale bars: A: 20 um; B-C: 10 um; D: 20 um; E: 100 pm; F: 80 um; G: 50um;
H: 1 mm; I: 30 pm.
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desarrollo del gametofito correspondi6 al tipo
Drynaria en ambas especies. Dicho patrén
coincide con lo mencionado por otros autores
(Nayar & Kaur, 1971; Chiou & Farrar, 1997a).
Sin embargo, en la familia puede presentarse
mas de un tipo de desarrollo protalico como
Kaulinia (Nayar & Kaur, 1971), Aspidium
(Arroyo-Alfaro et al., 2007), Ceratopteris y
Adiantum (Chiou & Farrar, 1997b).

En cuanto al color de los rizoides Reyes-
Jaramillo & Pérez-Garcia (1994) afirman que
en Polypodium lepidotrichum (Fée) Maxon son
de color pardo claro, Arroyo-Alfaro, Pelaez-
Peldez & Rodriguez-Rodriguez (2007) indi-
can que en M. percussa son pardo hialinos,
Vazquez-Pérez, Mendoza-Ruiz & Pérez-Garcia
(2012) estudiaron siete taxa epifitos mexicanos
de Polypodium con rizoides hialinos o de color
pardo claro. Por su parte, Reyes-Jaramillo,
Pérez-Garcia & Mendoza-Ruiz (2003) mencio-
nan que en las especies mexicanas de Pleopel-
tis son de color hialino a pardo claro. En este
trabajo el color de los rizoides de ambas espe-
cies fue pardo oscuro.

De acuerdo con Atkinson & Stokey (1964)
los tricomas de los gametofitos no tendrian
valor taxondémico debido a que en ciertas
ocasiones son utiles para la identificacion de
taxones y en otras no. Sin embargo, Huang et
al. (2015) afirman que el caracter mas estable
en las Polypodiaceae son los pelos unicelula-
res capitados en los margenes y esparcidos en
el gametofito. Mendoza-Ruiz & Pérez-Garcia
(2005) agregan que la presencia de un gldbulo
lipidico en la primera célula protalica es otro
caracter que puede considerarse como diagnds-
tico para este grupo.

La morfologia de las primeras hojas del
esporofito de M. mortoniana coincide con
lo mencionado por Mendoza-Ruiz & Pérez-
Garcia (2005). Sin embargo, estos autores
mencionan estomas polociticos, en este estu-
dio se observaron estomas anomociticos (Van
Cotthem, 1973). Los gametofitos de las espe-
cies epifitas a menudo se encuentran dentro de
densos cojines de musgos, donde la interaccion
entre gametofitos puede verse significativa-
mente obstaculizada (Dassler & Farrar, 2001).

Por otro lado, ésta alta densidad de musgos
pueden mantener el agua disponible durante
periodos muy largos y asi ayudar en la fertili-
zacion. Varios autores han reconocido dentro
de estas estrategias utilizadas por los game-
tofitos de helechos epifitos, la capacidad de
desarrollar yemas como modo de reproduccion
asexual y la capacidad de aumentar la longevi-
dad de los mismos (Granados-Sanchez, Lopez-
Rios, Hernandez-Garcia, & Sanchez-Gonzalez,
2003; Watkins Jr. & Cardelus, 2012). En el
presente trabajo se observa que M. mortoniana
desarrolla yemas después de la formacion de
los anteridios mientras que P. macrocarpa no
lo hace. Asi podriamos inferir que el desarrollo
de las yemas en M. mortoniana le permitiria
propagarse facilmente en diferentes sustratos,
tal como se observa en el campo.

La capacidad de formar yemas que derivan
en gametofitos masculinos tendria relacion con
la formacion de anterididgenos (Néf, 1979). El
anteridiogeno también puede inducir que las
esporas previamente enterradas germinen y den
lugar a nuevos gametofitos (Voeller, 1971). La
variacion en el habito de crecimiento, incluido
el crecimiento indeterminado, la ramificacion
y la produccién de yemas pueden influir en el
comportamiento reproductivo al aumentar la
probabilidad de interaccion entre gametofitos
distantes y entre gametofitos establecidos en
diferentes momentos, ademas de beneficiarse
con la propagacion a nuevos micrositios (Chiou
& Farrar, 1997b; Dassler & Farrar, 2001).

Otras adaptaciones que pueden estar rela-
cionadas con el habito epifito es la formacion
de pelos y escamas. Stokey (1960) observo
gametofitos de seis meses con pelos ramifi-
cados y escamas clatradas en Aglaomorpha y
Microsorium. En este estudio los gametofitos
de P. macrocarpa presentaron tricomas tipo
escamas clatradas a los cuatro meses de siem-
bra, similar a lo observado por Nayar (1962).
Los tricomas tipo escama podrian favorecer
la incidencia de la luz sobre los gametofitos
desarrollados en ambientes mas sombrios y
prevenir la deshidratacion foliar.

Ramos Giacosa, Giudice, Pipo, & Luna
(2014) plantean que una estrategia para la
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conservacion de las especies vegetales consti-
tuye el cultivo en laboratorio, aclimatacion y
posterior reintroduccion en los ambientes natu-
rales. Asi, actividades de conservacion ex situ
que incluyen cultivo in vitro permiten conocer
las diferentes etapas del desarrollo protalico.
Esto podria aportar informacion valiosa en
estudios sistematicos y filogenéticos y ayudar
en la conservacion de la flora nativa de la
region. De esta forma, estudios en germinacion
de esporas, desarrollo de gametofitos y cultivo
de esporofitos constituyen la base de pro-
gramas de recuperacion para las poblaciones
naturales dafiadas (Ibars & Estrelles, 2012).
Los esporofitos obtenidos de M. mortoniana y
P. macrocarpa presentan un crecimiento mas
lento con respecto a los de especies terrestres
y aun se encuentran en etapa de aclimatacion.
Una vez finalizada esta etapa seran reintroduci-
dos en la reserva para reforzar las poblaciones
y colaborar en su conservacion.

Finalmente, la demora en la formacion de
esporofitos, principalmente en P. macrocarpa,
a través de la reproduccion sexual, permite
inferir que el éxito de su propagacién in situ
estaria sujeto a la reproduccion vegetativa a
través de rizomas rastreros. En el caso de M.
mortoniana su amplio desarrollo sobre diversos
sustratos estaria favorecido por la produccion
de yemas, como estrategia de reproduccion
vegetativa. La presencia de un globulo lipidico
en la primera célula protalica asi como la for-
macioén de pelos unicelulares capitados en el
margen y en el resto de la lamina del gametofi-
to son caracteres que podrian ser considerados
en la sistematica del grupo.
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RESUMEN

Pleopeltis macrocarpa y Microgramma mortoniana
son dos helechos epifitos de la familia Polypodiaceae
hallados con baja frecuencia en la Reserva Natural Punta

Lara (Buenos Aires, Argentina). El objetivo de este trabajo
fue estudiar la morfogénesis de gametofitos epifitos para
fortalecer poblaciones vulnerables y contribuir a su conser-
vacion. Se recolectaron hojas fértiles. Las esporas se sem-
braron en placas de Petri con medio de cultivo Dyer. Las
esporas se caracterizaron por ser monoletes, elipsoidales,
amarillentas y con ornamentacion verrucosa. La germina-
cion fue del tipo Vittaria y el desarrollo del gametofito es
del tipo Drynaria. El esporofito de P. macrocarpa surgi6 a
los 500 dias y el de M. mortoniana a los 120. El patrén de
germinacion, el desarrollo del gametofito, el globulo lipidi-
co en la célula protalica y los pelos unicelulares capitados
en el margen podrian considerarse en la sistematica del
grupo. La demora en la formacion de esporofitos a través
de la reproduccion sexual, permite inferir que el éxito de
su propagacion estaria sujeto a la reproduccion vegetativa.

Palabras clave: cultivo in vitro; desarrollo; epifitos; game-
tofito; helechos; propagacion.
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