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ABSTRACT. Ontogeny and histochemistry of sporangia and receptacle scales of the epiphytic fern
Pleopeltis macrocarpa (Polypodiaceae). Introduction: The ontogeny of sporangia and furthermore the struc-
ture and function of the receptacle scales showed by the sori of some fern species are topics scarcely represented
in the scientific literature. Objectives: To describe and analyze the ontogeny of sporangia and receptacle scales
of Pleopeltis macrocarpa. Methods: During March and April of 2017, fertile fronds of P. macrocarpa were col-
lected from tree stems located in the plant nursery “El Edén de las flores”, municipality of Rionegro, Antioquia,
Colombia. The samples were fixed and processed according to the standard protocols for embedding and sec-
tioning in paraffin and resin. Sections obtained in resin (0.5 pm) were stained with Toluidine blue. The additional
descriptions of the anatomy and histochemistry required specific reagents, applied for the determination of pri-
mary walls, secondary walls, nuclei, lignin, polyphenols, polysaccharides, pectic substances and cellulose. The
observations and photographic records were performed by photonic and epifluorescence microscopy. For the
scanning electron microscopy (SEM) technique, the sori were dehydrated with 2,2- Dimethoxypropane, dried to
critical point and coated with gold. Results: The sori are superficial, vascularized and have mixed development,
covered by receptacle scales that detach as the sporangia reaches maturity. The leptosporangiate type sporan-
gium have long stalks of primary walls, the annulus of the sporangia shows secondary walls with “U” shaped
thickenings rich in lignin. The epidermal cells of the receptacle originate the sporangia and receptacle scales.
The mitotic division events of these two structures are initially similar, but then diverge for the reproductive and
vegetative differentiation of these two organs. Meiosis is simultaneous and the spore tetrads are arranged in a
decussate or tetragonal shape. The cellular tapetum is initially unstratified but becomes bistratified by mitotic
division. The inner layer of the tapetum cells break originating a plasmodial tapetum. During the sporoderm
development, the first structure formed is the exospore, composed of sporopolenin, followed by the endospore
composed of cellulose, pectin and carboxilated polysaccharides, and finally the perispore. The histochemistry
and epifluorescence results indicate that both the sporangia and immature receptacle scales have cell walls of
cellulosic. These structures as well as those of the sporangium wall cells maintain its composition during matu-
ration. Whereas, the epidermal wall cells of the shields from the mature receptacle scales are characterized by
thickened cuticle. The polyphenols are present during all the development stages of the sporangia and receptacle
scales. Starch is abundant in the early stages of development of the receptacle cells and sporangial primordia.
Conclusions: The ontogeny of the sporangia of P. macrocarpa is similar to the described for leptosporangiate
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ferns. The receptacle scales are mainly protective structures, its morphology and cell wall composition prevent
desiccation or humidity loss of the sporangia during the labile stages of development. These results agree with
the protective function attributed to the peltated pluricellular scales present in the vegetative structures of drought

tolerant species of ferns and angiosperms.
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Pleopeltis Humb. & Bonpl. ex Willd. es
uno de los géneros mas diversos de helechos
dentro la familia Polypodiaceae con aproxi-
madamente unas 90 especies, principalmente
representadas en el neotropico. Es un género en
constante revision taxonoémica y ha estado suje-
to a modificaciones en busca de la formacion
de grupos naturales (Smith et al., 2006; Prado
& Hirai, 2010; Smith &Tejero-Diez, 2014;
PPG I, 2016). Las apomorfias mas importantes
en el género son las escamas peltadas persis-
tentes y los nectarios foliares; aunque estos
caracteres pueden estar ausentes en algunas
especies (Otto, JanBen, Kreier, & Schneider,
2009; Smith &Tejero-Diez, 2014). En Colom-
bia el género Pleopeltis esta representado por
aproximadamente 20 especies segun la nueva
circunscripcion de Smith y Tejero-Diez (2014).
Pleopeltis macrocarpa (Bory ex.Willd.) Kaulf.
es una especie epifita, de rizomas largamen-
te rastreros, hojas monomorfas ampliamente
espaciadas a lo largo del rizoma, con escamas
peltadas, ovaladas o lanceoladas, soros impre-
sos circulares u ovalados de hasta 6 mm de
diametro con escamas receptaculares peltadas
usualmente clatradas que cubren todo el soro
hasta la madurez, etapa en la que se caen.
Las esporas son monoletes con ornamentacion
verrugosa (Hennipman, Veldhoen, & Kramer,
1990). P. macrocarpa es una especie que se
distribuye en todo el neotropico, Africa, Mada-
gascar y la India. En Colombia es de amplia
distribucion, pero estd mejor representada en
la region andina, Sierra Nevada de Santa Marta
y Serrania de la Macarena y se encuentra hasta
los 3 500 m de altitud (Murillo, Murillo, &
Leodn, 2016).

En relacion a la esporogénesis en moni-
lophyta se registran trabajos detallados que
describen a nivel estructural y ultraestructural
la esporogénesis en varios grupos de helechos
eusporangiados. Parkinson (1987) describe
la esporogénesis de Psilotum nudum (L.) P.
Beauv. resaltando la importancia del tapete
y su estrecha relacion con la ontogenia de
las esporas y el esporodermo. Brown y Lem-
mon (2001a) describen en detalle los aspec-
tos ultraestructurales de la esporogénesis en
Angiopteris Adans. (Marattiales) concluyendo
que esta especie presenta meiosis monoplasti-
dica. Por el contrario, a la meiosis poliplastidial
que describieron durante la esporogénesis de
Ophioglossum L. (Ophioglossales) (Brown &
Lemmon 2001b). Por otro lado, Rincén, Fore-
ro, Gélvez, Torres y Rolleri (2011) describen el
desarrollo del estrobilo y la esporogénesis en
Equisetum giganteum L. de ejemplares reco-
lectados en Colombia. En Equisetum bogotense
Kunth se ha descrito a nivel ultraestructural los
eventos de la esporogénesis, el desarrollo del
esporodermo y elateres, siendo esta, una de las
investigaciones que aporta descripciones deta-
lladas sobre los procesos de la esporogénesis de
Equisetales (Rincon, Torres, & Rolleri, 2013).

A pesar de que los helechos leptosporan-
giados son considerablemente mas diversos
con respecto a los eusporangiados (PPG I,
2016; Sessa, 2018). Los estudios sobre la
esporogénesis y ontogenia de los esporangios
son escasos, y solo algunos abordan aspectos
ultraestructurales e histoquimicos que permiten
entender los procesos fisiologicos que ocurren
durante el desarrollo y maduracion de los espo-
rangios. En este sentido es notable mencionar
los trabajos pioneros de Wilson (1958) y Pal
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y Pal (1963) quienes describen en detalle la
ontogenia de los esporangios de Phlebodium
aureum (L.) J. Sm. y Ceratopteris thalictroides
(L.) Brongniart, respectivamente. Aunque son
algunos de los trabajos mas completos para su
época y que marcan las pautas para posteriores
investigaciones en ontogenia esporangial; en
estos estudios no presentan evidencias foto-
graficas de sus observaciones. Posteriormente,
algunas investigaciones incluyen observacio-
nes e imagenes con microscopia electronica
de barrido (MEB) y de trasmision (MET), asi
como la aplicacion de novedosos métodos de
inclusion y preparacion de muestras con lo cual
las descripciones del desarrollo del soro y los
esporangios se tornaron precisos y minuciosos.
Con estos avances se incursiond por primera
vez en la descripcion de eventos sub-celulares
de la esporogénesis y ontogenia de los espo-
rangios (Peterson & Kott, 1974; Bowen &
Williams, 1977; Sheffield & Bell, 1979; She-
ffield, Laird, & Bell, 1983; Lugardon, 1990;
Van Uffelen, 1990, 1992, 1993; Parkinson,
1995; Qiu, White, & Turner, 1995; Churchill,
Tryon, & Barrington, 1998; Gonzalez, Prada,
& Rolleri, 2010; Gabarayeva, Grigorjeva, &
Marquez, 2011; Triana-Moreno, 2012).

En relacion a aspectos morfo-anatomicos,
se han hecho esfuerzos para esclarecer cuales
son las caracteristicas que determinan que
varias especies del género Pleopeltis sean
consideradas tolerantes a la sequia y conocidas
como los helechos de la resurreccion, dada la
capacidad para hidratarse rapidamente, des-
pués de permanecer secos y en latencia por
largos periodos de tiempo, sin experimentar
dafio celular o histologico apreciable (Helseth
& Fischer, 2005; Layton et al., 2010; John
& Hasenstein, 2018). En este sentido toman
especial relevancia los aspectos bioquimicos, y
anatomicos de las raices y los rizomas, pero en
especial, con la estructura y composicion de las
paredes celulares de las escamas peltadas pre-
sentes en las regiones vegetativas de estas plan-
tas (John & Hasenstein, 2017; Lagoria et al.,
2018). A pesar de la importancia de las escamas
peltadas como estructuras de proteccion de los
receptaculos de Pleopeltis, los cuales cubren

por completo a los soros durante toda su onto-
genia, hasta la fecha, no se cuenta con estudios
ontogenéticos y morfo-anatomicos de estos
organos que indique su papel en la proteccion e
hidratacion de los esporangios.

En esta investigacion, se tiene por objetivo
hacer un estudio detallado sobre la ontogenia
de los esporangios y las escamas receptacula-
res presentes en los soros de P. macrocarpa,
utilizando técnicas y equipos modernos. Se
incluyen aspectos morfogenéticos por primera
vez explorados y se resalta su relacion con
compuestos como la lignina, celulosa, pectinas,
polifenoles totales, carbohidratos de reserva
y estructurales y proteinas. Se analiza y se
discute el desarrollo y la histoquimica de las
escamas receptaculares y su importancia en
los procesos de proteccion de los esporangios
durante las etapas mas labiles de su desarrollo,
asi como los procesos de hidratacion después
de un periodo de sequia. Finalmente, se ana-
liza la ornamentacion de las esporas madu-
ras y los procesos de formacion y depdsito
del esporodermo.

MATERIALES Y METODOS

En marzo y mayo (época Iluviosa) 2017 se
recolectaron para su estudio mas de 30 ejem-
plares fértiles de P. macrocarpa que crecen epi-
fitos sobre los troncos de arboles en el vivero el
Edén de las flores, Las Palmas km 3 antes del
Aeropuerto José Maria Cordoba, municipio de
Rionegro-Antioquia a una altitud aproximada
de 2 260 m (6°09°58.73” N & 75°27°14.38”
W). El material de referencia se depositd en el
Herbario del Instituto de Biologia de la Univer-
sidad de Antioquia (HUA) (Rincén 021).

Para los estudios de la ontogenia de los
soros se tomaron 30 frondes fértiles con estruc-
turas reproductivas o esporangios en diferentes
etapas de desarrollo. Las cuales se fijaron
en Glutaraldehido al 2.5 % en buffer fosfato
0.2 M pH 7.2 durante 24-48 h a 6 °C. Luego
de la fijacion, las muestras se lavaron en el
mismo buffer seguido de agua destilada para
posteriormente post-fijarlas con Tetréxido de
Osmio al 2 % por 4 h a 6 °C en oscuridad y
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agitacion constante. Posteriormente, se deshi-
drataron durante una hora en una serie gradual
de etanol y durante 12 h etanol al 100 % a 6 °C.
Las muestras se embebieron en mezclas progre-
sivas de oxido de propileno-resina Spurr, por
una semana a temperatura ambiente. Se hicieron
varios cambios de resina pura durante seis dias
en agitacion constante. La resina fue polimeriza-
da a 60 °C por 48 h. Se obtuvieron secciones de
0.4-0.5 pm de grosor con cuchillas de vidrio en
un Ultramicrotomo Leica®; las cuales se tifieron
con azul de Toluidina (TBO) en borax al 1 %,
pH 3.6 por 30-60 segundos. Muestras adicio-
nales de las frondas se fijaron en una mezcla de

formol, etanol y acido acético (FAA) por 24-48
h a 6 °C, se cortaron en fragmentos de 1 cm de
longitud, se deshidrataron en una serie gradual
de etanol y xilol (Ruzin, 1999) y se incluyeron
en Paraplast plus (Mc Cormick®) durante 12 h
a 55 °C. Se obtuvieron secciones transversales
con microtomo rotatorio LEICA RM 2125, entre
5-7 um de grosor. Finalmente, se procedio a la
tincion de las secciones con los protocolos para
descripcion de tejidos en general y las pruebas
histoquimicas especificas que se indican en la
tabla 1 (Ruzin, 1999; Demarco 2014, 2017; Sou-
kup, 2014; Yeung, Stasolla, Sumner, & Huang,
2015; Monteiro & Demarco, 2017).

TABLA 1
Tinciones y pruebas histoquimicas aplicadas a las secciones de los soros de Pleopeltis macrocarpa

TABLE 1
Stains and histochemical tests applied to the sori sections of Pleopeltis macrocarpa

Tincion

Compuesto/estructura que resalta

Azul de Toluidina (TBO) < Paredes secundarias lignificadas (xilema y esclerénquima), se tien de color verde o azul

verdoso.

e Paredes primarias con polisacaridos carboxilados y acido péctico (parénquima, colénquima,
floema y cambium), se tifien de color purpura o purpura rojizo.
« Polifenoles se tifien de azul grisaceo.

« Esporopolenina de azul turquesa.

Safranina-Azul de alcian Paredes primarias se tifien de azul.

(Fasga) « Paredes secundarias, cuticula, nucleos, suberina y polifenoles se tifien de color rojo o
fucsia.
Azul de Alcian- » Resalta paredes celulares primarias en azul, ntcleos en color violeta oscuro, polifenoles

Hematoxilina de Gill IIT

marrén oscuro y lignina marrén claro.

Técnica de Wiesner « Especifico para lignina (grupos coniferil aldehido y sinapil aldehido), se resalta en color

(Fluoroglucinol-HCL) 10jO.

» La tincion no es permanente.

» No se observan reacciones cruzadas con otros compuestos o estructuras.

Fast Blue B » Polifenoles se observan de color rojo a marrén oscuro. Es especifico y no presenta

reacciones cruzadas.

PAS-Amidoblack * Polisacaridos (de reserva y estructurales) se observan con coloracion fucsia.
* Proteinas y nucleos se tifien de color azul intenso.

Rojo de Rutenio

Calcofluor White M2R

Presenta reaccion cruzada con polifenoles de color marrén.

Especifico para sustancias pécticas de paredes primarias, las cuales se observan de color
rojo o fucsia. Presenta reacciones cruzadas con los nucleos celulares.

Paredes celuldsicas microfibrilares (coloracion azul). Se observa con epifluorescencia a
longitudes de onda de excitacion de 340-380 nm (luz UV) y emisién 420 nm (azul).
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Para llevar a cabo las descripciones mor-
foloégicas con MEB, el material se fijo en
Glutaraldehido como se indico anteriormente
y se deshidratd en 2.2 dimetoxipropano (Lin,
Falk, & Stocking, 1977) para posteriormente
desecar a punto critico con un desecador SAM-
DRI®-795. Los fragmentos de las frondas con
los soros se montaron sobre cinta conductiva de
carbono de doble cara y se recubrieron con oro
en una ionizadora DENTON VACUUM DESK
IV durante 5 min. Las observaciones y registro
de las imagenes se realizaron en un microsco-
pio electronico de barrido JEOL JSM-6490LV.

Las secciones en resina y parafina se exa-
minaron con un microscopio fotéonico Nikon
80i eclipse® y Nikon eclipse Ni con el sistema
de contraste diferencial de interferencia (CDI).
Ademas, las secciones en parafina también fue-
ron analizadas con epifluorescencia, empleando
el filtro de triple banda de excitacion DAPI-
FITC-Texas el cual incorpora un filtro de exci-
tacion con ventanas de paso de banda angostas
en las regiones espectrales violeta (395 a 410
nm), azul (490 a 505 nm) y verde (560 a 580
nm). Las fotografias se obtuvieron con camara
digital Nikon DS-Fil® utilizando el programa
NIS Elements version 4.30.02 de Nikon.

Los términos empleados para las des-
cripciones se usaron sensu Lellinger (2002) y
Punt, Hoen, Blackmore, Nilsson y Le Thomas
(2007). El término banda de organulos se utiliza
segun Brown y Lemmon (2001a), el de cama-
ras plasmodiales segiin Rincon et al. (2011) y
orbiculas, segiin Tryon y Lugardon (1991) y
Passarelli, Gabriel, Prada y Rolleri (2010). El
término escamas receptaculares sensu Hennip-
man et al., (1990) es utilizado como sinénimo
de parafisis escamosas peltadas.

RESULTADOS

Las frondas fértiles de P macrocarpa
se caracterizan por presentar soros impresos
exindusiados, circulares u ovalados de hasta
6 mm de diametro, y que, por lo general,
forman una fila, cada una localizada submar-
ginalmente sobre la cara abaxial de la fronda
(Fig. 1A). Los esporangios son los tipicos

leptosporangios de pedicelos largos con dos
filas de células, de anillo en posicion vertical
de aproximadamente 16 células y un estomio
bien desarrollado (Fig. 1B). En las condiciones
de epifluorescencia (filtro de triple banda de
excitacion DAPI-FITC-Texas) mas Calcofluor
el anillo de los esporangios presenta una fuerte
autofluorescencia en el amarillo-naranja, indi-
cando la presencia de lignina y posiblemente
suberina. Las células de pared del esporangio y
parte del pedicelo se aprecian de color azul, por
la presencia de celulosa; las esporas presentan
autofluorescencia en el amarillo indicando la
presencia de esporopolenina (Fig. 1B).

Los soros son de desarrollo mixto, es
decir, en un mismo soro hay esporangios en
diferentes etapas del desarrollo, son superfi-
ciales y asociados a tejido vascular (Fig. 1C,
Fig. 1D; Fig. 5C). Al llegar a la madurez,
los esporangios se encuentran recubiertos por
completo por las escamas receptaculares (Fig.
1E), momento en el cual, éstas se desprenden
del soro (Fig. 1F, Fig. 1G). El soro inicia su
desarrollo en el receptaculo, éste se observa
como una depresion en la cara abaxial de la
fronde. Las células epidérmicas del receptaculo
se caracterizan por ser alargadas de nucleos
prominentes y paredes primarias delgadas (Fig.
1H). Estas células del receptaculo por divisio-
nes mitoticas daran origen a los esporangios
y las escamas receptaculares. En el primer
caso, las células epidérmicas se dividen por un
plano oblicuo dando origen a la célula basal y
apical, que posteriormente se diferenciaran en
el primordio del esporangio (Fig. 2A). Por el
contrario, las células epidérmicas que formaran
las escamas receptaculares se dividen en un
plano periclinal no oblicuo.

Ontogenia de las escamas receptacula-
res: Las células epidérmicas que daran origen
a las escamas receptaculares experimentan, al
inicio del desarrollo, divisiones en el plano
periclinal, dando origen a una columna multi-
celular uniseriada, ligeramente inclinada, con
una evidente célula apical convexa (Fig. 2B).
Posteriormente, una célula de contorno deltoi-
de, ubicada en el primer tercio basal de esta
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Fig. 1. Soros, esporangios maduros y células receptaculares de Pleopeltis macrocarpa. A. Frondas fértiles. B. Montaje en
fresco y sin fijar del esporangio maduro y esporas (Calcofluor y epifluorescencia con filtro DAPI-FITC-Texas). C. Seccién
longitudinal de los soros maduros (azul de Toluidina). D. Seccion longitudinal a mano alzada de los soros maduros (sin tefiir,
epifluorescencia con DAPI-FITC-Texas). Se aprecian esporangios en diferentes etapas del desarrollo y la autofluorescencia
de los anillos de los esporangios, indicando la presencia de lignina y probablemente suberina. E-G. Soros maduros. E. Soro
cubierto por escamas receptaculares. F-G. Escamas receptaculares desprendiéndose del soro. H. Caracteristicas citologicas
de las células epidérmicas receptaculares.

AN: anillo del esporangio; CER: células epidérmicas del receptaculo; EP: esporangios; ER: escamas receptaculares; ES:
esporas; ET: estomio; LF: lamina foliar; HV: haces vasculares; PEE: pedicelo de los esporangios; RE: receptaculo; SO:
SOros.

Fig. 1. Sori, mature sporangia and receptacle cells of Pleopeltis macrocarpa. A. Fertile fronds. B. Fresh mount and unfixed
of the mature sporangia and spores (Calcofluor and epifluorescence with a DAPI-FITC-Texas filter). C. Longitudinal section
of the mature sori (Toluidine blue O). D. Freehand longitudinal section of the mature sori (unstained, epifluorescence with
DAPI-FITC-Texas filter). Sporangia are seen at different stages of development, annulus autofluorescence that indicate the
presence of lignin and probably suberin. E-G. Mature sori. E. Sorus covered by receptacle scales. F-G. Receptacle scales
detaching from the sorus. H. Cytological features of the epidermal cells of the receptacle.

AN: sporangium annulus; CER: epidermal cells of the receptacle; EP: sporangia; ER: receptacle scales; SP: spores; ET:
stomium; LF: leaf blade; HV: vascular bundles; PEE: stalks of the sporangia; R: receptacle; SO: sori.
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Fig. 2. Ontogenia de los esporangios y escamas receptaculares de Pleopeltis macrocarpa. A. Divisiones mitéticas de
las células epidérmicas del receptaculo (epifluorescencia con filtro DAPI-FITC-Texas). B. Esporangios y escamas
receptaculares inmaduros. C-E. Escamas receptaculares en diferentes etapas de desarrollo. F-H. Etapas tempranas del
desarrollo de los esporangios. F-G. Pedicelos y capsulas de los esporangios en formacion. Los esporocitos premeidticos
se aprecian rodeados por una capa de células parietales (campo claro con epifluorescencia y filtro DAPI-FITC-Texas). H.
Diferenciacion de la capa uniestratificada del tapete tipo celular.

AER: alas de las escamas receptaculares; CA: célula apical; CB: célula basal; CER: células epidérmicas del receptaculo;
CD: célula de contorno deltoide; CEP: capsulas de los esporangios; EP: esporangios; EPM: esporocitos premeioticos;
ER: escamas receptaculares maduras; ERI: escamas receptaculares inmaduras; LF: lamina foliar; PEE: pedicelos de
los esporangios; PF: polifenoles; PER: pedicelos de las escamas receptaculares; RE: receptaculo; TU: tapete celular
de un estrato.

Fig. 2. Ontogeny of the sporangia and receptacle scales of Pleopeltis macrocarpa. A. Mitotic divisions of the epidermal
cells of the receptacle (epifluorescence with a DAPIFITC-Texas filter). B. Sporangia and receptacle scales, both of them
inmature. C-E. Receptacle scales on different development stages. F-H. Early stages of the sporangial development. F-G.
Stalks and capsules of sporangia in formation. The premeiotical sporocytes are visible, surrounded by a layer of parietal cells
(Bright-field with epifluorescence with a DAPIFITC-Texas filter). H. Differentiation of the single layered cellular tapetum.
AER: wings of the receptacle scales; CA: apical cell; CB: basal cell; CER: epidermal cells of the receptacle; CD: deltoid
contoured cell; CEP: capsules of the sporangia; EP: sporangia; EPM: premeiotic sporocytes; ER: mature receptacle scales;
ERI: immature receptacle scales; LF: leaf blade; PEE: stalks of the sporangia; PF: polyphenols; PER; stalks of the receptacle
scales; RE: receptacle; TU: single layered cellular tapetum.
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columna multicelular, se divide en un plano
oblicuo formando dos células hijas, una dorsal
y otra basal (Fig. 2C). Posteriores divisiones
mitdticas de estas dos células dan origen a la
parte proximal del escudo y a la region distal o
alas, que, junto con el pedicelo, conforman las
escamas receptaculares (Fig. 2D, Fig. 2E). Las
células de los pedicelos de las escamas recep-
taculares y las células de la region proximal del
escudo presentan nucleos en posicion parietal y
grandes vacuolas con depdsitos de polifenoles
(Fig. 2D). En contraste, las células de la region
distal o alas del escudo, al llegar a la madurez
se colapsan, carecen de nucleos y muestran
depositos de polifenoles (Fig. 2E). Al final del
desarrollo, las escamas receptaculares estan
formadas por un largo pedicelo multiseriado,
que es perpendicular al receptaculo y un escudo
paralelo al mismo (Fig. 2E).

Ontogenia de los esporangios y espo-
rogénesis: Una vez formadas la célula basal
y apical experimentan divisiones mitoticas
seriadas en diferentes planos para formar una
estructura alargada y una porcidon expandida
terminal globosa que corresponde al pedice-
lo y primordio de la cépsula del esporangio,
respectivamente (Fig. 2B). A medida que se
desarrollan los primordios de los esporangios,
los esporocitos premeiodticos terminan rodea-
dos por un grupo de células parietales estériles
a partir de las cuales, por divisiones mitdticas
anticlinales y periclinales se formara la capsula
del esporangio (Fig. 2F, Fig. 2G). Los esporoci-
tos premeioticos se dividen mitdticamente para
formar una capa de células tapetales iniciales
(Fig. 2H), las cuales se vuelven a dividir anti-
clinal y periclinalmente para formar un tapete
biestratificado (Fig. 3A, Fig. 3B).

Para este momento del desarrollo, el tapete
biestratificado delimita a cuatro esporocitos
premeidticos, estos se caracterizan por presen-
tar citoplasma escaso de aspecto granular, un
nucleo central voluminoso, uno o dos nucléo-
los y cromosomas condensados (Fig. 3B). Los
esporocitos premeiodticos se dividen mitdtica-
mente para aumentar el numero de células que
experimentaran la meiosis (Fig. 3C). A medida

que el esporangio madura, el estrato interno
del tapete pierde la integridad histologica y
forma un plasmodio conocido como tapete
plasmodial, que invade la cavidad esporangial
rodeando a los esporocitos premeiodticos y
separandolos entre si, mientras que el estrato
externo del tapete persiste hasta la maduracion
de las esporas, finalmente degenera y desapa-
rece para la liberacion de las mismas (Fig. 3D).
La invasion del plasmodio tapetal acelera la
meiosis de los esporocitos, ahora, profasicos,
que aumentan de tamafio y se tornan esféricos,
de nucleos voluminosos, algo excéntricos muy
granulares y vacuolados (Fig. 3D). En esta etapa
del desarrollo se aprecian las camaras plasmo-
diales que corresponden a espacios claros entre
el plasmodio y los esporocitos. La membrana
nuclear de los esporocitos en metafase I se des-
integra por completo, los cromosomas se hacen
mas evidentes, mientras se observan masas de
organulos desplazados periféricamente rodean-
do la zona donde se localizan los cromosomas,
y paquetes de microtibulos que participan en el
proceso de segregacion cromosomica (Fig. 3E).
Asi mismo, para esta etapa del desarrollo, las
camaras plamodiales se hacen evidentes y se
observan gran cantidad de organulos y nticleos
dentro del plasmodio. Al final de la meiosis
II se aprecia una zona granular que separa los
nucleos de la tétrada de esporas en formacion.
Esta zona corresponde a la banda de organulos
que determinara el depoésito de la placa celular
que se sintetizara de manera simultanea sepa-
rando a las cuatro esporas inmaduras que se
disponen principalmente de forma decusada o
tetragonal (Fig. 3F, Fig. 3G). Las tétradas de
esporas inicialmente se encuentran juntas en
la misma cdmara plasmodial, pero progresi-
vamente se separan hasta quedar en camaras
plasmodiales individuales, a partir de las cua-
les se alcanza la etapa de madurez y posterior
liberacion (Fig. 3H; Fig. 4A, Fig. 4B, Fig. 4C).

Las células que conformaran el anillo del
esporangio se diferencian, las paredes pericli-
nales y anticlinal interna se engrosan inicial-
mente por depodsitos de materiales de pared
primaria y en seguida, por depositos de lignina,
con lo cual se desarrolla el engrosamiento
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Fig. 3. Desarrollo de los esporangios de Pleopeltis macrocarpa. A-B. Diferenciacion del tapete biestratificado
(epifluorescencia con filtro DAPI-FITC-Texas) y divisiones mitoticas de los esporocitos premeidticos (campo claro).
C. Se observa al tapete biestratificado. En contacto con los esporocitos premeidticos que se dividen aun por mitosis. D.
Esporocitos en profase I. E. Esporocitos en metafase I. F. Esporocitos al final de la meiosis II. G-H. Tétradas de esporas en
disposicion decusadas y tetragonales en diferentes etapas del desarrollo.

BA: banda de organulos; CEP: capsula del esporangio; CPS: camaras plasmodiales; CRO: cromosomas; EM: esporocitos
en metafase I; EPM: esporocitos premeioticos; EPR: esporocitos en profase I; EX: exosporio; MT: microtubulos; PE: pared
del esporangio; PEE: pedicelo del esporangio; TB tapete celular biestratificado; TC: estrato externo del tapete celular; TD:
tétrada; TDI: tétradas inmaduras; TP: tapete plasmodial.

Fig. 3. Development of the sporangia of Pleopeltis macrocarpa. A-B. Differentiation of the bistratified tapetum
(epifluorescence with a DAPI-FITC-Texas filter) and premeiotic sporocytes in mitotic divisions (Bright-field). C. The
bistratified tapetum can be seen in contact with the premeiotic sporocytes still dividing by mitosis. D. Sporocytes in prophase
1. E. Sporocytes in metaphase 1. F. Sporocytes at the end of meiosis II. G-H. Tetragonal spores tetrads and decussately
disposed during different development stages.

BA: band of organules; CEP: capsule of the sporangia; CPS: plasmodial gaps; CRO: chromosomes; EM: sporocytes
on metaphase I; EPM: premeiotic sporocytes: EPR: sporocytes on prophase I; EX: exospore; MT: microtubules; PE:
sporangium wall; PEE: pedicel of the sporangia; TB: bistratified cellular tapetum; TC: external strata of the cellular tapetum;
TD: tetrad; TDI: immature tetrads; TP: plasmodial tapetum.
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en forma de “U” (Fig. 4D). Las células del
anillo inicialmente presentan una vacuola que
ocupa la mayor parte del citoplasma, lo que
relega al ntcleo a una posicion parietal. Duran-
te el desarrollo, en estas vacuolas se depositan
materiales polifendlicos (Fig. 4C). En este
momento del desarrollo se observan a las espo-
ras en sus camaras plasmodiales individuales.
Se aprecia claramente la disminucion del tapete
plasmodial y la presencia de estructuras esféri-
cas u orbiculas en el mismo (Fig. 4B, Fig. 4C).

La sintesis de la pared de la espora o espo-
rodermo se da en el siguiente patron: primero se
deposita el exosporio, seguido del endosporio y
finalmente el perisporio (Fig. 4A, Fig. 4B, Fig.
4C, Fig. 4D, Fig. 4E, Fig. 4F). El exosporio
es la capa mas gruesa del esporodermo y esta
formada por esporopolenina, le sigue en grosor
el endosporio formado de materiales de pared
primaria (Fig. 4C). El perisporio es la capa mas
delgada, también conformada de materiales de
pared primaria, posiblemente algo de celulosa
y pectinas. En algunas muestras analizadas
el perisporio se observa algo desprendido del
exosporio al momento de la liberacién de las
esporas (Fig. 4E, Fig. 4F). Las esporas maduras
son monoletes con lesura engrosada, de orna-
mentacién verrugosa con pequeias orbiculas
esféricas distribuidas azarosamente sobre el
esporodermo (Fig. 4G, Fig. 4H).

Tinciones y pruebas histoquimicas: En
ctapas tempranas del desarrollo, las paredes
celulares que conforman los esporangios y las
escamas receptaculares estan constituidas prin-
cipalmente de celulosa y materiales de pared
primaria (Fig. 5A). Sin embargo, a medida
que maduran las células de los escudos de las
escamas receptaculares pierden la afinidad
por el Calcofluor, lo que se evidencia por la
pérdida de fluorescencia azul y por el contra-
rio, presenta autoflorescencia en el amarillo-
naranja indicando el deposito de una cuticula
gruesa (Fig. 5B).

Una vez que los esporangios y las escamas
receptaculares alcanzan la madurez, solo los
pedicelos de ambas estructuras y las células de
la capsula del esporangio presentan afinidad

por el Calcofltior y por consiguiente fluores-
cencia en el azul indicando la presencia de
celulosa (Fig. 5C). En contraste, los anillos de
los esporangios presentan autofluorescencia en
el amarillo-naranja debido a la presencia de
lignina y probablemente suberina.

Las pruebas para lignina indican la pre-
sencia de esta biomolécula tnicamente en el
anillo y el estomio de los esporangios madu-
ros, asi como en las células mas proximas
de los pedicelos a la capsula del esporangio
(Fig. 5D, Fig. 5E).

Durante los estadios iniciales del desarro-
llo, los escudos de las escamas receptaculares
estan constituidas por células de paredes pri-
marias engrosadas de citoplasma funcional
(Fig. SF, Fig. 5G). A medida que las escamas
receptaculares alcanzan la madurez, las pare-
des de las células de los escudos se engro-
san y las del centro del escudo se tornan
pigmentadas (Fig. SH).

Estas paredes celulares dan negativo para
lignina y adicionalmente pierden la afinidad
por el Calcofluor y presentan autofluorescencia
en el amarillo-naranja por la gruesa cuticula
que presentan (Fig. 6A). En tanto que las alas
de los escudos de las escamas receptaculares se
aprecian colapsadas, sin nucleos, y con paredes
engrosadas ricas en materiales de pared prima-
ria (Fig. 6B) y materiales pectidicos (Fig. 6C,
Fig. 6D) determinadas por la tincion de Tolui-
dina y prueba especifica del rojo de Rutenio,
respectivamente.

En los soros, los polifenoles son muy
abundantes desde las etapas tempranas del
desarrollo de los esporangios y de las escamas
receptaculares. Son especialmente abundan-
tes en las vacuolas de las células maduras de
las escamas receptaculares y en las células
de los anillos y pedicelos de los esporangios
(Fig. 6E, Fig. 6F).

Los almidones se aprecian como pequeiios
granulos de color purpura, son abundantes en
las células epidérmicas, tejido parenquimato-
so del receptaculo y en los primordios de los
esporangios. En la madurez se detectaron en
las células del pedicelo, y pared del esporangio,
asi como en el tapete bi-estratificado (Fig. 6G,
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Fig. 4. Tétradas de esporas, anillo del esporangio y esporas maduras de Pleopeltis macrocarpa. A. Tétradas de esporas
en disposicion tetragonal. B-C. Esporas en sus camaras plasmodiales individuales. Endosporio y el exosporio se han
diferenciado. C-D. Diferenciacion de las células del anillo del esporangio. E-F. Estomio abierto y liberacion de las esporas,
las cuales presentan restos de perisporio. G-H. Esporas monoletes maduras con ornamentacion verrugosa y orbiculas sobre
el esporodermo.

AN anillo de los esporangios; CDP: cara distal de las esporas; CPE: cara proximal de las esporas; EAN: engrosamientos
en forma de “U” de las células del anillo del esporangio; EN: endosporio; ES: esporas; ET: estomio; EX: exosporio; RM:
lesura monolete; OR: orbiculas; PE: pared del esporangio; PF: polifenoles; PR: perisporio; TDI: tétradas inmaduras; TP:
tapete plasmodial; VA: vacuola.

Fig. 4. Tetrads of spores, sporangium annulus and mature spores of Pleopeltis macrocarpa. A. Spore tetrads tetragonal
disposed. B-C. Spores in their individual plasmodial gaps. The endospore and the exospore have differentiated. C-D.
Differentiation of the annulus cells of the sporangium. E-F. Open stomium and release of the spores, which bear perispore
remnants. G-H. Mature monolete spores with verrucate sculpture and orbicules over the sporoderm.

AN: sporangium annulus; CDP: distal face of the spores; CPE: proximal face of the spores; EAN: U shaped thickening of the
sporangium annulus cells; EN: endospore; ES: spores; ET: stomium; EX: exospore; RM: monolete laesura; OR: orbicules;
PE: sporangium wall; PF: polyphenols; PR: perispore; TDI: immature tetrads; TP: plasmodial tapetum; VA: vacuole.

1302 Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 67(6): 1292-1312, December 2019



m k N
o
% TUREER

100 ym

Fig. 5. Pruebas histoquimicas de la ontogenia de los esporangios y escamas receptaculares. A-C. Esporangios y
escamas receptaculares en diferentes momentos del desarrollo (Calcofluor y epifluorescencia con filtro DAPI-FITC-Texas).
A. Seccion longitudinal del soro inmaduro. Se aprecia la afinidad de los esporangios y escamas por el Calcofluor. B.
Siguiente etapa de maduracion del soro. Los escudos de las escamas receptaculares excluyen al Calcofluor. C. Soro con
esporangios maduros (Calcofluor con epifluorescencia y filtro DAPI-FITC-Texas). D-E. Células del anillo y pedicelos de
los esporangios con depositos de lignina, en color rojo-fucsia (Fluoroglucinol acido). F. Escama receptacular inmadura
(sin tincion y campo claro) G. Escama receptacular inmadura con paredes celulares engrosadas por compuestos de pared
primaria (Calcofluor y epifluorescencia con filtro DAPI-FITC-Texas). H. Escama receptacular madura (campo claro).

AN: anillo de los esporangios; AER: alas de las escamas receptaculares; EAN: engrosamientos en forma de “U” de las
células del anillo del esporangio, EP: esporangio; ER: escamas receptaculares maduras; ERI: escamas receptaculares
inmaduras; ES: esporas; LF: lamina foliar; HV: haces vasculares; PE: pared del esporangio; PEE: pedicelo de los
esporangios; RE: receptaculo.

Fig. 5. Histochemical tests during the ontogeny of the sporangial and receptacle scales. A-B. Longitudinal sections of the sori
showing the mixed development of the sporangia and receptacle scales (Calcofluor and epifluorescence with a DAPI-FITC-
Texas filter). A. Longitudinal section of the immature sorus. The affinity of the sporangia and scales towards Calcofluor can
be observed. B. The next stage of the sorus maturation. The shields of the receptacle scales exclude Calcofluor. C. Sorus
with mature sporangia (Calcofluor and epifluorescence with a DAPIFITC-Texas filter). D-E. Lignin deposits in cells of the
annulus and stalks of the sporangia staining in red-fuchsia (acid phloroglucinol) F. Immature receptacle scale (unstained
and Bright-field). G. Immature receptacle scale with cell walls thickened by primary wall constituent (Calcofluor and
epifluorescence with a DAPI-FITC-Texas filter). H. Mature receptacle scale (Bright-field).

AN: sporangium annulus; AER: wings of the receptacle scales; EAN: U shaped thickening of the sporangium annulus cells;
EP: sporangia; ER: mature receptacle scales; ERI: immature receptacle scales; ES: spores; LF: leaf blade; HV: vascular
bundles; PE: sporangium wall; PEE: stalk of the sporangia; R: receptacle.
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Fig. 6. Aspectos histoquimicos y tinciones especificas de la ontogenia de los esporangios y escamas receptaculares. A.
Escama receptaculares madura con paredes engrosadas (Calcofluor y epifluorescencia con filtro DAPI-FITC-Texas). B.
Seccion longitudinal de las alas de las escamas receptaculares maduras (Azul de Toluidina O). C-D. Escamas receptaculares
maduras con cuticulas engrosadas (Rojo de Rutenio). E. Esporangios y escamas receptaculares con polifenoles (Fast Blue
B). F. Seccion del anillo del esporangio con grandes vacuolas con depositos de polifenoles (Azul de toluidina O). G-H.
Carbohidratos de reserva y estructurales tefiidos de color fucsia-rojo y proteinas en color azul oscuro (PAS-Amidoblack).
AER: alas de las escamas receptaculares; AN; anillo de los esporangios; EP: esporangio; ER: escamas receptaculares
maduras; ES: esporas; GA: granulos de almidon; LF: lamina foliar; PF: polifenoles; PEE: pedicelo de los esporangios; PER:
pedicelo de las escamas receptaculares; RE: receptaculo; VA: vacuola.

Fig. 6. Histochemical aspects and specific stains during the ontogeny of the sporangia and receptacle scales. A. Mature
receptacle scale with thickened walls (Calcofluor and epifluorescence with a DAPI-FITC-Texas filter). B. Longitudinal
section of the wings from the mature receptacle scales (Toluidine blue). C-D. Mature receptacle scales with thickened cuticle
(Ruthenium red). E. Sporangia and receptacle scales with polyphenols (Fast Blue B). F. Section of the sporangium annulus
showing big vacuoles with polyphenols deposits (Toluidine blue). G-H. Structural and reserve carbohydrates stained Red-
fuchsia alongside proteins in dark blue (PAS-Amidoblack).

AER: wings of the receptacle scales; AN: sporangium annulus; EP: sporangia; ER: mature receptacle scales; EP: spores;
GA: starch granules; LF: leaf blade, PF: polyphenols; PEE: stalk of the sporangia; PER: stalk of the receptacle scales; R:
receptacle; VA: vacuole.
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Fig. 6H). Las proteinas no se apreciaron con
claridad con esta coloracion, excepto por la
tincion azul intensa de los nucleos.

DISCUSION

Los caracteristicas morfoldgicas observa-
das en la presente investigacion, relacionadas
con el habito, complejidad foliar, numero y ubi-
cacion de los soros en la fronda, soros cubiertos
con parafisis o escamas receptaculares que se
pierden en la madurez, morfologia y estructura
de las escamas receptaculares, esporangios y
ornamentacion de las esporas, confirman la
circunscripcion taxondémica de la especie en
estudio como P. macrocarpa (Hennipman et
al.,, 1990; Otto et al., 2009; Smith &Tejero-
Diez, 2014; Lagoria et al., 2018).

Las esporas maduras de P. macrocarpa
observadas con luz ultravioleta no presentan
afinidad por los fluorocromos para la celulo-
sa como el Calcofluor, en cambio, muestran
autoflourescencia cercana al amarillo-verdoso
indicando que el esporodermo de las espo-
ras maduras esta constituido principalmente
por esporopolenina. De igual manera, Rincon,
Rolleri, Alzate y Dorado (2014a) llegaron a
conclusiones similares en Lycopodiaceae. Por
otro lado, la autofluorescencia amarillo-naranja
observada en los anillos de los esporangios
maduros y parte de los pedicelos indican com-
ponentes de pared secundaria, principalmente
lignina y posiblemente compuestos lipidicos
como la suberina, como lo reportado por Ruzin
(1999) para tejidos vegetales. Los pedicelos
y las células de la pared de los esporangios
tefiidos con Calcofluor presentan una fuerte
emision en el azul sugiriendo la presencia de
componentes de pared primaria, como celulo-
sa, siendo esto congruente con observaciones
previas para este tipo de fluorocromo (Ruzin,
1999; Rincén et al., 2014a; Soukup, 2014;
Yeung et al., 2015).

Bower (1963), Gifford y Foster (1989) y
Kumar (2001) sefialan que el desarrollo de los
soros en los helechos es de tres tipos: simple,
gradual basipeto y mixto o mezclado. En P.
macrocarpa se evidencia el tipo de desarrollo

mixto, debido a que en los soros se observaron
esporangios en diferentes etapas del desarrollo.
Segtn Scholch (2003) los soros observados en
Polypodiaceae son superficiales (abaxiales)
sin vascularizacion, lo cual discrepa con los
hallazgos en la presente investigacion, ya que
en P. macrocarpa se observan haces vasculares
en el tejido del receptaculo. Recientemente,
Triana-Moreno (2012) indic6 que los soros de
Pecluma eurybasis var. villosa (C. Chr.) M.G.
Price también presentan desarrollo mixto. El
valor adaptativo de este tipo del desarrollo de
los soros al parecer esta relacionado con la
produccion de esporas en diferentes momentos
ecologicos maximizando de esta manera la
supervivencia de los gametofitos ante posibles
adversidades climaticas. Sin embargo, estos
aspectos del desarrollo de la biologia repro-
ductiva de los helechos no han sido estudiados
a profundidad y se hace necesario llevar a
cabo investigaciones ecologicas y reproducti-
vas detalladas que soporten esta hipdtesis o que
direccionen las observaciones hacia el posible
valor adaptativo de los tipos de desarrollo de
los esporangios en el soro (Gifford & Foster,
1989; Qiu et al., 1995; Kumar, 2001).

Las caracteristicas morfocitologicas de
las células epidérmicas del receptaculo de P,
macrocarpa son similares a las descritas para
otras especies de helechos (Wilson, 1958;
Gifford & Foster, 1989; Qiu etal., 1995; Kumar,
2001; Gonzalez et al., 2010; Triana-Moreno,
2012). Sin embargo, Parkinson (1995) describe
las células precursoras de los esporangios en
Schizaea pectinata (L.) Sw. como protuberan-
tes sobre la lamina foliar en desarrollo, estas
son de contorno globoso y se diferencian de las
demas células adyacentes. Estas caracteristicas
difieren de las observadas en las células epidér-
micas receptaculares presentes en P. macrocar-
pa siendo estas alargadas y no sobresalen del
receptaculo. No obstante, estas diferencias, los
procesos posteriores de division mitotica que
experimentan estas células son similares a lo
observado en helechos leptosporangiados.

Los estudios comparativos sobre el desa-
rrollo de los soros han mostrado que las etapas
iniciales del desarrollo de los esporangios y
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las escamas receptaculares son similares y
posteriormente divergen para la diferenciacion
de estas dos estructuras (Peterson & Kott,
1974). Estos resultados muestran similitud
con las observaciones hechas sobre el origen
y desarrollo de los esporangios y las escamas
receptaculares de P. macrocarpa a partir de las
mismas células del receptaculo. En este sentido
las escamas receptaculares y los esporangios de
P. macrocarpa se podrian considerar estructu-
ras homologas.

Las escamas peltadas multicelulares vege-
tativas estan presentes en algunos grupos de
helechos representantes de la familia Davi-
llaceae, Lomariopsidaceae, Dryopteridaceae,
Oleandraceae, Polypodiaceae, Cyatheaceae y
Saccolomataceae (Tsutsumi & Kato, 2008). No
obstante, las escamas receptaculares peltadas
que cubren a los esporangios solo se han regis-
trado en algunos géneros de Polypodiaceae
(Hennipman et al., 1990, Smith &Tejero-Diez,
2014; Almeida, Salino, Dubuisson, & Henne-
quin, 2017) lo que se puede constatar en este
trabajo para P. macrocarpa.

Tsutsumi y Kato (2008) describen detalla-
damente la secuencia ontogenética de la for-
macion de las escamas peltadas multicelulares
vegetativas de Nephrolepis cordifolia (L.) C.
Presl., Leucostegia immersa Wall. ex C. Presl, y
Davallia trichomanoides Blume. Estos autores
indican que las divisiones mitéticas iniciales de
las células epidérmicas receptaculares que dan
origen a los tricomas o escamas multicelulares
peltados se dan en el mismo plano periclinal,
con lo cual se forma una estructura a manera
de tricoma pluricelular simple. Posteriormente,
una célula de contorno deltoide localizada en el
primer tercio basal de esta estructura se divide
en un plano oblicuo para formar dos células
que contribuiran con la formacion del escudo
del tricoma. Esta secuencia del desarrollo de las
escamas peltadas de estructuras vegetativas es
similar a la secuencia ontogenética descrita en
la presente investigacion para las escamas que
se diferencian en los receptaculos de P. macro-
carpa. Estos hallazgos indican que el patron de
desarrollo que siguen las células epidérmicas
que daran origen a los tricomas pluricelulares

peltados en los 6rganos vegetativos en algunas
especies de helechos, podria ser los mismos
que presentan las células epidérmicas recep-
taculares. Este patron del desarrollo al parecer
determina que las células receptaculares epi-
démicas se diferencien en estructuras vegeta-
tivas o en estructuras reproductivas capaces de
experimentar meiosis y formar esporas (Wag-
ner, 1964). Asi mismo, se confirma que las
etapas iniciales de la ontogenia de las escamas
multicelulares peltadas presentes en algunas
especies de Bromeliaceae son notablemente
similares a las observadas en P. macrcarpa
(Papini, Tani, Falco, & Brighigna, 2010).

Las divisiones anticlinales y periclinales
que determinan la diferenciacion de los pri-
mordios de los esporangios de P. macrocarpa,
asi como, las caracteristicas citologicas de
los esporocitos premeiodticos y la forma como
éstos se dividen para originar al tapete celular
son muy similares a las descripciones previas
hechas para helechos leptosporangiados, y al
parecer, son caracteres conservados en este
grupo (Wilson, 1958; Peterson & Kott, 1974;
Bowen & Williams, 1977; Sheffield & Bell,
1979; Qiu et al., 1995; Passarelli et al., 2010).
Adicionalmente, las caracteristicas citologicas
de los esporocitos premeidticos de P. macro-
carpa son notablemente similares a las obser-
vadas en algunas especies de Equisetum L.y
en Lycopodiaceae (Rincon et al., 2011, 2013,
2014a, Rincon, Rolleri, Passarelli, Espinosa, &
Torres, 2014b).

En helechos y en plantas con semilla se
han identificados dos tipos principales de tape-
te: el celular y el plasmodial, esta estructura
aporta sustancias de reserva y estructurales,
contribuyendo a la sintesis de precursores
de la pared de las esporas y granos de polen
(Lugardon, 1990; Cresti, Blackmore, & van
Went, 1992; Pacini & Franchi, 1993; Furness
& Rudall, 2001; Furness, 2008; Gonzalez et al.,
2010; Rincon et al., 2013; Verstraete, Moon,
Smets, & Huysmans, 2014). La presencia de
orbiculas en las cdmaras plasmodiales que
rodean a cada espora en maduracion y la forma
en que el tapete plasmodial se degenera con
el desarrollo de las esporas de P. macrocarpa
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sugiere una funcion similar. Estas mismas
caracteristicas y funciones del tapete han sido
propuestas para otras especies de pteridofitos
sensu lato (Uehara & Kurita 1991; Rincon et
al., 2013, 2014a, 2014b). La presencia de orbi-
culas en especies que forman tapete plasmodial
no representa una caracteristica ampliamente
distribuida, por el contrario, ésta ha sido rela-
cionado con especies que forman tapete celular
(Rincon et al., 2014a, 2014b; Verstracte et
al., 2014). Se ha sefialado que los pteridofitos
sensu lato que forman tapete plasmodial en
etapas tempranas de la ontogenia del espo-
rangio el tapete puede estar formado de varias
capas o ser biestratificado, como el observado
en P. macrocarpa, en donde la capa interna del
tapete adyacente a los esporocitos premeioticos
pierde la integridad histolégica dando origen a
un plasmodio o tapete plasmodial. Este tapete
invade la cavidad de los esporangios rodean-
do a los esporocitos y separandolos entre si
y probablemente acelerando los procesos de
desarrollo y diferenciacion celular como lo han
descrito otros autores (Wilson, 1958; Sheffield
& Bell, 1979; Parkinson, 1987; Uehara & Kuri-
ta, 1989; Lugardon, 1990; Parkinson, 1995;
Parkinson & Pacini, 1995; Rincon et al., 2011,
2013). No obstante, Triana-Moreno (2012)
propone la presencia de una sola capa de tapete
en Pecluma eurybasis var. villosa como un
caracter potencialmente informativo en las
relaciones intergenéricas del grupo. En relacion
a esto, y teniendo en cuenta la importancia
que la autora da a esta estructura, se sugiere
ampliar las investigaciones en esta especie para
confirmar esta aseveracion. De acuerdo con el
analisis realizado a las imagenes que ilustran
los resultados de esta autora, se observa mate-
rial granular bastante regular con estructuras
semejantes a nucleos dentro de la cavidad del
esporangio que recuerda con las caracteristicas
del citoplasma del tapete plasmodial. Lo cual
sugiere que el tapete en las primeras etapas del
desarrollo fue biestratificado y que el estrato
interno dio origen al tapete plasmodial.
Furness, Rudall y Sampson (2002) indi-
caron que la meiosis simultanea en plantas
se caracteriza porque la placa celular solo se

deposita al final de la meiosis II y determina la
formacion de tétradas de esporas en disposicion
tetraedral, y que por lo general se caracterizan
por formar esporas triletes. En la meiosis suce-
siva, la placa celular se deposita desde la meio-
sis I determinando asi, la formacion de tétradas
en disposicion tetragonal, decusadas, lineal
o en forma de “T” y la formacion de esporas
monoletes. Los hallazgos para P. macrocarpa
no coinciden con estas observaciones, ya que se
pudo constatar que la meiosis es de tipo simul-
tanea, pero con la formacién de tétradas en dis-
posicion decusada o tetragonal y la formacion
de esporas monoletes. Se verifico ademas en
esta investigacion que para P. macrocarpa, la
banda de organulos cumple una funcién impor-
tante indicando el lugar exacto del deposito de
la placa celular y por consiguiente en la forma
como se organizan las esporas al interior de
la tétrada. Estas observaciones estan en con-
cordancia con los hallazgos hechos por otros
autores (Sheffield & Bell, 1979; Sheffield et
al., 1983; Brown & Lemmon, 2001a, 2001b;
Rincén et al., 2013).

En esta investigacion se demostrd la pre-
sencia de camaras plasmodiales rodeando a
los esporocitos desde el inicio de la meiosis
y se mantienen alrededor de las esporas en
formacion hasta su madurez. Los movimientos
del tapete y la formacion de las camaras plas-
modiales también son similares a lo descrito
para Psilotum nudum (L) P. Beav. (Psilotaceae)
por Parkinson (1987), en Equisetum arvense L.
(Uehara & Kurita, 1989) y Equisetum flluviati-
le L. (Lehmann, Neidhart, & Schlenkermann,
1984). Rincédn et al. (2013) descartan la posi-
bilidad de que las camaras plasmodiales sean
resultado del proceso de fijacion de las mues-
tras y sefialan la presencia de cuerpos multi-
vesiculares en estas camaras que podrian estar
relacionados con el transito de materiales desde
el plasmodio hasta las esporas en maduracion.
En las observaciones de P. macrocarpa con-
cordamos con estas apreciaciones relacionadas
con el origen y funcion de esta estructura.

La sintesis del esporodermo en licofitos
y moniléfitos homosporados es un proceso
conservado que implica primero, la formacion
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del exosporio, luego el endosporio y al final
se deposita el perisporio, cuando esta presente
(Lugardgon, 1990; Tryon & Lugardon, 1991;
Uehara & Kurita, 1991; Rincén et al., 2014a,
2014b). Estas observaciones son congruentes
a los descrito aca para P. macrocarpa. Asi
mismo, son similares a los registrados para
licofitos y monilofitos heterospoéricos en tér-
minos de desarrollo y composicion quimica,
aunque difieren ampliamente en estructura
(Tryon & Lugardon, 1991; Uehara, Kurita,
Sahashi, & Ohmoto, 1991; Morbelli, 1995;
Wellman, 2004). El patrén de ornamentacion
verrugosa y la presencia de orbiculas asociadas
al esporodermo y presentes en la cavidad del
esporangio de P. macrocarpa es coincidente
con observaciones previas (Tryon & Tryon,
1982; Tryon & Lugardon, 1991; Giudice, Mor-
belli, Pifieiro, Copello, & Erra, 2004; Morbelli
& Giudice, 2010).

Son pocos los estudios anatomicos que
relacionen a las escamas pluricelulares pel-
tadas presentes en las frondas y rizomas de
algunas especies de helechos, con la funcién
de proteccion e hidratacion (Tsutsumi & Kato,
2008; Tejero-Diez, 2009; Hietz, 2010; Lagoria
et al., 2018). No se cuenta con informacién
relevante sobre la funcion de las escamas
receptaculares presentes en algunas Polypo-
diaceae. En este orden de ideas, los hallazgos
en esta investigacion y que estan relacionados
con los patrones de fluorescencia obtenidos
con el uso de Calcofluor y la tinciéon con rojo
de Rutenio en los escudos de las escamas
receptaculares inmaduras de P. macrocarpa,
se relacionan directamente con la abundancia
de materiales celuldsicos y de pared prima-
ria, principalmente, pectinas. Esta composicion
quimica indicaria la capacidad de hidratacion
de estas estructuras. John y Hasenstein (2017)
utilizaron estas dos mismas técnicas de tincion
y observaron un comportamiento similar, pero
en las escamas multicelulares peltadas maduras
presentes en las frondas de Pleopeltis polypo-
dioides (L.) E. G. Andrews y Windham.

A medida que las escamas receptaculares
de P. marcocarpa maduran, se aprecia que las
paredes celulares de los escudos desarrollan

engrosamientos no lignificados, los cuales
excluyen el Calcofluor y emiten patrones de
autofluorescencia que reflejarian su naturaleza
cuticular. Estos hallazgos, no concuerda con las
observaciones hechas por John y Hasenstein
(2017) de las escamas multicelulares peltadas
maduras de P. polypodioides, que siempre
presentaron afinidad por el Calcofluor en cual-
quier momento del desarrollo.

En las secciones obtenidas de escamas
receptaculares maduras de P. marcocarpa se
observo una fuerte reaccion con el azul de
Toluidina indicando componentes de pared
primaria y con el rojo de Rutenio que reacciona
con las pectinas. Estos resultados nos permi-
ten deducir que los escudos de las escamas
receptaculares maduras ademas de la cuticula,
presentan componentes de pared primaria que
se pueden detectar debido al degaste de la cuti-
cula producido por los solventes utilizados en
el procesamiento de las muestras.

De lo anterior se podria hipotetizar que la
composicion quimica diferencial de las paredes
celulares durante el desarrollo de las escamas
receptaculares de P. macrocarpa estarian refle-
jando las necesidades fisiologicas de la planta
para mantener hidratados a los esporangios
inmaduros durante las primeras etapas del
desarrollo. Una vez los esporangios alcanzan
la madurez, las escamas receptaculares se
desprenden favoreciendo la desecacion de los
anillos de los esporangios y la liberacion de las
esporas. No obstante, para apoyar esta idea se
necesita realizar estudios adicionales histoqui-
micos, morfologicos y ultraestructurales de las
escamas receptaculares en P. macrocarpa.

Los polifenoles son metabolitos secunda-
rios abundantes en los esporangios y las esca-
mas receptaculares en cualquier momento del
desarrollo de P. macrocarpa. Estos compuestos
son abundantes en las células y se almacenan
principalmente en las vacuolas desplazando
al citoplasma y nticleo a una posicion parietal.
Esta situacion también la evidenciaron Peterson
y Kott (1974) en su estudio sobre desarrollo de
los soros y parafisis de Polypodium virginiatum
L. La presencia de estos metabolitos secunda-
rios podria estar relacionada con la regulacion
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de varios procesos metabolicos, con la respues-
ta de la planta para evitar la herbivoria y como
proteccion contra la radiacion ultravioleta, tal
y como se ha descrito ampliamente para varios
grupos de plantas (Kulbat, 2016; Lattanzio,
Lattanzio, & Cardinali, 2006; Oszmianski,
Kolniak-Ostek, & Biernat, 2015).

En P. macrocarpa, la abundancia de almi-
dones en las células de los receptaculos durante
etapas tempranas del desarrollo de los soros
sugiere su utilizacion como fuente de energia
a corto plazo y en etapas de gran actividad
metabodlica. Ademas, indica la importancia de
este tejido parenquimatoso que nutre a los
esporangios en maduracion. No obstante, esta
forma de utilizacion de los almidones no es
exclusiva de helechos, sino de la mayoria de
las plantas (Taiz, Zeiger, Meoller, & Murphy
2014). Asi mismo, la presencia de este com-
puesto en las células en los primordios de los
esporangios indica la alta actividad metabdlica
de estas células en relacion con su activo creci-
miento y diferenciacion.
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RESUMEN

Introduccion: las investigaciones sobre la ontogenia
de los esporangios y mas aun, de la estructura y funcion
de las escamas receptaculares presentes en los soros de
algunas especies de helechos, son escasos en la literatura
cientifica. Objetivos: describir y analizar la ontogenia de
los esporangios y las escamas receptaculares de Pleopeltis
macrocarpa. Metodologia: durante marzo y mayo de
2017 se recolectaron frondas fértiles de esta especie en los
troncos de arboles en el vivero El Edén de las Flores en el
municipio de Rionegro, Antioquia-Colombia. Las muestras
se fijaron y procesaron de acuerdo a protocolos estandar
para la inclusion y corte en parafina y resina. Las secciones
obtenidas en resina (0.5 pm) se tifieron con azul de Tolui-
dina. Para descripciones adicionales sobre la anatomia e
histoquimica se aplicaron reactivos especificos para deter-
minar paredes primarias, secundarias, nucleos, lignina,
polifenoles, polisacaridos, sustancias pécticas y celulosa.
Las observaciones y registro fotografico se efectuaron con
microscopio foténico y microscopia de epifluorescencia.
Para observaciones con microscopia electronica de barrido
(MEB), los soros se deshidrataron con 2,2 dimetoxipropa-
no, se desecaron a punto critico y se metalizaron con oro.
Resultados: los soros son superficiales, vascularizados y
de desarrollo mixto y estan cubiertos por escamas recep-
taculares que se desprenden con la maduracion de los
esporangios. El esporangio de tipo leptosporangio tiene
pedicelos largos de paredes primarias, anillos de los espo-
rangios muestran paredes secundarias con engrosamientos
en forma de “U” ricos en lignina. Las células epidérmicas
de los receptaculos originan a los esporangios y las esca-
mas receptaculares. Los eventos de division mitotica de
estas dos estructuras son inicialmente similares, pero luego
divergen para la diferenciacion reproductiva y vegetativa
de estos dos organos. La meiosis es simultanea y las tétra-
das de esporas se disponen de forma decusada o tetragonal.
El tapete celular es inicialmente uniestratificado pero por
una divisién mitdtica se torna biestratificado. Las células
del estrato interno del tapete se rompen dando origen a
un tapete plasmodial. En el desarrollo del esporodermo,
primero se forma el exosporio, compuesto por esporopole-
nina, luego el endosporio compuesto de celulosa, pectina y
polisacaridos carboxilados y finalmente el perisporio. Los
resultados histoquimicos y de epifluorescencia indican que
las paredes celulares tanto de los esporangios como las
escamas receptaculares inmaduras son de naturaleza celu-
l6sica. Al madurar, estas estructuras, asi como las células
de la pared del esporangio mantienen esta composicion.
En tanto que las células epidérmicas de los escudos de
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las escamas receptaculares maduras se caracterizan por
mostrar cuticula engrosada. Los polifenoles estan presentes
durante todas las etapas de desarrollo de los esporangios y
escamas receptaculares. Los almidones son abundantes en
etapas tempranas del desarrollo en las células del recep-
taculo y primordios de los esporangios. Conclusiones:
la ontogenia de los esporangios de P. macrocarpa es
similar al descrito para helechos leptosporangidos. Las
escamas receptaculares son estructuras principalmente de
proteccion, su morfologia y composicion de las paredes
celulares evitan la desecacion o perdida de humedad en
los esporangios durante las etapas labiles de su desarrollo.
Estos resultados concuerdan con la funcién de proteccion
atribuida a las escamas peltadas pluricelulares presentes en
las estructuras vegetativas de algunas especies de helechos
y angiospermas tolerantes a la sequia.

Palabras clave: escamas, esporangios, helecho epifito,
ontogenia, Polypodiaceae, soros, ultraestructura.
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