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Abstract: Sporogenesis, sporoderm and mature spore ornamentation in Lycopodiaceae. Studies on repro-
ductive aspects, spore morphology and ultrastructure of Lycopodiaceae are not very common in the scientific
literature, and constitute essential information to support taxonomic and systematic relationships among the
group. In order to complete existing information, adding new and broader contributions on these topics, a
comparative analysis of the sporogenesis ultrastructure, with emphasis on cytological aspects of the sporocyte
coat development, tapetum, monoplastidic and polyplastidic meiosis, sporoderm ontogeny and ornamentation
of the mature spores, was carried out in 43 taxa of eight genera of the Lycopodiaceae: Austrolycopodium,
Diphasium, Diphasiastrum, Huperzia (including Phlegmariurus), Lycopodium, Lycopodiella, Palhinhaea and
Pseudolycopodiella growing in the Andes of Colombia and the Neotropics. For this study, the transmission elec-
tron microscopy (TEM) samples were collected in Cauca and Valle del Cauca Departments, while most of the
spores for scanning electron microscopy (SEM) analysis were obtained from herbarium samples. We followed
standard preparation procedures for spore observation by TEM and SEM. Results showed that the sporocyte
coat is largely composed by primary wall components; the sporocyte develop much of their metabolic activity in
the production of their coat, which is retained until the spores release; protective functions for the diploid cells
undergoing meiosis is postulated here for this layer. The abundance of dictyosomes in the sporocyte cytoplasm
was related to the formation and development of the sporocyte coat. Besides microtubule activity, the membrane
of sporocyte folds, associated with electrodense material, and would early determine the final patterns of spore
ornamentation. Monoplastidic condition is common in Lycopodium s.l., whereas polyplastidic condition was
observed in species of Huperzia and Lycopodiella s. I.. In monoplastidic species, the tapetum presents abun-
dant multivesicular bodies, while in polyplastidic species, the secretory activity of the tapetum is less intense.
Sporoderm development is centripetal, exospore is the first formed layer, then the endospore and, if present,
perispore is the final deposited layer. Adult spores of the Lycopodiaceae showed two patterns of ornamentation:
negative or caviform (foveolate spores) and positive or muriform ornamentation, the latter with two subtypes
(rugate and reticulate spores). The spores of Huperzia are characteristically foveolate, the rugate spores were
found in a few species of Huperzia and in all of the Lycopodiella s. . taxa studied, while Lycopodium s.1. spores
bear reticulate ornamentation. Numerous ornamentation traits are diagnostic at the specific level. The types of
ornamentation found do not support the recent extreme fragmentation of the family in several genera, but could
match, a priori, with the idea of three subfamilies. The findings of sporogenesis, extremely similar in all taxa
studied, point more to consider fewer genera, more comprehensive, than the recent, marked splitting of the fam-
ily. Rev. Biol. Trop. 62 (3): 1161-1195. Epub 2014 September 0O1.
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Los licofitos representan un grupo antiguo
de plantas vasculares que tuvieron su origen
en el Silurico, hace unos 420 millones de
afos, cuando se habria separado de las demas
plantas vasculares (Raubeson & Jansen, 1992).
En su historia evolutiva hubo numerosas extin-
ciones y actualmente los licofitos incluyen a
las Isoetales, del Devonico (~ 380 millones
de afios), las Selaginelales y las Licopodiales
del Carbonifero (~300-360 millones de afios),
época en que fueron especialmente abundan-
tes, diversos y representaron casi el 50% de
la flora global (DiMichele & Skog, 1992;
Willis & McElwain, 2002; Ambrose, 2013).
Tienen numerosos representantes fosiles hasta
el Cretacico (hace 140~75 millones de anos),
periodo en que experimentan una brusca dis-
minuciéon que coincide con la diversificacion
de las Angiospermas. Schneider et al. (2004)
sugieren que la diversificacion del grupo des-
pués del Cretacico es un caso de oportunismo
ecologico, en un escenario evolutivo posterior
a la diversificacion de las plantas con flores.
Wikstrom, Kenrick & Chase (1999) sefalan
que hace unos 15 millones de aflos, como con-
secuencia de procesos orogénicos en paramos
de los Andes, los licofitos habrian adquirido un
habito epifitico y posteriormente experimen-
taron una reversion a la condicidn terrestre,
especialmente los taxones de Huperzia Bernh.
En la actualidad representan el grupo mas
antiguo de plantas vasculares con unas 1 300
especies (Ambrose, 2013). Comparten con las
angiospermas mas del 90% del genoma que
regula el desarrollo del cuerpo vegetal, lo que
ha llevado a utilizarlos como grupo estratégico
para el entendimiento de procesos evolutivos
y moleculares. Se les considera monofiléticos
(Smith, Pryer, Schuettpelz, Korall, & Schnei-
der, 2006), los licofitos son diferentes de los
helechos o moniléfitos por la presencia de
microfilos en lugar de megafilos (eufilos), de
espermatozoides biflagelados y no pluriflage-
lados (Renzaglia, Duff, Nickrent & Garbary,
2000), ademas de la ausencia de una inversion
génica de 30 Kilobases en una region del geno-
ma del cloroplasto, caracteres que si estan pre-
sentes en los helechos y los espermatofitos. Los

licofitos presentan una inversion en el orden de
algunos genes en el ADN de los cloroplastos,
que resulta similar al que se halla en briéfitos
(Kenrick & Crane, 1997; Wikstrom & Kenrick,
1997, 2001; Yatsentyuk, Valiejo, Samigullin,
Wikstrom, & Troitsky, 2001).

Las Lycopodiaceae P. Beauv. ex Mirb. son
cosmopolitas con unas 450 especies que crecen
desde el nivel del mar hasta mas de 4 000m
de altitud. Arana & Ollgaard (2012) reporta-
ron 190 especies para Sudamérica, mientras
que para Colombia, Murillo, Murillo, Leén
& Triana (2008) reconocen 78 especies dis-
tribuidas en todo el pais con excepcion de
la Orinoquia. La familia fue subdividida por
Wagner & Beitel (1992, 1993) en tres subfa-
milias: Huperzioideae, Lycopodielloideae y
Lycopodioideac Wagner & Beitel. Ollgaard
(2012a, b), basandose en las propuestas de
Holub (1964, 1975, 1983, 1985, 1991), Wagner
& Beitel (1992, 1993) y estudios moleculares
de Wikstrom & Kenrick (2000 a, b, 2001),
aceptd las tres subfamilias y la existencia
de 16 géneros, de los cuales nueve citd para
el Nuevo Mundo: Huperzia, Phlegmariurus
(Herter) Holub (Huperzioideae), Lycopodiella
Holub, Pseudolycopodiella Holub y Palhin-
haea Franco & Vasc. (Lycopodielloideae), Aus-
trolycopodium Holub, Diphasiastrum Holub,
Diphasium C. Presl ex Rothm. y Lycopodium L
(Lycopodioideae), pero no considerd a Dendro-
lycopodium A. Haines ni a Spinulum A. Haines
(Haines, 2003).

En estudios previos sobre Lycopodiaceae
resaltan revisiones taxondmicas, sistematicas
y floras locales, como las de Qllgaard (1987,
1988, 1990, 1992, 1996), Santa (1989), Rolleri
(1975, 1978, 1981, 1984, 1985 a, b), Rolleri
& Deferrari (1986), Tryon & Stolze (1994),
Murillo & Harker (1990), Murillo & Murillo
(1999), Rodriguez (2002) y Ramirez & Macias
(2007), trabajos morfologicos, como los de
Rolleri (1972 a, b), Rolleri (1979, 1980), Ollga-
ard (1975) y sobre aspectos citoldgicos, Rolleri
(1982 a, b).

Las investigaciones que tratan aspectos de
la biologia reproductiva y los procesos de espo-
rogénesis son escasos (Sersic, 1983; Rincon,
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Gélvez, Forero, Arrieta, & Hleap, 2009). La
ontogenia del esporodermo, aspectos de la
ultraestructura de los esporocitos, tétradas y
esporas maduras fueron estudiados por primera
vez con microscopia electronica de transmision
(MET) por Uehara & Kurita (1991) en material
asiatico de Lycopodium clavatum L.

En relacion con las esporas, Knox (1950)
realizé una prospeccion de 33 especies de
Huperzia y otras especies, agrupadas sub Lyco-
podium, mientras que Wilce (1972) estudio
con microscopia electronica de barrido (MEB)
esporas de 161 especies y establecio tres gran-
des grupos de acuerdo con la ornamentacion,
con tipos esporales foveolado-fosulados, rugu-
lados y reticulados, cada uno con subgrupos
que llevan el nombre de una especie represen-
tativa. Esa autora analizd especies previamente
incluidas por Herter (1950) en Lycopodium s.
str., y 48 especies de Huperzia (antes reunidos
sub Urostachys Herter). Tryon & Tryon (1982)
ilustraron esporas de 12 especies de los géneros
actualmente reconocidos, todas sub Lycopo-
dium 'y, posteriormente, Tryon & Lugardon
(1991) examinaron con MEB 60 especies de
Huperzia, 22 de Lycopodium, diez de Lyco-
podiella y una de Phylloglossum Kunze, y
con MET especies como Huperzia selago (L.)
Bernh. ex Schrank & Mart., H. phlegmaria
(L.) Rothm., Lycopodiella alopecuroides (L.)
Cranfill, L. contexta (Mart.) Holub, L. cernua
(L.) Holub, L. lateralis (R. Br.) Qllgaard y
Phylloglossum drummondii Kunze. Los traba-
jos mas recientes incluyen los de Solé¢ de Porta
& Murillo-Pulido (2005), Contreras, Bogota
& Jiménez (2006), Pita, De Menezes & Prado
(2006), Kongoi, Go, Pungga & Kader (2007),
Rolleri, Martinez & Prada (2010) y Devi &
Singh (2011).

En este estudio se analizaron 43 taxo-
nes seleccionados de ocho géneros de Lyco-
podiaceae: Austrolycopodium, Diphasium,
Diphasiastrum, Huperzia (incluyendo Phleg-
mariurus), Lycopodium, Lycopodiella, Palhin-
haea y Pseudolycopodiella. Este trabajo tiene
por objetivo hacer un aporte actualizado sobre
la mayor parte de los taxones que crecen en
Colombia, pero incluyen numerosas especies

que también se encuentran distribuidas en otras
areas del Neotropico. Se analiz6 y compard
la ultraestructura de los esporocitos, tétradas
y esporas de cuatro especies representativas
de los géneros Huperzia, Lycopodiella s.l., y
Lycopodium s.1. con énfasis en la ontogenia del
esporodermo, meiosis monoplastidiales y poli-
plastidiales y caracteres del tapete. Se discuten
las implicaciones sistematicas y taxonomicas
de la ornamentacion de las esporas y el valor
diagnostico de este caracter en relacion con la
subdivision genérica de la familia.

MATERIALES Y METODOS

Los 43 taxones de Lycopodiaceae inclui-
dos en este trabajo incluyen una especie de
cada uno de los siguientes géneros: Austrolyco-
podium, Diphasium, Diphasiastrum, Lycopo-
diella y Pseudolycopodiella, dos subespecies
de Lycopodium, seis especies de Palhinhaea 'y
31 de Huperzia.

La ontogenia del esporodermo se analizo
en H. brevifolia (Grev. & Hook.) Holub, H.
tetragona (Hook. & Grev.) Trevis., Dipha-
siastrum thyoides (Humb. & Bonpl. ex Willd.)
Holub y Palhinhaea cernua Franco & Vasc.

Para la morfologia de las esporas madu-
ras, se examinaron con MEB 31 taxones de
Huperzia: H. arcuata B. Ollg., H. attenuata
(Spring) Trevis., H. brevifolia, H. brongniar-
tii (Spring) Trevis., H. callitrichifolia (Mett.)
Holub, H. capellae (Herter) Holub, H. crassa
(Humb. & Bonpld. ex Willd.) Rothm., H. cur-
vifolia (Kunze) Holub, H. dichaeoides (Maxon)
Holub, H. dichotoma (Jacq.) Trevis., H. erici-
folia (C. Presl) Holub, H. eversa (Poir.) B. OlI-
gaard, H. firma (Mett.) Holub, H. hartwegiana
(Spring) Trevis, H. heteroclita (Desv. ex Poir.)
Holub, H. hippuridea (H. Christ) Holub, H.
hohenackeri (Herter) Holub, H. hystrix (Her-
ter) Holub, H. kuesteri (Nessel) B. Ollg., H.
linifolia (L.) Trevis., H. molongensis (Herter)
Holub, H. phylicifolia (Desv. ex Poir.) Holub,
H. reflexa (Lam.) Trevis., H. rosenstockiana
(Herter) Holub, H. sarmentosa (Spring) Tre-
vis, H. sellifolia B. Ollg., H. subulata (Desv.
ex Poir.) Holub, H. taxifolia (Sw.) Trevis., H.
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tenuis (Humb. & Bonpl. ex Willd.) Trevis,,
H. tetragona y H. unguiculata B. Qllg.; seis
de Palhinhaea: P. cernua, P. glaucescens (C.
Presl) Holub., P. pendulina (Hook.) Holub.,
P riofrioi (Sodiro) Holub., P steyermarkii
(B. 9llg.) Holub., P. trianae (Hieron.) Holub;
dos subespecies de Lycopodium: L. clavatum
subsp. clavatum L, L. clavatum subsp. conti-
guum (Klotzsch) B. Qllg., y ademas, Austro-
lycopodium magellanicum (P. Beauv.) Holub,
Diphasium jussiaei (Desv. ex Poir.) Rothm.,
D. thyoides, Lycopodiella andicola B. Ollg. y
Pseudolycopodiella caroliniana (L.) Holub.

Una parte del material utilizado en este
estudio fue recolectado por el primer autor
en viajes de campo a los departamentos de
Caldas, Cauca y Valle del Cauca, y otra parte,
proviene de los herbarios de la Universidad del
Valle, Cali (CUVC) y de la Universidad del
Cauca, Popayan (CAUP). Los especimenes se
determinaron con bibliografia reciente sobre
el grupo (Qllgaard, 1987, 1988, 1992, 2012 a,
2012 b; Arana & Ollgaard 2012) y mediante
consulta de tipos. Todo el material estudiado
se presenta en una lista anexa de especimenes
investigados (Apéndice).

Para las observaciones de las muestras
con MET 30 esporangios en diferentes etapas
de maduracion, de cada una de las especies
seleccionadas, se fijaron en glutaraldehido al
2.5% en buffer fosfato, pH 7.2 y 0.2M por 48hr.
Se lavaron en el mismo buffer y se postfijaron
adicionalmente con tetroxido de osmio al 2%
por 4hr a 6°C en la oscuridad y con agitacion.
Las muestras se lavaron con agua destilada, se
deshidrataron a 6°C durante una hora en cada
etapa de la serie de etanol (30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 96 %) y durante 12hr en etanol 100%.
Se embebieron en etanol-resina LR White
(London Resin®, UK), a 6°C, efectuandose
diez cambios de resina pura durante 12 dias,
en constante agitacion. La inclusion se hizo
en resina polimerizada a 60°C por 24hr. Las
secciones ultrafinas de 70-80nm se obtuvieron
con cuchilla de diamante y se contrastaron con
acetato de uranilo (40min) y citrato de plomo
durante (5min.). Se observaron con un micros-
copio JEOL JEM-1011. Para descripciones

adicionales, secciones de 0.5um obtenidas con
cuchillas de vidrio se tifieron con azul de tolui-
dina (TBO) al 1%, pH 3.4 durante 30 segundos,
y fueron observadas en con microscopio fotoni-
co Nikon 80i eclipse®.

Para las observaciones con MEB, de cada
uno de los 43 tadxones analizados se tomaron
tres estrobilos y de estos, se obtuvieron de
cinco a diez esporangios maduros segun la
disponibilidad del material. Los esporangios
se colocaron en tubos de material plastico con-
teniendo etanol 70% durante 12hr, con el fin
de producir la ruptura de la pared y extraer las
esporas. La suspension se paso a través de un
tamiz de 90um de poro y se transfirié mediante
micropipeta a un tubo limpio y cerrado, para
llevarla a un bafio ultrasonico (50-60Hz, 90W)
durante 10min. Luego de este procedimiento,
el material fue centrifugado a 5000rpm/5min,
se decantd el sobrenadante y al remanente se
le agreg6 etanol al 70% para someterlo a otro
ciclo de ultrasonido y dos ciclos adicionales de
centrifugacion con nueva suspension en etanol.
Una gota de la suspension final se depositd
sobre portamuestras cubiertos con cinta con-
ductiva de carbono de doble cara, que se man-
tuvieron entre dos y 24hr en desecador plastico
utilizando gel de silice como agente desecante.
Luego, las muestras fueron recubiertas con oro
en un ionizador JSM-6940, 15v durante 5min.
Finalmente, las muestras se observaron con un
microscopio electronico de barrido JEOL/EO.

Para Lycopodiella s. I. y Lycopodium s. .
se realiza una descripcion detallada de las espo-
ras maduras de cada taxon. En el caso de las
especies de Huperzia, mas numerosas pero con
patrones de macro-ornamentacion mas unifor-
mes, se da una descripcion general comparada,
mencionando los caracteres mas sobresalientes
de cada ejemplar o ejemplares estudiados.

Las medidas del diametro ecuatorial de
las esporas y longitud de los brazos de la lesu-
ra, fueron tomadas con microscopio fotdonico
Nikon 80i eclipse®, teniendo en cuenta los
valores minimos, maximos, promedio y desvia-
cion estandar en um y un n=30. En los tdxones
que presentan macro-ornamentacion caviforme
se tomo el diametro de las fovéolas, la distancia
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entre fovéolas y la densidad de estas por cam-
pos de 10pm?y un n=15.

Para la descripcion de la ornamentacion se
utilizaron los términos propuestos por Lellinger
& Taylor (1997) y Lellinger (2002), mientras
que los términos monoplastidial y poliplastidial
son equivalentes en espafiol a monoplastidic y
polyplastidic usados en inglés por Brown &
Lemmon (1997).

RESULTADOS

Esporocitos: Los esporocitos inmaduros
de H. tetragona, H. brevifolia, P. cernua 'y D.
thyoides son aproximadamente esféricos y se
ubican dentro de la cavidad esporangial (Fig.
1 A). En esta ectapa, la cubierta de los esporo-
citos es gruesa y presenta tres zonas de dife-
rente electro-densidad: una interna no electro
densa en contacto directo con la membrana del
esporocito, una intermedia mas engrosada y
electro-densa, y una zona externa delgada que
es la de mayor electro-densidad (Fig. 1 B). Esta
cubierta carece de plasmodesmos.

El nucleo de los esporocitos inmaduros es
eucromatico, estd en posicion central y tiene
uno o dos nucléolos. El citoplasma presenta
abundante reticulo endoplasmatico con nume-
rosos dictiosomas y no se aprecian depdsitos
lipidicos (Fig. 1 B). A medida que los espo-
rocitos maduran para formar esporocitos pre-
meioticos, se separan en la cavidad esporangial
tornandose mas esféricos. La membrana de los
esporocitos premeiodticos es sinuosa en todas
las especies estudiadas y presenta proyecciones
que se asocian con pequefas zonas electro-
densas que se distribuyen formando un patrén
regular (Fig. 1 C, Fig. 1 D, Fig. 1 E, Fig. 1 F,
Fig. 1 G). En este momento del desarrollo, el
citoplasma de los esporocitos presenta abun-
dantes depdsitos lipidicos que dificultan la
observacion de los organulos. En Huperzia y
Palhinhaea, una vez terminada la meiosis, en el
momento en que finaliza la citocinesis y antes
del depdsito del exosporio, se observa que estas
sinuosidades y proyecciones de la membrana
de las esporas permanecen como tales en la
cara distal pero no en la cara proximal, que es

lisa (Fig. 1 H). En D. thyoides en cambio, estas
sinuosidades y proyecciones de la membrana se
observan en las dos caras de las esporas.

Los esporocitos premeiodticos de D. thyoi-
des son monoplastidiales, pero antes de la
meiosis, el plastidio se divide quedando posi-
cionados dos plastidios alargados, uno a cada
lado del nucleo (Fig. 1 I). En cambio, H.
tetragona, H. brevifolia y P. cernua son espe-
cies poliplastidiales, presentan varios plasti-
dios ovalados y alargados con inclusiones de
granos de almidon (Fig. 1 J, Fig.1 K); en estas
especies los plastidios estan presentes desde el
momento de la formacién del tejido espordge-
no (Fig. 1 L).

Tapete: El tapete de las especies poliplas-
tidiales esta formado por células globosas, de
contornos subrectangulares, con numerosas
vacuolas, un nucleo grande eucromatico en
posiciéon central, citoplasma con numerosos
plastidios esféricos, sin granulos de almidén
y con los grana formados por agrupaciones
de 2-3 tilacoides (Fig. 2 A, Fig. B, Fig. C). En
las especie monoplastidiales el tapete presen-
ta células de contorno cuadrangular, con un
nucleo grande eucromatico y uno o dos nucléo-
los, varias vacuolas, numerosas mitocondrias y
algunos plastidios alargados cerca del nucleo
celular, con abundante almidon (Fig. 2 D). La
pared periclinal interna del tapete en contacto
con la cavidad esporangial es sinuosa en las
especies monoplastidiales, con sinuosidades
mas amplias y complejas durante la formacion
de las tétradas (Fig. 2 E), momento en que se
aprecian en el citoplasma abundantes cuerpos
plurivesiculares y en la pared anticlinal interna
vesiculas de secrecion que son liberadas en la
cavidad esporangial (Fig. 2 F). Estas vesiculas
se dirigen a través del fluido de la cavidad
esporangial hacia las tétradas en formacion
(Fig. 2 G); dan respuesta de color azul verdoso
claro (turquesa) ante el TBO, y tienen propie-
dades de electro-densidad similares a las del
exosporio (Fig. 2 H). Estos rasgos del tapete
no se presentan en las especies poliplastidiales
estudiadas, pero si se observaron corpusculos
de esporopolenina muy proximos al tapete
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Fig. 1. Tejido esporogeno, esporocitos y esporas inmaduras de Lycopodiaceac. A-G. Caracteres estructurales y
ultraestructurales de los esporocitos inmaduros y premeioticos. A-E. Diphasiastrum thyoides. F-G. Huperzia tetragona.
H. Espora inmadura de Palhinhaea cernua al final de la meiosis 11, sin exosporio. I. Estado monoplastidial de D. thyoides.
J-K. Estados poliplastidiales de H. tetragona 'y P. cernua respectivamente. L. Tejido esporogeno de H. tetragona con varios
plastidios ovalados largos. ca: cavidad esporangial; cd: cara distal de la espora; ce: células del tejido esporégeno; cp: cara
proximal de la espora; cr: cromosomas; cu: cubierta de los esporocitos; di: dictiosomas; ei: espora inmadura sin exosporio;
es: esporocitos; lip: depdsitos lipidicos; mes: membranas sinuosas de los esporocitos; n: nucleo; p: plastidios; va: vacuolas;
ze: zonas electro-densas asociadas a la membrana celular de los esporocitos premeidticos.

Fig. 1. Sporogenous tissue, sporocytes and immature spores of the Lycopodiaceae. A-G. Structural and ultraestuctural
characters of pre-meiotic and immature sporocytes. A-E. Diphasiastrum thyoides. F-G. Huperzia tetragona. H. Immature
spore of Palhinhaea cernua right at the end of meiosis II, lacking exospore. I. Monoplastidic stage of D. thyoides.
J-K. Polyplastidic stages of H. tetragona and P. cernua respectively. L. Sporogenous tissue of H. tetragona with long,
ovate plastids. ca: sporangial cavity; cd: distal face of the spore; ce: sporogenous tissue; cp: proximal face of spore; cr:
chromosomes; cu: sporocyte coat; di: dyctiosomes; ei: immature spore lacking exospore; es: sporocytes; lip: lipid deposits;
mes: sporocyte sinuous membranes; n: nucleus; p: plastids; va: vacuoles; ze: electro-dense areas associated to cell membrane
in pre-meiotic sporocytes.
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Fig. 2. Estructura y ultraestructura del tapete de Lycopodiaceae. A-C. Huperzia tetragona. D-H. Diphasiastrum thyoides.
L. Palhinhaea cernua. ap: abertura esporal; ca: cavidad esporangial; cmv: cuerpos plurivesiculares; cu: cubierta de los
esporocitos; en: endosporio; ex: exosporio externo; exi: exosporio interno; ga: granos de almidon; lip: depdsitos lipidicos;
n: nucleo; nu: nucléolos; or: corptisculos de esporopolenina; p: plastidios; per: perisporio; pm: pared madura del esporangio;
ps: paredes sinuosas del tapete; res: restos del tapete; t: tapete; ti: tilacoides; tr: tétradas; va: vacuolas; vs: vesiculas de
secrecion.

Fig. 2. Structure and ultrastructure of the tapetum in the Lycopodiaceae. A-C. Huperzia tetragona. D-H. Diphasiastrum
thyoides. 1. Palhinhaea cernua. ap: spore aperture; ca: sporangial cavity; cmv: multivesicular bodies; cu: sporocyte coat;
en: endospore; ex: outer exospore; exi: inner exospore; ga: starch grains; lip: lipid deposits; n: nucleus; nu: nucleoli; or:
sporopollenin bodies ; p: plastids; per: perispore; pm: sporangium mature wall; ps: sinuous walls of the tapetum; res: remains
of the tapetum; t: tapetum; ti: tilacoids; tr: tetrads; va: vacuoles; vs: secretion vesicles.
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(Fig. 2 A). En todos los taxones revisados el
tapete degenera con la maduracion de las espo-
ras y solo persiste la pared madura del espo-
rangio. En P. cernua la degradacion del tapete
produce restos de material granular fino muy
electro-denso que se deposita sobre el exospo-
rio externo originando el perisporio (Fig. 2 I).

Ontogenia de la pared esporal: La pri-
mera capa que se forma es el exosporio, que
se deposita sobre la membrana plasmatica en
forma de una lamina de material no electro-
denso con dos laminas electro-densas a cada
lado (Fig. 3 A, Fig. 4 B). Con la maduracion de
las esporas, se depositan, en forma centripeta,
varias ldminas consecutivas que conservan esta
misma organizacion hasta formar una estruc-
tura multilaminar (Fig. 3 C, Fig. D) que se
condensa y se vuelve homogéneamente electro-
densa al madurar las esporas (Fig. 3 E, Fig. F,
Fig. G). En P. cernua, durante la formacion
del exosporio, se observaron microtibulos en
el citoplasma de las esporas, cerca de la mem-
brana celular de la zona adyacente a la cara
distal, en relacion con la macro-ornamentacion
(Fig. 3 H).

Durante el depdsito del exosporio, en la
cara proximal, cerca de la lesura, se forma una
capa de esporopolenina difusa de apariencia
fibro-granular, poco electro-densa y compacta,
conocida como exosporio interno (Fig. 3 I). En
P. cernua el exosporio interno estd mas engro-
sado que el externo y solo mantiene la apa-
riencia fibro-granular en la zona de la apertura
esporal, en tanto que en el resto de su extension
forma una capa de columnas de apariencia
globular, electro-densas, anastomosantes, que
dejan espacios entre si, con la apariencia de un
reticulo (Fig. 3 J). Las caracteristicas de elec-
tro-densidad del exosporio interno y externo
son similares, pero las respuestas al TBO son
diferentes: azul claro (turquesa) en el caso del
exosporio externo y azul oscuro en el exosporio
interno (Fig. 3 K). El endosporio es variable en
cuanto a grosor, siendo mas engrosado cerca
de la abertura esporal y generalmente forma
una capa electro densa granular inmediata-
mente debajo del exosporio interno (Fig. 3 L).

El perisporio estd constituido por dos capas:
una interna granular muy electro densa y una
externa de similar grosor pero mas homogénea
y menos electro densa (Fig. 3 J).

La esporogénesis finaliza con la formacion
de las tétradas de esporas en posicion tetraédri-
ca (Fig. 4 A, Fig. 4 B, Fig. C) que permanecen
unidas por la cubierta de los esporocitos hasta
que maduran (Fig. 4 C). Esta cubierta se degra-
da en esa ctapa y las esporas quedan libres en la
cavidad esporangial (Fig. 4 D, Fig. E).

Macro-ornamentaciéon y micro-orna-
mentacion de las esporas maduras: En
las Lycopodiaceae se presentan dos tipos de
ornamentacion: negativa caviforme y positiva
muriforme. En la primera, la superficie del
exosporio es perforada y presenta cavos o
perforaciones mas o menos redondeadas que
pueden estar separados por distancias equi-
valentes a sus diametros (foveas), o separa-
dos por distancias superiores a sus didmetros
(fovéolas). La ornamentacion muriforme se
caracteriza por la presencia de muros, que son
protuberancias largas y sinuosas, regulares o
irregulares, interrumpidas o bien anastomosan-
tes que determinan aréolas mas o menos claras.
En las esporas rugadas los muros amplios y
redondeados no son anastomosantes, mientras
que en las esporas reticuladas los muros son
estrechos, afilados, anastomosantes y forman
aréolas definidas.

En Huperzia la macro-ornamentacion es
caviforme o, menos comunmente, murifor-
me, y las esporas son foveoladas; raramente
las fovéolas se unen o se conectan forman-
do foésulas marginales (Fig. 5, Fig. 6, Fig.
7 y Fig. 8). En Lycopodiella, Palhinhaea y
Pseudolycopodiella y unas pocas especies de
Huperzia, 1a ornamentacion es muriforme y las
esporas son rugadas (Fig. 9, Fig. 10, Fig. 11),
y en Austrolycopodium, Diphasium, Dipha-
siastrum y Lycopodium son reticuladas (Fig.
12). También se pueden observar diferencias
en la ornamentacion en las cara proximal,
que puede ser lisa o apenas microgranular,
como en especies de Huperzia, pero en taxo-
nes de otros géneros se hallan con frecuencia
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Fig. 3. Ontogenia del esporodermo de Lycopodiaceae. A-D. Deposito del exosporio externo. A-B. Palhinhaea cernua. C-D.
Huperzia tetragona. E-G. Exosporio maduro de P. cernua, Diphasiastrum thyoides y Huperzia brevifolia respectivamente.
H. Microttibulos proximos al exosporio, cerca de la cara distal de las esporas, en P. cernua. 1-J. Formacion del exosporio
interno en P. cernua. K. Respuestas de color del exosporio externo e interno de P. cernua ante el TBO. L. Endosporio de
P. cernua. ap: abertura esporal; ca: cavidad esporangial; cd: cara distal de la espora; ce: capa electro-densa del perisporio;
cl: capa no electro densa del perisporio; cp: cara proximal de la espora; cu: cubierta de los esporocitos; en: endosporio; ex:
exosporio externo; exi: exosporio interno; lip: depdsitos lipidicos; med: material electro-denso; mic: microtubulos; ned:
material no electro-denso; n: nucleo; oc: maro-ornamentacion caviforme; orr: macro-ornamentacion rugada; ort: macro-
ornamentacion reticulada; p: plastidios; per: perisporio; pm: pared madura del esporangio; tri: deposito trilaminar del
exosporio externo.

Fig. 3. Ontogeny of the sporoderm of the Lycopodiaceae. A-D. Outer exospore deposition in Palhinhaea cernua (A-B) and
Huperzia tetragona (C-D). E-G. Mature exospore of P. cernua, Diphasiastrum thyoides y Huperzia brevifolia respectively.
H. Microtubules exospore close to distal face of spores, in P. cernua. I-J. Inner exospore formation in P. cernua. K.
Staining reaction to TBO of the outer and inner exospore of P. cernua with TBO. L. Endospore of P. cernua. ap: spore
aperture; ca: sporangial cavity; cd: spore distal face; ce: electrodense perispore layer; cl: no electrodense perispore layer;
cp: spore proximal face; cu: sporocyte coat; en: endospore; ex: outer exospore; exi: inner exospore; lip: lipid deposits; med:
electrodense material; mic: microtubules; ned: non electrodense material; n: nucleus; oc: caviform macro-ornamentation;
orr: rugate macro-ornamentation; ort: reticulate macro-ornamentation; p: plastids; per: perispore; pm: sporangium mature
wall; tri: 3- laminated outer exospore deposit.
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microgranulos, microarrugas y orbiculas, asi
también como diferencias en el desarrollo y
extension del reticulo proximal en especies y
subespecies de Austrolycopodium, Diphasium,
Diphasiastrum y Lycopodium. En el cuadro 1
se resumen los caracteres de la ornamentacion
de la cara proximal y distal de las esporas de
cada taxon estudiado.

Macro-ornamentacion caviforme: espo-
ras foveoladas: Las esporas de Huperzia son
tetraédricas, con el contorno ecuatorial sub-
triangular a subcircular, con lados curvos y
angulos redondeados.

La ornamentacion que se presenta en la
cara distal es negativa, caviforme, con cavos o
fovéolas de contorno circular y didmetro varia-
ble (desde 1.5 hasta de 3.5um) separados por
una distancia mayor que sus didametros (Fig.
5, Fig. 6, Fig. 7 y Fig. 8). La superficie entre
fovéolas es lisa, con microarrugas o microgra-
nulos (Cuadro 1).

Las fovéolas son muy marcadas y se dis-
tribuyen regularmente en toda la superficie de
la cara distal, incluyendo el centro de la espora
pero se unen en el area cercana al ecuador for-
mando fosulas, como en H. molongensis (Fig.
5], Fig. 5 K, Fig. 5 L); con menor diametro,
se presentan hacia el ecuador de la cara distal
o hacia el centro de la cara distal de una misma

Fig. 4. Tétradas de esporas de Lycopodiaceae. A-B.
Palhinhaea cernua y Huperzia callitrichifolia. C-E.
Diphasiastrum thyoides, Huperzia brevifolia y P. cernua
respectivamente. ap: abertura; ca: cavidad esporangial;
cd: cara distal de las esporas; cp: cara proximal de las
esporas; cu: cubierta de los esporocitos; en: endosporio;
ex: exosporio externo; exi: exosporio interno; lip:
depositos lipidicos; me: ornamentacion caviforme; mml:
ornamentaciéon muriforme rugada; mm?2: ornamentacion
muriforme reticulada; n: nucleo; per: perisporio; tr: tétradas.
Fig. 4. Spore tetrads of the Lycopodiaceae. A-B. Palhinhaea
cernua and Huperzia callitrichifolia. C-E. Diphasiastrum
thyoides, H. brevifolia y P. cernua respectively. ap:
aperture; ca: sporangial cavity; cd: spore distal face; cp:
spore proximal face; cu: sporocyte coat; en: endospore;
ex: outer exospore; exi: inner exospore; lip: lipid deposits;
me: caviform ornamentation; mml: muriform, rugate
ornamentacion; mm2: muriform, reticulate ornamentation;
n: nucleus; per: perispore; tr: tetrads.
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Fig. 5. Ornamentacion caviforme, negativa, en especies de Huperzia: esporas foveoladas, superficie entre cavos lisa.
Fig. 5. Caviform, negative ornamentation of Huperzia species: foveolate spores, smooth surface between cavi.
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Fig. 6. Ornamentacion caviforme, negativa, en especies de Huperzia: esporas foveoladas, superficie entre cavos lisa.
Fig. 6. Caviform, negative ornamentation of Huperzia species: foveolate spores, smooth surface between cavi.

espora, como en H. heteroclita (Fig. 5 M, Fig.
N, Fig. O) o bien se distribuyen en la cara dis-
tal de la espora, en forma circular y dejan una
zona central lisa, sin perforaciones, como en
H. rosenstockiana (Fig. 5 G, Fig. 5H, Fig. 5) y

H. kuesteri (Fig. 6 ], Fig. 6 K, Fig. 6L). La dis-
tribucion es muy uniforme en H. hohenackeri
(Fig. 6 G, Fig. 6H, Fig. 6l), H. reflexa (Fig. 6
M, Fig. Fig. 6N, Fig. 60) y H. crassa, en esta
especie, con el diametro comparativamente
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Fig. 7. Ornamentacion caviforme, negativa, en especies de Huperzia: esporas foveoladas, superficie entre cavos con micro-

ornamentacion.

Fig. 7. Caviform, negative ornamentation of Huperzia species: foveolate spores, micro-ornamentated surface between cavi.

mas pequeilo. Con diametros y disposicion
muy regulares se presentan también en esporas
con exosporio con superficie microgranular,
como es el caso de H. kuesteri (Fig.6 J, Fig.
6K, Fig. 6L) y H. linifolia (Fig. 8 J, Fig. 8K,
Fig. 8L), o con superficie rugulada, como en
H. hartwegiana (Fig. 8 A, Fig. 8B, Fig. 8C).
La cara proximal es lisa, sin fovéolas ni muros.
La lesura trilete llega generalmente hasta el
ecuador de la espora y puede ser lisa o tener
brazos ondulado-crenados (Fig. 5, Fig. 6, Fig.
7y Fig. 8).

En general, el promedio de los diame-
tros ecuatoriales de las esporas en este grupo
de plantas varia entre 31-61pum. En especies
terrestres como H. arcuata, H. brevifolia, H.
brongniartii, H. capellae, H. crassa, H. firma,

H. hippuridea, H. hohenackeri, H. hystrix, H.
kuesteri, H. reflexa, H. sellifolia, H. ungui-
culata esa variacion va de 33 hasta 50um; en
especies epifitas con esporas cuya superficie
entre fovéolas es lisa, como H. callitrichifolia,
H. dichaeoides, H. ericifolia, H. heteroclita, H.
molongensis, H. phylicifolia, H. rosenstockia-
na, las medidas van desde 31 hasta 61um y en
las epifitas con superficie rugulada, como H.
hartwegiana, H. linifolia. H. sarmentosa, H.
subulata, H. taxifolia, los tamafios se encuen-
tran entre 33 y 50um. En una especie terrestre
y tres epifitas con esporas foveoladas, H. firma,
H. molongensis, H. linifolia y H. subulata, se
encontraron las esporas con los mayores tama-
flos segun el didmetro ecuatorial (48-61um).
El didmetro de las fovéolas y la densidad por
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Fig. 8. Ornamentacion caviforme, negativa, en especies de Huperzia: esporas foveoladas, superficie entre cavos con micro-

ornamentacion.

Fig. 8. Caviform, negative ornamentation of Huperzia species: foveolate spores, micro-ornamentated surface between cavi.

campo de 10um? son poco variables, y s6lo se
observaron mayores densidades en H. dichae-
oides, H. hartwegiana y H. heteroclita. La
longitud de los brazos de la lesura varia en un
rango de 21-34pm (Cuadro 2).

Macro-ornamentacion  muriforme:
en esporas rugadas: De todas las espe-
cies de Huperzia analizadas, solamente H.
tenuis, H. curvifolia y H. dichotoma presentan

ornamentacion muriforme. Las esporas son
generalmente tetraédricas, triletes, anisopola-
res, con el contorno ecuatorial subtriangular,
y los muros son bajos, no anastomosantes, con
micropliegues, microperforaciones y microve-
rrugas sobre la superficie (Fig. 9 A, Fig. B, Fig.
C, Fig. D, Fig. E, Fig. F, Fig. G, Fig. H, Fig. ).

En Lycopodiella s. I. 1as esporas son tetraé-
dricas, triletes, anisopolares, radiosimétricas,
con ornamentacion muriforme diferente en las
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Especies

H. arcuata

H. attenuata
H. brevifolia
H. brongniartii
H. callitrichifolia
H. capellae

H. crassa

H. dichaeoides
H. ericifolia

H. eversa

H. firma

H. hartwegiana
H. heteroclita
H. hippuridea
H. hohenackeri
H. hystrix

H. kuesteri

H. linifolia

H. molongensis
H. phylicifolia
H. reflexa

H. rosenstockiana
H. sarmentosa
H. sellifolia

H. subulata

H. taxifolia

H. tetragona
H. unguiculata

Diametro ecuatorial
esporas (*)
(28) 33 (36) + 1.32
(31)33 (34) + 1.63
(44) 47 (50) + 1.44
(29) 32 (34) + 1.40
(29) 31 (33) £ 1.23
(31) 33 (35) + 1.04
(40) 43 (46) + 1.68
(37) 39 (41) + 0.94
(30) 33 (36) + 1.58
(38) 40 (42) +1.23
(47) 50 (53) + 1.75
(42) 44 (45) + 0.95
(32) 34 (35) + 0.65
(38) 40 (41) £ 1.19
(42) 44 (45) £ 0.92
(28) 31 (33) £ 1.19
(43) 45 (47) £ 1.07
(47) 50 (52) + 1.24
(58) 61 (63) £ 1.76
(39) 41 (50) + 1.89
(37) 39 (47) + 1.89
(38) 40 (51) £ 2.43
(34) 36 (45) £ 1.96
(32) 33 (35) £ 1.04
(47) 48 (50) £ 0.79
(31)32(34) £ 0.78
(40) 41 (44) £ 0.93
(39) 40 (43) £ 1.13

CUADRO 2
Dimensiones de las esporas, longitud de la lesura, didmetro, densidad y distancia entre foveolas en especies de Huperzia

TABLE 2
Dimensions of spores, laesure length, diameter, density and distance between foveolae in species of genus Huperzia

Diametro f
oveolas (*)
(0.3) 0.5 (0.6)
(0.2) 0.4 (0.6)
(0.4) 0.5 (0.6)
(0.3) 0.4 (0.6)
(0.3) 0.4 (0.5)
(0.4) 0.5 (0.6)
(0.3) 0.5 (0.7)
(0.2) 0.4 (0.5)
(0.2) 0.35 (0.4)
(0.2) 0.4 (0.5)
(0.3) 0.4 (0.5)
(0.2) 0.4 (0.6)
(0.3) 0.4 (0.5)
(0.3) 0.5 (0.7)
(0.5) 0.6 (0.7)
(0.2) 0.28 (0.3)
(0.3) 0.4 (0.6)
(0.3) 0.4 (0.5)
(0.4) 0.5 (0.6)
(0.3) 0.4 (0.5)
(0.3) 0.4 (0.5)
(0.3) 0.4 (0.5)
(0.2) 0.3 (0.35)
(0.3) 0.4 (0.6)
(0.2) 0.3 (0.4)
(0.2) 0.4 (0.6)
(0.3) 0.4 (0.6)
(0.3) 0.5 (0.8)

Densidad Distancia entre Longitud |
foveolas (**) foveolas (*) esura (*)
10-11 3-4 (16) 18 (20) £ 1.14
10-13 2-4 (18) 19 (21) £ 0.61
12-15 2-3 (22) 24 (26) £ 0.76
11-13 3-4 (15) 16 (18) £ 0.90
11-16 23 (17) 18 (20) + 0.83
10-13 3-4 (16) 18 (19) + 0.84
9-14 3-4 (20) 21 (22) + 0.44
18-25 2-3 (19) 20 (21) +0.74
13-17 2-3 (15) 17 (18) + 1.08
11-15 2-4 (19) 21 (23) + 1,06
8-11 3-4 (21) 24 (25) + 1.31
15-21 2-3 (20) 22 (23) + 0.63
18-22 2-3 (15) 18 (19) = 0.81
17-21 2-2.5 (17)19 (21) = 1.12
9-11 3-4 (21) 22 (23) + 0.69
12-16 2-3 (13) 15 (16) + 0.81
8-11 3-4 (20) 22 (23)+ 0.87
17-21 225 (24) 26 (27) + 1,44
19-20 2-3 (28) 30 (32) + 1.27
15-21 3-3.5 (17) 21 (26) + 1.30
16-20 2-3 (18) 20 (24) + 1.19
13-17 2-3 (20) 22 (29) + 1.55
15-20 2-3 (18) 19 (25) + 1.09
11-13 3-4 (16) 18 (20) + 0.82
13-15 2-3 (23) 25 (26) £ 0.76
20-24 2-3 (15) 16 (18) + 0.84
13-16 2-3 (19) 20 (22) £ 0.79
11-13 3-4 (19) 20 (22) £ 0.72

(*) En um

(**) Medida en campos de 10um?

caras distal y proximal, prevaleciendo el tipo
rugado en la cara distal. El contorno ecuato-
rial es casi circular, con muros espaciados o
proximos, generalmente prominentes, como
lomos o pliegues curvos a casi angulosos, no
anastomosantes o, mas raramente, anastomo-
santes y continuos, pero sin formar aréolas y
sin un patron reticulado (Fig. 10, Fig. 11). La
superficie de los muros es lisa y en algunos
casos presenta micro-ornamentacion granular

1176

o microverrugas. Los muros son lisos en P
steyermarkii, P. cernua 'y P. riofrioi (Fig. 10 A,
Fig. 10 B, Fig. 10 C, Fig. 10 D, Fig. 10 E, Fig.
10 F, Fig. 10 G, Fig. 10 H, Fig. 10 1) y tienen
micro-ornamentacion granular en L. andicola
y P. caroliniana (Fig. 11 A, Fig. 11 B, Fig. 11
C, Fig. 11 D, Fig. 11 E, Fig. 11 F). En P. pen-
dulina la micro-ornamentacion es densamente
microgranular (Fig. 11 G, Fig. 11 H, Fig. 111),
en tanto que en P, trianea y P. glaucescens los
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Huperzia tenuis

8 pm

Huperzia dichotoma

. Cara Proximal Cara distal

muros tienen microverrugas (Fig. 11 J, Fig. 11
K, Fig. 11 L, Fig. 11 M, Fig. 11 N, Fig. 11 O).
La cara proximal es lisa, con microgranulos,
micropliegues o con microverrugas como en P.
trianea, y en algunas especies como L. andico-
la es rugulada o rugada. La lesura es labiada,
prominente y los brazos no llegan al ecuador
(Cuadro 3).

En general se presenta un cingulo ecuato-
rial marcado, que es liso y tiene el aspecto de
un lomo convexo o bien es ornamentado, ondu-
lado crenado y claramente distintivo.

En esporas rugadas el promedio de los
diametros ecuatoriales varia con un rango de
28-45um (Cuadro 3), y las esporas mas grandes
se presentaron en Lycopodiella (L. andicola y
P. glaucescens).

Fig. 9. Ornamentacion muriforme en especies de Huperzia: esporas rugadas, superficie de los muros lisa o con microgranulos
y orbiculas dispersas.

Fig. 9. Muriforme ornamentation of Huperzia species: rugate spores, smooth or micro granulated surface of muri, with
scattered orbicules.

La variacion observada en esporas rugadas
se da a continuacion, con una descripcion deta-
llada de cada taxon.

Huperzia

Huperzia tenuis
(Fig. 9 A, Fig. 9B, Fig. C).

Diametro ecuatorial de (32) 33 (34) +
0.43pm. Cara distal con muros bajos, curvos,
hasta de 1.5-2um, con algunas microverrugas
espaciadas, los muros bastante uniformes deli-
mitando depresiones circulares muy regulares.
Lesura trilete que llega hasta el ecuador de
la espora, con brazos lisos de (15) 17 (18) +
0.44pm.
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10 pm

Palhinhaea cernua

. Cara diStal

Huperzia curvifolia
(Fig. 9 D, Fig. E, Fig. F).

Diametro ecuatorial de (26) 28 (31) =+
1.28um. Cara distal con muros bajos, proxi-
mos, redondeados, hasta de 3-5um, con micro-
pliegues en toda la superficie. Cara proximal
rugada. Lesura trilete que llega hasta el ecuador
de la espora, con brazos lisos o algo ondulado-
crenados (13) 16 (17) = 1.24pum.

Huperzia dichotoma
(Fig. 9 G, Fig. 9H, Fig. 9I).

Diametro ecuatorial de (32) 33 (34)
+ 0.75pm. Cara distal con muros bajos

-

L S

ey 7
Fig. 10. Esporas con ornamentacion muriforme rugada en especies de Lycopodiella s. 1.
Fig. 10. Muriform, rugate spores of Lycopodiella s.1. species.

distanciados, con lomos redondeados, hasta
de 1.5-2um, con microperforaciones en toda la
superficie y microverrugas en la base. Lesura
trilete que llega hasta el ecuador de la espora,
con brazos lisos de (16) 17 (18) + 0.62um.

Lycopodiella s. 1.

Palhinhaea steyermarkii
(Fig. 10 A, Fig. 10 B, Fig. 10 C).

Contorno ecuatorial subcircular con cin-
gulo no ornamentado. Diametro ecuatorial de
(33) 35 (37) £ 1.01um. Cara distal rugada con
pliegues bajos, anchos, gruesos y con forma de
lomos muy proximos de recorrido anguloso.
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CUADRO 3
Diametro ecuatorial y longitud de la lesura en esporas con ornamentacion muriforme rugada y reticulada.

TABLE 3
Equatorial diameter and length of laesure in spores with muriform, rugate and reticulate ornamentation.

Ornamentacion Especies
H. curvifolia
H. dichotoma

H. tenuis

Rugada Huperzia

Lycopodiella L. andicola
P. cernua
P. glaucescens
P. pendulina
P, riofrioi
P. steyermarkii
P, trianae
P. caroliniana
Reticulada  Lycopodium — A. magellanicum
D. jussiaei
D. thyoides
L. clavatum subsp. clavatum

L. clavatum subsp. contiguum

(26) 28 31) £ 1.28
(32) 33 (34) £ 0.75
(32) 33 (34) £ 0.43
(39) 45 (49) + 2.32
(28)31 34) + 1.71
(34) 40 (43) £ 2.37
(33) 38 (41) £2.25
(35) 37 (41) £2.25
(33)35 (37) + 1.01
(32) 37 (40) + 1.9
(34) 37 (40) + 1.52
(33) 34 (36) £ 1.05
(34) 36 (37) + 0.08
(35)35 (37) + 1.19
(31)33 (35) + 1.38
(33) 37 (39) + 1.20

Diametro ecuatorial en pm  Longitud de la lesura en pm

(13) 16 (17) + 1.24
(16) 17 (18)  0.62
(15) 17 (18) + 0.44
(13) 16 (19) + 1.83
(8) 11 (13) £ 1.35
(9) 12 (15) £ 1.30
(9) 12 (13) + 1.14
(9) 11 (12) £ 0.99
(11) 14 (18) = 1.51
(9) 11 (12) + 1.05
(10) 12 (14)  1.16
(17) 19 (21) + 1.11
(16) 18 (20) + 1.23
(13) 16 (18) + 1.36
(1) 12 (14) £ 0.95
(15) 19 (23) + 2.20

Cara proximal lisa a rugulado-microplegada.
Lesura labiada, labios gruesos, prominentes y
lisos de (11) 14 (18) = 1.51pum.

Palhinhaea cernua
(Fig. 10 D, Fig. 10 E, Fig. F).

Contorno ecuatorial subcircular con cin-
gulo liso. Diametro ecuatorial de (28) 31 (34)
+ 1.71um. Cara distal rugada con pliegues
anchos hasta de 3um, altos hasta de 1.5um,
gruesos, irregulares y con forma de lomos
redondeados. Cara proximal rugulada. Lesura
labiada de (8) 11 (13) = 1.35um.

Palhinhaea riofrioi
(Fig. 10 G, Fig. H, Fig. I).

Contorno ecuatorial subcircular con cin-
gulo ondulado-crenado o rugulado. Diametro
ecuatorial de (35) 37 (41) £ 2.25um. Cara distal
rugada con pliegues anchos y gruesos, curvos a
casi angulosos, hasta de 3-3.5um de anchura,
con lomos redondeados, con microverrugas y

orbiculas superficiales dispersas. Cara proxi-
mal rugulada, con orbiculas grandes, hasta de
Ipm de diametro, de distribucion irregular.
Lesura labiada, con labios gruesos y prominen-
tes de (9) 11 (12) = 0.99um.

Lycopodiella andicola
(Fig. 11 A, Fig. 11 B, Fig. 11C).

Contorno ecuatorial subcircular con cin-
gulo ondulado-crenado a rugulado. Diametro
ecuatorial de (39) 45 (49) +2.32um. Cara distal
rugada con muros anchos hasta de 1.8um, grue-
sos hasta de 2um y con forma de lomos redon-
deados, con microgranulos y micropliegues
en toda la superficie. Cara proximal rugulada.
Lesura labiada, labios gruesos prominentes y
lisos de (13) 16 (19) + 1.83um.

Pseudolycopodiella caroliniana
(Fig. 11 D, Fig. 11 E, Fig. 11 F).

Contorno ecuatorial subcircular con cin-
gulo ondulado-crenado o rugado. Diadmetro
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Lycopodiella andicola

10 pm

10 pm

aea trianae
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Fig. 11. Esporas con ornamentacion muriforme rugada en especies de Lycopodiella s. 1.
Fig. 11. Muriform, rugate ornamentation of Lycopodiella s.l. species.
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Fig. 12. Esporas con ornamentaciéon muriforme reticulada en especies de Lycopodium s. 1.
Fig. 12. Muriform, reticulate spores of Lycopodium s.l. species.

Cara Proximal
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ecuatorial de (34) 37 (40) + 1.52pm. Cara distal
rugada con pliegues anchos, hasta de 2.5-3um
pero no muy altos, hasta de 0.5um, con lomos
redondeados; orbiculas y microgranulos den-
samente distribuidos en la superficie y la base
de los muros. Cara proximal rugulado-plegada,
también con microgranulos. Lesura labiada,
labios gruesos y prominentes, con la superfi-
cie rugulada y con pliegues, de (10) 12 (14) +
1.16um.

Palhinhaea pendulina
(Fig. 11 G, Fig. 11 H, Fig. 11 1).

Contorno ecuatorial subcircular con cin-
gulo ondulado-crenado o rugulado. Diametro
ecuatorial de (33) 38 (41) £2.25um. Cara distal
rugada con pliegues anchos y gruesos, hasta
de 2.5um, bajos, raramente de mas de 0.5um,
con forma de lomos redondeados o angulosos,
densamente microgranulares en la base. Cara
proximal rugulada. Lesura labiada, labios grue-
sos y prominentes, de (9) 12 (13) + 1.14um.

Palhinhaea trianae
(Fig. 11 J, Fig. 11 K, Fig. 11 L).

Contorno ecuatorial subcircular con cingu-
lo no ornamentado. Diametro ecuatorial de (32)
37 (40) £ 1.9um. Cara distal rugada con muros
anchos y gruesos, hasta de 1.8um y con forma
de lomos curvos con micro-ornamentacion
granular. Cara proximal lisa con orbiculas dis-
persas de no mas de 0.3-0.4um. Lesura labiada
de (9) 11 (12) = 1.05pum.

Palhinhaea glaucescens
(Fig. 11 M, Fig. 11 N, Fig. 11 O)

Contorno ecuatorial subcircular con cingu-
lo no ornamentado. Diametro ecuatorial de (34)
40 (43) + 2.37um. Cara distal rugada con plie-
gues anchos hasta de 4-4.5um, con orbiculas y
microverrugas entre los pliegues. Cara proxi-
mal lisa a rugulada, con orbiculas distribuidas
irregularmente. Lesura labiada, labios gruesos
y prominentes de (9) 12 (15) + 1.30pum.

Macro-ornamentacion muriforme en
esporas reticuladas: Las esporas de Lycopo-
dium s. I. son globoso-tetraédricas, con la cara
distal curva y la proximal con tres areas planas
a los lados de la lesura trilete. El contorno
distal es circular en todas las especies exami-
nadas menos en 4. magellanicum, en la que es
subcircular a subtriangular con lados curvos y
angulos redondeados (Fig. 12).

El reticulo distal estd formado por muros
bajos que se anastomosan irregularmente y
presentan muros cortos libres hacia el interior
de aréolas desiguales, como en D. jussiaei y A.
magellanicum (Fig. 12 A, Fig. 12 B, Fig. 12 C,
Fig. 12 D, Fig. 12 E, Fig. 12 F), o por muros
de altura variable, anastomosantes, continuos,
que delimitan aréolas regulares o irregulares,
cuyo diametro y tamafio varian en las especies.
El reticulo proximal puede ser completo, como
en D. thyoides (Fig. 12 G) y L. clavatum subsp.
contiguum (Fig. 12 M) o incompleto como en
L. clavatum subsp. clavatum (Fig. 12 J); la
continuidad del reticulo, ya sea éste completo
e incompleto, disminuye cerca de la lesura.
Los muros del reticulo pueden estar fenestra-
dos, con aberturas que forman una red o malla
abierta. La lesura trilete presenta brazos que
llegan hasta el ecuador de la espora, crestados y
sobresalientes en todas las especies excepto D.
Jussiaei, con una lesura baja, como una cicatriz
y bilabiada en toda su extension (Fig.12 A).

En esporas reticuladas el tamafio promedio
es de 33-37um (Cuadro 3).

La variacion observada en esporas reticu-
ladas se da a continuacion, con una descripcion
detallada de cada taxon.

Lycopodium s. L.

Diphasium jussiaei
(Fig. 12 A, Fig. 12 B, Fig. 12 C)

Esporas globoso-tetraédricas, triletes, ani-
sopolares, contorno distal circular, con orna-
mentacion muriforme. Didmetro ecuatorial de
(34) 36 (37) £ 0.08um. Cara distal reticu-
lada, reticulo regular, con muros 1-1.5 (2)
um de altura, con aréolas amplias y grandes,

1182 Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 62 (3): 1161-1195, September 2014 @



con una extension que va desde 8-10 hasta
12-15um, aunque se intercalan aréolas mucho
mas pequefias, de 4-6um, de didmetro. Cingulo
ecuatorial festoneado. Cara proximal rugada o
rugulada ocasionalmente con muros dispersos
e interrumpidos que no forman un patrén defi-
nido, con microgranulos y orbiculas. Lesura de
labios angostos definidos, que no llega hasta el
ecuador, sin ornamentacion, bilabiada, situada
en una especie de canal o ranura poco profunda
de (16) 18 (20) + 1.23pm.

Austrolycopodium magellanicum
(Fig. 12 D, Fig. 12 E, Fig. 12 F).

Esporas globoso-tetraédricas, triletes, ani-
sopolares, de contorno subcircular a subtrian-
gular con lados curvos y dngulos redondeados,
con ornamentacion muriforme. Didmetro ecua-
torial de (33) 34 (36) = 1.05um. Cara distal
reticulada, reticulo irregular, con muros de
1-1.3 (2)um de espesor, anastomosantes y
libres hacia el interior de las aréolas, con
paredes continuas o fenestradas y ruguladas;
aréolas de hasta 6-7um de didmetro con la
superficie irregularmente fenestrada o perfo-
rada y con orbiculas; reticulo incompleto en el
cingulo ecuatorial, con muros irregularmente
anastomosantes o muros parciales y estelas,
que pasa parcialmente a la cara proximal.
Cara proximal rugado-verrugosa, con orbiculas
densamente distribuidas cerca de la lesura.
Lesura prominente crestada, angosta, que se
extiende hasta el borde del reticulo de (17) 19
21) £ 1.11pum.

Diphasiastrum thyoides
(Fig. 12 G, Fig. 12 H, Fig. 12 1)

Esporas globoso-tetraédricas, anisopo-
lares, contorno circular, con ornamentacion
muriforme. Diametro ecuatorial de (35) 35
(37) £ 1.19um. Reticuladas en la cara distal y
proximal. Reticulo distal regular, con aréolas
amplias y grandes, de diametros de 5-6(8)um y
superficie con microgranulos y micropliegues;
muros del reticulo de 3-4 (5)um de altura. Reti-
culo proximal irregular, con muros que forman

aréolas grandes subrectangulares, disminuye
hacia la lesura y deja una zona libre de reticu-
lo, rugulada cerca de ésta; superficie de la cara
proximal con microgranulos. Lesura crestada
con labios angostos definidos, sin llegar hasta
el ecuador, con la superficie rugulado-rugada,
los bordes granulares a micropapilosos de (13)
16 (18) = 1.36um.

Lycopodium clavatum subsp. clavatum
(Fig. 12 J, Fig. 12 K, Fig 12 L)

Esporas globoso-tetraédricas, anisopo-
lares, contorno circular, con ornamentacion
muriforme. Didmetro ecuatorial de (31) 33 (35)
+ 1.38um. Reticuladas en ambas caras. Reticu-
lo distal regular formando aréolas con escasa
variacion en el tamafio de una espora a otra,
aunque pueden variar ligeramente en la misma
espora, de 2-4 hasta 5-6pum de diametro y con
micro-ornamentacion granular, dispersa en la
superficie; muros relativamente uniformes en
tamafio y espesor, de 2-4 (6)um de altura,
fenestrados, con amplias aberturas irregulares
en sus paredes, con micro-ornamentacion gra-
nular densa en los bordes. Reticulo proximal
completo a incompleto, con ornamentacion
irregular y muros no siempre anastomosantes
cerca de la lesura. Lesura prominente, con
forma de cresta angosta y elevada, labios finos
de textura esponjosa, superficie granular, de
1.5-2.5um de altura que se extienden casi hasta
el margen ecuatorial de (11) 12 (14) = 0.95um.

Lycopodium clavatum subsp. contiguum
(Fig. 12 M, Fig. 12 N, Fig. 12 O)

Esporas globoso-tetraédricas, anisopo-
lares, contorno circular, con ornamentacion
muriforme y reticuladas en ambas caras. Dia-
metro ecuatorial de (33) 37 (39) = 1.20pum.
Reticulo distal regular, aréolas con escasa
variacion en el tamafio de una espora a otra,
aunque pueden variar algo en la misma espora,
de 2-4 hasta 5-6um de diametro, con micro-
ornamentacion granular y microverrugas en
la superficie; muros del reticulo relativamente
uniformes en tamafio y espesor, de 2-4 (6)um
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de altura, marcadamente fenestrados con aber-
turas amplias que dejan las paredes reducidas a
una malla o red; borde de los muros rugulado
o granular, con granulos y microverrugas en el
borde de los muros. Reticulo proximal irregular
con muros incompletos altos mezclados con
estelas lisas o claviformes, éstas mas frecuen-
tes cerca de la lesura. Lesura prominente, con
forma de cresta angosta y elevada, labios finos,
de 1.5-2.5um de altura, ornamentados con
estelas irregulares, que se extienden casi hasta
el margen ecuatorial de (15) 19 (23) = 2.20um.

DISCUSION

Los esporocitos y la esporogénesis, la
ontogenia del esporodermo y el desarro-
llo de las esporas hasta su maduracion, asi
como la ornamentacion caracteristica de la
pared esporal madura se han estudiado por
primera vez para un numero comparativa-
mente amplio de taxones colombianos y neo-
tropicales de Lycopodiaceae.

La cubierta de los esporocitos es una capa
expansible que se deposita sobre las células
madres de las esporas de pteridofitos en general
y esta formada principalmente por componen-
tes de pared primaria, rica en polisacaridos
carboxilados y acidos pécticos (Pettitt & Jermy,
1974; Sersic, 1983; Uehara & Kurita, 1991;
Rincén et al. en prep.). Heslop-Harrison (1966)
y Brown & Lemmon (2013) destacan su fun-
cion de aislar las células meidticas de las vege-
tativas, un prerrequisito fundamental para que
la esporogénesis siga un curso normal. Esto se
ha observado también en todos los taxones aqui
revisados; los esporocitos invierten gran parte
de su actividad metabdlica en la produccién de
esa cubierta, que es mantenida como tal hasta
que tiene lugar la maduracién y liberacion de
las esporas en la cavidad esporangial, obser-
vaciones también efectuadas por Sersic (1983)
en Huperzia saururus (Lam.) Trevis.; Uehara
& Kurita (1991) en L. clavatum y Rincon et
al. (2009) en H. brevifolia. Esta caracteristica
de la cubierta de los esporocitos de Lycopodia-
ceae coincide con las de pteridéfitos, briofitos
y espermatofitos, en todos los casos, la funcion

es la proteccion de las células diploides que van
a experimentar meiosis.

Los esporocitos inmaduros desarrollan
abundantes dictiosomas, algo observado tam-
bién por Lugardon (1971), Pettitt (1979), Ueha-
ra & Kurita (1986, 1989, 1991) y Uechara,
Kurita, Sahashi & Ohmoto (1991), quienes
relacionaron este organulo con la formacion
de la cubierta de los esporocitos, opinion que
se comparte aqui. Se detectaron diferencias
de electro-densidad en las capas que forman
esa cubierta en todos los taxones estudiados,
que se atribuyen a diferencias en la com-
posicion quimica.

En el citoplasma de los esporocitos
inmaduros son escasos los depdsitos lipidi-
cos, especialmente en comparacion con etapas
posteriores, como esporocitos premeioticos,
tétradas y esporas, en donde estas reservas son
abundantes. Una condicion similar se observo
también en otros licopodios (Sersic, 1983;
Lugardon, 1990; Uchara & Kurita, 1991; Rin-
con et al., 2009; Rincén et al. en prep.) y
coincidiria con su utilizacion como aporte
energético hasta que las esporas germinan y
se forman los gametofitos (Gullvag, 1969;
Gemmrich, 1977; Randi & Felippe, 198S;
Raghavan, 1989; Ballesteros & Walters, 2007;
Rincon et al., 2009; Ballesteros 2011; Gabriel
& Galan y Prada, 2011).

Uehara & Kurita (1991) estudiaron la
ontogenia del esporodermo en L. clavatum y
sefialaron que la formacion del exosporio exter-
no (responsable de la macro-ornamentaciéon de
las esporas) se inicia inmediatamente después
de terminar la meiosis, durante la etapa de
tétrada, como también sucede en Psilotum Sw.
y Ophioglossum L. (Pettitt, 1979; Schraudolf,
1984; Uehara & Kurita, 1986, 1989; Lugardon,
1990). Uehara & Kurita (1991) observaron
en L. clavatum ondulaciones y pliegues en
la membrana de las esporas inmaduras, los
asociaron con acumulacion de material electro-
denso y concluyeron que los patrones de orna-
mentacion de las esporas estin determinados
por la posicién de la membrana celular sin la
participacion de microtubulos. Las observa-
ciones realizadas aqui discrepan con lo antes
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mencionado ya que los patrones de ondulacion
y plegamiento de la membrana son evidentes
desde etapas tempranas de la esporogénesis
en esporocitos premeidticos, y en este sentido,
resalta la importancia de los esporocitos y su
componente diploide en la determinacion de
los patrones de ornamentacion de las espo-
ras en Lycopodiaceae. La importancia del
componente diploide en la determinaciéon de
la ornamentacion de las esporas también ha
sido descrita en algunas hepaticas (Brown,
Lemmon, & Renzaglia, 1986). La presencia
de microtiibulos asociados con la cara distal
de las esporas en P. cernua durante el depdsito
del esporodermo, podria implicar la participa-
cion de este organulo en la formacion de los
patrones de ornamentacion de las esporas. Es
posible que los abundantes depésitos lipidicos
en los esporocitos y esporas de Lycopodiaceae
dificulten la visualizacién de estos organulos
celulares y por consiguiente podrian interferir
con la correcta interpretacion de estos eventos.

Los plastidios y zonas perinucleares actian
como centros de organizacion de microtibulos
y coordinan la mitosis y la meiosis en plan-
tas (Pickett-Heaps, 1969; Brown & Lemmon,
2013). En el modelo monoplastidial, un solo
plastidio que se divide dos veces forma un sis-
tema cuadripolar de microtubulos en el cenoci-
to tetranucleado, que es el resultado final de la
division celular y esta condicion se ha conside-
rado plesiomorfica, originada en los ancestros
algales (Brown & Lemmon, 1990 a, 1997, 2001
a, b, 2013). En el modelo poliplastidial hay
varios plastidios pero son ciertas areas perinu-
cleares difusas del citoplasma las que actian
como centros de organizacion de microtibulos
(Brown & Lemon 2001 a, b, 2013). El modelo
monoplastidial esta difundido en bridfitos, con
excepcion de algunas hepaticas y Megaceros
Campbell (Brown & Lemmon, 2013), es raro
en plantas vasculares y s6lo se ha observado
en la mitosis y meiosis de licofitos heterospo-
ricos como Selaginella Pal. Beauv. e Isoetes L.
(Brown & Lemmon, 1985, 1989, 1991; Cleary,
Brown, & Lemmon, 1992), en lic6fitos homos-
péricos como L. clavatum (Uehara & Kurita,
1991), y aqui, en D. thyoides; esta podria ser la

condicion mas comun al menos en Lycopodium
s. 1. Por otra parte, la condicidon poliplastidial
es dominante en monil6fitos (con la excepcion
del helecho maratiaceo Angiopteris Hoffman)
y espermatofitos (Brown & Lemon, 1990 a,
1997, 2001 a, b, 2013), y esta condicion se
observo en algunos licofitos homospoéricos de
los géneros Huperzia y Lycopodiella s. . como
H. brevifolia, H. tetragona y P. cernua. Si se
acepta que la condicion poliplastidial es deri-
vada (Brown & Lemon, 2001a, b) podria haber
surgido de manera independiente en taxones
de Huperzia y Lycopodiella s.1., dado que este
ultimo grupo esta mas relacionado con Lycopo-
dium s. I. (Wikstrom & Kenrick, 2000 b, 2001).
Sin embargo, para corroborar esta hipotesis se
requeriria estudiar un mayor numero de taxo-
nes de la familia (incluyendo Phylloglossum
por su afinidad con Huperzia), ya que hasta
este momento solo se conocia la condicion
monoplastidial descrita para L. clavatum.

El tapete de Lycopodiaceae es celular y
de tipo secretor (Rolleri, 1972 a; Sersic, 1983;
Uehara & Kurita, 1991; Rincon et al., 2009;
Rincén et al.,, en prep.). Aqui se concluye
que en la especie monoplastidial D. thyoides
el tapete secreta de manera activa vesiculas
cargadas de material de composicion y electro
densidad similares a las del exosporio externo,
lo que podria indicar que se encuentran for-
madas por esporopolenina o sus precursores
(cuerpos lipidicos). El tapete descarga estas
vesiculas en la cavidad esporangial y son
dirigidas hacia las tétradas en formacion. La
abundancia de cuerpos plurivesiculares en el
citoplasma de las células del tapete es eviden-
cia de su alta actividad metabdlica y secretora.
En las especies poliplastidiales examinadas, H.
brevifolia, H. tetragona y P. cernua, se encon-
traron corpusculos de esporopolenina proximos
al tapete y en la cavidad esporangial hacia el
final de la esporogénesis, lo que sugiere una
actividad secretora del tapete menos intensa en
comparacion con D. thyoides. En P. cernua los
restos del tapete forman un material granular
electro denso muy fino que se deposita sobre el
exosporio externo al final de la esporogénesis
y da origen al perisporio. Este esta constituido
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por dos capas que se distinguen por sus pro-
piedades de electro-densidad: una externa de
material menos electro-denso y una interna
mas electro densa en contacto directo con el
exosporio externo. Tryon & Lugardon (1991)
efectuaron observaciones similares en Lyco-
podiella s.I. y Phylloglossum, aunque en este
ultimo género el perisporio consta de una sola
capa de material electro-denso.

En todos los tdxones aqui estudiados, la
formacion del esporodermo es centripeta y se
inicia con el depdsito del exosporio externo;
posteriormente, se depositan el exosporio inter-
no y endosporio, y al final, si estd presente, el
perisporio. Estas observaciones coinciden de
manera general con trabajos previos (Afze-
lius, Erdtman, & Sjostrand, 1954; Lugargon,
1990; Tryon & Lugardon, 1991; Uehara &
Kurita, 1991, Rincon et al., en prep.) y aun-
que en términos de desarrollo y composicion
quimica son similares al esporodermo de lico-
fitos heterosporicos, difieren ampliamente en
estructura (Tryon & Lugardon, 1991; Uehara,
Kurita, Sahashi & Ohmoto, 1991; Morbelli,
1995; Wellmann, 2004). El deposito del exos-
porio externo en Lycopodiaceae inicia con la
formacion de una capa trilaminar constituida
por materiales de diferente electro-densidad,
que ha sido designada “white line centered
lamellae” o WLCL (Blackmore & Barnes,
1987). Esta capa trilaminar se deposita sobre
la membrana celular de las esporas al final
de la meiosis. Los detalles ultraestructurales
sobre la forma en que se deposita el exosporio
externo en Lycopodiaceae son importantes por-
que refuerzan la idea que la presencia de esta
capa trilaminar seria un caracter plesiomorfico
y homologo en todos los grupos de plantas,
ya que se ha observado en bridfitos (Brown
& Lemmon, 1990 b), pteridéfitos (Lugardon,
1990; Tryon & Lugardon, 1991) espermatofi-
tos (Blackmore, Wortley, Skvarla, & Rowley,
2007; Wallace, Fleming, Wellman, & Beerling,
2011) y en Chlorella Beijerinck (Atkinson,
Gunninga, & John, 1972).

Blackmore & Barnes (1987) describen
cuatro patrones de depdsito de esporopoleni-
na en el exosporio externo, tres de los cuales

incluyen la formacién de WLCL y uno caracte-
rizado por la reduccidn o pérdida secundaria de
esta estructura en algunos taxones. Esos auto-
res consideran que en briofitos y pteridofitos
se forma WLCL sobre la membrana celular y
sobre esta capa se depositan otras trilaminares
hasta formar una estructura multilaminar que
se torna homogénea con la maduracion de las
esporas. El tapete agregaria capas adicionales
o formaria orbiculas que pueden formar parte
del esporodermo o no. Este modelo explica
con mayor exactitud la manera en que se
forma el exosporio en las Lycopodiaceae aqui
estudiadas. De acuerdo con las observaciones,
se considera que los patrones de ondulacion y
plegamiento de la membrana de los esporoci-
tos, asociados con depositos electro densos,
podrian estar indicando, ademas, los sitios en
los cuales el WLCL inicia su formacion una
vez terminada la meiosis.

En las esporas maduras de los taxones aqui
analizados se encontraron dos patrones princi-
pales de ornamentacion: caviforme y murifor-
me; este Gltimo con dos subtipos: rugado, con
muros tipicos no anastomosantes y reticulado.
Los tipos hallados coinciden con los patrones
de ornamentacion descritos y propuestos por
Wilce (1972) y Kongoi et al. (2007), aunque
los términos utilizados aqui para la descripcion
fueron tomados de Lellinger (2002). Otros
trabajos sobre esporas de Lycopodiaceac de
Colombia como los de Solé de Porta & Muri-
llo-Pulido (2005) y Contreras et al. (2006)
coinciden también con los tipos principales de
ornamentacion y las especies que se agrupan en
ellos, con escasas excepciones: Contreras et al.
(2006) describen las esporas de H. fenuis como
foveoladas (aqui se ilustran como rugadas), y
Solé de Porta & Murillo-Pulido (2005) y Tryon
& Lugardon (1991) describen las de H. molon-
gensis como fosuladas (aqui se han visto que
son foveoladas y que estas foveolas se unen
cerca al ecuador formando fésulas).

Las esporas con ornamentacion caviforme
negativa, foveoladas, son caracteristicas de las
especies de Huperzia que crecen como terres-
tres, saxicolas, rupicolas, o de pajonales de
altura, aunque también se presentan en especies
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epifitas, erguidas o péndulas. Las esporas con
ornamentacion muriforme, rugadas, con muros
gruesos no anastomosantes aparecen en H.
curvifolia, H. dichotoma y H. tenuis, y son
mas comunes o caracteristicas de especies de
Lycopodiella, Palhinhaea y Pseudolycopodie-
lla, mientras que las reticuladas se encuentran
solamente en especies terrestres de Austrolyco-
podium, Diphasium, Diphasiastrum y Lycopo-
dium. Las mediciones efectuadas en esporas
foveoladas y rugadas sugieren una variacion
similar en especies terrestres de diversos habi-
tats y epifitas, sin una relacion evidente con el
habito y/o habitat. Las esporas de mayor tama-
o se presentaron en L. andicola y P. glauces-
cens. En esporas reticuladas el rango promedio
de tamafio es el menor de todos los taxones
estudiados y serian las esporas mas pequenas
de la familia.

Los tipos de ornamentacion, la distribu-
cion de los canales de mucilago, la morfologia
del esporangio, los gametofitos y aspectos
fitoquimicos, entre otros, fueron la base de la
division de la familia Lycopodiaceae en cuatro
géneros: Huperzia, Lycopodium, Lycopodiella
y Phylloglossum (Dllgaard, 1987).

Los patrones de la macro-ornamentacion
hallados sugieren tres grandes grupos de afini-
dad: las especies reunidas en el género Huperzia
con ejes sin diferenciacion en estrdbilos tipicos
y habito terrestre o epifitico que se caracte-
rizan por las esporas foveoladas con superfi-
cie lisa y ocasionalmente, ornamentacion que
combina fovéolas tipicas con superficie algo
rugulada; las especies terrestres agrupadas sub
Lycopodiella s. [. (incluyendo Lycopodiella s.
str., Pseudolycopodiella y Palhinhaea), con
ejes diferenciados y estrobilos péndulos, unas
pocas especies epifitas de Huperzia con areas
estrobilares péndulas, que presentan esporas
rugadas y finalmente, las especies con marcada
diferenciacion de los ejes, estrobilos tipicos,
esporofilos modificados diferentes de los tro-
fofilos y de habito terrestre y rizomatoso (Aus-
trolycopodium, Diphasiastrum, Diphasium y
Lycopodium) se caracterizan por las esporas
reticuladas.

Los patrones de ornamentacion de Huper-
zia y Phlegmariurus son muy similares. Phleg-
mariurus fue segregado de Huperzia por Holub
(1964) y su separacion adoptada por Wagner &
Beitel (1992, 1993) y por Qllgaard (2012 a, b).
Los caracteres utilizados para separarlos son
la presencia de yemas vegetativas y esporas
con lados concavos en el ecuador y angulos
truncados en especies de Huperzia versus la
ausencia de yemas y las esporas con lados
convexos 0 mas o menos planos en el ecuador
y angulos obtusos o agudos en Phlegmariurus.
Los caracteres de las esporas coinciden con dos
de los tipos propuestos por Wilce (1972) para
esporas foveolado-fosuladas: tipo Selago y tipo
Phlegmaria. Devi & Singh (2011) consideraron
que ambos tipos deben tratarse como uno solo
dadas sus semejanzas ultraestructurales. En
relacion con las yemas, Kongoi et al. (2007)
las hallaron en todas las especies terrestres de
Huperzia analizadas por ellos, y asumieron que
la presencia y cantidad de yemas dependeria de
cada especie en particular ante factores ecold-
gicos. La biologia molecular pareceria indicar
que la separacién es innecesaria y sugiere que
Huperzia es el origen de Phlegmariurus (Ji,
Hou, Wang, & Pan, 2008).

Las especies con esporas foveoladas estan
indudablemente relacionadas y es posible que
exista una cierta continuidad en los patrones de
ornamentacion desde tipos foveolados a foveo-
lado-fosulados y también a rugados, y que ese
modelo evolutivo sea antiguo en el grupo ya
que no parece estar relacionado con aspectos
ecologicos o habito. Dentro de la uniformidad
aparente del patron foveolado se ha visto que
varian, en el nivel especifico, rasgos como el
diametro, la densidad y, en algunos casos, el
grado de fusion de las fovéolas (fosulas), el
tamafio de las esporas, su didmetro ecuatorial y
el tipo de lesura, que puede ser fina y delgada,
plana, sobresaliente, moderadamente crestada,
entre otras. En esporas rugadas, varian en el
nivel especifico el tipo, altura, proximidad
o distancia, continuidad y micro-ornamenta-
cion de los muros, presencia o ausencia de
muros en la cara proximal, la ornamentacion
0 micro-ornamentacion de la cara proximal y
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los caracteres de la lesura (baja, sobre elevada,
labiada, crestada, etc.).

En esporas reticuladas, las variaciones que
se registran en el nivel especifico se refieren
a la altura, superficie, presencia o ausencia de
fenestraciones y de micro-ornamentacion de
los muros, contorno, superficie y presencia o
ausencia de micro-ornamentacion de las areo-
las, presencia o ausencia de reticulo proximal
y tipos de lesura. La condicion reticulada se
ha considerado un caracter sinapomorfico en
Lycopodium (Wikstrom, 2001) pero los taxones
aqui revisados no son suficientes para propo-
ner una relaciéon de origen con patrones que
presentan muros menos elaborados morfologi-
camente. En especies paleotropicales, menos
estudiadas, podrian hallarse variaciones diag-
nosticas en el nivel especifico como las sefala-
das para las neotropicales u otras. Por ejemplo,
Lycopodium deuterodensum Herter presenta
una ornamentacioén formada por estelas cortas
y delgadas con épice obtuso o redondeado,
que derivaria del tipo reticulado (Wikstrom &
Kenrick (2001)), y otra especie paleotropical,
Lycopodium casuarinoides Spring tiene espo-
ras cuya ornamentacion ha sido diversamente
interpretada e ilustrada: Wilce (1972) las llamo
escabradas, un término que significa aspero,
pero ilustro esporas triletes psiladas con orbi-
culas dispuestas con densidad variable, que no
menciond; Tryon & Lugardon (1991) ilustraron
esporas similares pero las incluyeron entre
las reticuladas y mencionaron la existencia
de globulos (orbiculas); mas recientemente,
Kongoi et al. (2007) describieron las esporas
de esa especie como reticuladas, observaron
que el exosporio es reticulado y presentan
perisporio, lo que podria explicar la capa lisa y
con orbiculas que ilustran autores previos. Las
ilustraciones de Kongoi et al. (2007) muestran
una gran similitud de las esporas de L. casuari-
noides con las de D. thyoides. Es muy posible
que el modelo reticulado haya derivado como
una modificacion de tipos rugados y también
que la fragmentacion de los muros mas o
menos discontinuos haya dado lugar a otros
tipos esteliformes (por ejemplo, el modelo de
L. deuterodensum), también derivados, pero

por el momento esto es so6lo una hipotesis
que se requiere analizar mas detalladamente
en Lycopodiaceae.

De acuerdo con lo observado en la mor-
fologia esporal hasta el momento, los tipos de
ornamentacion no coinciden con la extrema
fragmentacion en varios géneros (Holub, 1964,
1975, 1983, 1985, 1991; Wagner & Beitel,
1992, 1993; Qllgaard 2012 a, b), aunque podria
coincidir, a priori, con la idea de tres subfa-
milias (Wagner & Beitel, 1992, 1993). Los
autores consideran que para entender de forma
clara y precisa las relaciones taxonémicas y
sistematicas dentro de la familia se requiere del
conocimiento y la utilizacion de un conjunto de
caracteres diagnosticos provenientes de la mor-
fologia del esporoéfito, de las esporas y com-
prension de la citologia. Si se tiene en cuenta
que muchas especies se siguen describiendo en
la actualidad sobre la base de rasgos escasos, a
veces someros, y que con frecuencia es dificil
distinguir algunos taxones morfoldgicamente
similares a causa de la intrinseca plasticidad
del grupo, los caracteres diagnosticos espe-
cificos de la ornamentacién esporal podrian
incorporarse en futuras descripciones para su
mejor reconocimiento y con el fin de delimitar
adecuadamente a las especies.
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RESUMEN

Estudios sobre aspectos reproductivos, morfologia
y ultraestructura de las esporas de Lycopodiaceae no son
abundantes en la literatura cientifica y constituyen infor-
macion esencial para apoyar las relaciones taxondmicas
y sistematicas en el grupo. Con el fin de completar la
informacion existente, afiadiendo contribuciones nuevas
y mas amplias sobre estos temas, se realizo un analisis
comparado de la ultraestructura de la esporogénesis, con
énfasis en aspectos citologicos que tienen que ver con la
formacion de la cubierta de los esporocitos, el tapete, las
meiosis monoplastidial y poliplastidial, la ontogenia del
esporodermo y la ornamentacion de las esporas maduras en
43 taxones de ocho géneros de Lycopodiaceae: Austrolyco-
podium, Diphasium, Diphasiastrum, Huperzia (incluyendo
Phlegmariurus), Lycopodium, Lycopodiella, Palhinhaea y
Pseudolycopodiella que crecen en los Andes de Colombia
y el Neotropico. Para estudios con microscopia electronica
de trasmision (MET) las muestras se recolectaron en los
departamentos de Cauca y Valle del Cauca, mientras que
la mayoria de las muestras para microscopia electronica
de barrido (MEB) provienen de material herborizado de
colecciones. Para la observacion de las muestras con MET
y MEB se utilizaron protocolos estdndar para el proce-
samiento de esporas. La cubierta de los esporocitos esta
formada por pared primaria; los esporocitos invierten gran
parte de su actividad metabolica en la produccion de esa
cubierta, que es mantenida hasta la liberacion de las espo-
ras y tiene funciones de proteccion de las células que haran
meiosis. La abundancia de dictiosomas en los esporocitos
se relaciono con la formacion y desarrollo de la cubierta.
Ademas de la actividad de los microtubulos, la presencia de
sinuosidades y plegamientos asociados con material electro
denso en la membrana de los esporocitos determinarian
tempranamente los patrones de ornamentacion de las espo-
ras. La condicién monoplastidial es comun en Lycopodium
s.l.y la poliplastidial se observdé en Huperzia y Lycopo-
diella s. I. En especies monoplastidiales el tapete presenta
abundantes cuerpos plurivesiculares, en las poliplastidiales
la actividad secretora del tapete es menos intensa. El desa-
rrollo del esporodermo es centripeto, el exosporio se forma
primero, seguido del endosporio y el perisporio, si esta
presente, se deposita de ultimo. En las esporas adultas de
Lycopodiaceae se encontraron dos patrones de ornamenta-
cion: negativo o caviforme (esporas foveoladas) y positivo
o muriforme (esporas rugadas y reticuladas). Las esporas
foveoladas son caracteristicas de Huperzia, las rugadas de
unas pocas especies de Huperzia y las especies de Lyco-
podiella s. I., mientras que las reticulada son tipicas de
Lycopodium s. I.. Numerosos caracteres de la ornamenta-
cion resultan diagnosticos en el nivel especifico. Los tipos
principales no apoyan la extrema fragmentacion reciente
de la familia en varios géneros, aunque podria coincidir, a
priori, con la idea de tres subfamilias. Los hallazgos de la
esporogénesis, extremadamente similar en todos los taxo-
nes estudiados, apuntan mas a la unificacion de los géneros
en la familia que a su segregacion.

Palabras clave: esporodermo, esporogénesis, Lycopodia-
ceae, ornamentacion de las esporas, ontogenia del esporan-
gio, ultraestructura.
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APENDICE

Origen de especimenes investigados

Huperzia

Huperzia arcuata B. @llg. Colombia: Caldas: Municipio de
Villa Maria, San Carlos, via al Parque Nacional Natu-
ral los Nevados, 3377m, Rincon 004 (CUVC, HUA).

Huperzia attenuata (Spring) Trevis. Colombia: Cauca:
entre los municipios de Puracé y Coconuco, 3404m,
Rincén 010 (CUVC, HUA).

Huperzia brevifolia (Grev. & Hook.) Holub. Colombia:
Cauca: entre los municipios de Puracé y Coconuco,
3404m, Rincon 011 (CUVC, HUA).

Huperzia brongniartii (Spring) Trevis. Colombia: Choco:
Municipio de San José del Palmar, cerro del Torra,
2700-2880m, Silverstone-Sopkin et al. 4651
(CUVCQ).

Huperzia callitrichifolia (Mett.) Holub. Colombia: Cauca:
Municipio de Almaguer, vereda La Rifionada, 2 900
m, Ramirez P. & Munar 17704 (CAUP).

Huperzia capellae (Herter) Holub. Colombia: Narifio:
Municipio de Pasto, estribaciones cordillera Centro-
Oriental, paramo Los Frailes. 3300-3350m, Ramirez
P 10918 (CAUP).

Huperzia crassa (Humb. & Bonpl. Ex Willd.) Rothm.
Colombia: Caldas: Municipio de Villa Maria, San
Carlos, via al Parque Nacional Natural los Nevados,
3377m, Rincon 012 (CUVC, HUA).

Huperzia curvifolia (Kunze) Holub. Colombia: Valle del
Cauca: Municipio de Dagua, 1377m, Silverstone-
Sopkin 11359 (CUVC).

Huperzia dichaeoides (Maxon) Holub. Colombia: Cauca:
Municipio de El Tambo, Reserva Natural Tambito,
1550m, Casarias Suarez 358 (CAUP).

Huperzia dichotoma (Jacq.) Trevis. Colombia: Valle del
Cauca: Municipio de Calcedonia, Valle del rio La
Vieja (Valle interior del lado occidental de la cor-
dillera central), 1150m, Silverstone-Sopkin & Paz
6983 (CUVC).

Huperzia ericifolia (C. Presl) Holub. Colombia: Cauca:
Municipio de Popayan, Rio Molino, Vereda Santa
Barbara, 1900m, Munar & Ceballos 116 (CAUP).

Huperzia eversa (Poir.) B. Ollg. Colombia: Valle del
Cauca: Municipio de Santiago de Cali, 1454m, Rin-
con 017 (CUVC, HUA).

Huperzia firma (Mett.) Holub. Colombia: Cauca: entre los
municipios de Puracé y Coconuco, 3404m, Rincon
014 (CUVC, HUA).

Huperzia hartwegiana (Spring) Trevis. Colombia: Cauca:
Municipio de Totord, corregimiento El Hatico, finca
Raices de Vida, 2430m, Velasco 06 (CAUP).

Huperzia heteréclita (Desv. ex Poir.) Holub. Colombia:
Cauca: Municipio de Coconuco, entre Puracé y el

Parque Nacional Natural, 3 180m, Medina et al. 03
(CAUP).

Huperzia hippuridea (Christ) Holub. Colombia: Cauca:
Municipio de Totord, finca Potrero del Rio, 3 100m,
Fernandez 0.18 (CAUP)

Huperzia hohenackeri (Herter) Holub. Colombia: Caldas:
Municipio de Villa Maria, San Carlos, via al Parque
Nacional Natural los Nevados, 3377m, Rincon 018
(CUVC, HUA).

Huperzia hystrix (Herter) Holub. Colombia: Choco: Muni-
cipio de San Jose del Palmar, Cerro del Torra,
2700-2 800m, Silverstone-Sopkin 4652 (CUVC).

Huperzia kuesteri (Nessel) B. Ollg. Colombia: Cauca:
Municipio de Silvia, via Asnenga-Mosoco, cordillera
central, Paramo de las Moras, 3 000-3 600m, Reina et
al. 442 (CAUP).

Huperzia linifolia (L.) Trevis. Colombia: Cauca: Munici-
pio de Cajibio, 1850m, Espinal T. & Ramos 3169
(CUVCQ).

Huperzia molongensis (Herter) Holub. Colombia: Cauca:
Municipio de Almaguer, Veredas Dominguillo y
Guambial, camino a Guambial, 1800-3 000m, Rami-
rez P. & Munar 17682 (CAUP).

Huperzia phylicifolia (Desv. ex Poir.) Holub. Colombia:
Cauca: entre los Municipios de Puracé y Coconuco,
3404m, Rincon 015 (CUVC, HUA).

Huperzia reflexa (Lam.) Trevis. Colombia: Valle del
Cauca: Municipio de Santiago de Cali, 1454m, Rin-
con 013 (CUVC, HUA).

Huperzia rosenstockiana (Herter) Holub. Colombia: Cal-
das: Municipio de Villa Maria, San Carlos, via al Par-
que Nacional Natural los Nevados, 3377m, Rincon
003 (CUVC, HUA).

Huperzia sarmentosa (Spring) Trevis. Colombia: Choco:
Municipio de San Jose del Palmar, Cerro del Torra,
vertiente oriental, 2500m, Silverstone-Sopkin 4923
(CUVCQ).

Huperzia sellifolia B. @llg. Colombia: Narifio: Municipio
de Puerres, El Rosal, 3 300m, Ramirez P. 11861
(CAUP).

Huperzia subulata (Desv. ex Poir.) Holub. Colombia:
Cauca: Municipio de Totor6, Paramo de San Pedro,
3000m, Espinal & Ramos 3507 (CUVC).

Huperzia taxifolia (Sw.) Trevis. Colombia: Cauca: Muni-
cipio de Cajibio, 1850m, Espinal T. & Ramos 3170
(CUVOQ).

Huperzia tenuis (Humb. & Bonpl. ex Willd.) Trevis.
Colombia: Narifio: Municipio de Ospina, paramo de
Paja Blanca, alrededores de la bocatoma del acueduc-
to, 3200m, Ramirez P. et al. 8909 (CAUP).
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Huperzia tetragona (Hook. & Grev.) Trevis. Colombia:
Cauca: entre los Municipios de Puracé y Coconuco,
3404m, Rincon 016 (CUVC, HUA).

Huperzia unguiculata B. @llg. Colombia: Cauca: Munici-
pio de Popayan, corregimiento de Quintana, laderas
del cerro Toma Aire hasta el paramo, 3 200-3 660m,
Sandoval et al 69 (CAUP).

Lycopodiella s.1.

Lycopodiella andicola B. @llg. Colombia: Valle del Cauca:
Municipio de Santiago de Cali, 1454m, Rincon 005
(CUVC, HUA).

Palhinhaea cernua (L.) Vasc. & Franco. Colombia: Valle
del Cauca: Municipio de Santiago de Cali, 1454m,
Rincén 006 (CUVC, HUA).

Palhinhaea glaucescens (C. Presl) Holub. Colombia:
Cauca: Municipio de Inza, vereda Rio Sucio, Jardin
Botanico las Delicias, 2700-2800m, Muifioz et al.
2931 (CAUP).

Palhinhaea pendulina (Hook.) Holub. Colombia: Narifio:
Municipio de Pasto, paramo El Frailejonal, a 8 Km de
Mocondino, 3400m, Ramirez P et al. 10421 (CAUP).

Palhinhaea riofrioi (Sodiro) Holub. Colombia: Valle del
Cauca: Municipio de El Cairo, vertiente oriental de
la cordillera occidental, las Amarillas, Serrania de
Los Paraguas, 2070-2125m, Silverstone-Sopkin et
al. 3752 (CUVC).

Palhinhaea steyermarkii (B. @llg.) Holub. Colombia:
Choco: Municipio de San Jose del Palmar, Cerro

del Torra, 2730m, Silvertone-Sopkin et al. 4438
(CUVC).

Palhinhaea trianae (Hieron.) Holub. Colombia: Valle del
Cauca: Municipio de Buenaventura, Bahia Malaga,
Croat & Gaskin 80462 (CUVC).

Pseudolycopodiella caroliniana (L.) Holub. Colombia:
Cauca: Municipio de Popayan, vereda Real Palacé,
cerca del rio Palacé, 1850m, Ramirez P. & Macias P.
18226 (CAUP).

Lycopodium s.l.

Austrolycopodium magellanicum (P. Beauv.) Holub.
Colombia: Cauca: Municipio de Popayan, corregi-
miento de Quintana, laderas del cerro Toma Aire
hasta el paramo, 3200m, Sandoval et al. 62 (CAUP).

Diphasiastrum thyoides (Humb. & Bonpl. ex Willd.)
Holub. Colombia: Cauca: entre los municipios de
Puracé y Coconuco, 3376m, Rincon 009 (CUVC,
HUA).

Diphasium jussiaei (Desv. ex Poir.) Rothm. Colombia:
Cauca: entre los municipios de Puracé y Coconuco,
3404m, Rincén 008 (CUVC, HUA).

Lycopodium clavatum subsp. clavatum L. Colombia:
Cauca: entre los municipios de Puracé y Coconuco,
3404m, Rincon 007 (CUVC, HUA).

Lycopodium clavatum subsp. Contiguum (Klotzsch) B.
Ollg. Colombia: Cauca: entre los municipios de Pura-
cé y Coconuco, 3404m, Rincon 019 (CUVC, HUA).
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