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ABSTRACT. Ontogeny of sporangia and sporogenesis of the fern Phymatosorus scolopendria
(Polypodiaceae). Introduction: Research about the ontogeny of sori, sporangia, receptacular paraphyses and
sporogenesis of leptosporangiate ferns are scarce in the scientific literature. Objectives: To describe and ana-
lyze the ontogeny of sori, sporangia, receptacular paraphyses and sporogenesis of Phymatosorus scolopendria.
Methods: Fertile fronds of P. scolopendria were collected in the campus of the Universidad de Antioquia,
Medellin, Colombia, during the months March and May (annual rain season) of 2017. The fertile fronds of
the samples at different developmental stages were fixed and processed according to the standard protocols
for embedding and sectioning in paraffin and resin. Sections of 0.5 pm obtained in resin were stained with
Toluidine blue, which differentially stains primary and secondary walls, highlights the cell nucleus and spo-
ropolenin and secondarily stains polyphenols. For detailed descriptions, additional sections were processed with
Safranin-Alcian blue, allowing the distinction of components of primary and secondary walls, nuclei, cuticle
and polyphenols; Hematoxylin-Alcian blue to enhance nuclei and primary walls and Phloroglucinol-HCI for
lignin. Observations and photographic records were done with a photonic microscope. For the observations and
descriptions with scanning electron microscopy (SEM), the sori were dehydrated with 2,2-dimethoxypropane,
critical point dried and coated with gold. Results: The sori are exindusiate, superficial, vascularized and have
mixed development; they are associated with uniseriate and multicellular receptacle paraphyses. During the
development of the sori, the epidermal cells of the receptacle that will form the sporangia are the first differenti-
ated followed by those forming the receptacle paraphyses. The sporangium is leptosporangiate, with long stalks
formed by one or two cell rows. The annulus of the sporangia displays secondary walls with U-shaped thicken-
ings rich in lignin. The meiosis is simultaneous and the spore tetrads are arranged in a decussate or tetragonal
shape. The cellular tapetum is initially unistratified but becomes bistratified after a periclinal division. The cells
of the internal strata of the cellular tapetum loose structural integrity giving rise to a plasmodial tapetum that
invades the meiotic sporocytes. During the sporoderm development, the sporopollenin-composed exospore is
the first formed followed by the endospore, composed by cellulose, pectin and carboxylated polysaccharides;
the process ends with the perispore. Polyphenols were mainly detected on vacuoles in cells of the sporangium,
paraphysis and receptacle. When the time comes for the spore maturation, the remnants of cellular and the
plasmodial tapeta have fully degenerated. Abundant orbicles are seen near the spores in the sporangial cavity.
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Conclusions: The ontogeny of the sporangia and sporogenesis of P. scolopendria are similar to the previously
described for leptosporangiate ferns. Furthermore, in P. scolopendria, the receptacle paraphyses of the sori have
a role protecting the sporangium during the early development stages.
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El género Phymatosorus Pic. Serm. es
ampliamente reconocido y aceptado por la
comunidad de pteridoélogos (Hennipman, Vel-
dhoen, & Kramer, 1990; Bosman 1991; Smith,
et al., 2006; Petchsri & Boonkerd, 2014), este
helecho pertenece a la familia Polypodiaceae
y subfamilia Microsoroideae (Christenhusz,
Zhang, & Schneider, 2011). Sin embargo, Noo-
teboom (1997), lo considera como sinénimo
de Microsorum Link., en este orden de ideas,
la delimitacion exacta de este ultimo género es
aln controversial y es considerado como poli-
filético, por lo que se requiere de un exhaustivo
analisis sistemdtico que determine los limites
del género (Kreier, Zhang, Muth, & Schnei-
der, 2008; PPG I, 2016; Testo, Field, Sessa, &
Sundue, 2019). En la presente investigacion
se siguen las propuestas de clasificacion que
reconocen a los dos géneros por separado (Bos-
man, 1991; Smith et al., 2006). Phymatosorus
es un género con aproximadamente 12 especies
ampliamente distribuidas en el paleotropico;
algunas de estas, se ha naturalizado exitosa-
mente en el neotrdépico (Hennipman et al.,
1990; Tryon & Lugardon, 1991; Tejero-Diez
& Torres, 2012; Petchsri & Boonkerd, 2014).
A pesar de que Phymatosorus scolopendria
(Burm. f.) Pic. Serm. es una especie de valor
ornamental, cultivada en viveros y jardines y
que puede crecer espontaneamente sobre arbo-
les y rocas, su distribucion exacta en Colombia
es incierta. Ademas, por ser una especie intro-
ducida, no se ha incluido hasta el momento en
ninguna flora sobre helechos de este pais.

A pesar de que los helechos leptospo-
rangiados son diversos (PPG I, 2016; Sessa,
2018), son pocos los trabajos que describen de
manera detallada los procesos de la ontogenia
de los esporangios y la esporogénesis. En este
sentido, cabe destacar los trabajos clasicos

de Wilson (1958) y Pal y Pal (1963) quienes
describen la ontogenia de los esporangios de
Phlebodium aureum (L.) J. Sm. y Ceratopteris
thalictroides (L.) Brongniart, respectivamente.
Posteriormente, utilizando nuevas técnicas de
preparacion de muestras y observacion, las
descripciones sobre la ontogenia esporangial
y la esporogénesis en helechos se han tornado
mas detalladas, al grado de incluir eventos sub-
celulares asociados a estos procesos (Peterson
& Kott, 1974; Bowen & Williams, 1977; She-
ffield & Bell, 1979; Sheffield, Laird, & Bell,
1983; Lugardon, 1990; Van Uffelen, 1990,
1992, 1993; Parkinson, 1995; Qiu, White, &
Turner, 1995; Churchill, Tryon, & Barrington,
1998; Gonzalez, Prada, & Rolleri, 2010; Gaba-
rayeva, Grigorjeva, & Marquez, 2011; Tria-
na-Moreno, 2012). En este sentido, Rincon,
Guerra, Restrepo y Espinosa (2019) realizaron
una descripcion pormenorizada del desarrollo
de los soros, ontogenia de los esporangios y
escamas receptaculares, asi como la esporogé-
nesis del helecho Pleopeltis macrocarpa (Bory
ex Willd.) Kaulf. En dicha investigacion se
aplicaron pruebas histoquimicas, cuyos resul-
tados se relacionaron con aspectos fisiologicos
relevantes, como, por ejemplo, la importancia
de las escamas receptaculares en la proteccion
¢ hidratacion de los esporangios. Estos mis-
mos autores han demostrado la importancia y
conveniencia de utilizar técnicas modernas de
microscopia y tincion para la descripcion, con
finos detalles, de los eventos reproductivos en
helechos que permitan trascender de lo mera-
mente descriptivo, a una aproximacion morfo-
fisiologica de estos eventos.

La presente investigacion aporta infor-
macion detallada sobre el desarrollo de los
soros, ontogenia de los esporangios, parafisis
receptaculares y esporogénesis del helecho
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P. scolopendria. Se detallan aspectos estructu-
rales y ultraestructuales de estos procesos; asi
como la importancia de la lignina presente en
los anillos de los esporangios y de la esporo-
polenina en la pared de las esporas maduras.
Finalmente, se analiza la ornamentacion de las
esporas y los procesos de formacion y depdsito
del esporodermo.

MATERIALES Y METODOS

Entre marzo y mayo 2017 (época lluviosa
del afio), se recolectaron mas de 30 ejempla-
res fértiles de P. scolopendria que crecian en
canastas ornamentales y en el suelo del campus
de la Universidad de Antioquia en la ciudad
de Medellin (6°15°56” N - 75°34°09” W). El
material de referencia se depositd en el Herba-
rio del Instituto de Biologia de la Universidad
de Antioquia (HUA) con cédigo de recoleccion
(Rincon 022).

Para los estudios del desarrollo de los soros
y ontogenia de los esporangios se tomaron 30
frondas fértiles con estructuras reproductivas
en diferentes momentos de maduracion. Estas
se fijaron en glutaraldehido al 2.5 % en buffer
fosfato, pH 7.2 y 0.2 M durante 24-48 horas
a 6 °C. Luego de la fijacion, las muestras se
lavaron en el mismo buffer y posteriormente

con agua destilada para luego post-fijarlos con
tetroxido de osmio al 2 % por 4 horas a 6 °C
en oscuridad y agitacion constante. Después se
deshidrataron durante una hora en cada concen-
tracion de la serie gradual de etanol, y durante
12 horas en etanol al 100 % a 6 °C. Al término
de la deshidratacion, se embebieron en mezclas
progresivas de 6xido de propileo-resina Spurr,
por una semana a temperatura ambiente. Se
hicieron varios cambios de resina pura durante
seis dias en constante agitacion. La resina fue
polimerizada a 60 °C por 48 horas. Se obtu-
vieron secciones de 0.4-0.5 pm de grosor con
cuchillas de vidrio en ultramicrotomo Leica®,
que se tifieron con azul de Toluidina (TBO)
en borax al 1 %, pH 3.6 por 30-60 s. Muestras
adicionales se fijaron en una mezcla de formol,
etanol y acido acético (FAA) por 24-48 horas
a 6 °C, se cortaron en fragmentos de 1 cm de
longitud, se deshidrataron en la serie gradual de
alcoholes y xilol (Ruzin, 1999) y se incluyeron
en Paraplast plus (Mc Cormick®) durante 12
horas a 55 °C. Se obtuvieron secciones trans-
versales con microétomo rotatorio LEICA RM
2125%, entre 5-7 pm de grosor. Finalmente,
se procedio a la tincion de las muestras como
se indica en la Tabla 1 (Ruzin, 1999; Soukup
2014; Yeung, Stasolla, Sumner & Huang 2015;
Demarco 2017).

TABLA 1
Tinciones aplicadas a las secciones de los soros, esporangios y esporas de P. scolopendria

TABLE 1
Stains applied to the sections to sori, sporangia and spores of P. scolopendria

TINCION
Azul de Toluidina (TBO) .

COMPUESTO/ESTRUCTURA QUE RESALTA
Paredes secundarias lignificadas (xilema y esclerénquima), se tifien de color verde o azul verdoso.

»  Paredes primarias con polisacaridos carboxilados y acido péctico (parénquima, colénquima,
floema, cambium), se tifien de color pirpura o purpura rojizo.

* Polifenoles se tifien de azul grisaceo.

»  Esporopolenina se tifie de azul turquesa.

Safranina-Azul de +  Paredes primarias se tifien de azul.
alciano (Fasga) .
Hematoxilina de Gill I1I- .

Azul de alciano

Técnica de Wiesner .
(Fluoroglucinol-HCL) .

Paredes secundarias, cuticula, nucleos, suberina y polifenoles se tifien de color rojo o fucsia.
Tifie paredes celulares primarias en azul, niicleos en color violeta oscuro, polifenoles marron
oscuro y lignina marroén claro.

Especifico para lignina (grupos coniferil aldehido y sinapil aldehido), se tifie en color rojo.
La tincion no es permanente.

»  No se observan reacciones cruzadas con otros compuestos o estructuras.
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Fig. 1. Phymatosorus scolopendria. Soros, esporangios maduros y células receptaculares A. Frondas fértiles, mostrando los
pares de lobulos y la distribucion de los soros hundidos. B-C. Detalle de los soros exindusiados y leptosporangios con anillos
engrosados; en ambos casos, las parafisis no se aprecian (Microscopia electronica de barrido-MEB). D. Seccion longitudinal
a mano alzada de un soro maduro. Observe la lignificacion del anillo del esporangio en color ptrpura (Floroglucinol 4cido).
E. Seccion longitudinal de un soro maduro. Se observan esporangios en diferentes etapas del desarrollo y la relacion estrecha
del soro con los haces vasculares (Hematoxilina-azul de alciano). F-G. Zona del receptaculo mostrando las caracteristicas
citologicas de las células epidérmicas (Hematoxilina-azul de alciano). H. Soro inmaduro, se muestran primordios de
esporangios y tricomas bicelulares (MEB). AE: anillo del esporangio; CA: célula apical; CB: célula basal; CER: células
epidérmicas del receptaculo; COS: costula; EP: esporangios; ET: estomio; LF: lamina foliar; HV: haces vasculares; PR:
parafisis receptaculares; RE: receptaculo; SO: soro; TB: tricomas bicelulares.

Fig. 1. Phymatosorus scolopendria. Sori, mature sporangia and cells of the receptacle. A. Fertile fronds showing pairs of
lobes and the distribution of sunken sori. B-C. Detail of the exindusiate sori and leptosporangia with thickened annulus
(Scanning electron microscopy-SEM). D. Freehand cross section of a mature sorus. The highly lignified annulus of the
sporangium is visible in purple staining (Phloroglucinol-HCI). E. Cross section of a mature sorus. The sporangia on different
development stages are shown, as well as the close relation between the sorus and the vascular bundles (Hematoxylin-
Alcian blue). F-G. Receptacle zone showing the cytological features of the epidermal cells. H. An immature sorus where
two-celled trichomes and sporangial primordia are visible (SEM). AE: sporangial annulus; CA: apical cell; CB: basal cell;
CER: epidermal cells of the receptacle; COS: costule; EP: sporangia; ET: stomium; LF: leaf blade; HV: vascular bundles;
PR: receptacle paraphyses; RE: receptacle; SO: sori; TB: two celled trichomes.
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Para llevar a cabo las descripciones mor-
fologicas con MEB, fragmentos de las frondas
con soros se fijaron en Glutaraldehido como
se indico anteriormente y se deshidrataron en
2,2 dimetoxipropano (Lin, Falk, & Stocking,
1977) para posteriormente desecar a punto
critico con un desecador SAMDRI®-795. Se
montaron sobre cinta conductiva de carbono
de doble cara y se recubrieron con oro en una
ionizadora DENTON VACUUM DESK IV
durante 5 minutos. Las observaciones y regis-
tro fotografico se realizaron en un microscopio
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).
Las fotografias se obtuvieron con camara digi-
tal Nikon DS-Fil® utilizando el programa NIS
Elements version 4.30.02 de Nikon. Los térmi-
nos botanicos empleados para las descripciones
se usaron sensu Lellinger (2002) y Punt, Hoen,
Blackmore, Nilsson y Le Thomas (2007). El
término banda de organulos se utiliza segin
Brown y Lemmon (2001a), el de camaras plas-
modiales segiin Rincon, Forero, Gélvez, Torres
y Rolleri (2011) y orbiculas, segun Tryon y
Lugardon (1991) y Passarelli, Gabriel, Prada y
Rolleri (2010).

RESULTADOS

Las frondas fértiles de P scolopendria
son simples, profundamente pinnatifidas y con
amplias alas a lo largo del raquis, el nimero
de pares de lobulos por fronda fue de cinco o
menos (Fig. 1A). Las frondas por lo general
son de color verde amarillento o verde brillan-
te. Los soros son exindusiados redondeados o
ligeramente oblongos, se encuentran hundidos
en un receptaculo profundo; por lo general, for-
mando una o dos filas irregulares a cada lado
de la costula. La venacion es poco conspicua e
inmersa en la lamina (Fig. 1A). P. scolopendria
tiene leptosporangios de pedicelos largos y con
dos filas de células, anillo en posicion vertical
con 14-16 células lignificadas; ademas, se
observa un evidente estomio (Fig. 1B, Fig. 1C,

Fig. 1D, Fig. 1E). Los soros son superficiales
y asociados al tejido vascular; su desarrollo es
mixto, es decir, en un mismo soro hay esporan-
gios en diferentes etapas del desarrollo (Fig.
1D, Fig. 1E). Los soros también se caracterizan
por tener parafisis multicelulares uniseriadas,
las cuales en la madurez son inconspicuas y
dificiles de observar debido a que los esporan-
gios dificultan su visualizacion (Fig. 1E).

El soro inicia su desarrollo en el recepta-
culo, como una depresion en la cara abaxial de
la 1amina foliar (Fig. 1F). En seccion longitudi-
nal, las células epidérmicas del receptaculo son
alargadas con nucleos prominentes y paredes
primarias delgadas (Fig. 1G). Estas células, por
divisiones mitoticas, daran origen en primer
lugar a los esporangios y posteriormente a las
parafisis. Las células que formaran a los espo-
rangios se dividen por un plano oblicuo dando
origen a la célula basal y a la célula apical que
posteriormente se diferenciaran en el primordio
del esporangio (Fig. 1G, Fig. 1H). En la cara
abaxial de la lamina foliar se observan tricomas
bicelulares constituidos por una célula basal
corta y otra distal alargada de apice redondea-
do. Estos tricomas se distribuyen por toda la
lamina hasta el limite con el receptaculo del
soro (Fig. 1H).

Una vez que se han diferenciado la célula
basal y apical, éstas experimentan sucesivas
divisiones mitoticas en varios planos para for-
mar una estructura alargada que corresponde
al pedicelo y una porcion expandida terminal
globosa que corresponde a la incipiente capsula
del esporangio (Fig. 2A, Fig. 2B). Para esta
etapa del desarrollo, se observan los primordios
de las parafisis.

A medida que avanza el desarrollo de
los esporangios, los esporocitos premeidticos
se rodean de un grupo de células parietales
estériles a partir de las cuales por divisiones
mitéticas anticlinales y periclinales se forma-
rd la capsula del esporangio. Posterior a este
evento, numerosas células epidérmicas del
receptaculo, experimentan divisiones mitoticas
sucesivas en un plano periclinal-transversal
hasta formar estructuras multicelulares uni-
seriadas, que corresponden a las parafisis, de

Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol.) Vol. 68(2): 655-668, June 2020 659



Fig. 2. Phymatosorus scolopendria. Ontogenia de los esporangios y parafisis receptaculares. A. Esporangios y
paréfisis receptaculares indiferenciadas (Hematoxilina-azul de alciano). B. Acercamiento al soro inmaduro; en el
recuadro se observan los primordios de los esporangios y las parafisis (Microscopia electronica de barrido-MEB). C.
Los pedicelos, las capsulas de los esporangios y parafisis han experimentado divisiones mitdticas. Los esporocitos
premeidticos se han diferenciado y se aprecian rodeados por una capa de células parietales; las parafisis se observan
pluricelulares (Safranina-azul de alciano-FASGA). D. Seccion longitudinal del soro, el tapete celular uniestratificado se
ha diferenciado. Note los depdsitos de polifenoles (Toluidina). E. Detalle morfologico de D., en el recuadro las parafisis
maduras se curvan hacia los esporangios (MEB). F-G. Diferenciacion del tapete celular biestratificado (Hematoxilina-
azul de alciano y Toluidina, respectivamente). H. Tétrada de esporas con tapete plasmodial persistente (FASGA).
CEP: cépsula del esporangio; EPM: esporocitos premeioticos; EP: esporangios; PE: pared de los esporangios; PEE:
pedicelos de los esporangios; PF: polifenoles; PR: parafisis receptaculares; RE: receptaculo; SO: soro; TB: tapete celular
biestratificado TI: tétrada inmadura; TP: tapete plasmodial; TU: tapete celular uniestratificado.

Fig. 2. Phymatosorus scolopendria. Ontogeny of the sporangia and receptacle paraphyses. A. Sporangia and receptacle
paraphyses are undifferentiated (Hematoxylin-Alcian blue). B. Close up of the immature sorus, the box shows the sporangia
and paraphyses primordia (Scanning electron microscopy-SEM). C. The stalks, capsules of the sporangia and paraphyses
became divided by mitosis. The premeiotic sporocytes are differentiated, now surrounded by a layer of parietal cells;
paraphyses are pluricellular (Safranine-Alcian blue-FASGA). D. Longitudinal section of the sorus, the unistratified cellular
tapetum become differentiated. Notice the deposits of polyphenolic nature (Toluidine). E. Morphology detail of D., the
box shows the mature paraphyses curving towards the sporangium (SEM). F-G. Ditfferentiation of the bistratified cellular
tapetum (Hematoxylin-Alcian blue and Toluidine, respectively). H. Spore tetrad and persistent plasmodial tapetum (FASGA).
CEP: capsule of the sporangium; EPM: premeiotic sporocytes; EP: sporangia; PE: sporangial wall; PEE: stalks of the
sporangia; PF: polyphenols; PR: receptacle paraphyses; RE: receptacle; SO: sorus; TB: bistratified cellular tapetum; TI:
immature tetrad; TP: plasmodial tapetum; TU: unistratified cellular tapetum.
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apariencia tricomatosa, que persistiran hasta la
maduracion de los esporangios y liberacion de
las esporas (Fig. 2C, Fig. 2D).

Los esporocitos premeidticos se dividen
mitdticamente en plano periclinal para formar
la capa de células tapetales iniciales (Fig.
2C, Fig. 2D). En esta etapa, las células del
receptaculo, parafisis y esporangios mostraron
vacuolas con depositos de polifenoles (Fig.
2D). Para este preciso momento del desarrollo,
las parafisis uniseriadas han madurado y se han
curvado hacia los esporangios protegiéndolos
(Fig. 2E). Posteriormente, las células tapetales
iniciales se dividen periclinalmente y forman
un tapete celular biestratificado, que delimita a
los esporocitos premeidticos (Fig. 2F, Fig. 2QG).
Estos esporocitos, se caracterizan por presen-
tar escaso citoplasma de aspecto granular, un
nucleo central voluminoso, uno o dos nucléolos
y cromosomas condensados; los polifenoles se
aprecian aun en esta etapa del desarrollo del
soro (Fig. 2G). Los esporocitos premeidticos
se dividen mitoéticamente para aumentar su
numero. Simultaneamente, el estrato interno
del tapete celular pierde su integridad estruc-
tural y se transforma en un tapete plasmodial
que invade la cavidad esporangial y separa
individualmente a los esporocitos, los cuales,
una vez aislados, experimentan meiosis (Fig.
2H, Fig. 3A).

El tapete plasmodial persiste hasta la
maduracién de las esporas (Fig. 3B, Fig. 3C,
Fig. 3D). La meiosis es de tipo simultanea y
por consiguiente las esporas solo se separan
hasta el final de dicho proceso (Fig. 3B, Fig.
3C). No se observo la banda de organulos (Fig.
3A, Fig. 3B, Fig. 3C). Para el momento de la
formacion de las tétradas, el tapete plasmodial
las rodea formando camaras plasmodiales (Fig.
3B, Fig. 3C). El tapete plasmodial se carac-
teriza por presentar nicleos voluminosos, sin
nucléolos evidentes y la masa citoplasmatica se
aprecia granular (Fig. 3B, Fig. 3C). Al final de
la meiosis, las esporas en la tétrada se disponen
de forma decusada o tetragonal (Fig. 3A, Fig.
3B, Fig. 30).

Una vez que la meiosis ha concluido,
las esporas jovenes se separan de la tétrada

en camaras plasmodiales individuales, en las
cuales se diferencian y alcanzan la madurez y
posterior liberacion; en estas camaras se obser-
varon orbiculas de esporopolenina (Fig. 3D).
Para el momento de liberacion de las esporas,
el tapete plasmodial y el estrato externo del
tapete celular han degenerado por completo y
en la cavidad del esporangio se aprecia abun-
dantes orbiculas (Fig. 3E). En el esporangio, ¢l
anillo se ha diferenciado por completo y pre-
senta engrosamientos sectorizados lignificados
en forma de “U” (Fig. 3D, Fig. 3F).

En el proceso de diferenciacion del espo-
rodermo, primero se deposita el exosporio,
seguido del endosporio y finalmente el peris-
porio (Fig. 3B, Fig. 3C, Fig. 3D, Fig. 3E). El
exosporio es la capa mas gruesa del esporoder-
mo y estd formado por esporopolenina, tefiido
en color azul turquesa (Toluidina), le sigue en
grosor el endosporio formado de materiales de
pared primaria, que se ven de color violeta con
la tinciéon de Toluidina (Fig. 3E). El perisporio
es la capa mas delgada, también conformada
de materiales de pared primaria, posiblemente
de celulosa y pectinas. (Fig. 3E). Las esporas
maduras son monoletes con lesura engrosada,
de ornamentacion rugada con pequefias orbicu-
las esféricas distribuidas azarosamente sobre el
esporodermo (Fig. 3F, Fig. 3G, Fig. 3H).

DISCUSION

Las observaciones de la presente inves-
tigacion concuerdan con lo presentado por
Petchsri y Boonkerd (2014), quienes estudiaron
especimenes de Microsorum y Phymatosorus
de Tailandia, y determinaron que este ultimo
género se caracteriza porque los soros son
exindusiados y se encuentran en receptaculos
profundamente hundidos formando una a dos
filas discontinuas al lado y lado de la cdéstula
y las frondas son profundamente pinnatifidas
o algunas veces pinnaticompuestas. Por el con-
trario, Microsorum presenta soros superficiales
y frondas simples a pinanatifidas. De igual
forma se coincide con Petchsri y Boonkerd
(2014) y Possley y Howell (2015) quienes
indican que P. scolopendria se diferencia de
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Fig. 3. Phymatosorus scolopendria. Tétradas de esporas, anillo del esporangio y esporas maduras. A. Tétradas inmaduras
rodeadas porel tapete plasmodial (Toluidina). B-F. Desarrollo de las esporas y diferenciacion del anillo del esporangio (Toluidina
A-E.y Safranina-azul de alciano-FASGAF.). B-C. T¢tradas de esporas en disposicion decusada o tetragonal. El estrato externo
del tapete celular persiste. D. Esporas en camaras plasmodiales individuales. E. Detalle del perisporio, exosporio y endosporio.
G-H. Esporas monoletes maduras con ornamentacion rugada y orbiculas (Microscopia electronica de barrido-MEB).
AE: anillo del esporangio; CP: camaras plasmodiales; ES: esporas; EN: endosporio; EX: exosporio; OR: orbiculas; PE:
pared del esporangio; PER: perisporio; RM: lesura monolete; TC: estrato externo del tapete celular; TI: tétrada inmadura;
TP: tapete plasmodial.

Fig. 3. Phymatosorus scolopendria. Spore tetrads, sporangial annulus and mature spores. A. Immature tetrads surrounded
by the plasmodial tapetum (Toluidine). B-F. Development of the spores and differentiation of the sporangial annulus
(Toluidine A-E. and Safranine-Alcian blue-FASGA F.). B-C. Spore tetrads tetragonal or decussate shaped. The external
strata of the cellular tapetum is preserved. D. Spores on individual plasmodial gaps. E. Details of the perispore, exospore
and endospore. G-H. Mature monolete spores with rugate sculpture and orbicles (Scanning electron microscopy-SEM).
AE: sporangial annulus; CP: plasmodial gaps; ES: spores; EN: endospore; EX: exospore; OR: orbicles; PE: sporangial
wall; PER: perispore; RM: monolete leasure; TC: external strata of the cellular tapetum; TI: immature tetrad; TP:
plasmodial tapetum.
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las demas especies del género por presentar
cinco o menos pares de 16bulos por fronda; la
venacion de los lobulos es inconspicua, debi-
do a que estas se encuentran inmersas en los
tejidos de la lamina foliar. Adicionalmente, se
observo que P. scolopendria presenta parafi-
sis receptaculares multicelulares uniseriadas y
esporas amarillentas, elipsoidales, monoletes
y rugadas; que es coincidente con lo registrado
previamente para esta especie (Hennipman et
al., 1990; Tryon & Lugardon, 1991; Petchsri &
Boonkerd, 2014).

Aun cuando el género Phymatosorus
(sensu Bosman, 1991) es reconocido en varias
investigaciones (Hennipman, et al., 1990;
Smith et al., 2006; Petchsri & Boonkerd,
2014). En otros trabajos, es considerado dentro
del género Microsorum; entre otras razones,
debido a que pueden formar hibridos inter-
genéricos (Bostock & Spokes, 1998). Ade-
mas, Nooteboom (1997) indica que se pueden
presentar interpretaciones erroneas cuando se
aplican los términos catddromo y anaddromo en
relacion a la venacion areolada tal y como lo
presenta Bosman (1991) en su trabajo mono-
grafico sobre helechos Microsoroideae y en
el cual reconoce al género Phymatosorus. Sin
embargo, es importante tener en cuenta que, a
pesar de los esfuerzos hechos hasta el momen-
to sobre la taxonomia y la filogenia de estos
grupos de plantas, la circunscripcion genérica
dentro de la familia Microsoroideae es atin
controversial (Kreier et al., 2008; PPGI, 2016,
Testo et al., 2019). Asi mismo, se ha demos-
trado ampliamente que el género Microsorum
no es monofilético (Kreier et al., 2008; Testo
& Sundue, 2016; Nitta, Amer & Davis, 2018;
Testo et al., 2019) lo cual sugiere una reconsi-
deracion del género.

En P. scolopendria los soros son de desa-
rrollo mixto, en ellos se observaron esporan-
gios en diferentes etapas del desarrollo, lo
cual es congruente con observaciones pre-
vias para helechos leptosporangiados (Bower,
1963; Gifford & Foster, 1989, Triana-Moreno,
2012; Rincén et al., 2019). Asi mismo, se
demostrod que los soros de P. scolopendria son
vascularizados, caracter que comparte con P,

macrocarpa (Rincon et al., 2019), pero discre-
pa con las observaciones hechas por Scholch
(2003) quien indica que en Polypodiacea los
soros son carentes de vascularizacion. Esta
controversia sugiere ampliar las investigacio-
nes anatomicas a otras especies de esta familia
para determinar la variabilidad en ausencia/pre-
sencia de tejido vascular y sus implicaciones.

La presencia de soros con desarrollo mixto
podria ser una estrategia importante para la
produccion de esporas en diferentes momentos
ecologicos, permitiendo la supervivencia de los
gametofitos (Rincon et al., 2019). No obstante,
esta hipotesis requiere de estudios ecologicos
y reproductivos que permitan entender el valor
adaptativo de este atributo (Gifford & Foster,
1989; Qiu et al., 1995; Kumar, 2001).

Las caracteristicas morfocitologicas de las
células epidérmicas del receptaculo de P. scolo-
pendria son similares a las descritas para otras
especies de helechos (Wilson, 1958; Gifford,
& Foster, 1989; Qiu et al., 1995; Kumar, 2001;
Gonzalez et al., 2010; Triana-Moreno, 2012;
Rincon et al., 2019). Sin embargo, se pueden
presentar variaciones morfologicas entre los
taxones, como lo observo Parkinson (1995) en
las descripciones de la esporogénesis en Schi-
zaea pectinata (L.) Sw. Este autor las describe
como células de contorno globoso y protuberan-
tes que se diferencian de las células adyacentes.
A pesar de estas diferencias morfologicas, los
procesos posteriores de divisién mitdtica que
experimentan estas células son similares a lo
observado en helechos leptosporangiados.

De acuerdo con Peterson y Kott (1974)
y Rincon et al., (2019) y la presente investi-
gacion, las etapas iniciales del desarrollo de
los esporangios y las parafisis receptaculares
son similares en términos de division celular
y posteriormente divergen para diferenciarse
en estas estructuras. Es importante indicar
que, aunque los esporangios y parafisis recep-
taculares comparten el mismo origen; estos
claramente presentan vias diferenciadas del
desarrollo que determinan la formacidén de
estructuras estériles de proteccion y estructuras
fértiles capaces de generar esporas por meiosis.
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En P. scolopendria y otras especies, se ha
demostrado que las divisiones que experimen-
tan las células receptaculares para la diferen-
ciacion de los primordios de los esporangios,
las caracteristicas citologicas de los esporoci-
tos premeidticos, asi como las divisiones que
estos experimentan para diferenciarse en el
tapete celular, son similares y al parecer son
procesos conservados en helechos leptosporan-
giados (Wilson, 1958; Peterson & Kott, 1974;
Bowen & Williams, 1977; Sheffield & Bell,
1979; Qiu et al., 1995; Passarelli et al., 2010;
Rincén et al., 2019).

En los helechos leptosporangiados, por lo
general, se forma un tapete plasmodial. En eta-
pas tempranas de la ontogenia del esporangio,
este es inicialmente celular uniestratificado y
posteriormente se torna biestratificado. Final-
mente, la capa mas interna del tapete pierde la
integridad celular y da origen a un plasmodio
que rodea a los esporocitos, mientras que la
capa externa persiste hasta la liberacion de
las esporas (Wilson, 1958; Peterson & Kott,
1974; Sheffield & Bell, 1979; Lugardon, 1990;
Parkinson, 1995; Parkinson & Pacini, 1995;
Rincén et al., 2019). Estas observaciones son
similares a lo observado en P. scolopendria.
Asi mismo, se ha demostrado que el tapete se
relaciona con la produccion de sustancias de
reserva y estructurales para la sintesis de pre-
cursores de la pared de las esporas (Lugardon,
1990; Pacini & Franchi, 1993; Gonzalez et al.,
2010; Rincoén et al., 2019). En P. scolopendria
se observo la formacion de orbiculas de esporo-
polenina principalmente al concluir la meiosis
y una vez que las esporas se han separado en
camaras plasmodiales individuales, se determi-
n6 que las orbiculas persisten hasta la madurez
de las esporas. Estas observaciones soportan la
idea de la funcion secretora de precursores de
pared por parte del tapete, en esta especie en
estudio. Adicionalmente, es importante indicar,
que estas caracteristicas también se han regis-
trado para otras especies de helechos y lico-
fitos (Uehara & Kurita 1991; Rincon, Torres,
& Rolleri, 2013; Rincon, Rolleri, Alzate, &
Dorado, 2014a; Rincon, Rolleri, Passarelli,
Espinosa, & Torres 2014b). Por otro lado, el

origen y funcion de las camaras plasmodiales
que rodean a los esporocitos en P. scolopen-
dria, son similares a lo observado para especies
de Psilotaceae y para helechos leptosporangia-
dos (Parkinson, 1987; Lehmann, Neidhart &
Schlenkermann, 1984; Uehara & Kurita, 1989;
Rincon et al., 2013; Rincdn et al., 2019).

En P. scolopendria la meiosis es simul-
tanea y se relaciona con la formacion de
tétradas en posicion decusada o tetragonal y
la formacion de esporas monoletes. Lo cual
es congruente con lo observado por Rincon et
al., (2019) para P. macrocarpa, pero difiere a
lo observado por Furness, Rudall y Sampson
(2002) quienes indicaron que este tipo de divi-
sion se relaciona con la formacion de tétradas
de esporas en disposicion tetraedral, y que por
lo general se caracterizan por formar esporas
triletes. Es importante indicar que, aunque Fur-
ness et al., (2002) hacen una exhaustiva inves-
tigacion sobre estos procesos, estas se enfocan
principalmente en angiospermas; por lo que
ampliar los estudios a otros grupos de plantas,
es recomendable.

La banda de organulos cumple una funcion
importante indicando el lugar exacto del depo-
sito de la placa celular y por consiguiente en la
forma como se organizaran las futuras esporas
jovenes para conformar a la tétrada (Sheffield
& Bell, 1979; Sheffield et al., 1983; Brown &
Lemmon, 2001a; Brown & Lemmon, 2001b;
Rincoén et al., 2013; Rincén et al., 2019) y aun-
que en esta investigacion no se pudo observar,
tal vez por la falta de detalle de algunas sec-
ciones, es probablemente que la funcién en P,
scolopendria sea similar a la descrita para otras
especies de helechos y licofitos.

La sintesis del esporodermo en licofitos y
helechos homosporados es un proceso en el cual
primero se forma el exosporio, posteriormente,
el endosporio y al final se deposita el perisporio
(Lugardgon, 1990; Tryon & Lugardon, 1991;
Uehara & Kurita, 1991; Rincon et al., 2014a;
Rincén et al., 2014b; Rincon et al., 2019). Esta
secuencia de desarrollo es congruente a lo des-
crito en esta investigacion para P. scolopendria.
Asi mismo, son similares a los registrados para
helechos y licofitos heterosporicos, aunque
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con algunas diferencias en estructura (Tryon
& Lugardon, 1991; Uehara, Kurita, Sahashi,
& Ohmoto, 1991; Morbelli, 1995; Wellman,
2004). Debido a la similitud en la sintesis del
esporodermo entre los diferentes grupos de
helechos y licofitos se infiere que es un proceso
conservado en este grupo de plantas.

En la presente investigacion y empleando
técnicas microscopicas selectas se confirmo el
patron de ornamentacion rugada y la presencia
de orbiculas asociadas al esporodermo y en
la cavidad del esporangio de P. scolopendria
y son coincidentes con observaciones previas
para esta especie (Tryon & Tryon, 1982; Tryon
& Lugardon, 1991).

Asi como en P scolopendria, en otros
trabajos se ha documentado la presencia de
polifenoles en las células de los esporangios,
parafisis y células receptaculares (Peterson &
Kott, 1974; Rincon et al., 2019). La presen-
cia de estos metabolitos secundarios podria
estar relacionada con la respuesta de la planta
para evitar la herbivoria y proteccién contra
la radiacion ultravioleta, como se ha descrito
ampliamente en diferentes grupos de plan-
tas (Lattanzio, Lattanzio, & Cardinali, 2006;
Kulbat, 2016).
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RESUMEN

Introduccién: Las investigaciones sobre ontogenia
de los soros, esporangios, parafisis receptaculares y espo-
rogénesis de los helechos leptosporangiados son escasas en
la literatura cientifica. Objectivos: Describir y analizar la
ontogenia de los soros, esporangios, parafisis receptacula-
res y esporogénesis de Phymatosorus scolopendria. Méto-
dos: Entre marzo y mayo 2017 (época lluviosa del afio) se
recolectaron frondas fértiles de P. scolopendria en el cam-
pus de la Universidad de Antioquia, Medellin-Colombia.
Las frondas fértiles, en diferentes etapas del desarrollo se
fijaron y procesaron de acuerdo a protocolos estandar para
la inclusion y corte en parafina y resina. Las secciones de
0.5 pm obtenidas en resina se tifieron con azul de Toluidina
que tife diferencialmente paredes primarias y secundarias,
resalta nicleos celulares, y esporopolenina y de manera
secundaria tifie polifenoles. Para descripciones detalladas,
otros cortes se tifieron con Safranina-azul de alciano que
discrimina entre componentes de pared primaria, secunda-
ria, nucleos, cuticula y polifenoles; Hematoxilina-azul de
alciano para resaltar nucleos y paredes primarias y Fluo-
roglucinol acido para detectar lignina. Las observaciones
y registro fotografico se efectuaron con microscopio foto-
nico. Para la observacion y descripcion con microscopia
electronica de barrido (MEB), los soros se deshidrataron
con 2,2 dimetoxipropano, se desecaron a punto critico y
se metalizaron con oro. Resultados: Los soros son exin-
dusiados, superficiales, vascularizados y de desarrollo
mixto, se encuentran asociados a parafisis receptaculares
multicelulares uniseriadas. Durante el desarrollo del soro
primero se diferencian las células epidérmicas receptacu-
lares que daran origen a los esporangios y posteriormente
las células que originaran a las parafisis receptaculares. El
esporangio es de tipo leptosporangio de pedicelos largos
de una o dos filas de células. Los anillos de los esporan-
gios muestran paredes secundarias con engrosamientos en
forma de “U” ricos en lignina. La meiosis es simultanea y
las tétradas de esporas se disponen de forma decusada o
tetragonal. El tapete celular es inicialmente uniestratificado
pero por una division mitotica de tipo periclinal, se torna
biestratificado. Las células del estrato interno del tapete
pierden la integridad estructural dando origen a un tapete
plasmodial que invade los esporocitos en meiosis, el estrato
externo persiste hasta la etapa de esporas maduras. En las
diferentes etapas de desarrollo del esporodermo, primero
se forma el exosporio, compuesto por esporopolenina,
seguida del endosporio, conformado por celulosa, pectina
y polisacaridos carboxilados y finalmente el perisporio.
Los polifenoles fueron detectados, principalmente, en las
vacuolas de las células de los esporangios, parafisis y
células receptaculares. Para el momento de la liberacion de
las esporas, tanto la capa externa del tapete celular como
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el plasmodial han degenerado por completo. En la cavidad
esporangial se aprecian orbiculas adyacentes a las esporas.
Conclusiones: la ontogenia de los esporangios y esporo-
génesis de P. scolopendria es similar al descrito previa-
mente para helechos leptosporangiados. Adicionalmente,
se indica que las parafisis receptaculares presentes en los
soros de P. scolopendria tienen la funcion de proteccion de
los esporangios durante las primeras etapas del desarrollo.

Palabras clave: desarrollo de los esporangios, helecho
epifito, Microsoroideae, soro, ultraestructura.
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