ONTOGENIA DE LOS ESPORANGIOS Y ESPOROGENESIS DE Lycopodium
clavatum L. y Lycopodium thyoides Humb. & Bonpl. ex Willd. (LYCOPODIACEAE)

LEIDY VIVIANA GELVEZ LANDAZABAL

Universidad

Industrial de
Santander

CONSTRUIMOS FUTURO

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE CIENCIAS, ESCUELA DE BIOLOGIA
BUCARAMANGA
2011



ONTOGENIA DE LOS ESPORANGIOS Y ESPOROGENESIS DE Lycopodium
clavatum L. y Lycopodium thyoides Humb. & Bonpl. ex Willd. (LYCOPODIACEAE)

LEIDY VIVIANA GELVEZ LANDAZABAL

Proyecto de grado

Director:

Edgar Javier Rincén Barén
Bidlogo
Candidato a Doctor

Codirector:

Dagoberto Manuel Arrieta Prieto
Profesor Asociado
Universidad Industrial de Santander

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE CIENCIAS, ESCUELA DE BIOLOGIA
BUCARAMANGA
2011



A mie padree Wania Eley ¢ Yose Autonco.



AGRADECIMIENTOS

A Edgar Javier Rincén Baron y a Dagoberto Manuel Arrieta Prieto, gestores y
directores de este proyecto.

Al profesor Andrés Torres y a Lyda Patricia Mosquera, de la Unidad de
Microscopia de la Universidad de Cauca por su colaboraciéon durante la pasantia.

A Cristina Rolleri (Laboratorio de Estudios de Anatomia Vegetal Evolutiva y
Sistematica, Facultad de Ciencias Naturales y Museo de La Plata, Argentina), por
facilitar material bibliogréfico.

A Stella Frias (CVS Exploration) por su aporte financiero.

A Maria Fernanda Carrefio y a Cesar Landazabal, por su colaboracion durante la
fase de campo.

A mis compafieros, especialmente a Helkin Forero y Yury Alvarez quienes fueron
un gran apoyo durante el desarrollo del proyecto.

A mis Padres José Antonio y Maria Elcy por su colaboracion, dedicacion y amor
para salir adelante tanto a nivel profesional como personal

A mis hermanas Luz Dary y Diana por ser parte de mi vida y ayudarme siempre
cuando mas lo necesitaba.



TABLA DE CONTENIDO

Pagina
INTRODUCCION ...ttt e e e e e 12
1. MARCO TEORICO. ... e 14
2. MATERIALES Y METODOS. ... e 20
2. A MUEBSEIBO. ... 20
2.2Fijacion, corte y ColOracCion ............ouiiiiiiii i 20
2.30bservacion y analisis morfomeétrico............coooiiiiiiii i, 21
3. RESULT AD S ... e e e aaae e 22
3.1Descripcién de la ontogenia de los esporangios y esporogénesis de L.
clavatum y L. thyOIideS. ... ..oeie i 22
3.2 Morfo
metria de algunas estructuras asociadas al esporangio y las esporas de L.
clavatum y L. thyoides. ........cooirii e, 25
3.3Pruebas histoqQUIMICAS. .......ccouiiiie e 35

3.3.1 lIdentificacion de mucopolisacaridos con la coloracion de acido
periodico de Schiff (PAS).......o i 35

3.3.2 Identificaciébn de mucopolisacaridos sulfatados con la coloracién de
Azul de Alcian, contrastado con Hematoxilina de Hatrris................ 35

3.3.3 Identificacion de calosa con la coloracion de Azul de anilina, con

microscopia de fluorescencia con filtro UV (Filtro de excitacion 330-380

nm y filtro barrera 420 NM).......cooiiiii e 36
A, DISCUSION. ... e e 39
5. CONCLUSIONES. ... e e eas 48
6. RECOMENDACIONES. ... 50

7. BIBLIOGRAF A . 51



Tabla 1.

Tabla 2

Tabla 3

LISTA DE TABLAS

Resumen estadistico de las medidas morfométricas de las
células de la pared del esporangio, esporas, tétradas y
pedicelo de L. clavatum

Resumen estadistico de las medidas morfométricas de las
células de la pared del esporangio, esporas, tétradas y
pedicelo de L. thyoides

Tabla 3. Probabilidades de la prueba de T Student para las
medidas morfométricas de de las células de la pared del

esporangio, esporas, tétradas y pedicelo de L. clavatumy L.

thyoides

Pagina

25

26

27



LISTA DE FIGURAS

Pagina
Figuras 1y 2 Vista general de los estrébilos de L. clavatum y L. thyoides. 22
Figuras 3 -6 Primeras etapas de la ontogenia del esporangio de L. clavatum. 27
Figuras 7 -10 Esporocitos maduros y estados meiéticos de L. clavatum. o8
Figuras 11 - 16  Tétradas en diferentes etapas de maduracion de L. clavatum. 29

Figuras 17 - 19  Esporas, células de la pared del esporangio y canales de mucilago
de L. clavatum. 30

Figuras 20 - 23  Primeras etapas de la ontogenia del esporangio de L. thyoides.

31
Figuras 24 - 27  Esporocitos maduros y estados meioticos de L. thyoides. 32
Figuras 28 - 33  Tétradas en diferentes etapas de maduracion de L. thyoides. 33

Figuras 34 - 36  Esporas, ceélulas de la pared del esporangio y canales de mucilago
de L. thyoides. 34

Figuras 37 - 40 Identificacion de mucopolisacaridos durante la esporogénesis de L.
thyoides utilizando la tincién de PAS. 37

Figuras 41 - 44  Identificacion de mucopolisacaridos durante la esporogénesis de L.
clavatum utilizando la tincién azul de Alcian-hematoxilina. 38

Figuras 45 - 46  Observaciones de L. thyoides con florescencia, filtro UV de cortes
en fresco y preparados en parafina, tefiidos con azul de anilina para 39

detectar la presencia de calosa.



RESUMEN

TITULO: ONTOGENIA DE LOS ESPORANGIOS Y ESPOROGENESIS DE Lycopodium clavatum
L. y Lycopodium thyoides Humb. & Bonpl. ex W (LYCOPODIACEAE). #

AUTORA: LEIDY VIVIANA GELVEZ LANDAZABAL # 3

PALABRAS CLAVES: Lycopodium, Lycopodiaceae, ontogenia del esporangio, esporogénesis,
histoquimica.

DESCRIPCION DEL CONTENIDO: Los estudios sobre biologia reproductiva de Lycopodium son
escasos, por lo tanto, para las especies L. clavatum y L. thyoides, se estudiaron estos aspectos en
especimenes recolectados en el municipio de California (Santander-Colombia) a 3100 m de altitud.
Los estrobilos fueron procesados segun las técnicas tradicionales para ser embebidos en parafina.
Las secciones obtenidas (3-5 um) fueron tefiidas con safranina O—fastgreen, reactivo de Schiff,
azul de Alcian y azul de anilina. Asi mismo, fue tefiido material fresco con aceto-orceina lactica.
Las observaciones se efectuaron en un microscopio fotdénico de alta resolucién equipado con
contraste diferencial de interferencia (DIC) y microscopio de fluorescencia. Los esporangios en las
dos especies se localizan en la base de los esporéfilos y se desarrollan de forma basipeta; el
desarrollo inicia a partir de un grupo de células epidérmicas que se dividen formando dos estratos
celulares. El estrato interno se diferencia en el tejido esporégeno que formaré los esporocitos, los
cuales experimentan meiosis | hasta la etapa de diada. Durante la meiosis se observan
microtUbulos en disposicién cuadripolar. El proceso de meiosis termina con la formacién de
tétradas constituidas por esporas en disposicion tetraédrica. El estrato celular externo dara origen
a la pared del esporangio, de varios estratos celulares; de éstos, el mas interno constituye el tapete
secretor y el mas externo desarrolla engrosamientos en las paredes anticlinales y la periclinal
interna; los demas estratos celulares de la pared se degradan durante la maduracion del
esporangio junto con el tapete. Las esporas de las dos especies son reticuladas y con lesura
trirrasgada. Durante todo el proceso se observo el desarrollo de canales de mucilago de origen
lisogénico. El andlisis histoquimico fue negativo para calosa y positivo para mucopolisacaridos y
mucilago.

% Proyecto de Grado
# % Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia. Director: Edgar Javier
Rincon Bardn. Codirector: Dagoberto Manuel Arrieta Prieto.
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ABSTRACT

TITLE: ONTOGENY OF SPORANGIA AND SPOROGENESIS OF Lycopodium clavatum AND
Lycopodium thyoides (LYCOPODIACEAE)#*

AUTHOR: LEIDY VIVIANA GELVEZ LANDAZABAL 3 3
KEY WORDS: Lycopodium, Lycopodiaceae, sporangium ontogeny, sporogenesis, histochemestry.

CONTENT DESCRIPTION: Studies on reproductive biology of Lycopodium are
scarce, therefore, for the species L. clavatum and L. thyoides, these aspects were studied in
specimens collected in the municipality of California (Santander, Colombia) at 3100 m altitude.
Strobili were processed using traditional techniques to be embedded in paraffin. The sections
obtained (3-5 ym) were stained with safranin O- fastgreen, Schiff reagent, Alcian blue and aniline
blue. Likewise, fresh material was stained with lactic aceto-orcein. The observations were made in a
high resolution fotonic microscope equipped with differential interference contrast (DIC) and
fluorescence microscope. The sporangia in two species are located at the base of the sporophylls
and are developed in basipetal form; the development starts from a group of epidermal cells that
are actively dividing to form two cell layers. The inner layer is differentiated in the sporogenous
tissue that will form sporocytes, which undergo meiosis | untill dyad stage. During meiosis are
observed microtubules in quadripolar disposition. The process of meiosis ends with the formation of
tetrads constituted by spores in tetrahedral arrangement. And the outer cell layer gives rise to the
sporangia wall, of several cell layers; of these, the innermost is the secretory tapetum and the
outermost developed thickenings in the anticlinal and inner periclinal walls; the other cellular layers
of the wall are degraded during maturation of the sporangium along with tapetum. Spores of the two
species are reticulates and with trilete lesure. During the whole process development of mucilage
channels of lysogenic origin was observed. The histochemical analysis was negative for callose and
positive for mucopolysaccharides and mucilage.

%  Work Dregree
3% 3% Santander Industrial University, Science Faculty, Biology School. Directress: Edgar Javier
Rincon Bardn. Codirectress: Dagoberto Manuel Arrieta Prieto.
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INTRODUCCION

Las Licopodiaceas son plantas cosmopolitas, representadas por cuatro géneros:
Huperzia Bernh., Lycopodiella Holub., Phylloglossum Kunze. y Lycopodium L.,
(Qligaard 1992). Se reconocen aproximadamente 500 especies (Jllgaard 1992),
ampliamente distribuidas en América, desde Alaska hasta la Tierra del Fuego
(Tryon & Tryon 1982), siendo especialmente diversas en los Andes tropicales y
subtropicales (Rolleri et al. 2010) y se encuentran desde el nivel del mar hasta
4500 m de altitud (Santa 1986). Lycopodium es un género con aproximadamente
40 especies, de las cuales ocho son neotropicales (QJligaard 1992). En Colombia,
Lycopodium clavatum L. y Lycopodium thyoides Humb. & Bonpl. ex Willd., se
encuentran distribuidas en las tres cordilleras, la sierra nevada de Santa Marta, la
serrania del Macuira y la serrania del Perija, entre los 1000 y 4300 m de altitud; no

se han registrado en la Amazonia y la Orinoquia (Murillo & Murillo 1999).

Se han realizado diversos estudios en licopodiaceas, desde estudios floristicos,
revisiones taxondémicas y monografias, tales como los de Santa (1989), Tardieu-
Blot (1971), Toursarkissian (1971), Rolleri (1971, 1975, 1978, 1981, 1984, 1985 a-
b, 1989), Rolleri & Deferrari (1989), Qligaard (1987, 1988, 1992, 1996), Tryon &
Stolze (1994), Murillo & Harker (1990), Murillo & Murillo (1999); morfoldgicos,
como los de Rolleri (1972 a-b), Rolleri & de la Sota (1972), Rolleri (1974, 1976,
1977 a-b, 1980), Rolleri et al. (2010), Qllgaard (1975), Rolleri & Deferrari (1986),

Santa (1986), hasta citologicos, como los de Rolleri (1982 a-b), entre otros.

Sin embargo, los trabajos sobre la biologia reproductiva de las licopodidceas son
escasos. Sikes (1908), dio a conocer las primeras descripciones sobre la
estructura y organizacion de los esporangios en licopodiaceas, Wilce (1972)
describié las esporas de Lycopodium, Lycopodiella y Huperzia, proponiendo
grupos sobre la base de la ornamentacion de la pared. @ligaard (1975) y Rolleri
(1979) estudiaron la estructura y el modelo epidérmico de la pared del esporangio
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de especies incluidas hasta ese momento en Lycopodium. Sérsic (1983 a-b),
realizd un estudio detallado de la ontogenia de los esporangios y esporogénesis
de Lycopodium saururus Lam. (=Huperzia saururus (Lam.) Trevis.), en el que
realiz6 un analisis histoquimico para la deteccion de calosa, péptidos, lipidos,
lignina, celulosa y carotenoides. Uehara & Kurita (1991), elaboraron el Gnico
estudio sobre la morfogénesis y ultraestructura de la pared de las esporas de L.
clavatum e incluyeron algunos aspectos relacionados con la formacién de las
esporas. Solé de Porta & Murillo-Pulido (2005), utilizando microscopia fotonica,
describieron las esporas de 24 especies de Huperzia, cuatro de Lycopodiella, dos
de Lycopodium y varios helechos que se encuentran en Colombia. Rincon et al.
(2009) estudiaron la ontogenia de los esporangios y la esporogénesis de Huperzia
brevifolia Holub, un trabajo detallado sobre la biologia reproductiva de esta
especie y el primero en su clase para el género. Finalmente, Rolleri et al. (2010)
caracterizaron las esporas y los rasgos de la pared esporangial de Huperzia
reflexa Lam. y Lycopodiella cernua (L.) Pic. Serm., en el contexto de un estudio

morfologico de estas dos especies, citadas para el Noroeste de Argentina.

A pesar de que se cuenta con algunos trabajos sobre la biologia reproductiva de
Lycopodium, hasta el momento ninguno incluye una descripcidén detallada de la

ontogenia de los esporangios y la esporogénesis del género.

El presente trabajo describe y compara de manera detallada las caracteristicas
estructurales e histoquimicas de la ontogenia de los esporangios y esporogénesis
de L. clavatum y L. thyoides, aportando datos sobre el conocimiento de la biologia
reproductiva de las licopodiaceas de los Andes de Colombia. Los resultados se
analizan comparativamente con otras especies de licopodiaceas, bribfitos vy

pteridofitos homosporados.
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1. MARCO TEORICO

Los Licdfitos representan el grupo mas antiguo de las plantas vasculares sin
semillas que tienen representantes vivos. Constituyen un grupo de plantas, que se
origind a mediados del Devodnico, hace unos 400 millones de afios y se han
desarrollado de forma independiente del resto de las plantas vasculares
(DiMichele & Skog 1992, Willis & McElwain 2002). Evolucionaron desde pequefias
plantas, hasta enormes arboles que dominaron los bosques y fueron
especialmente abundantes y diversos en el carbonifero (Thomas 1992). Sin
embargo, evidencia fosil muestra una disminucion del nimero de individuos del
grupo durante el cretacico (hace 140~75 millones de afos) justo en el momento de
la aparicion de las angiospermas, seguido por una posterior diversificacion
durante este mismo periodo; esta situacién pudo haberse presentado como un
oportunismo ecologico, en el que la diversificacion de los licofitos y helechos como
los conocemos hoy en dia, parece haber ocurrido después de la diversificacion de
las angiospermas (Schneider et al. 2004). Los Licéfitos como grupo son antiguos
pero la diversificacion de las especies es reciente y se relacionan con procesos de
orogenia de las cordilleras (Wikstrom et al. 1999, Wikstrom & Kenrick 2001,
Sklenar et al. 2011).

En la actualidad existen alrededor de 1.200 especies en Licéfitos organizados en
tres familias, Lycopodiaceae, Selaginellaceae e Isoetaceae. Estas dos ultimas solo
tienen un género representativo: Selaginella P. Beauv. con alrededor de 700

especies e Isoetes L. con cerca de 100 especies respectivamente (Moran 2008).

Las caracteristicas mas distintivas de los Licofitos es la disposicion helicoidal de
las hojas en el espiral sobre el vastago. Las hojas de los géneros vivientes son
generalmente pequefias y del tipo micréfilo, mientas que las de los géneros
extintos son de un tamafo considerablemente mayor (Kaplan 2001, Tomescu
2009).
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Los esporangios son de tipo eusporagio (originados de varias células
meristemoides y forman una pared del esporangio con varias capas de celulares)
(Nakazato et al. 2008), presentan forma arrifionada y se agrupan en los estrobilos
(especies estrobiladas) o a lo largo del eje caulinar (especies no estrobiladas),
ubicados sobre la cara adaxial de los esporofilos, en la porcién basal o en las

axilas que forman estos con el eje del estrobilo (Gligaard 1987).

Dentro de los licéfitos vivientes se encuentran dos géneros heterosporados:
Isoetes y Selaginella, es decir, presentan dos tipos diferentes de esporas:
macrosporas y microsporas. Solo los pertenecientes al orden Licopodiales
(Huperzia, Lycopodiella, Phylloglosum vy Lycopodium) son homosporados

(producen un solo tipo de esporas) (Dllgaard 1987, Nakazato et al. 2008).

Los estrobilos en Lycopodium, son erectos, simples o furcados, sésiles o
pedunculados; los esporofilos presentan esporofilos u hojas protectoras de los
esporangios, con disposicion variable segun la especie. Los esporofilos, por lo
general, presentan una cavidad mucilaginosa que se encuentra a menudo en la
parte basal sobre la cara abaxial. Los esporangios se encuentran sobre la base de
los esporofilos y presentan un pedunculo corto y grueso; las células epidérmicas
del esporangio presentan paredes laterales delgadas, lignificadas y sinuadas
(Rolleri 1972a, Qllgaard 1987, Moran & Riba 1995).

Los licéfitos y monilofitos presentan un gradiente latitudinal de diversidad en donde
la mayor riqueza de especies se localiza en las zonas tropicales. Esta diversidad
puede ser hasta 30 veces mayor a la presente en zonas templadas; este gradiente
latitudinal de diversidad se cumple para la gran mayoria de helechos y licofitos,
con algunas excepciones, como por ejemplo, para el género Equisetum L. (Moran
2008).

Las licopodiaceas constituyen una familia con amplia distribucion en el mundo; se
encuentran en zonas tropicales, subtropicales y templadas, desde el nivel del mar

hasta 4500 m de altitud. La mayoria de las especies tropicales son epifitas,
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mientras que las que crecen en los paramos son generalmente terrestres o
saxicolas (Rolleri 1972a, Qllgaard 1988, Jligaard 1992, Jllgaard 1996).

Segun Murillo & Murillo (1999) en Colombia se han registrado 55 especies de las
cuales 42 pertenecen al género Huperzia, 9 a Lycopodiella y 4 a Lycopodium;
segun estos autores el numero de especies podria debido a que en este trabajo no
se incluyeron 23 especies citadas en la literatura por la falta de material de
referencia. La distribucion de especies en Colombia esta afectada por las tres
cordilleras que atraviesan el pais: en la cordillera Oriental se registran 38 especies
y en la central 33 especies, en tanto, en la cordillera Occidental solo crecen 22
especies; de todas estas, solo 14 son comunes a las tres cordilleras (Murillo &
Murillo 1999). En la region atlantica crecen 12 especies de licopodiacea,
principalmente en la Sierra nevada de Santa Marta y en la Serrania de Macuira.
En la region pacifica y la amazonia el nimero de especies disminuye a 7 y 11
respectivamente y en la Orinoquia solo se registran dos. No se ha registrado
Huperzia en la Orinoquia y Lycopodiella en la region atlantica. De acuerdo a esto,
Colombia es uno de los paises con mayor diversidad de licopodiaceas, junto con
Ecuador y Peru (Murillo & Murillo 1999).

En Colombia la riqueza de este componente floristico es importante (Rangel 2000)
y mas aun, cuando se considera a los paramos andinos como centros de

endemismo y diversificacion de estas especies (Jllgaard 1987, 1996).

Lycopodiaceae es una familia con caracteres poco diferenciables y por lo tanto
presenta gran confusion al tratar de definir los taxones. Se ha dado importancia a
caracteristicas morfolégicas externas como el tamafio de la hoja y el didmetro del
tallo para separar especies (Murillo & Murillo 1999). Sin embargo, en la mayoria de
los casos las caracteristicas morfoldégicas externas son insuficientes y es

necesario buscar otros caracteres que ayuden a aclarar esta situacion.

Algunos trabajos realizados en licopodios, monil6fitos y briéfitos sugieren que los

caracteres estructurales y ultraestructurales de los procesos reproductivos pueden
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contribuir a una mejor delimitacién taxondmica y sistematica de estos grupos.
(Wilce 1972, Brown & Lemmon 1990, Tryon & Lugardon 1991, Renzaglia et al.
2000, Grauvogel-Stamm, Lugardon 2009). De acuerdo a esto, Wilce (1972),
determind que los modelos de ornamentacion de pared de las esporas son
importantes para la segregacion de los géneros. Foveolada, fusulada o foveolada
/fusulada en Huperzia y Phylloglossum, rugulada o rugada en Lycopodiella y
reticulada en Lycopodium. Estas caracteristicas fueron confirmadas por Tryon &
Lugardon (1991). Rolleri (1972a-b, 1974, 1975, 1976, 1977a-b, 1979, 1980, 1981)
realiz6 aportes sobre la estructura foliar en el grupo y utilizd caracteres
morfologicos tales como la distribucion de las papilas epidérmicas marginales y
superficiales, los modelos epidérmicos, la distribucion de los estomas y la
estructura de los margenes de los micrdfilos para distinguir especies o grupos de
especies. Jllgaard (1975) determiné que los engrosamientos caracteristicos
propios de las paredes de los esporangios tienen utilidad taxonémica, mientras
qgue Rolleri (1979) los utilizé para diferenciar las especies del grupo Lycopodium
magellanicum (Pal. Beauv.) Sw. y otras de los bosques humedos de Argentina y
Chile. Rolleri & Deferrari (1986) encontraron que los modelos epidérmicos no son
influenciados por los factores ambientales y por consiguiente son Utiles en la
delimitacion taxondémica; asi mismo, compard especies de Huperzia saururus
(Lam.) Trevis. ex “gondwanicas” encontrando poco o nada de variacion en esta
caracteristica (Comunicaciéon personal). Brown & Lemmon (1990) describieron las
caracteristicas de la esporogénesis en Bryophyta, aportando informacion sobre la
biologia reproductiva y la evolucién de estas plantas. Tryon & Lugardon (1991)
elaboraron un atlas palinoldgico, con detalles ultraestructurales de las esporas de
Pteridophyta incluidas varias especies de Huperzia, destacando la importancia de
la micrornamentacion de las esporas. De la misma manera, Renzaglia et al. (2000)
y Grauvogel-Stamm & Lugardon (2009), en sus trabajos argumentan la
importancia de conocer las estructuras reproductivas de las criptbgamas
vasculares y no vasculares, en la interpretacion de la historia evolutiva de estos

grupos de plantas.
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Dados estos antecedentes, es claro, la importancia de trabajos dedicados a la
descripcion de las estructuras reproductivas de los licopodios, siendo estos el
grupo mas basal de las plantas vasculares y sobre los cuales se conoce poco
sobre la biologia reproductiva (Rolleri 1972a, Uehara & Kurita 1991, Rincén et al.
2009, Rolleri et al. 2010)

Asi mismo, son escasos los trabajos realizados donde se identifican metabolitos
importantes en los procesos fisiologicos en licopodios. En algunos trabajos se
concluyd que el almidén es la principal reserva energética en las estructuras
vegetativas (Rolleri 1972a, Sersic 1983 a-b, Ibars et al. 1988). En otros estudios,
se identificaron la presencia de mucilagos en estructuras reproductivas de
Lycopodium, Lycopodiella y Selaginella (Bruce 1976, Bilderback 1987, Rolleri
1976).

La tincion con acido periodico Schiff (PAS) es uno de los métodos histoquimicos
empleados para la deteccién de polisacaridos simples, mucopolisacaridos neutros,
mucoproteinas, glucoproteinas o glucolipidos y polisacéridos (Jensen 1962, Lyon
et al. 1991, Ruzin 1999). Para la deteccidbn de mucopolisacaridos también se
emplean la tincion con azul de Alcian, la cual es mas especifica al detectar
mucopolisacaridos sulfatados o fuertemente sulfatados dependiendo del pH del
colorante. (Steedman 1950, Pearse 1985, Prentd et al. 1991, Ruzin 1999).

Por otra parte, la calosa es una de las sustancias importantes encontradas a nivel
de la pared de los granos de polen en plantas superiores (Waterkeyn & Beinfait
1970, Stanley & Linskens 1974, Worrall et al. 1992, Bhatia & Malik 1996, Johri
1984, Peel et al. 1997, Tucker et al. 2001, Zhang et al. 2002, Lu et al. 2003, Dong
et al. 2005) y en el citoplasma y pared de las esporas de Huperzia saururus
(Sérsic 1983a), la cual contribuye a los procesos de morfogénesis durante la
reproduccion. La calosa presenta fluorescencia amarillo verdosa brillante cuando
se tifle con azul de anilina y es observada con radiacion ultravioleta (filtro de

excitacion 330-380 nm vy filtro barrera 420 nm). Aplicando esta técnica se podria
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determinar si la calosa interviene durante la formacién de las esporas en

Lycopodium.

Los analisis histoquimicos son importantes porque permiten la identificacién de
sustancias especificas dentro de los tejidos y especular sobre caracteristicas
fisiologicas de una estructura en particular y la funcidbn de ésta durante los

procesos de ontogenia de los esporangios y la esporogénesis (Ruzin 1999).

Los trabajos realizados que abarcan algunos aspectos de la biologia reproductiva
en licopodiaceas (Rolleri 1972a, Sérsic 1983a, Qllgaard 1987, Uehara & Kurita
1991, Rincon et al. 2009, Pita et al. 2006, entre otros) no incluyen descripciones
estructurales e histoquimicas detalladas sobre la ontogenia de los esporangios y
esporogénesis en Lycopodium. EIl presente trabajo describe de forma detallada la
ontogenia de los esporangios y la esporogénesis L. clavatum y L. thyoides
aportando datos importantes al conocimiento de la biologia reproductiva de dos

especies de licopodiaceas de Colombia.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Muestreo

Los ejemplares de L. clavatum y L. thyoides fueron recolectados a orilla de
carretera, en la vereda Angosturas del municipio de California, Santander,
Colombia® (7°21°06” N, 72°54’33” W) a 3100 m de altitud, durante el invierno de
2010. El material de soporte de este trabajo fue incluido en el Herbario de la
Universidad Industrial de Santander (Herbario UIS) y en el Herbario de la
Universidad del Valle (CUVC) Cali, con la referencia Gélvez-Rincén Lc 12 para L.

clavatum y Gélvez-Rincoén Lt 13 para L. thyoides.
2.2 Fijacion, corte y coloracion

Se tomaron diez estrobilos de distintas longitudes, de siete individuos diferentes
para cada una de las especie. Posteriormente se fijaron en fragmentos de 1 cm en
FAA (formaldehido, alcohol y acido acético) durante 24 horas. El material fijado se
deshidraté en la serie clasica de etanol (70%, 80%, 90%,95% y 100%) por cinco
horas en cada cambio y 12 horas en etanol absoluto y se aclar6 en dos pasos de
cuatro y 12 horas en xilol (Ruzin 1999). Las muestras fueron embebidas en
Paraplast (Mc Cormick®) durante 12 horas a 55°C y se cortaron a 3-5 pm de

espesor con micrétomo rotatorio Spencer 820.

Los cortes fueron tefiidos con safranina O-fastgreen (Johansen, 1940) para la
descripcion estructural; azul de anilina (pH 9.2), para observar calosa, la
coloracién de acido periodico de Schiff (PAS) para mucopolisacaridos y azul de
Alcian (pH 2.5)-hematoxilina para mucopolisacaridos sulfatados y carboxilicos.
Ademas, se realizaron montajes en fresco de los esporangios en diferentes etapas
de maduracion, los cuales fueron coloreados con aceto-orceina lactica por 3

horas, para la observacion de los eventos de division celular y de estructuras que

1 . . . .2 . . .
Segun la Autoridad ambiental CDMB (Corporacion Autonoma Regional para la defensa de la meseta de Bucaramanga), este trabajo
no requiere permisos de recoleccién.
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pueden perderse durante el procesamiento para la obtencion de montajes

permanentes.

2.3 Observacion y analisis morfométrico.

Las observaciones se realizaron con un microscopio foténico de alta resolucién
Nikon 80i Eclipse, equipado con contraste diferencial de interferencia (DIC) y un
microscopio Nikon Eclipse €200 equipado con fluorescencia, utilizando filtro UV
(filtro de excitacion 365 nm vy filtro barrera 420 nm). La fotodocumentacion se
realiz6 con cdmara digital Nikon DS-2MV. La edicion fotogréafica se hizo con el
programa NIS Elements versién 3.07 de Nikon? y las medidas se tomaron por
medio del sofware Imagen-Pro Analyzer 6.3% de Media Cybernetics, en la Unidad
de Microscopia Electronica de la Universidad del Cauca. Todo el procesamiento
del material para corte se llevd a cabo en el Laboratorio de Histotécnia de la
Escuela de Biologia de la Universidad Industrial de Santander y el material en
fresco se prepar6 en la Unidad de Microscopia Electronica de la Universidad del

Cauca.

Se realizaron medidas de la longitud del eje ecuatorial de las esporas maduras, la
longitud de las tétradas en posicion radial y lateral, de los engrosamientos de las
paredes anticlinales y periclinales de las células de la pared del esporangio y la
medida del ancho y largo del pedicelo de esporangios maduros; Todas las
medidas morfométricas tomadas son sugeridas por primera vez en este trabajo,
excepto, las de la longitud del eje ecuatorial de las esporas (Traverse 2007). Estos
datos fueron representados por la medida minima, maxima, media y desviacion
estandar, utilizando el software Microsoft Excel 2007. Ademas, para las medidas
morfométricas, se realizé una prueba T-Student para dos muestras independientes

(L. clavatum y L. thyoides) con un valor de confianza del 95%, para rechazar o

2,3 . . . . . . . -~
Las licencias de los respectivos software fueron obtenidas por la Unidad de Microscopia Electrénica de la
Universidad del Cauca.
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aceptar la hipétesis nula (Media de L. clavatum= Media de L. thyoides), por mdio

del software Past (Hammer 2001).

3. RESULTADOS

3.1 Descripcion de la ontogenia de los esporangios y esporogénesis de L.

clavatum y L. thyoides.

Los ejemplares analizados de L. clavatum y L. thyoides presentan estrobilos
pedunculados (Figs. 1-2); los estrébilos maduros de L. clavatum alcanzan tamafios
de 4,42 £ 0,65 cm de longitud, en tanto que, los estrobilos de L. thyoides miden
entre 2,24 £ 0,49 cm de longitud. Los esporangios de las dos especies se localizan
en la base de los espordfilos, maduran de forma basipeta a lo largo del estrébilo,
es decir que los esporangios inmaduros se ubican en el 4pice de los estrobilos y

los maduros, en la base (Figs. 3y 20).

Figuras 1-2. Estrobilos pedunculados de L. clavatum y L. thyoides, respectivamente. es: estrébilo;
pd: pedunculo.
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El desarrollo de los esporangios se inicia a partir de un grupo de células
epidérmicas, localizadas sobre la cara adaxial, en la base de los esporofilos (Figs.
4y 21). Este grupo de células se dividen periclinal y anticlinalmente estableciendo
dos capas de células de nucleos voluminosos, con granulacion difusa, varios
nucléolos y citoplasma escaso; en esta etapa tiene lugar una activa divisiéon
celular, que determina la formacion de un agregado indiferenciado de células con
citoplasma comparativamente escaso (Figs. 5 y 22). En este agregado
posteriormente se establecen dos grupos celulares bien definidos: un estrato
interno, que formara el tejido esporégeno y uno externo que se diferenciard como

pared del esporangio.

Las células del tejido esporégeno se encuentran densamente agrupados en el
esporangio, presentan tamafios variables, contorno poligonal, nucleos grandes
con varios nucléolos y citoplasma de aspecto granular (Figs. 6 y 23).
Posteriormente, el esporangio queda constituido por la pared esporangial, el
tapete y los esporocitos (Figs. 7 y 24); el tapete deriva del estrato interno de la

pared del esporangio y los esporocitos, del tejido espordgeno.

Los esporocitos atraviesan distintas etapas durante la maduracién. Esta etapa
comienza con el aumento de volumen, se separan quedando libres en la cavidad
del esporangio, adquieren forma esférica y estan rodeados por la cubierta del
esporocito. Estas células presentan citoplasma con grandes granulos refringentes
de diferentes tamafios y un nucleo en posicién central; asi mismo, se observa la
acumulacion de una capa a veces continua de material refringente entre la
cubierta del esporocito y el esporocito (Figs. 8 y 25). Posteriormente, los
esporocitos experimentan la primer etapa de la Meiosis, denominada Meiosis I, al
final de la cual, alcanzan el estado de diada, sin pared celular que separe los
nacleos de las futuras células hijas (Figs. 9 y 26); en esta etapa, es posible
observar remanentes de las fibras del huso meidtico y la capa de material
refringente se compacta alrededor de la diada y se internaliza entre las esporas en

formacion.
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Durante la Meiosis Il, se observaron células con microtibulos en disposiciéon
cuadripolar (Figs. 10, 27 y 43). Estas células formaran una tétrada joven con

esporas en disposicion tetraédrica.

La cubierta de los esporocitos, en cortes permanentes no es tan evidente (Figs. 10
y 27). Sin embargo, en montajes en fresco y tefiidos con aceto-orceina lactica,
esta cubierta se aprecia con claridad y se mantiene durante todo el proceso de
esporogénesis. (Figs. 11-15y 28-32).

En L. clavatum y L. thyoides las tétradas pasan por varias etapas de maduracion,
gue se relacionan con el engrosamiento progresivo de las paredes de las esporas,
la internalizacion del material refringente entre las tétradas de esporas y con el
surgimiento del patron de ornamentacion reticulado (Figs. 11-16 y 28-33).
Finalmente, las esporas con lesura trirrasgada son liberadas de la tétrada en la
cavidad del esporangio. La medida del eje ecuatorial de las esporas fue de 66,59 +
0,89 y 64,18 + 1,98 para L. clavatum y L. thyoides, respectivamente. En L.
clavatum y L. thyoides, las esporas presentan ornamentacion reticulada en la cara

proximal y distal (Figs. 17 y 34).

A medida que el esporangio madura, el tapete y las capas celulares adyacentes a
éste degeneran progresivamente hasta desaparecer. En tanto, el estrato celular
mas externo de la pared desarrolla engrosamientos en las paredes anticlinales y
periclinal interna, estableciéndose la pared definitiva del esporangio (Figs. 18 y
35).

Durante la maduracién del estrébilo fue posible observar la formacién de canales
de mucilago, los cuales inician su desarrollo a partir de en un grupo de células
localizadas en la base de los esporodfilos jovenes, sobre la cara abaxial. Estos
canales son de tipo lisogénico y se desarrollan a partir de la lisis de las células que
los conforman (Figs. 19 y 36). En ninguna etapa del desarrollo se observé tejido

vascular, ni células de transfusion asociadas a los esporangios.
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3.2 Morfometria de algunas estructuras asociadas al esporangio y las
esporas de L. clavatum y L. thyoides.

Los resultados de las medidas de L. clavatum y L. thyoides para las tétradas, las
células de la pared del esporangio, el pedicelo y las esporas, se observan en las
tablas 1 y 2. En cuanto al analisiscon el estadistico T-Student se observo que

todas las caracteristicas morfométricas presentan una probabilidad muy baja (p <
0.05).

Tabla 1. Morfométria de las células de la pared del esporangio, esporas, tétradas y pedicelo de
L. clavatum

Medidas Lycopodium clavatum (um) Medida Medida Media y
tilizando n=30 Minima Méaxima desviacion
" estandar

Engrosamientos de

las paredes 7.9 12,75 9,47 + 1,00
Células de la anticlinales
pared Engrosamientos de
las paredes 3,58 51 4,43 £ 0,45
periclinales
Cara proximal (eje
Esporas ecuatorial) 65,32 69,46 66,59 + 0,89
Posicion lateral 91,55 96,35 94.76 £ 1.09
Tétradas
Posicién radial 83,67 91,53 88,563 +1,46
Pedicelo de A”Chosggifa‘fs'c'on 324,58 369,24 352,50 + 12,16
esporangios L
maduros Largo en posicion 531,25 614,75 576,33 + 23,01
sagital
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Tabla 2. Morfométria de las células de la pared del esporangio, esporas, tétradas y pedicelo de

L. thyoides

Medidas Lycopodium thyoides (pm) Medida Medida g Media y
i . by . esviacion
utilizando n=30 Minima Maxima .
estandar
Engrosamientos de
las paredes 5,14 9,22 6,71 +0,84
. anticlinales
Células de la pared Engrosamientos de
las paredes 4,10 6,13 5,17 £ 0,70
periclinales
Esporas Cara proximal (eje 60,16 67,03 64,18 + 1,98
ecuatorial)
Posicion lateral 93,12 98,64 95,33+ 1,39
Tétradas
Posicion radial 70,68 75,85 74,34 £1,10
Pedicelo de A”Ch"sz”ifa‘l)s'c'on 117,46 174,25 161,24 + 9,86
esporangios 9 L
maduros Largo en .Ft’OIS'C'O” 287,30 365,78 336.45 + 19.89
sagita ' ' T
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Tabla 3. Probabilidades de la prueba de T Student para las medidas morfométricas de de las
células de la pared del esporangio, esporas, tétradas y pedicelo de L. clavatum y L. thyoides

Células de la pared Esporas Tétradas Pedicelos
Engrosamiento Engrosamiento Cara Posicién Posicién Ancho en Largo en
de las paredes de las paredes | proximal (eje lateral radial posicién posicién
anticlinales anticlinales ecuatorial) sagital sagital
Pr-T 1.22*10™° 7.95*10° 9.08*10° | 0.0785 | 2.22*10*° | 1.31*10°° | 8.36*10°
560 pm

Figuras 3-6. Primeras etapas de la ontogenia del esporangio de L. clavatum. 3. Corte longitudinal
de la regién apical del estrébilo. 4. Desarrollo del esporangio, a partir de las células epidérmicas
localizadas en la base de los esporofilos. 5. Desarrollo del esporangio y formacion del estrato
celular interno y el externo. 6. Esporangio con pared y tejido espordgeno; se observa el aumento
en el namero de células por activas mitosis. cb: canal basal de mucilago en formacion; e:
esporangio; ee: eje del estrobilo; ep: células epidérmicas; es: esporocito; esf: espordfilo; ex:
estrato externo; in: estrato interno; mt: mitosis; p: pared del esporangio; ts: tejido esporégeno.
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Figuras 7-10. Esporocitos maduros y estados meidticos de L. clavatum. 7. Esporangio
diferenciado con esporocitos, tapete y células de la pared. 8. esporocitos premeiéticos hinchados
envueltos por su cubierta y rodeado por material refringente (montaje fresco tefiidos con aceto-
orceina lactica. 9. Estado de diada al finalizar la meiosis I; se pueden observar las fibras del uso
meidtico y la ausencia de pared entre los nucleos (montaje fresco tefiidos con aceto-orceina
lactica). 10. Disposicion cuadripolar de los microtdbulos durante la meiosis. ce: cubierta del
esporocito; es: esporocito; fh: fibras del huso; mc: microtibulos en disposicién cuadripolar; mr:
material refringente; nu: ndcleo; p: pared del esporangio; t: tapete .
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Figuras 11-16. Tétradas en diferentes etapas de maduracion de L. clavatum. 11-15. Tétradas en
maduracion (montajes frescos tefiidos con aceto-orceina lactica); se observa el desarrollo
progresivo de las paredes de las esporas y la formacion del patrén de ornamentacion reticulado;
ademas se observa la cubierta del esporocito durante el desarrollo de las tétradas. 16. Esporangio
maduro donde se observa la degradacion del tapete y las células internas de la pared del
esporangio. cd: cara distal; ce: cubierta del esporocito; cp: cara proximal; nu: ndcleo; p: pared del
esporangio; rt: ornamentacion reticulada; t: tapete; te: tétrada.
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Figuras 17-19. Esporas, células de la pared del esporangio y canales de mucilago de L. clavatum.
17. Esporas en vista proximal, ornamentacion reticulada y lesura trirrasgada. 18. Células de la
pared del esporangio; se observa el engrosamiento de las paredes anticlinales y periclinal interna.
19. Desarrollo de los canales de mucilago en la base de los espordfilos sobre la cara abaxial. an:
paredes anticlinales; cb: canal basal de mucilago; cd: cara distal; cp: cara proximal; e: esporangio;
ee: eje del estrobilo; I: lesura; pe: pared periclinal externa; pi: pared periclinal interna; rt:
ornamentacion reticulada; t: tapete.
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Figuras 20-23. Primeras etapas de la ontogenia del esporangio de L. thyoides. 20. Corte
longitudinal de la region apical del estrobilo. 21. Desarrollo del esporangio, a partir de las células
epidérmicas localizadas en la base de los esporofilos. 22. Desarrollo del esporangio y formacion
del estrato celular interno y el externo; se observa el aumento en el nimero de células por activas
mitosis. 23. Esporangio con pared y tejido espordgeno. cb: canal basal de mucilago; e:
esporangio; ee: eje del estrdbilo; ep: células epidérmicas; esf: espordfilo; ex: estrato externo; in:
estrato interno; p: pared del esporangio; ts: tejido esporégeno.
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Figuras 24-27. Esporocitos maduros y estados meioticos de L. thyoides. 24. Esporangio
diferenciado con esporocitos, tapete y las células de la pared. 25. Esporocitos premeiéticos
hinchados envueltos por su cubierta con presencia de material refringente (montaje fresco sin
tincion con DIC). 26. Estado de diada al finalizar la meiosis I; no se observa pared entre los
ndcleos (montaje fresco tefiidos con aceto-orceina lactica. 27. Disposicién cuadripolar de los
microtibulos durante la meiosis. ce: cubierta del esporocito; es: esporocito; fh: fibras del huso; mc:
microtlbulos en disposicion cuadripolar; mr: material refringente; nu: nucleo; p: pared del
esporangio; t: tapete.
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Figuras 28-33. Tétradas en diferentes etapas de maduracién de L. thyoides. 28-32. Tétradas en
maduracion (montajes frescos observados con DIC); se observa el desarrollo progresivo de las
paredes de las esporas y la formacion del patron de ornamentaciéon reticulado; ademas se
observa la cubierta del esporocito durante el desarrollo de las tétradas.33. Esporangio maduro
donde se observa la degradacién del tapete y las células internas de la pared del esporangio. cd:
cara distal; ce: cubierta del esporocito; cp: cara proximal; nu: nlcleo; p: pared del esporangio; rt:
ornamentacion reticulada; t: tapete; te: tetrada.
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Figuras 34-36. Esporas, células de la pared del esporangio y canales de mucilago de L. thyoides.
34. Esporas en vista proximal, con ornamentacion reticulada en ambas caras y lesura trirrasgada.
35. Células de la pared del esporangio; se observa el engrosamiento de las paredes anticlinales y
periclinal interna. 36. Desarrollo de los canales de mucilago en la base de los espordfilos sobre la
cara abaxial. an: paredes anticlinales; cb: canal basal de mucilago; cp: cara proximal; e:
esporangio; ee: eje del estrdbilo; esf: esporofilo; I: lesura; pe: pared periclinal externa; pi: pared
periclinal interna; rt: ornamentacion reticulada; t: tapete.
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3.3 Pruebas histoquimicas.

3.3.1 Identificacion de mucopolisacaridos con la coloracion de acido
periodico de Schiff (PAS).

Se observé la presencia de mucopolisacaridos, en las diferentes etapas y
estructuras implicadas en el proceso de la ontogenia de los esporangios y
esporogénesis de L. clavatum y L. thyoides. Durante las primeras etapas de
diferenciacion de los esporangios se observa la presencia de mucopolisacaridos
en las células del estrato interno y externo que formaran el esporangio,
principalmente en el citoplasma y las paredes celulares (Fig. 37). En esporangios
mas maduros se observa la presencia de mucopolisacéaridos en la cubierta de los
esporocitos, la cavidad del esporangio y estan ausentes en el citoplasma de los
esporocitos (Fig. 38). A medida que los esporocitos maduran y forman las tétradas
después de la meiosis, se observa que los mucopolisacaridos disminuyen
progresivamente en la cavidad esporangial observando la formacion de vacuolas
(Fig. 39); ademas, se detectd la presencia de estos mucopolisacaridos en las
paredes de las tétradas. Posteriormente, en esporangios maduros la cavidad
esporangial no presenta mucopolisacaridos, mientras que las paredes de las
esporas, los restos del tapete y las células de la pared del esporangio son
positivas (Fig. 40). En general, se observd que la coloracion de PAS fue positiva
para la mayoria de los tejidos presentes en el estrobilo; esto se debe a que esta
coloracion tifie lignina y todo tipo de polisacaridos incluyendo celulosa y almidoén,

por tal razon, se debe tener cuidado en la interpretacion de los resultados.

3.3.2 Identificacion de mucopolisacaridos sulfatados con la coloracion de

Azul de Alcian, contrastado con Hematoxilina de Harris.

El comportamiento observado con los mucopolisacaridos sulfatados identificados
con azul de Alcian, fue similar al observado para los mucopolisacaridos PAS

positivo, excepto, que no se observé la vacuolizacion de estas sustancias en la
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cavidad esporangial y que la pared de las esporas fueron negativas para estos
mucopolisacaridos. Los mucopolisacaridos azul de Alcian positivo se acumulan en
etapas tempranas de la ontogenia de los esporangios en las paredes y espacios
entre las células del tejido esporogeno (Fig. 41 y 42). Asi mismo, estos
compuestos son abundantes en la cavidad del esporangio durante la formacién de
las tétradas y disminuyen progresivamente con la maduracién del esporangio
(Figs. 43y 44).

Ademas, se determin6 que los mucopolisacaridos sulfatos son especialmente
abundantes en los canales basales de mucilago en formacion. Posteriormente, los
canales de mucilago asociados con esporangios maduros colapsan y los

mucopolisacaridos desaparecen (Fig. 41).

3.3.3 ldentificacion de calosa con la coloraciéon de Azul de anilina, con
microscopia de fluorescencia con filtro UV (Filtro de excitacion 330-380 nm y

filtro barrera 420 nm).

Las pruebas para calosa utilizando la coloracion de azul de anilina resultaron
negativas para las dos especies objeto de estudio. Los cortes permanentes sin
azul de anilina (control) esporas y tétradas presentan coloracién amarillo/rojizo en
tanto que la pared del esporangio emite una coloracion azul brillante (Fig. 45).
Para los montajes con azul de anilina el comportamiento es similar (Fig. 46). Sin
embargo esta fotografia muestra tétradas inmaduras por lo que la coloracion

amarillo/rojizo es menos evidente.
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Figuras 37-40. Identificacion de mucopolisacaridos durante la esporogénesis de L. thyoides
utilizando la tincién de PAS. 37. Se observa la presencia de mucopolisacaridos en las células del
estrato interno y externo. 38. A medida que los esporangios maduran se observa la acumulacién
de mucopolisacaridos en la cavidad del esporangio. 39-40. En la cavidad de los esporangios
maduros se observa la disminucion gradual de los mucopolisacéaridos, hasta desaparecer cuando
las esporas maduran. ct: citoplasma; cv: cavidad del esporangio; ce: cubierta del esporocito; es:
esporocitos; ex: estrato externa; in: estrato interna; mc: microtibulos en disposicién cuadripolar; p:
pared del esporangio; t: tapete; te: tétrada.
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Figuras 41-44. Identificacibn de mucopolisacaridos durante la esporogénesis de L. clavatum
utilizando la tincién azul de Alcian-hematoxilina. 41-42. Se observa como la coloraciéon azul de
Alcian positivo para mucopolisacaridos sulfatados (color azul intenso), se va acumulando en las
etapas iniciales de la ontogenia de los esporangios. 43-44. A medida que los esporangios
maduran se observa una disminucién gradual de los mucopolisacéaridos sulfatados en la cavidad
esporangial. cb: canal basal; ce: cubierta del esporocito; cv: cavidad del esporangio; e:
esporangio; ee: eje del estrobilo; es: esporocitos; p: pared del esporangio; t: tapete.
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170 pm

Figuras 45-46. Observaciones de L. thyoides con florescencia, filtro UV de cortes en fresco y
preparados en parafina, tefiidos con azul de anilina para detectar la presencia de calosa. 45.
corte en parafina del esporangio sin tincion; se observa la emisiéon de luz azul brillante en las
células de la pared del esporangio y coloracién amarillo/rojizo en tétradas. 46. Corte en parafina
tefiido con azul de anilina; se observa la ausencia de la coloracion amarillo-verdosa, siendo
negativa para la presencia de calosa. nu: nucleo, p: pared del esporangio, sa: espora, te:
tétrada; p: pared del esporangio.

4. DISCUSION

El desarrollo de los esporangios de L. clavatum y L. thyoides es basipeto, con
esporangios maduros en la base del estrébilo y los inmaduros en la region apical;
es decir, todas las etapas del desarrollo se observaron en un mismo estrébilo
maduro. Esta condicién también fue sefalada por Rolleri (1972 a-b) y Uehara &
Kurita (1991) para L. clavatum, Bruce (1974) para L. carolinianum, @ligaard (1987)
para Phylloglosum Kunze. y Lycopodiella Holub., Rincén et al. (2009) para H.
brevifolia (Grev. & Hook.) Holub., Bravo et al. (en prep.)* para H. tetragona (Hook.
& Grev.) Trevis., Forero et al. (en prep.)* para L. cernua y L. descendens B. @llg.,
Dorado et al. (en prep.)* para H. phylicifolia (Desv. Ex Poir.) Holub. y Rincén et al.
(en prep.)* para otras especies de Huperzia, lo que sugiere alguna uniformidad en

los géneros en cuanto a la ontogenia esporangial.

% Referidos en preparacion, citados anteriormente.
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Rolleri (1972a), describié la morfologia comparada de diferentes estructuras para
algunas especies de Lycopodium. En este trabajo, incluyé detalles sobre la
morfogénesis de los esporangios. Asi mismo, la autora determind que las células
epidérmicas localizadas sobre la cara adaxial de los esporofilos daran origen a los
esporangios, los cuales se dividen periclinalmente para producir dos capas de
células: una basal, que originara el pedicelo y otra superficial que originara la
pared del esporangio y el tejido esporégeno. Posteriormente, el esporangio se
diferencia y aumenta de tamafio por activas divisiones periclinales y anticlinales.
Esta situacién también se evidencié en L. clavatum y L. thyoides. En algunas
especies no estrobiladas la situacién es similar, pero se ha encontrado que las
células epidérmicas que daran origen a los esporangios, se localizan en las axilas
entre los microfilos y el eje caulinar (Rolleri 1972a, @ligaard 1987, Rincon et al.
2009)

Durante la ontogenia de los esporangios de L. clavatum y L. thyoides, se observo
que los esporocitos se diferencian a partir del tejido esporégeno y presentan una
cubierta que permanece durante todo el proceso de esporogénesis llamada
cubierta del esporocito (“sporocite coat’). Este término fue propuesto por Pettit &
Jermy (1974), para designar la cubierta superficial que rodea los esporocitos de
los pteridéfitos en general. En L. clavatum, L. thyoides y otras especies de
Huperzia y Lycopodiella (en preparacion citados anteriormente), la cubierta de los
esporocitos se mantiene durante todo el proceso de la esporogénesis. Estas
observaciones contrastarian con las hechas por Rincon et al. (2009) quienes
argumentaron que en la especie H. brevifolia, la cubierta de los esporocitos
desaparecia liberandolos en la cavidad esporangial, justo al inicio de la meiosis.
Es posible que las observaciones de estos autores se deban a un tipo artefacto de
montaje producido por las técnicas empleadas durante la preparacion del material.
De esta manera, se concluye que la cubierta de los esporocitos en las

licopodiaceas se mantiene durante todo el proceso de esporogénesis.
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En L. clavatum y L. thyoides el tejido esporégeno se diferencia hasta la formacion
de los esporocitos premeioticos; este proceso se caracteriza por el hinchamiento y
liberacion de las células en el fluido de la cavidad esporangial, asi como, el
aumento de granulos refringentes en el citoplasma celular. Este proceso también
ha sido registrado en otros licopodios como H. brevifolia (Rincon et al. 2009) y al
parecer es un proceso universal dentro de las licopodiaceas, caracterizado por el
aumento de sustancias de reserva como el almidon y principalmente de sustancias
de naturaleza lipidica (en preparacion citados anteriormente). Estos autores
indican que la gran actividad metabdlica de estas células se relaciona con el
almacenamiento de sustancias de reserva y la produccion de precursores que

intervienen en la formacion del esporodermo.

En L. clavatum y L. thyoides el proceso de meiosis es simultdnea y por
consiguiente, sin el desarrollo de una pared que separe los nucleos de la diada,
una vez terminada la meiosis I. Este comportamiento es similar al observado en H.
brevifolia (Rincén et al. 2009) y en otras Licopodiaceas (en preparacion citados
anteriormente). Furness et al. (2002), determinaron que la meiosis simultanea es
comun en bridfitos y pteriddéfitos. De igual forma, establecieron la relacién de este
tipo de divisibn con los grupos de plantas que producen esporas triletes, en
contraste, con los grupos de pteridofitos que producen esporas monoletes y que
generalmente, presentan divisidn sucesiva. Estos autores sefialan que la division
simultdnea se puede considerar un caracter ancestral y que la sucesiva ha surgido

de manera independiente a lo largo del proceso evolutivo.

Durante la meiosis en L. clavatum y L. thyoides, se observo que los microtubulos
se disponen de forma cuadripolar. Esta disposicién ha sido relacionada con el
fendmeno de monoplastidia que se presenta durante los procesos de mitosis y
meiosis de la mayoria de las criptogamas (Brown & Lemmon 1990a, Brown &
Lemmon 1990b, Brown & Lemmon 1991b, Brown & Lemmon 1992, Brown &
Lemmon 1997). La principal caracteristica del fenébmeno, radica en que dos

plastidios orquestan el anclaje y el movimiento de los sistemas de microttubulos del
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huso, y que en el caso de la meiosis, determina la formacién de una tétrada con
esporas en disposicion tetraédrica (Brown & Lemmon 1997, Pickett et al. 1999,
Shimamura et al. 2004). En contraste, la poliplastidia es menos frecuente entre las
criptogamas (Brown & Lemmon 1990b) y al parecer es la forma dominante en
moniléfitos, salvo algunas excepciones observadas en Maratiales (Brown &
Lemmon 2001). En plantas superiores, la poliplastidia es la regla (Brown &
Lemmon 1997). En relacion a los licofitos, se ha determinado que las especies
heterosporadas (Brown & Lemmon 1984, 1985, 1987 y 1989, Cleary et al. 1992a-
b) y las homosporadas como Lycopodium (Uehara & Kurita 1991, Brown &
Lemmon 1997) y Lycopodiella (Roy Brown comunicacion personal) son

monoplastidicas, en tanto que Huperzia es poliplastidica (Roy Brown com. pers.).

Aunque el sistema cuadripolar de microtubulos, se relaciona con la monoplastidia,
no es exclusivo, ya que se pueden encontrar grupos de plantas que sin ser
monoplastidicas lo pueden desarrollar (Brown & Lemmon 2004). Sin embargo, al
comparar dos especies monoplastidicas estrechamente relacionadas como es el
caso de Lycopodium y Lycopodiella no es claro por qué este sistema de
microtubulos no fue encontrado en L. cernua y L. descendes (Forero et al. en

preparacion).

Rolleri (1972a) observo, en diferentes especies de Lycopodium, que la pared del
esporangio esta formada inicialmente por seis a siete capas con células de
citoplasma granular y grandes nucléolos; en el curso del desarrollo, el nUmero de
capas parietales se reduce a cuatro. En contraste en L. clavatum y en L. thyoides
solo se observaron de tres a cuatro capas: la mas externa forma la pared definitiva
del esporangio y la mas interna, el tapete. Las capas intermedias se degradan
junto con el tapete, a medida que madura el esporangio. Esta condicion es similar
a la encontrada para L. clavatum (Uehara & Kurita 1991) y H. brevifolia (Rincon et
al. 2009).
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El estrato celular externo de la pared del esporangio de L. clavatum y L. thyoides
presenta engrosamientos lignificados en forma de “U”, caracteristica descrita por
Dllgard (1975) para las licopodiaceas en general. Estos engrosamientos se
desarrollan a medida que el esporangio madura y le confieren resistencia para
contener el numero creciente de esporas, que solo seran liberadas cuando
maduren. Asi mismo, es posible que faciliten su liberacién, actuando como un
resorte en la dispersion de las esporas. Como ocurre en la mayoria de los
helechos (Slosson 1906, Bierhost 1971, Moran 2004) y en Licdfitos
heterosporados como Selaginella P. Beauv. (Koller & Scheckler 1986, Webster
1995, Schneller et al. 2008). Sin embargo, poco se sabe de estos mecanismos en

licopodiales.

El tapete es un estructura omnipresente en plantas, se relaciona con los procesos
de esporogénesis en briofitos y pteridofitos y en la microsporogénesis de
gimnospermas y angiospermas; este puede ser secretor o plasmodial (Parkinson
& Pacini 1995, Furness et al. 2002, Furness 2008). En L. clavatum y L. thyoides, el
tapete es de tipo secretor, se origina a partir de la capa celular interna de la pared
del esporangio y se mantiene hasta que finalmente se degrada cuando las
esporas alcanzan la madurez. Segun Pacini & Frenchi (1993) el tapete contribuye
con los procesos de formacion de esporas y granos de polen, con la generacion
de sustancias de reserva y con la formacion de precursores biosintéticos del
esporodermo y de la pared de los granos de polen (Lugardon 1990, Polowick &
Sawhaney 1993, Parkinson & Pacini 1995, Pacini 1997, Furness & Rudall 2001,
Furness 2008); esta condicion fue observada para L. clavatum (Uehara & Kurita
1991), para H. brevifolia (Rincon et al. 2009) y para L. cernua y L. descendens
(Forero et al. en prep). Teniendo en cuenta lo anterior, se presume que existe
uniformidad ontogenética en cuanto a la formacion y funcion del tapete. Por
consiguiente, se asume que el tapete de L. clavatum y L. thyoides, cumple con las

mismas funciones encontradas en otros grupos de plantas.

43



Los esporangios de L. clavatum y L. thyoides no presentan vascularizacion, al
igual que lo observado por Rincon et al. (2009) en H. brevifolia y por Pita et al.
(2006) en diez especies de Huperzia de Brasil. Estos ultimos autores registraron la
presencia de células parenquimaticas con paredes mas delgadas comparadas con
las demas células del tallo, que podrian cumplir con esta funcién. Sin embargo, en

L. clavatum y L. thyoides no se encontraron este tipo de células.

Las esporas de L. clavatum y L. thyoides son similares en la micrornamentacion y
es congruente a lo observado en otros estudios (Tryon & Lugardon 1991, Tryon &
Stolze 1994, Sole de Porta & Murillo-Pulido 2005, Contreras et al. 2006). Sin
embargo, segun Rincon et al. (en prep.), existen pequefas diferencias en cuanto a
la distribucion y densidad del reticulo entre las dos especies: mientras que L.
clavatum presenta un reticulo mas profundo en la cara distal y discontinuo en la
proximal, en L. thyoides el reticulo es mas homogéneo entre las dos caras y este

se torna discontinuo al aproximarse a la lesura.

Los analisis de los datos morfométricos, indican que las medidas que presentan
menor variacion fueron los engrosamientos de las paredes periclinales de los
esporangios de L. clavatum y L. thyoides, datos que merecerian especial atencién
en posteriores estudios, ya que hasta momento no se ha encontrado en la
literatura informaciébn con que contrastar. De la misma forma, merecen
consideracion, las medidas del eje ecuatorial de las esporas. Sin embargo,
comparadas estas medidas con los resultados de Contreras et al. (2006), se
observan algunas diferencias en cuanto a las medidas del eje ecuatorial de las
esporas. Asi mismo, Solé de Porta & Murillo-Pulido (2005) registraron que la
medida del eje ecuatorial de las esporas de L. thyoides varia entre 35 a 51 um;
estos autores no incluyeron a L. clavatum en este estudio. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo, muestran que las esporas de L. clavatum y L.
thyoides presentan mayor tamafo; esta situacion tal vez se deba a que, no se
incluy6é la medida del perisporio en los trabajos mencionados anteriormente y

ademas, porque existe algun grado de variacién que se ubica claramente dentro
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de los limites de la especie. Finalmente, las medidas que presentaron mayor
grado de variacion en orden ascendente, fueron: las tétradas en posicion lateral y

el largo y ancho del pedicelo que sostiene el esporangio.

Las caracteristicas morfométricas observadas utilizando el estadistico T-Student
se observo que presentan una probabilidad muy baja (p < 0.05), indicando que L.
clavatum y L. thyoides presentan diferencias significativas. Sin embargo, debido a
que estas medidas son de tipo descriptivo, para hacer un estimado del valor
taxondmico de estos caracteres, seria importante realizar un estudio mas amplio
gue incluya un andlisis multivariado, y de esta manera discernir qué tanto depende

de factores ambientales y el grado de la variacion intrinseca de cada especie.

En L. clavatum y L. thyoides se observaron canales basales de mucilago de
origen lisogénico. Canales similares fueron descritos por Bruce (1976) y Rolleri
(1976) en algunas especies de Lycopodiella y Lycopodium. De acuerdo con Bruce
(1976) y estudios recientes en L. cernua y L. descendens (Forero et al. en prep),
los canales de mucilago encontrados en estas especies también presentan
desarrollo lisogénico. Ogura (1972) describe este tipo de canales en Marattiaceae.
Asi mismo, Moran (2008) menciona que esta sustancia se encuentra también en
algunas especies de helechos arborescentes de la familia Cyatheaceae. El
mucilago encontrado en estos canales es azul de Alcian positivo, lo que indica que
estan constituidos principalmente por mucopolisacaridos sulfatados y carboxilicos.
Bruce (1976) indica que estos mucilagos, pueden tener varias funciones en el
estrobilo de las licopodiaceas, pero la mas importante, es la retencion de agua
para favorecer el desarrollo de esporangios y protegerlos de la desecacion. Dado
el comportamiento del mucilago presente en estos canales para L. clavatum y L.
thyoides, se presume que posiblemente, la principal funcién de los mucilagos en
estas especies es evitar la desecacion de aquellas células mas susceptibles a la
deshidratacion, durante las etapas tempranas de la esporogénesis, ya que en
otras especies de plantas estas sustancias cumplen una funcion similar (Bruce
1976, Pacheco et al. 2003, Majdoub et al. 2010, Ghanem et al. 2010). La
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resistencia de las esporas maduras a la desecacion y la capacidad de entrar en

dormicion, podrian soportar esta idea.

El comportamiento de los mucopolisacaridos neutros, sulfatados y carboxilicos
durante la ontogenia de los esporangios y la esporogénesis de L. clavatum vy L.
thyoides es similar y congruente con el encontrado para otras licopodidceas (en
preparacion citados anteriormente). Uehara & Kurita (1991) y Rincon et al. (2009)
proponen que el paso de las sustancias desde el tapete a las esporas en
formacion, se podria dar a través del fluido presente en la cavidad del esporangio.
Estos mucilagos podrian funcionar como biopolimeros retenedores de agua,
capaces de mantener un ambiente acuoso a través del cual las sustancias de
reserva 0 precursores de la pared de las esporas, serian exportados desde el
tapete hasta las estructuras de disposicion final. Asi mismo, la retencién de agua
por el mucilago, protegeria de la desecacion a las células del tejido espordgeno,
esporocitos y tétradas inmaduras. Una vez que el esporodermo se consolida, el
mucilago en la cavidad esporangial desaparece, permitiendo que las esporas

maduras se sequen y sean liberadas del esporangio.

La calosa es un compuesto importante durante la microsporogénesis ya que
ayuda a formar la exina y por consiguiente en la maduracién y formacion de las
paredes de los granos de polen (Takahashi 1986, Takahashi 1988,
Zhang et al. 2002, Meier-Melikyan et al. 2003, Teng et al. 2005, Anger & Weber
2006, Blackmore 2007, Blackmore et al. 2007). La presencia de este compuesto
en el proceso de esporogénesis de las criptdgamas es incierta y ha sido registrada
solo en algunas hepaticas y helechos (Brown & Lemmon 1990). Long (2003)
determin6é que la calosa estd ausente durante el proceso de esporogénesis en
anthocerotes. Esta condicién es similar para L. clavatum y L. thyoides, asi como,
en otras licopodiaceas (en preparacion, citados anteriormente). Por consiguiente,
la similitud de los patrones de fluorescencia entre los controles y los tratamientos
con azul de anilina obtenidos durante el proceso de esporogénesis en estas dos

especies al ser iluminadas con luz ultravioleta, se explicaria por la
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autofluorescencia emitida por las sustancias que conforman la pared de las
esporas en formacion, como la esporopolenina, que emite autofluorescencia
amarillo/rojizo y la lignina, que presenta autofluorescencia azul brillante o azul-
verdoso (Rost 1995, Ruzin 1999, Rolleri & Prada 2004).
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5. CONCLUSIONES

En L. clavatum y L. thyoides es posible observar el desarrollo de los esporangios
en un solo estrobilo debido a que estos maduran a lo largo de éste de forma
gradual, es decir, es basipeta; como lo encontrado para otras especies de
Lycopodiaceae, lo que sugiere una uniformidad en cuanto a la ontogenia

esporangial.

Los procesos ontogenéticos de los esporangios y la esporogénesis de L. clavatum
y L. thyoides son similares entre si y con otras especies de Lycopodiaceae; esta
situacion ocurre posiblemente debido a que el desarrollo de caracteres

reproductivos en licopodiaceas se encuentran ampliamente conservados.

La cubierta de los esporocitos de L. clavatum y L. thyoides se conserva durante
todo el proceso de la esporogénesis y solo se pierde en el momento en el que
maduran las tétradas y liberan las esporas en la cavidad esporangial, situacion

encontrada también para otras licopodiaceas.

La disposicién cuadripolar de los microtibulos observada durante la meiosis de L.
clavatum y L. thyoides se relaciona con el tipo de division monoplastidica. Esta
situacion es de esperarse para todas las licopodiaceas que tengan este tipo de

division.

Las medidas morfométricas que menor variacidbn presentaron fueron los
engrosamientos de las celulas de la pared de los esporangios. EI comportamiento
de las medidas morfométricas al comparar a L. clavatum y L. thyoides, se

encontraro diferencias significativas que permiten diferenciar las dos especies.

El desarrollo de canales de mucilago en los estrobilos de L. clavatum y L. thyoides
son de tipo lisogénico. El mucilago presente en estos canales y en la cavidad del
esporangio, posiblemente retengan agua para prevenir la desecacion en etapas de

la esporogénesis susceptibles a padecerla.
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Los mucopolisacaridos detectados con PAS y azul de Alcian cumplen varias
funciones durante la esporogénesis. Estas sustancias actian como biogeles que
permiten la retencién de agua, ademas, proporcionarian un medio acuoso para el
transporte de sustancias nutricias y precursores del esporodermo desde el tapete
hasta las esporas en formacion y como sustancias de reserva durante algunas

etapas de la esporogenesis.

Los resultados para la deteccion de calosa fue negativa para L. clavatum y L.
thyoides, indicando que este compuesto no es importante en la génesis de la

pared de las esporas, como se ha documentado para la microsporogénesis.
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6. RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo, se hace necesario
fomentar la elaboracion de trabajos sobre la ontogenia de los esporangios y la
esporogénesis en licofitos y de esta forma entender con mayor profundidad los

procesos de evolucion de este antiguo grupo de plantas.

Deben realizarse estudios estructurales, ultraestructurales e histoquimicos que
permitan detallar procesos cruciales durante la evolucion de las plantas, que traten

de dar respuesta a los siguientes interrogantes:

¢ Los esporocitos de los cuatro géneros de Lycopodiaceae son monoplastidicos o

poliplastidicos?

¢La ontogenia y ultraestructura del esporodermo es igual en los cuatro géneros?

¢, Cual es el comportamiento de las proteinas y otras moléculas organicas durante

el proceso de esporogénesis en estos grupos?
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