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Resumen

Durante el desarrollo del analisis filogenético preliminar de Pecluma M.G. Price (Polypodiaceae),
se estudiaron ocho géneros de la familia, y en el grupo externo se incluyé Oleandra Cav.
(Oleandraceae). Se estudi6 la morfologia de las esporas, por ser una fuente de informacién
poco explorada filogenéticamente. Se observé con microscopio electréonico de barrido en
alto vacio. Para las esporas se estudiaron los caracteres “esporas clorofilicas”, “forma” y
“ornamentacion”. La distribucion de los caracteres de las esporas en el cladograma de consenso
estricto demuestra que la ornamentacion tiende a ser constante dentro de géneros, y permite
reconocer diferencias intergenéricas, de modo que los caracteres estudiados se perfilan como
un insumo util para precisar los complejos de especies o géneros que presentan una situacion
taxonomica conflictiva dentro de la familia (e.g. grupo de Polypodium dulce).
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MORPHOLOGICAL CHARACTERS IN POLYPODIACEAE SPORES
ANDTHEIRAPPLICATION IN PHYLOGENETIC RECONSTRUCTION

Abstract

During the performance of a preliminary phyogenetic study of Pecluma M.G. Price
(Polypodiaceae), eight genera of the family were studied, as well as Oleandra Cav.
(Oleandraceae), which was an element of the outgroup. The morphology of the spores was
studied, because it is a phylogeneticaly unexplored information source. It was observed
using high vacuum scanning electron microscopy. Three spore characters were studied:
“chlorophyllous spores”, “shape” and “ornamentation”. The distribution of the spore
characters on the strict consensus cladogram shows that ornamentation tends to be constant
within genera, and it allows the recognition of intergeneric differences. Thus, the studied
characters could be a useful source to precise the genera or species complexes that present
a conflictive taxonomic situation within the family (v.g. Polypodium dulce group).
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INTRODUCCION

de la flora vascular, tanto por ser una fuente de informacion para estudios
taxonomicos, sistematicos y ecolégicos de la flora reciente, como por sus
aportes al conocimiento de los paleoambientes. Los helechos, como elementos
constituyentes de la flora desde hace ca. 345 millones de afios, han dejado su

I a palinologia es una herramienta de importancia destacada en el estudio
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huella palinolégica en el ambiente de manera tan trascendental, que han sido un
elemento clave para explicar la repoblacién de la tierra después de la gran extincion
ocurrida hace 65 millones de anos (MORAN, 1994; 2004).

Aunque la mayoria de los esfuerzos de la palinologia se han centrado en la flora
fanerogamica, los helechos también se han estudiado desde esta perspectiva.
Para estas plantas se han generado contribuciones extensas y rigurosas (KREMP &
KAWASAKI, 1972; TRYON & LUGARDON, 1991) que han contribuido a la delimitacién
taxonomica de los géneros y familias, al proporcionar nueva informaciéon
micromorfolbgica.

La informacion que proveen las esporas ha sido aprovechada para la reconstruccion
filogenética de helechos en diferentes categorias taxonémicas, como las familias
Marsileaceae (SCHNEIDER & PRYER, 2002), Selaginellaceae (KORALL & TAYLOR,
2006) y Lindsaeaceae (LEHTONEN et al., 2010), y para géneros como Elaphoglossum
(Dryopteridaceae) (MORAN et al., 2007) y Lomariopsis (Lomariopsidaceae) (ROUHAN
et al., 2007), y varias Polypodiaceae grammitidoides como Lellingeria, Melpomene
y Terpsichore (Polypodiaceae) (LABIAK et al., 2010a; SUNDUE, 2010; SUNDUE et
al., 2010), Leucothrichum (LABIAK et al., 2010b) y Moranopteris (Polypodiaceae)
(HIRAI et al., 2011).

Polypodiaceae (sensu SMITH et al., 2006) es una de las familias de helechos mas
diversas, tanto taxon6mica como morfolégicamente. Sus estudios palinologicos
han abarcado intereses variados, como la descripcién de la morfologia de la
espora en algunos géneros (GIUDICE et al., 2004; RAMOS-GIACOSA et al., 2007),
o la identificacion de patrones de desarrollo y evolucion de la pared de la espora
(VAN UFFELEN, 1997). De igual manera, la familia ha sido objeto de estudio para
poner a prueba diferentes metodologias de observacion palinologica, y determinar
sus ventajas y alcances (VAN UFFELEN, 2000).

Desde el punto de vista sistematico, los grupos altamente diversos como
Polypodiaceae, suelen presentar problemas de resolucion en las relaciones de
parentesco entre algunos de sus elementos. Esta situacion induce a la exploracion
de fuentes de informacion poco utilizadas filogenéticamente. En este caso se
propone estudiar la morfologia de las esporas, porque éstas han sido escasamente
aprovechadas como fuente de informacién filogenética en las Polypodiaceae
no grammitidoides, a pesar de que se han identificado caracteres que definen
claramente algunos géneros, y de los que se presume que podrian ser sus
sinapomorfias (GIUDICE et al., 2004). Alin son incipientes los estudios filogenéticos
que involucran caracteres de la espora para las Polypodiaceae no grammitidoides;
en el neotropico se conoce el analisis del complejo mesoamericano de Polypodium
plesiosorum (TEJERO-DIEZ, 2005).

En el marco del analisis filogenético preliminar de Pecluma M.G. Price (TRIANA-
MORENO, 2009), se propuso estudiar la micromorfologia de las esporas de éste y
otros géneros allegados, con el propoésito de explorar su capacidad de resolucion
filogenética.
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METODOLOGIA

Se estudiaron esporas de los géneros Campyloneurum, Melpomene, Microgramma,
Pecluma, Phlebodium, Pleopeltis, Polypodium y Terpsichore. Se tomoé el género
Oleandra (Oleandraceae) como el elemento mas externo del outgroup, pues es el
género neotropical mas cercanamente relacionado con Polypodiaceae (SMITH et
al., 2006).

Las esporas estudiadas fueron tomadas de ejemplares de herbario y se observaron
con microscopia electronica de barrido (MEB). Las esporas clorofilicas fueron
tratadas previamente con una solucion de CO,Na, 3% al calor por dos minutos,
lavadas, deshidratadas y suspendidas en etanol 96% (GIUDICE et al., 2004; RAMOS-
GIACOSA et al., 2007); para su observacion se depositaron directamente sobre los
stubs. Las esporas preservadas en seco fueron montadas en cintas de carbono o en
cintas doble faz, se metalizaron con oro-paladio, y se fotografiaron en alto vacio.

Los caracteres y estados de caracter estudiados son: “esporas clorofilicas” (si / no),
“forma de las esporas” (Fig. 1) (elipsoide / globosa / tetraédrica) y “ornamentacién
de la espora” (Fig. 1) (coliculada / tuberculada / verrugosa / retiado-perforada
/ papilada). Esta informacion fue codificada y analizada por TRIANA-MORENO
(2009), junto con 46 caracteres mas, en su mayoria vegetativos. La terminologia
palinologica corresponde a la propuesta por LELLINGER & TAYLOR (1997) y por
LELLINGER (2002).

Para interpretar el comportamiento de los caracteres de las esporas se mapeo la
distribucion de dichos caracteres en el arbol de consenso estricto obtenido por
TRIANA-MORENO (2009). Este analisis filogenético se logré por medio de una
busqueda heuristica ejecutada por NONA ver. 2.0 (GOLOBOFF, 1993) a través de
ASADO ver. 1,50 (NIXON, 2004). Para el calculo de los indices de Soporte de Bremer
(SB) se uso el programa Paup* ver. 4.0b10 para Macintosh (SWOFFORD, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis cladistico desarrollado por TRIANA-MORENO (2009) produjo dos
arboles mas parsimoniosos (=181, IC=0.35, IR=0.69). Al mapear la distribucion
de los caracteres de las esporas en el cladograma de consenso estricto (Fig. 2) es
posible observar que la ornamentacion tiende a ser constante dentro géneros,
pero permite establecer diferencias intergenéricas. La monofilia de Polypodiaceae
aparece sustentada por la diferenciaciéon en la ornamentacién de la espora, la cual
deja de presentar una perispora gruesa que forma grandes crestas, como ocurre
en Oleandra (Fig. 1d), y en cambio empieza a manifestar novedades evolutivas
que contribuyen a definir algunos géneros. Es asi como en el nodo 3 aparece la
ornamentacion verrugosa, caracteristica de Microgramma y Campyloneurum.
La ornamentacion tuberculada identifica a Phlebodium (nodo 8), mientras que
la papilada aparece en los helechos grammitidoides, Melpomene y Terpsichore
(nodo 10), que aparecen anidados en los polypodioides, confirmando la posicién
filogenética y la clasificacion propuesta por SMITH et al. (2006).
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Figura 1. Forma y ornamentacién de las esporas. a. Ornamentacién coliculada (Pecluma hygrometrica
(Splitg.) M.G. Price). b. Ornamentacion tuberculada (Phlebodium pseudoaureum (Cav.) Lellinger). c.
Ornamentacién verrugosa (Microgramma lycopodioides (L.) Copel.). d. Ornamentacién retiado-perforada
(Oleandra pilosa Hook.). Todas las anteriores tienen forma elipsoide. e. Ornamentacién papilada y forma
tetraédrica (Melpomene flabelliformis (Poir.) A.R. Sm. & R.C. Moran, vista polar). f. Forma globosa
(Pecluma dispersa (A.M. Evans) M.G. Price).
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Mas adelante, en el nodo 11, aparece la ornamentaciéon coliculada, relacionando a
los elementos de Pleopeltis, Polypodiumy Pecluma, por presentar el mismo tipo de
ornamentacion, TRYON & LUGARDON (1991) opinaron que la evidencia palinologica
era argumento suficiente para mantener a estos tres géneros dentro de Polypodium,
en donde estuvieron circunscritos anos atras, a pesar de que presentan diferencias
macromorfologicas que sustentan su categoria de género. Posteriormente, GIUDICE
et al. (2004) advirtieron la escasa utilizacién de los caracteres de la espora para
establecer relaciones filogenéticas en Polypodiaceae, pese a su significancia, pues
muestran que, aunque los caracteres de la espora pueden resultar conservativos
dentro de los géneros, contribuyen a diferenciar tanto complejos de especies como
a los géneros entre si, como lo verifican los resultados de este estudio.

Oleandra sp.
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Figura 2. Relaciones intergenéricas y distribucién de los caracteres morfolégicos de las esporas en el
arbol de consenso estricto. Los niimeros sobre las ramas indican la numeracién de nodos. Los ntimeros
en circulos negros indican los valores de Soporte de Bremer (SB) para el clado generado en el nodo
correspondiente.
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Acerca de los demas caracteres, las esporas grammitidoides son clorofilicas y
tetraédricas, mientras que las demas son amarillentas y elipsoides, excepto en
Pecluma dispersa, donde son globosas (Fig. 1f), lo cual se asocia a su particular
ciclo de vida apogamico ameiotico, en el cual se generan 32 diplosporas viables por
esporangio, mientras que en otras especies del género, con un ciclo sexual normal,
cada esporangio contiene 64 esporas (EVANS, 1968).

Aunque los caracteres observados contribuyeron a resolver relaciones
intergenéricas, conviene verificar si la codificacion de caracteres mas finos, como
algunas inclusiones esféricas o glomérulos intercalados con la ornamentacion
gruesa, podria aportar resolucién a nivel intragenérico. De igual manera, es
importante extender la observacion de estos caracteres, en un contexto filogenético,
hacia aquellos complejos de especies o géneros de la familia que se encuentran
en una situacion taxondémica imprecisa, como sucede, por ejemplo, con el “grupo
de Polypodium dulce” (MORAN, 1995; TRIANA-MORENO, 2009), para el cual aun
son escasos los argumentos que contribuyan a definir su situacién, debido a que
los estudios que lo incluyen no abarcan todo el complejo ni consideran detalles
tan minuciosos como los estudiados aqui. Al respecto, TRIANA-MORENO (2009)
considera que, si bien se verifica una relacion cercana entre Pecluma y el “grupo
de Polypodium dulce”, 1a escasa representatividad de dicho grupo en el estudio no
permite aseverar que sea monofilético, ni expresar con certeza su parentesco con
Pecluma, su aparente grupo hermano.
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