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ESTRUCTURA DE LA ESPORODERMIS EN LAS ESPECIES
ESPANOLAS DE LOS GENEROS ISOETES L. (ISOETALES)
Y CHEILANTHES SCHWARZ (FILICALES)
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Abstraet. By means of the photonic, scanning and transmission electron micros-
cope we have studied the structure and sculpture of the sporoderm of the following
species of Isoetes L.: I. durieuwi Bory; I. lacusiris L.; I. velata A. Br.; I. delilei
Rothm. ; I. histrix Bory; I. echinospora Dur.; I. asturicense (Lainz) Lainz; I. lon-
gissima Bory, and Cheilanthes Schwarz: Ch. hispanica Maett.; C. duriensis Mendoga:
& Vasc.; C. maderensis Lowe; C. guanchica Bolle; C. pulchella Bory ex Willd;
C. pteridioides (Reichard) C. Chr.; C. marantae (L.) Domin and C. vellea (Ait.)
F. Muell.

The sporoderm of the mlcrospore of Isoetes has endosporium, exosporium, para-
exosporium and perisporium. The sculpture of the last wall can be psilate, fimbriate,
granulous or spinosus. In the macrospore we have observed an endosporium, am
exosporium clearly divided in three sheets and a tuberculate, reticulate spinosus or
cristate perisporium the isospore of the genus Cheilanthes have the sporoderm coms-
tituted by two walls, exosporium and perisporium, being absent the endosporium.
The sculpture of the perisporium varies from granulous to cristate or verrucate, while
the exosporium is psilate or also verucate.

Resumen. Mediante los microscopios 6ptico, electrénico de barrido y electrénice
de transmisién se ha estudiado la estructura y ornamentacién de la esporodermis de
las siguientes especies de Isoetes L.: I. durieui Bory; I. lacustris L.; I. velata A.
Br.; I. delilei Rothm.; I. histrix Bory; I. echinospora Dur.; I. asturicense (Lainz}
Lainz e I, longissima Bory, asi como de Cheilanthes Schwarz; Ch. hispanica Maett. ;
C. duriensis Mendoga & Vasc.; C. maderensis Lowe; C. guanchica Bolle; C. pul-
chella Bory ex Willd; C. pteridioides (Reichard) C. Chr C. marantae (L.) Domin y.
C. wvellea (Ait.) F. Muell.

La esporodermis de las micrésporas de Iseetes consta de endosporio, exosporio,
para-exosporio y perisporio. La ornamentacién de esta tltima pared puede ser psilada,
fimbriada, granulosa o espinosa. En las macrdsporas de este género hemos observado
un endosporio, un exosporio dividdo netamente en tres hojas y un perisporio que
varia entre tuberculado, reticulado, espinoso y crestado. Las isdsporas del género
Cheilanthes tienen la esporodermis constituida por dos pareds, exosporio y perisporio,
estando ausente el endosporio. La ornamentacién del perisporio varia de granulosa a
crestada o verrugésa, miéntras que el exosporio puede ser psilado o también verrugoso.
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El material estudiado en nuestro trabajo procede tanto de recolec-
ciones de campo como de los herbarios MA, MAF, SEV, BC, BCF y
Jaca, a cuyos Directores agradecemos su colaboracién, Del género
Isoetes L. se han estudiado: I. lacustris L.; I, delilei Rothm.; I, hisirix
Bory;-I. asturicense (Lainz) Lainz; I, longtsszma Bory; I. welata A
Braun; [. echinospora Durieu; . dyriewi Bory, Del género Cheilanthes
Schwarz: C, puichella Bory ex Willd,; C. guanchica Bolle; C. pieri-
dioides (Reichard) C. Chr.; C. maderensis Lowe; C. hispanica Mett. ;
C. duriensis Mendoca & Vasc., C. marantge (L.) Domin; C. vellea
(Ait.,) F. Muell.

En anteriores trabajos (SAENz DE Rivas & Rivas-Marrinez, 1979;
C. PrADA MoRraAL, 1979) se estudiaron las esporas acetolizadas de todas
estas especies en un microscopio 6ptico Reichert, asi como en el micros-
copio electrénico de barrido, cubiertas en alto vacio de una capa de oro.
Las microfotografias que se muestran en las liminas han sido hechas
por este procedimiento en un SuperMini SEM, 100 nm.

Para el estudio de la estructura de la esporodermis, objeto de este
trabajo, se han utilizado dos procedimientos: a) cortes semifinos (8 um
de espesor) en un Microtomo Jung, del material incluido en epon y
tefiido con azul de toluidina, colorante metacromitico que tifie diferen-
cialmente segin la naturaleza quimica de las paredes y b) cortes ultra-
fitlos (sobre 800 nm de espesor) en un ultramicrotomo LKB, del mate-
rial fijado con glutaraldehido y tetréxido de osmio, incluido en epon y
fotografiado en un microscopio electrénico de transmisién Philips
EM-300.

Género Isoetes L.

El género Isoetes es heterdsporo, es decir, provisto. de dos clases
de esporas: macrésporas triletas de contorno triangular o circular en
vista polar y micrésporas monoletas de contorno aproximadamente elip-
tico en vista polar. Las macrésporas tienen un tamafio que oscila entre
las 300 y las 800 um, mientras que las micrésporas varian de-20 a 46 um.
de eje mayor,

Macrésporas

Lo que hasta hoy se conoce acerca de las paredes macrosporales de
Isoetes se debe fundamentalmente a los trabajos de TcHisTIAROFF (1873),
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Frrring (1900), La Morex (1938), ErpTMAN (1967), PerrrrT (1966, 1971)
y Ropzrr & al. (1978). Todos estos autores coinciden en sefialar la exis-
tencia de tres paredes cuya denominacién e interpretacién han sido a
veces divergentes. TCHISTIAKOFF (1873), al estudiar el desarrollo de los
esporangios y de las esporas de Isoetes duriewi, llegé a la conclusién
de que las macrésporas poseen tres «membranas»: un «endosporium»
celuldsico, un «exosporium» con cinco capas de consistencia diferente
y un «espisporium» enteramente incrustado de silice.

El trabajo mas reciente, en el que se estudia la estructura y natura-
leza de las paredes macrosporales de Isoetes, es el de RoBERT & al.
(1973) sobre Isoetes delilei, cuyos resultados, con la utilizacién de los
medios mis modernos de investigacion, coinciden esencialmente con lo
que otros autores habian sefialado anteriormente.. Por nuestra parte
hemos hallado la siguiente estructura (Figs. 1 y 2):

Endosporio.—Se trata de la pared mis interna, que contacta direc-
tamente con el protoplasma celular. Esta pared se tifie de azul pélido
con el azul de toluidina. Es una pared lisa, de espesor constante em
todo el contorno de la célula. No presenta ninguna diferenciacién aper-
tural y cuando la espora ha germinado, abriéndose para permitir ek
paso de los espermatozoides, el endosporio desaparece en la zona inme-
diatamente por debajo de la laesura, quedando intacto en el resto de
la espora. " -

. Exosporio.—Esta pared se sitlla por encima del endosporio, se tifie
de verde.con el azul de toluidina y en todas las especies .estudiadas
bemos constatado que esti constituida por tres capas bien diferencia-
das. La capa interna es compacta, muy delgada-y unida intimamente ab
endosporio. La capa intermedia presenta un aspecto mis laxo y en mi-
croscopia 6ptica aparece como diminutamente granulosa. El examen de
esta capa en microscopia electrénica de transmisién ha revelado que po-
see una estructura lamelar (RoBerT & al., 1973), en cierto modo com-
parable a la estructura del paraexosporio que presentan las mtcrosporas,
como ‘S vers, més adelante, La tercerd capa tierie una estructura similar
a la-anterior y la diferencia fundamental estriba en que precisamente:
esta capa es 1a'finfca que entra a formar parte.de fa diferené:acnén aper-
tural y ‘es responsablé asimismo’ dé Ta orhamentacién cdracteristica .de
cada especie y de la diferenciacién del anillo ecuatorial. Mediante micro-
andlisis por sonda electrénica se ha -podido rdeterminar (Rorerr & af.,
1973). que en el exosporio, da finica .capa que esta ‘previstande elementos:
siliceos £51a mis, externa,
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El espesor .del exosporio se mantiene constante alrededor de la cé-
lula, excepto en las zonas correspondiente a la laesira, @nillo ecnatorial
rv elementos ésculturales, donde, como ya hemos sefialado, la capa ex-
terna. se encuentra mas desarrollada.

“Perisporio.—Es la pared exterior de la espora y con el azul de tolui-
~dinti"ge tifie muy débilmente de color violeta. Cuando -se observa me-
diante microscopia Optica presenta un aspecto finamerte granuloso,
apareciendo su superficie externa lisa en I. lacustris (sectio Isoetes),
-d. echinospora (sectio Echinatae) e I. duriewi (sectio Reticulatae), mien-
4ras que en I. delilei, 1. histriz, 1. asturicense, 1. longissima e I. velata
(sectw Tuberculatae) la superficie estd provista de’ numerosas espiculas
cagudas. El periosporio posee un espesor mayor que las dos paredes
‘descritas, no observindose en &l diferenciacién apertural, dnicamente a
nivel de la laesura y del anillo ecuatorial existe una linea de fractura
inuy estrecha, que es por donde la espdra se abfe después de la ger-
“minacién. ‘ .

El perisporio estd débilmente unido al exosporio, por lo que se pue-
de separar ficilmente de la espora. En las secciones Isoetes y Echinatae
es notable la fragilidad de esta pared, que sé puede destruir ejerciendo
sobre ella una presién minima, siendo mucho més resistente en las sec-
ciones Tuberculatae y Reticulatae. La naturaleza silicea del perisporio
habia sido sefialada ya por TcuistiakoFr (1873), Frrrine (1960), Erpr-
MAN (1987) y otros. Se ha comprobado mediante espectrografia de ab-
sorcién por rayos infrarrojos (RoBErT & al., 1973), que la naturaleza
<qQuimica dela incrustacién silicea del perisporio es silice en estado amor-
fo, es decir, esta pared estd constituida por silice en estado de gel.

Micrdsporas

Cuando se -observan mediante microscopia Optica las micrésporas
acetolizadas de Isoeles, su esporodermis aparece constituida por dos
partes mas o menos separadas una de otra (Fig: 8.2), la parte interna
:se ha denominado exosporio y la parte externa ha sido considerada
scomo perisporio, o bien, como una porcién del exosporio que puede
Mevar o no perisporio.

TcrrstiAkorr (1873), al estudiar las mxcrésporas de I. duriewi, des-
«ribe’ tres «membranas»: un «éndosporium»’ de naturaleza celuldsica,
un «exosporiumy» constituido por varias capas ¥ un episporium» © mem-
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Fig. 1.—Cortes scmifinos de macrésporas de [soetes. 1, 1. velata (x 160). 2. I. delilei
(x 640). 3. [I. delilei (x 1.600). 4. I. welata (x 640). 14. Microfotografias odpticas.



Fig. 2.—Cortes semifinos de macrésporas de Isoetes. 1, 2. I. dwrieni, Zona apertu-

ral (1) y cara distal de la espora (2). 3. I. lacustris. Macréspora mostrando la sepa-

racién de los margenes de la lacsura después de la germinacién. 4. I. velata. 1-4.
Microfotografias opticas (x 640).
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Fig. 3.—Micrésporas de Isoetes 1, 2. Microfotografias épticas de esporas acetolizadas
de I. welata (1) e I. lacustris (2) (x 1.608). 36. Microfotografias electronicas de

transmision de las micrésporas de I. asturicense (3-5) e I. welata (6) (3, 4 y 6,
x 25.000; 5, x 13.000).
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brana externa, fragil y transparente. PerTITT (1966) v LUGARDON (1973,
1975) estudiaron de nuevo las micrésporas de Isoetes empleando las
técnicas mas avanzadas de microscopia electrénica de transmisién, con

2

Fig. 4.—Diagrama esquemitico de la estructura espo-
rodérmica de Isoetes. 1. Macrospora. 2. Microspora.

el fin de determinar el valor exacto de cada una de las paredes que for-
man la esporodermis en las micrésporas de este género. Nuestros estu-

dios son coincidentes con los autores citados, cuya terminologia hemos
adoptado.



TFig. 5.—Esporas de Cheilanthes. 1. Microfotografia optica de una espora de C. du-

riensis, seccionada (% 1.500). 2, 8. Microfotografias electronicas de transmision (% 4.000)

de esporas de C. duriensis (2) y de C. pteridioides (3). 4. Microfotografia electrénica
de barrido de una espora de C. guanchica fracturada (x 1.300).



Tig. 6.—Esporas de Cheilanthes. 1. Microfotografia 6ptica de una espora de C. vellea

acetolizada (x 1.000). 2. Microfotografia optica de una espora de C. wellea seccionada

(x 1.500). 3. Microfotografia electrénica de barrido de dos esporas de C. pulchella

con y sin perisporio (x 1.000). 4. Microfotografia electrénica de barrido de una por-
cion del exosporio de C. hispanica (x 4.000).
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En general, 1a organizacién de las paredes microsporales es la mis-
ma en todas las especies del género, variando de unas a otras Gnica-
mente la ornamentacién. En las micrésporas no acetolizadas en todos
los tixones estudiados, la esporodermis estid constituida por cuatro pa-
redes, cada una con unas caracteristicas propias. Desde el interior de la
espora hacia el exterior, la esporodermis presenta las siguientes pa-
redes:

Endosporio.—Es la pared mis interna, que se destruye con la ace-
tolisis debido a su naturaleza celuldsica.

Exosporio.—Es la pared acetorresistente més interna. Su espesor es
constante en todo el contorno de la espora, excepto en la zona que esti
inmediatamente por debajo de la laesura, donde esta pared se encuentra
separada por varias laminillas a ambos lados del plano de simetria de
la micréspora sobre la cara proximal, constituyendo lo que Lucarpon
(1973), denomina zonas pluristratas (Fig. 8.1). Una de las caracteristi-
cas més notables del exosporio en las micrésporas de Isoetes, es la de
no poseer diferenciacién apertural, sino tinicamente un ligero adelga-
zamiento de esta pared entre las zonas pluristratas.

Para-exosporio.—Esta pared posee unas caracteristicas estructurales
similares a las del exosporio, siendo su textura y contraste muy pare-
cidos. La diferencia fundamental estriba en que esta pared se dispone
alrededor de la espora formando pequefias laminillas mis o menos anas-
tomosadas, que se contintian sobre la cara proximal, entrando a formar
parte de la diferenciacién apertural. El para-exosporio esti unido al
exosporio por algunos puntos, siendo en la parte distal de la espora
casi totalmente independientes ambas paredes. El para-exosporio parti-
cipa también en la diferenciacién del anillo ecuatorial y en algunos casos
determina la ornamentacién caracteristica de la especie.

Perisporio.—Es la pared més externa de las micrésporas maduras.
Al igual que el para-exosporio, se trata de una pared acetorresistente,
que estd aplicada contra la superficie externa del para-exosporio. Las
observaciones que hemos efectuado mediante microscopia electrénica
de transmisién revelan que su estructura y contraste son muy diferentes
a los de las paredes anteriores, apareciendo con un aspecto fibrilar, de-
bido a pequefios bastoncillos dispuestos irregularmente sobre la super-
ficie de la micréspora; en algunos casos el perisporio aparece con as-
pecto granuloso (Fig. 3.3.-6).
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Género Cheilanthes Schwarz

Desde el punto de vista palinolégico este género ha sido estudiado
por Navar (1962, 1964), KnosLocH (1969, 1970), BenL (1966), Devr &
al. (1971), RercasteIN & VIpa (1973), Rassaca & al. (1977), SAENZ DE
Rivas & Rivas-MarTinez (1979), entre otros. Sin embargo, todos estos
trabajos atienden a la morfologia y ornamentacién de las esporas mas
que a la estructura esporodérmica.

El gén. Cheilanthes es isésporo, es decir, con una sola clase de es-
poras. La forma de dichas esporas varia de triangular a circular en
vista polar distal, su tamafio oscila entre las 40 y las 76 um de didmetro
y su apertura es en todos los casos trileta. La ornamentacion de la
esporodermis en las especies estudiadas varia desde granulosa (C. his-
panica, C. duriensis) pasando por crestada (C. maderensis, C. pulchella)
a crestado-reticulada (C. guanchica, C. pteridioides, C. marantae). La
especie C. vellea, claramente diferente de las demds, posee un perispo-
Ti0 verrugoso y persistente, mientras que en las demas es ficilmente
caedizo (Fig. 7).

La estructura de la esporodermis en todas las especies examinadas
<omprende dos paredes: perisporio y exosporio. La ausencia del endos-
porio, que hemos comprobado mediante colorantes especificos para la
<elulosa, componente primordial del endosporio, confirma la opinién
-de LuGArRDON (1975) de que en algunas Filicinas las esporas maduras
no forman su endosporio hasta el momento de la germinacién.

Perisporio.—Aun cuando en la génesis de la espordermis esta pared
se forma con posterioridad al exosporio, es la pared mis externa de
la espora. A pesar de ser acetorresistente, es bastante mas fragil que el
exosporio, del que se desprende ficilmente, lo que a veces origina cier-
ta confusién en las descripciones. El perisporio, como es regla general,
no participa en la diferenciacién apertural y forma una cubierta de gro-
sor desigual, alrededor del exosporio. En las esporas al natural o tefii-
das con safranina o verde de metilo, el perisporio presenta un color
palido, hialino, dando la impresién de poco consistente. Muchas veces
forma como unos actimulos mis engrosados sobre la zona apertural.
Cuando la espora estd tefiida con azul de toluidina, el color es débil-
mente violeta. Al microscopio electrénico de transmisién se diferencia
también claramente. Como ya hemos expuesto, la ornamentacién del
perisporio es granulosa, crestada o verrugosa, siendo en los dos prime-
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r0s casos el perisporio de un espesor mayor que el exosporio y en el
tercero a la inversa (Fig. 5).

Fig. 7.—Diagrama esquematico de la estructura espo-

rodérmica de Cheilanthes. 1. Esporas con perisporio

granuloso (C. hispanica, C. duriensis). Esporas con pe-

risporio crestado y crestado-reticulado (C. maderensis,

C. pulchella, C. guanchica, C. pteridioides). 3. Espora
con perisporio verrugoso (C. wvellea).

Exosporio.—Rodeando directamente el protoplasma celular se halla
una pared continua que entra a formar parte de la diferenciacién aper-
tural y que en la génesis de las cubiertas esporales se forma en primer
Tugar. Esta pared es acetorresistente y considerada aniloga a la exina
-polinica. En los cortes teflidos con azul de toluidina es de color azul
‘verdoso y en el microscopio electrénico de transmisién presenta una



258 ANALES DEL INSTITUTO BOTANICO A J. CAVANILLES. TOMO XXXV

tonalidad mas clara que el perisporio. En las microfotografias épticas
se aprecia qQue el exosporio parece estar a su vez dividido en tres zonas:
externa, media e interna, lo que corresponde con las halladas por Lu-
GARDON (1976) para algunas Filicales isésporas. El exosporio es una.
pared compacta, de espesor homogéneo excepto en la zona apertural,
en que esti engrosado. Su relieve es mis o menos liso en todas las
especies cuyo perisporio cae facilmente (Fig. 6.4) y verrugoso en C. ve-
llea, en que esta intimamente unido al perisporio (Fig. 6.1, 2). Algunas.
veces, sin embargo, parece que al caer el perisporio dejara como una
huella esponjosa en el exosporio al que estaba adjunto (Fig. 6.3).
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Abreviaturas utilizadas en las figuras

P. perisporio; Ex. exosporio; En. endosporio; PEx. para-exospo--
rio; Ee. exosporio externo; Em. exosporio medio; Ei. exosporio in-
terno; a. espora con perisporio; b. espora sin perisporio. Zp. zonas.
pluristratas ; Lf. linea de fractura.
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