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INTRODUCCIÓN

INTRODUCCIÓ N

Los briófitos sonuna división de plantasarquegoniadas,caracterizadapor un ciclo

de alternanciade generacionesheteromorfa,en la que el esporófitoestableceuna relación

de dependenciacon el gametófito,al que estáunido durantetodasu vida.

Porsuorganizaciónintermediaentrelas algasy las plantasvasculares,seconsideran

un grupo clave para entenderla evoluciónde los vegetalesy la colonizacióndel medio

terrestre.Suposible origen mono- o polifilético estáen el centrode la controversiaacerca

de si existió un único antecesorde las plantasverdes,y, dadala presenciade algunosdatos

que indican su posible relacióncon las algasde la división Charophyta,especialmentecon

el ordenCharales(Uraham& Delviche 1991),de si la colonizacióndel medio terrestrepor

partede un hipotéticoantepasadoalgal fue realizadaen uno o varios eventos.

Sin embargo,muchos aspectosde su biología son aúndesconocidos.Por la escasa

tradición existenteen cuantoasuutilizaciónpráctica,y por carecerde los complejostejidos

conductoresde plantasvasculares,sona menudo relegadosen su estudio, y aparecenen

muchasocasionescon la consideraciónde “plantas inferiores” o “de escasadiferenciacidn”,

cuando se trata de vegetalescapacesde desarrollar especializacionesque les permiten

sobrevivir en ambientesmuy hostiles: regionespolares en las que no apareceninguna

planta, desiertoso rocas expuestas,dondedebensoportar rigurosasoscilacionestérmicas

y xericidad.

Esta postergaciónhaceque existanpocosprotocolosexperimentalesdesarrollados

específicamenteparabriófitos (Duckett et al. 1988), lo que dificulta suestudio,aunqueen

el pasado algunastécnicas de inclusión en parafina han sido puestasa punto con este

material vegetal,debido a la ausenciade tejidos leñosos.
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iNTRODUCCIO N

Aún secarecede un inventariocompletode las especiesde briófitos (másde 25000),

y de muy pocasde ellas se dispone de monografíasa nivel mundial.

Las revisiones taxonómicas, incluso actualmente, se hacen basándose casi

exclusivamenteen la morfologíaexterna,lo que no contribuye a contrastarel valor general

para el grupo de los estudiosestructurales,morfogenéticoso bioquímicos,hastala fecha

muy restringidosen cuantoal númerode especiesinvestigadas.

El géneroGrinun¡a, dentro de los musgosacrocárpicos,elegido parala realización

de estatesis, comprendecerca de 170 especies.Muestran una gran heterogeneidadcon

respectoa tamaño,diferenciaciónestructural, morfología externa del filidio, cápsula,

perístomas,esporas,etc., lo que ha originado múltiples subdivisiones en subgénerosy

secciones(Bruch, Sehimper& Gtimbel 1845, Schimper1856, 1860, 1876, Limpricht 1889,

Kindberg 1897, Hagen 1909, Loeske 1930).Solamentese conoceun estudioanatómicodel

génerorealizadoporKawai (1965).Sin embargo,las principalesmonografíasestánbasadas

en generalen datossobresu morfologíaexterna(Loeske 1930, Deguchi 1978, Cao & Vitt

1986). Por la amplitud de estegénero,el presentetrabajo se ha restringido a la sección

Trichophyllae B.S.G., caracterizadapor un filidio biestrato sólo en su porción apical, un

margenplano o recurvado,setaflexuosao cígnea,y cápsulasfrecuentementecon costillas

presentesen estadodeshidratado.

2



iNTRODUCCIÓN. Anatomía

Con el fin de contribuir a su estudio,se han seleccionadocaracteresconsiderados,

en principio, relevantesen la biología de estosmusgos:

ANATOMÍA

En la biología de briófitos es fundamental la investigaciónsobre su complejidad

estructuraly la caracterizaciónde los tejidos, especialmenteen musgosacrocárpicos,donde

la organizaciónesmáxima.

Los primeros autores en poner de manifiesto los distintos tipos celulares de los

tejidos briofíticos fueron Schimper(1848), que observópor primeravez la presenciade

traza vascularen musgos,Potonié (1883),que definió como “hidroides” las célulasque la

componen,y Tansley & Chick (1901), que señalaronla presenciade otro tipo de células

conductorasque denominaron“leptoides”. Sin embargo,otros autorestambiéndestacables

por sus trabajossobreorganografíason Lorentz(1867), Haberlandt (1886),gran estudioso

de la anatomíafisiológica vegetal, Vaizey (1888) y Lorch (1894), que investigaron la

anatomíay el desarrollo del esporófito,y Goebel (1930), que trabajó sobre briófitos y

pteridófitos.

Con respectoal gametófito,másrecientemente,Kawai abordóunatipificación de los

caulidios de musgos (Kawai & Ikeda 1970, Kawai 1989), basándoseen tínciones

diferenciales, y encontrando una estrecha correspondenciaentre determinados tipos

anatómicosy ciertosórdenesde musgos.
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INTRODUCCION. ,lnatom¡’a

En función de sus característicasfisiológicasy estructurales,destacanlos trabajos

de Hébantsobretejidos conductores.El alto valor taxonómicoy evolutivo que les concede

(Hébant 1965, 1977, 1979) le lleva a ser un pionero del análisis de sus caracteres

ultraestructurales(Hébant 1975), con el fin de conocer con mayor detalle las posibles

semejanzasentre los distintos grupos de briófitos, así como de éstos con las plantas

vasculares.

Asimismo, suponen una aportación los trabajos de Berthier (1972) sobre

morfogénesis,y los ultraestructuralesde Finocchio (1967), Caputo & Castaldo (1968),

Ligrone et al. (1980, 1982a,b), Oliver & Bewley (1984)entreotros. Se reconoceque estos

trabajos,especialmentelos morfogenéticos,puedenaportaruna importantecontribuciónal

entendimientode la sistemáticay filogenia de briófitos (Duckett1986,Duckett& Renzaglia

1988).

SobreGriinmia seconocetan sólo el trabajo de Kawai (1965), que se refiere a la

diferenciaciónmorfológicade los tejidos del caulidio y del filidio, y a la ontogeniade éste.

Con respectoal esporófitode musgos,las investigacionesrealizadasson aún más

escasas.Aparte de los primerosestudiosya reseñados,lamayorpartede los trabajosse han

llevado a cabo sobre la fisiología del transportede nutrientes,resumidospor Bopp &

Weniger (1971) y Hébant(1977). Sobreanatomía,destacanlos trabajosde Wijk (1932),

Hébant (1964), Roth (1969), Kawai (1969), y los ultraestructuralesde Bassi & Favali

(1973),Favali & Gianni (1973, 1975) y Schulz& Wiencke (1976).

4



INTRODUCCIdN. Anatomía

Sobre la cápsula,aunque la morfología externa se estudiaampliamentepara el

diagnósticotaxonómico,no ocurrelo mismo con los caracteresanatómicos.Acercade éstos,

poco se ha aportado desde los estudiosde Goebel (1930) o Campbell (1918), con la

excepciónde laanatomía y estructuradel tapete(Paolillo 1969,Mueller 1974, Gambardella

et al. 1994).Estasituacióncontrastaconel gran númerode datosacercadel peristoma,que

siempreha sido consideradocomo un importante carácterpara la diferenciaciónde los

grandesgruposde musgos,y, desdelos estudiosde Philibert (1884-1902),los caracteres

del perístoma,al menosamicroscopiaóptica, se incluyennormalmenteen las descripciones

de cadaespecie. Su desarrolloha sido revisadopor Edwards(1984), y su función en la

liberaciónde esporas,discutidaen profundidadporMueller & Neumann(1988).Han sido

empleadoscon fines taxonómicosenEncalyptaceae(Vitt & Hamilton 1974),Fissidentaceae

(Bruggeman-Nannenga& Berendsen 1990, Bruggeman-Nannenga& Roos 1990),

Ditrichaceaey Dicranaceae(Shaw et al. 1989), Tetraphidae(Shaw& Anderson 1988), y

Orthotrichaceae(Vitt 1971, 1981, Lewinsky 1989, Lara et al. 1993).

En Grimmja, dada la estabilidadde algunasespecies,o su rara fructificación, los

estudios sobre anatomíade esporófito son muy escasos,y se limitan a comentarios

genéricossobreel desarrollode su traza(Lorch 1931) o sobrela diferenciaciónde tejidos

en setao la morfologíade las células del exotecio (Deguchi 1978). Sobreel perístoma,

ademásde las observacionesde Philibert (1884), seconocenalgunasanotacionessobrela

ornamentación o el grado de división en las monografíascitadas.
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INTRODUCCIO N. Anatomía

El estudio de la zona de transición es de gran importancia por referirse

específicamentea la relación de dependenciapermanentedel esporófito con respectoal

gametófito,característicade briófitos.

En cuanto a los estudiosanatómicosreferentesa la zona de contacto de ambas

generaciones,destacanlos de Goebel (1930), Bower (1908) y Haberlandt (1914). Lorch

(1925a,b, 1931) fue el primero en señalarla existencia de unas células en la placenta

briofitica con gruesosdepósitos de material de pared. El trabajo de Blaikley (1933)

confirma la naturalezacelulósica de los mismos, y asocia su presencia,además,a la

apariciónde un densocitoplasmaen estascélulas.

Eymé & Suire (1967) y Maier (1967) publicaron los primeros estudios

ultraestructuralessobre estas células, señalandocaracterestípicos como abundanciade

mitocondrias y retículo endoplásmicorugoso, así como el contorno irregular de los

engrosamientos.Roth (1969) realizódiversasobservacioneshistogenéticasy morfológicas

sobrelaplacenta,y enparticularsobreestascélulas,en variasespecies.PerofueronGunning

et al. (1968) los que les dieron la denominaciónde célulasde transferencia,caracterizadas

por sus “paredes laberínticas’, que consideraronespecializadasen transporte a cortas

distancias(Gunninget al. 1969) y que ellos estudiaronen primer lugarenvasosfloemáticos

de hojasde leguminosas,y en nódulos radiculares(Pateet al. 1969). Posteriormente,en la

recopilaciónde Gunning et al. (1974) y en la de Kelley (1969) en hepáticas,seseñalóla

amplia diversidadde su presenciaen embriófitos, tanto en estructurasvegetativascomo

reproductoras(aunqueellosrestringieronsu presenciaen briófitos tansólo a la placenta),así

como la especificidadtaxonómicatanto en su distribuciónen el organismovegetalcomoen

la disposición y forma de los engrosamientosdentro de la célula. Posteriormentese ha

conocido la existencia de estas células en estructurasvegetativasde briófitos: en el

parénquimacontiguo a la trazavasculargametofítica(Hébant1970),en el parénquimafoliar

de Polytrichum commune(Seheirer1983) e incluso en las superficiesde callos de cultivo

gametofíticos(Lal & Narang, 1985), lo que, junto con trabajosprevios de Maier & Maier

6



INTRODUCcIÓN Anatom¡’a

(1972) sobre el crecimiento de los engrosamientosal añadir azúcaresal medio, parece

indicar la influencia de factores ambientales sobre una base genética que permite el

desarrollode estascélulas.

De granimportanciafilogenéticapuedeconsiderarseel descubrimientode célulasde

transferenciaenel clorófito Coleochaeteorbicularis (Graham& Wilcox 1983)enlas células

adyacentesal zigoto, no sólo por ser la primeracita en talófitos, sino por tratarsede una

situaciónen cierto modo equivalentea la placentabriofitica, lo que sugierela existenciade

un antecesorcomúnparaambosgruposvegetales.

Los primerosestudiosultraestructurales,yareseñados,fueron completadosconmayor

profundidad por diversos autores. Destacan los de Wiencke & Schulz (1975, 1978),

Browning & Gunning (1977, 1979a,b,c),Chauhan& Lal (1980), Caussin et al. (1983),

Ligrone et al. (1982a)y Ligrone & Gambardella(1988a,b)sobrecaracterísticascitológicas

de las células de transferencia,tales como abundanciade plasmodesmos,subdivisiónde la

pared en distintas capasy extensiónde la paredlaberínticasegúnla localización de las

células en la placenta,todo ello en distintas especiesde briófitos.

Sesugiereunautilizaciónde los caracteresanatómicosde la vagínulaparataxonomía,

tanto para grandesgrupos (Ligrone & Gambardella1988a,b) como paraniveles genéricos

(Vaughn & Hasegawa1993).

En el géneroGrimm/a tan sólo seha estudiadola morfologíaexternade la vagínula

(Hagen 1909) y la de sus célulasepidérmicas(Deguchi 1978).
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INTRODUCCIO N. Anatomía

Una dificultad añadidaa los estudios anatómicosen briófitos es la gran confusión

terminológicaen cuanto a la denominaciónde los tipos celulares (Hébant 1979), y las

divergenciasen cuanto a la interpretaciónde la configuraciónorganográflea:así, mientras

que Kawai consideracasosde especímenesen que colapsala trazavascularde hidroides,o

enque espoco diferenciable(Kawai 1965),Hébant(1979)opina que el primer casose debe

a alteracionessufridaspor la desecaciónen material de herbario,mientrasque el segundo

no lo admiteni siquieracomo posibilidad, al serparaél la distinción entrela trazavascular

de hidroidesy el parénquimacircundanteabsolutamentetajante,puesésteestáformadopor

célulasvivas y aquél,por célulasmuertas.Hay que indicar que el glosario másmoderno,

editadopor Magilí (1990), cuya terminologíase ha seguido en estatesis (Junto con la de

Font-Quer1985), no sepronunciaal respecto,dejandosin zanjar estadivergencia.

La obtención del mayor númeroposible de datos para ajustar cadavez más las

interpretacionesse haceesencial,y aquí cobra importanciala invitación de Hébant(1979)

a generalizarlos estudiosultraestructurales,hastaahorarestringidosa un escasonúmerode

especies.

Por esto, seha consideradoesencialabordarla ultraestructurade las especiesde la

secciónTrichophyllae paracaracterizarlos tejidos presentesen gametófitoy esporófito.

Unavaliosaayudapodríavenir de las investigacioneshistoquimicas,al aportardatos

sobrela composicióndiferencial de los tejidos. No seconocenen briófitos estudiosacerca

de histoquimicacuantitativa, y muy escasossobre cualitativa. Se han aplicado con éxito

algunastécnicasparaaveriguarla presenciao ausenciade lignina en sus paredescelulares

(Erickson & Miksche 1974), y para caracterizar determinadascélulas y estructuras:

esporócitos(Lal & Chauhan1982),esporas(Olesen& Mogensen1978),tejidos conductores

(Stevenson1977, Scheirer 1978, 1980) o pelos secretores(Berthier et al. 1974, Ligrone

1986). Una pruebasencilla, la reacciónde mediosbásicosen las paredesde Pottiaceae,ha

sido empleadacon fines taxonómicospor Zander(1993).

8



INTRODUCCIÓN. Anatomía

Dada la ausencia total de estudios histoqui’micos en Grimmiaceae, se han

seleccionadoen esta tesis algunas pruebasencaminadasa la detecciónde sustancias

ergásticas(almidón y lípidos), y de componentesde pared(presenciade ligninas, fenoles,

suberinas,celulosay pectinas).

Los intentosde detecciónde ligninas sejustifican por existir controversiaacercade

la capacidadde los briófitos de sintetizaría. Erickson & Miksche (1974), Hébant(1974) y

Miksche & Yasuda(1978) informaronde las posiblescontaminacioneso erroresen trabajos

anterioresen los que se afirmabala presenciade estepolímero (Siegel 1962, 1969, Bland

et al. 1968). Sin embargo,recientementese ha demostrado,por técnicas analíticas, la

presenciade derivadosde lignina en la hepáticaPellia epzphylla(Downey & Basile 1989).

No se han realizadopruebasparala detecciónde proteinasdadala alta reacciónque

las paredesmanifestabanen medios básicos,vehículosde los reactivos disponibles. Sin

embargo,y en vista de los resultadosde Zander (1993), se han incluido pruebassobrela

actuaciónde mediosácidosy básicossobrelas seccionesde las muestras.

Las pruebashistoquimicas realizadas,descritasen el siguiente capítulo, se han

seleccionadopor su fiabilidad segúnHébant(1977),Jensen(1962)y Gahan (1984).
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ESPORAS

A pesarde los trabajospionerosde Leitgeb (1884), y Roth (1904-1905),las esporas

de briófitos no han sido consideradasen un principio como poseedorasde caracteresde

marcadaimportancia. A diferencia del polen de las fanerógamas,presentanpatronesde

ornamentación que parecenrestringirsea un reducido espectrode variabilidad (Saito &

Hirohama 1974). Asimismo, dado que su germinación necesita escasos requisitos

ambientales, comunes ademáspara esporas de muchos taxones no necesariamente

emparentados,el patrónde ornamentación, al contrario que el del grano de polen, no se

relacionacon el reconocimientoespecíficode un sustratobiológico de cuyosestímulosla

esporadependapara germinar.Mogensen(1981) lo suponeimplicado en impedir,mediante

interaccionescon las fuerzasde tensiónsuperficial, que este procesose desencadenecon

cantidadesde aguaen el medio insuficientesparael desarrolloposteriordel protonema,lo

que no precisaríade específicasdiferenciastaxonómicas.Porotraparte,de la misma génesis

de la cubierta perínica(por deposiciónde nanogránulos,con elevadadensidady al azar,

sobrela superficiede la espora),no cabeesperarla presenciade unavariabilidad debidaa

la existenciade patronespredefinidossobresu superficie e intracelularmentecontrolados,

sino tan sólo la causadapor la cantidad,el tamañoy la forma de los nanogránúlos,así como

por la separaciónfinal entre los elementosesculturalesde la esporamadura.

Sin embargo, McClymont (1954) concluyó, sobre observaciones realizadas

únicamenteconmicroscopiaóptica, queel tamaño,la formay la ornamentación de la espora

eran caracteres potencialmente importantes desde el punto de vista taxonómico y

filogenético.Aunqueseha comprobadola influencia de las condicionesambientalessobre

el tamaño y la forma (Reitsma 1969), ambos se consideransignificativos al menos en

taxones de alto rahgo. En cuanto a la ornamentacidn, si bien ya la microscopiaóptica

consigue en algunos casosdiferenciaresporasdentro de un mismo género (Mc Clymont

1955), la introducción del microscopio electrónico de barrido ha permitido mejorar la

observación de los caracteres esculturales. Aunque algunos intentos de utilizarlos

lo
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taxonómicamente,como los de Castaldoet al. (1981), en Buxhaumia,o Sorsa& Koponen

(1973), en Mniaceae,no han tenido éxito, han resultadoen cambio ser importantesparael

diagnósticoen Bartramiaceae(Griffin 1981, 1982, Griffin & Acuña 1983), así como en

Encalyptaceae(Vitt & Hamilton 1974),dondeademásse han establecidocorrespondencias

con otros datospara elaborarhipótesisfilogenéticas(Horton 1982).

Otro carácterrelevantees la ultraestructurade la paredy del citoplasmade la espora,

observadacon microscopioelectrónicode transmisión.Aunqueexistenmuy pocosestudios

al respecto(especialmentesobreel citoplasma),con estosdatos seha podido, en hepáticas,

diferenciarórdenes(Denizot 1976, Neidhart 1979),y, en musgos,independizarlosdentrode

los briófitos por presentaruna envuelta perínica (Neidhart 1979), así como constatar

diversificacidntanto en lo que se refiere a la participaciónde la exina en los elementos

esculturales(McClymont & Larson 1964), como con respectoa las peculiaridadesde la

estratificaciónde estacapa,que parecenpodercaracterizarel grupode los esfagnos(Brown

et al. 1982a, b, Boudier 1989).

Apenasexistentrabajossobreesporasdel géneroGrimm/a. Ademásde las menciones

al tamaño y la forma en las descripcionesde sus taxones,tan sólo se conocen cuatro

publicacionesque incluyenalgunasde las especiesobjeto de la presentetesis. En el atlasde

Boros & Járai-Komlñdi (1975) aparecenvarias imágenesde Gr. pulvinata, obtenidascon

microscopia óptica y escasamentecomentadas(interpretando la omamentacióncomo

pertenecientea la sexma).En los otros tres trabajosse ofrecenexclusivamentedatossobre

morfologíaexterna,procedentesde microscopiaóptica y electrónicade barrido, en algunos

de estos taxones.Los estudiosque aquí se exponenpretendenaportarcaracterísticasde la

morfología internay externade las esporasde las especiesseñaladas,con el fin de discutir

la variabilidad presenteen estegrupoen comparacióncon lo conocidoen el resto de los

briófitos.
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INTRODUCCIO N. Jitoquímica

FITOQUIMICA

La primeranoticia que se tiene acercade estudiosfitoquimicosenbriófitos fue dada

por Lohmann(1903) en su discursoinaugural de la Universidadde Jena,en el que afirmó

que los cuerposoleosos de algunashepáticasestabancompuestospor aceites esenciales
ir ~

capacesde inhibir la predación~k los caracoles.Desdeentonces,distintos trabajos han

demostradola gran diversidadde constituyentesquímicos que poseenlos briófitos, desde

compuestosinorgánicosa complicadasmoléculasorgánicas(terpenoideso fenólicas).

Muchas estructurasnuevaspara la Química se han descritopor primeravez, o de

maneraexclusiva, en estaDivisión. Un ejemplo recientelo constituyen los biflavonoides

macrocíclicos,encontradospor vez primera por Seegeret al. 1991, o los triflavonoides

macrocíclicos,descritospor LópezSáez1994. Además,paracomprenderla biologíade los

briófitos, esesencialel estudiodelpapel quedesempeñanestassustanciasen laplanta,como

reservasnutritivas, comointermediariosde síntesiso degradaciónde otroscompuestos,como

acúmulosinactivos paracontrarrestarsuposible accióntóxica; por su actividadhormonal,

cii nn{
3tri 1~1 ir’ n~ a’ oc rorartar ctícac. Ile Ianorarj najiiI or nnnrlonrotareí o’i ardO nn.o.,fac.

~ AOL O tI 1 pa %.. .%.LA1at~ ti ~lJl l~ jil t’A.’ 1 1 ILI~

externos abióticos (sequía, congelación,radiaciones, daño mecánico, etc.) o bióticos

(depredacióno parasitismo).

Las investigacionesfitoquimicas permiten, adicionalmente,numerosasaplicaciones

prácticas.Así, los briófitos se han empleadocomo indicadores de cobre (Persson1956,

Shacklette 1967), en la biomonitorización de trazas de contaminantes(Herrmann 1990),

como insecticidas(Asakawa1988a,b), y en medicina,porsu poderantibiótico,antifúngico

y antitumoral (Asakawa1990).

12
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De igual modo, algunassustanciashan mostradocierta relevanciacomomarcadores

quimiotaxonómicos,así como en la elaboraciónde hipótesis filogenéticas.Entre ellas se

encuentranácidosgrasos,esteroles,terpenoides,y, de modo destacado,flavonoides.

Dado que las pruebashistoquimicasrealizadasen las 10 especiesobjeto de estatesis

indicaron la abundanciade sustanciasfenólicas en las paredescelulares, y de acúmulos

lipídicos en el citoplasma, se consideróde gran interés abordarel análisis fitoquimico,

prestandoespecialatencióna la presenciade flavonoidesy compuestoslipídicos, con el fin

de discutir el papelbiológico de las sustanciasencontradasen el conjunto del grupo.

El estudio de los flavonoidesen briófitos tiene interésdesdevarios puntos de vista.

En primer lugar, biológico, puesto que, aunquehastala fecha no se sabe con certezaqué

funcióndesempeñanenestegrupovegetal,seha apuntadola posibilidadde que contribuyan

al refuerzo de las paredescelulósicas(lo que sugiere su semejanzabiogenéticacon la

lignina), de que desempeñenun papel reguladorcomo inhibidoresdel transportede auxinas

(Jacobs& Rubery 1988),de queactúencomo filtro químico antela luz ultravioleta(Stafford

1990) o de que, por su poder antibiótico (Van Hoof et al. 1981, Spilkova & Hubik 1988,

1992), lleven a cabo una misión defensiva,lo que a su vez abreun interesantecampo de

investigaciónaplicada.En segundolugar, taxonómico:porsurelativaestabilidady facilidad

de extraccióny aislamiento han sido muy utilizados en quimiotaxonomfa. La presencia

exclusiva de tricetinas-di-C-glicosiladasen hepáticas,y de biflavonoides en musgos,ha

permitido separarestosgruposdel resto de los briófitos, y, en musgos,a pesardel escaso

númerode especiessometidasaunainvestigaciónexhaustiva,los flavonoidesparecenprobar

su utilidad sobretodo en el diagnósticode taxonesinfragenéricos(Markham et al. 1976,

López Sáez1994). Entercer lugar, filogenético:sin duda, la relaciónque la plantaestablece

con el entorno a través de ellos es resultadode un procesoevolutivo. Estos compuestos

aparecenen todoslos gruposde embriófitos,perono en algas,con la señaladaexcepcióndel

géneroNitella en Charophyta(Markham & Porter 1969), lo que hacepensaren un origen

comúnparaestasalgasy para las plantasterrestres.
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Los flavonoides sólo han sido estructuralmentedilucidados en tres especiesde

Grimmiaceae: Racom¡trium lanuginosum (Geiger et al. 1988, Seeger 1992), R.

ptychophyllumy Griminia ovalis (Seeger1992), en las que se han hallado biflavonoides.

Además, se ha investigado la presencia de estas sustanciasen R. aciculare y R.

heterostichum,dondese hapostuladola presenciade biflavonoides(Ron etal. 1990),enGr

torquata, en la que se han detectadoflavonoidesen general (McClure & Miller 1967),en

Gr orbicularis, dondese ha sugeridola presenciade un flavonol (Estébanez1991),y en Gr

hartman¡¡, donde sólo seha descritola ausenciade proantocianidinas(Bendzet al. 1966).

En cuantoa los lípidos, la inmensamayoríade los trabajoshan tenido como objeto

las hepáticas,por presentarcuerposoleososy por la actividadbiológica demostradade las

sustanciasextraídas,especialmenteterpenoides(Asakawa1990).En musgos,los lípidoshan

sido escasamenteestudiados.Huneck (1983),en surevisiónde los trabajospublicadoshasta

la fecha, indica la frecuentepresenciade ácidosgrasosde 14 a 22 átomosde carbono,con

distintos gradosde insaturación;de hidrocarburosalifáticos, con predominio de los de

número de átomos de carbono impar, de escasosterpenos(un solo diterpeno y nueve

triterpenos)y de 11 esteroles.Destacael bajo númerode especiesestudiadas(no másde 55

para cadatipo de compuestos).Los trabajos posterioresno añadennuevos compuestos

extraídosde musgosa esta lista.

Entre los ácidosgrasos,sonespecialmentenotables,por no aparecerapenasen otros

gruposvegetales,los ácidoseicosanoicoy araquidónico.Este último, además,esrelevante

por serprecursorde prostaglandinas,de elevadaactividadbiológica.

Algunos autores han dado importancia taxonómicaa la distribución de ácidos grasos

acetilénicos(Kohn et al. 1987), o a los patrones presentadosde ácidos grasos totales

(Karunen1990),así como significado evolutivo a la proporciónde los poliénicos de 20-22

átomosde carbonofrente a los de 16-18 (Karunen 1982). Sin embargo,en la mayor parte

de los trabajosseconsiderala variaciónde sus cantidadesen relacióncon diversasetapas

o fasesde su ciclo vital (Karunenet al. 1979, Al-Hasanet al. 1990). Tan sólo Racom¡trium

canescensvar. ericoides y R. lanug¡nosum (Andersonet al. 1974, Catalano et al. 1976)

representana la familia Grimmiaceaeentre las especiesestudiadas.
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Por su parte, los terpenoshan sido estudiadosexclusivamenteen 19 especiesde

musgos, ninguna de ellas pertenecientea Grimmiaceae,y se cuestiona en algunas la

procedenciade los triterpenosde unacontaminacióndel sustrato(Herout 1990).Aunqueen

helechosparecenprometedoresmarcadoresquimiotaxonómicos (Asakawa 1986), y se ha

comprobadosu efecto anti-depredadoren plantasvascularesy hepáticas(Herout 1990),

apenasexistenestudiossobresu papely significaciónen musgos,si bien se señalaque su

presenciaen éstos, al igual que en helechos,y su ocasionalhallazgo en hepáticasy algas

puededebersea relacionesde parentescoentreestosgrupos(Asakawa1986).

Asimismo, en cuantoa los esteroles,sólo hansido analizadas55 especiesde musgos,

de donde se han obtenido 11 compuestos(Huneck 1983, Pattersonet al. 1990, Matsuo &

Sato 1991). A esterespectosólo se conocendatos de Racomitr¡umlanuginosum,dentrode

Grimmiaceae (Huneck et al. 1973, Catalano et al. 1976). Los autoresde estos trabajos

subrayan la ausenciade estudios sobre el papel que estos compuestosdesempeñanen

musgos,aunquesepiensaen uno semejanteal que realizanen plantasvasculares:hormonal,

defensivo(Herout 1990) o indirectamentefotomorfogenésico, al asociarsea lipoproteinas

relacionadascon el fitocromo (Lamparteret al. 1992). Se ha propuestoque la composición

en esterolesde un vegetalesreflejo de su posicióntaxonómica(Pattersonet al. 1990).Los

datosen briófitos no parecensuficientesparahacerestavaloración,pero, con respectoa la

estereoquímicade C-24, se apuntaque, teniendo en cuenta que en algasse encuentran

solamenteepímeros I~, y en plantas vascularesun gran predominio de epímerosa, la

presenciaen briófitos de ambos epímeros(24a y 24j3) podría apoyar la hipótesis de la

posiciónintermediade estegrupoentre los dos anteriores(Pattersonet al. 1990).
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No se debeperderde vista que el estudiode los compuestosquímicosque produce

un organismoes al tiempo un examende su expresióngenética,y que el conocimientode

la información hereditaria es el dato más fiable a la hora de interpretarrelacionesde

parentesco,y al que intentanaproximarsetodos los restantesestudios.

En esta tesis se pretende,en suma, la caracterizaciónhistoquimica, anatómicay

ultraestructural de los tejidos del esporófito y del gametófito’, el estudio morfológico

externoe interno de las esporas,y una aproximaciónal análisis fitoquimico de la especies

españolasde la secciónTrichophyllae del géneroGrzmmza.

Con un análisis somero del filidio, en vista de la abundancia de datos
sobre su morfología, diferenciación estructural y ontogenia que aparecen en las
distintas monografías reseñadas y en el trabajo de Kawai (1965)

16





MATERIAL Y MÉTODOS. Material biológico

MATERIAL BIOLÓGICO

La secciónTrichophyllae B. 5. 0. del género Grimm/a, segúnes interpretadapor

Corley et al. (1981), constade 12 especiesen Europae Islas Azores. De ellas, siguiendoa

Casas(1991), secitan a continuaciónlas que estánpresentesen la flora briológicaespañola:

Gr/mm/a anomala Hampeex Schimp.

Gr¡mm¡a deczp/ens(Schultz) Lindb.

Grimmia elatior Bruch ex BaIs. & De Not.

Gr/mm/a hartmani/ Schimp.

Gr/mm/afunal/s (Schwaegr.)B. 5. U.

Grimm/a /ncurva Schwaegr.

Grimmia orb/cular¡s Bruch ex Wils.

Gr/mm/apulvinata (Hedw.) Sm.

Grimm/a retracta Stirt.

Grimm/a torquata Grey.

Grimm/a tr/chophylla Grey.

De la presentetesis se ha excluido Grimm/a anomala Hampe ex Schimp.,por no

habersido encontradaen las dosúnicaslocalidadesen queestaespecieestácitadaenEspaña:

Espinama,Santander(Allorge 1928), y el Alto Valle dcl Ter, Lérida (Lloret 1989).

Se describenmásadelantelas especiesque constituyenel objeto delpresenteestudio.

Se han utilizado para ello los datos que recogentanto las descripcionesoriginales de cada

especiecomo las siguientesfloras y monografías:Husnot(1884-1890),Loeske(1930),Jones

(1933),Nyholm (1956), Smith (1978), Deguchi (1978),Crum & Anderson (1981)y Cao &

Vitt (1986). Sólo se han reseñadolas sinonimias correspondientesa los basónimos.
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Grimmia decipiens (F. Schultz) Lindb. in Ci. l-lartman, 1861

(= Trichostomum decipiens Schultz, FI. Starg. Suppl. 1819).

Autoica. Plantasde 1-2’5(-4) cm, en pulvínulos incanos que se desintegran facilmente.

Filidios laxamente adpresos cuando secos, erecto-patentescuando húmedos, de lanceolados a anchamente

lanceolados, que se adelgazan hacia una punta aguda; ápice y margen biestratosos; margen recurvado; pelo tan largo

como la lámina en los filidios superiores, muy dentado, decurrente por el margen en el ápice del filidio; nervio que

termina en el ápice; células basales estrechamente rectangulares, hasta 10 veces más largas que anchas, rectas o

ligeramente sinuosas, las marginales más cortas, hialinas, con paredes transversales engrosadas, y que forman una

zona marginal conspicua; las superiores son de rectangulares a cuadradas, muy sinuosas, paquidermas, de 7-iO ~xm

de anchura en la mitad del limbo.

Seta arqueada cuando húmeda, flexuosa cuando seca.

Cápsula elipsoide, estriada.

Opérculo cónico, subulado, recto.

Peristoma rojo, dientes bi-trffidos, muy papilosos.

Caliptra mitriforme, lobulada en la base.

Esporas de 12-14 j.xm.

Fructificación frecuente.
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Grimmía elatior Bruch ex BaIs. & De Not., Mem. R. Acc. Sc. Tormo, 1838.

lJioica. Plantas de hasta 7 cm, pulviniformes, oscuras.

Filidios laxamente adpresos cuando secos, de erecto-patentes a patentes cuando húmedos, estrechamente

lanceolados desde una base ancha; un margen muy revoluto y el otro menos (o plano), biestratoso y opaco hacia el

ápice; pelo liso o ligeramente denticulado, de hasta 1/2 de la longitud de la lámina; el nervio termina en el ápice;

células basales de rectangulares a lineares, sinuosas, paquidermas, hacia el margen son de rectangulares a cuadradas

con paredes transversales engrosadas, las de la fila marginal más largas, las superiores de irregularmente cuadradas

a redondeado-hexagonales, muy sinuosas, paquidermas, papilosas, de 8-10 ~imde anchura en la mitad del limbo.

Seta arqueada cuando húmeda, flexuosa cuando seca.

Cápsula elipsoide.

Opérculo cónico-rostrado, erecto.

Peristoma rojo vivo, dientes hi-trifidos, ligeramente papilosos.

Caliptra mitriforme, lobulada en la base.

Esporas de hasta 15 1Am.

Fructificación rara.

19



MATERIAL Y MÉTODOS. Material biológico

Grimm¡a funalis (Schwaegr.) E. 5. 0., 1845.

( Trichosto,num funale Schwaegr., Sp. Musc. Supp. 1(1). 1811).

Dioica. Plantas (1-)2 -4 cm, en densos pulvinulos grisáceos.

Filidios adpresos, contorneados en espiral cuando secos dando un aspecto juláceo. lanceolados; margen

recurvado; pelo ligeramente rugoso, 1/2-1 vez tan largo como la lámina en los filidios superiores; nervio fuerte en

la base, más débil hacia el ápice, donde termina; células basales estrechas, hasta 10 veces más largas que anchas,

sinuosas, paquidermas, más cortas en la base junto al nervio, cuadrado-rectangulares hacia el margen, más alargadas

y hialinas en 1-2 filas marginales, las superiores de cuadrado-rectangulares a cuadradas, sinuosas, pelúcidas, de iO

~m de anchura en la mitad del limbo.

Seta arqueada.

Cápsula ovoide, a menudo escondida entre los pelos de las hojas periqueciales.

Opérculo cónico, mamilado.

Peristoma rojo, dientes bífidos en la mitad superior, con ramas desiguales, papilosos.

Caliptra mitriforme, lobulada.

Esporas de 16-18 .tm.

Fructif¡cacién ocasional.

20



MATERIAL Y MÉTODOS. Material biológico

Grimmla harimanil Schimp., Syn., 1860.

Dioica. Plantas de (0’5-)i - 4(-6) cm, cespitosas, verdoso-amarillentas.

Filidios ligeramente contortos y a menudo de ápices secundos cuando secos, patentes o recurvados y

frecuentemente secundos cuando húmedos, lanceolados, que se adelgazan hacia una punta aguda; margen biestratoso

en la zona superior, uno o los dos márgenes recurvados en la base; pelo corto, de 40-320 (-500) pm de longitud en

los filidios superiores (rara vez más largos); nervio fuerte que termina en la punta; células basales 3-6 veces más

largas que anchas, más o menos sinuosas y paquidermas, más codas hacia el margen, las superiores cuadradas,

generalmente sinuosas, paquidermas, de 8-12 um de anchura en la mitad del filidio.

Propágulos pardos, pluricelulares, globosos, de hasta 250 ~m de diámetro, dispuestos en grupos en los

extremos de filidios malformados.

Seta curvada.

Cápsula ovoide.

Opérculo rostrado.

Peristoma rojizo, dientes ligera o totalmente perforados en el ápice, ligeramente papilosos.

Caliptra cuculado-mitriforme.

Esporas de 12-13 1Am.

Fructificación muy rara.

21



MATERIAL Y MÉTODOS. Material biológico

Grimm¡a inclrva Schwaegr., Suppl. 1, 1811.

Dioicas. Plantas de t-2’5 cm,

y negruzcas por debajo.

cespitosas, pulviniformes, con ramas erectas, fastigiadas, verdosas por arriba

Filidios crespos cuando secos, patentes cuando húmedos, lineares o a veces linear-lanceolados; margen y

ápice biestratosos; ápice agudo, margen plano o ligeramente recurvado; pelo muy corto en los filidios superiores

(hasta 120 1Am) y ausente en los inferiores; nervio muy fuerte, que termina en o bajo el ápice; células basales

leptodermas, hialinas, firmes, hasta 6 veces más largas que anchas, más o menos uniformes hacia el margen, las

superiores cuadradas, firmes, de 10-12 ~J.mde anchura en la mitad del filidio.

Seta curvada.

Cápsula inmersa entre los filidios periqueciales, oval-elipsoide, lisa, parduzco-amarillenta.

Opérculo cónico, obtuso, que iguala la mitad de la longitud

amarillentoenxL~pice.

de la urna, rojo en la base y parduzco-

Peristoma con dientes amarillento-rojizos, lanceolados, erectos, perforados, trabeculados y papilosos.

Caliptra mitriforme, subulada, a veces hendida en la base y con pelos parduzco-amarillentos.

Esporas de hasta 15 ~¡m.

Fructificación rara.
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Grimm¡a orbicularis Bruch in Wils., Eng. Eot. Suppl., 1844.

Autoica. Plantas de hasta 4 cm, pulviniformes, oscuras e incanas.

Filidios erectos, adpresos cuando secos, erecto-patentes cuando húmedos, los superiores de lanceolado a

oval-lanceolados; abruptamente prolongados en un pelo rugoso, de 1/2 - 1(-2) veces la longitud de la lámina en los

fílidios superiores; margen uniestratoso o, a veces, biestratoso sólo cerca del ápice; células basales estrechamente

rectangulares, hasta 8 veces más largas que anchas, ligeramente sinuosas, más cortas y hialinas hacia el margen, de

10-12 im de anchura en la mitad del limbo.

Seta curvada cuando húmeda, erecto-flexuosa cuando seca.

Cápsula de subesférica a ovoide, rara vez ovado-elipsoide.

Opérculo mamilado, obtuso.

Peristoma rojo-amarillento de dientes bi-trífidos, ligeramente papilosos.

Caliptra cuculada.

Esporas de 10-14 1Am.

Fructificación frecuente.
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MATERIAL Y MÉTODOS. Material biológico

Grhnmia pulvinata (l-ledw.) Sm., Eng. Bot. 1807.

(Fissidenspulvinatus Timm ex Hedw., Spec.Musc. 1801.

Autoica. Plantas de hasta 3 cm, en densos pulvinulos incanos.

Filidios erectos, adpresos cuando secos, erecto-patentes cuando húmedos, los superiores de lanceolados a

oval-lanceolados; abruptamente prolongados en un pelo rugoso de 1/2 - l(-2) veces la longitud de la lámina en los

fihidios superiores; margen recurvado, biestratoso en la zona superior; células basales ±rectangulares, sinuosas, 2-4

veces más largas que anchas, más largas hacia el nervio, células superiores de cuadradas a cuadrado-rectangulares,

paquidermas, sinuosas, pelúcidas, de 7-lo ~m de anchura en la mitad del filidio.

Seta curvada cuando húmeda, erecto-flexuosa cuando seca.

Cápsula ovado-elipsoide, estriada.

Opérculo rostelado o rostrado, agudo.

Perístoma con dientes pequeños, rojos, transversalmente estriados, bífidos, papilosos.

Caliptra mitriforine, hendida solamente en la base.

Esporas de 8-12 1Am.

Fructificación frecuente.
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MATERIAL Y MÉTODOS. Material biológico

Grirnmia retracto Stirt., Scot. Nat., i866.

Plantas de t-3(-3’5) cm, pulviniformes, verdinegras.

Filidios laxamente adpresos cuando secos, escuarrosos o recurvados (pero no secundos) cuando húmedos;

lanceolados u oval-lanceolados, que se adelgazan hacia un ápice agudo u obtuso; margen recurvado en la base,

biestratoso en el ápice; pelo corto, de 40-240(-500) pm en los filidios superiores; células basales hialinas, 3-4 veces

más largas que anchas, lisas o ligeramente sinuosas, más cortas hacia el margen; las superiores cuadradas o más

anchas que largas, de 8-10 ~m de anchura en la mitad del limbo.

Ni fructificación ni propágulos conocidos.
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MATERIAL Y MÉTODOS. Material biológico

¡ Grimmia torquaai Hornsch. in Grey., Scot. Crypt., 1826.

Dioicas. Plantas de 1-5 cm, en pulvínulos pardos a menudo tumescentes.

Filidios crespo-espiralados cuando secos, erecto-patentes cuando húmedos, estrechamente oblongo-

lanceolados, agudos; margen recurvado en uno o los dos lados; pelo corto, de hasta 250 1Am de longitud en los

fihidios superiores, muy rara vez más largo, liso; nervio que se adelgaza desde una base fuerte, y que terminan en

o bajo el ápice; células basales rectangulares, hasta 6 veces más largas que anchas, paquidermas, sinuosas, uniformes

excepto 1-2 filas marginales, leptodermas y hialinas, las superiores de cuadrado-rectangulares a cuadradas,

paquidermas, sinuosas, pelúcidas, de 8-10 1Am de anchura en la mitad del fihidio, las marginales de la zona superior

a menudo más cortas que las restantes.

Propágulos pardos, multicelulares, de 40-120 ~mde diámetro, a menudo presentes en el dorso de los filidios

superiores.

Seta arqueada.

Cápsula cilíndrica.

Opérculo rostrado.

Caliptra mitriforme, lobulada en la base.

Perístoma de dientes mal desarrollados, amarillo-rojizos, irregularmente divididos, papilosos.

Esporas de 9-11 pm.

Fructificación muy rara.
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MATERIAL Y MÉTODOS. Material biológico

Grimmia trichophylla Grey., FI. Edin., 1824.

Dioicas. Plantas de hasta 3’5 cm, cespitosas, ramificadas, incanas.

Filidios laxamente adpresos, rectos o ligeramente retorcidos cuando secos, de erecto-patentes a esquarrosos

cuando húmedos, de lanceolados a estrechamente lanceolados, que se adelgazan hacia un ápice agudo, estrechados

o no en la inserción; margen recurvado en la zona inferior en uno o en ambos lados; pelo de hasta 3/4 de la longitud

de la lámina en los filidios superiores, de liso a denticulado o espinuloso, muy rara vez ausente; células basales

rectangulares, 6(-8) veces más largas que anchas, rectas o sinuosas, células superiores más o menos cuadradas, de

rectas a sinuosas, paquidermas, 8-10 ¡m de anchura en la mitad del filidio.

Yemas de forma irregular, de hasta 60 rm de diámetro, a veces presentes en la faz del filidio.

Seta arqueada cuando húmeda, erecto-flexuosa cuando seca, de hasta 6 mm de longitud.

oCápsula ovoide o elipsoide, de amarillenta a pardulco-rojiza, estriada.

Opérculo rojo, rostrado, que iguala la mitad de la longitud de la urna.

Peristoma de 16 dientes anaranjados, equidistantes, perforados y a veces ligeramente hendidos en el ápice,

papilosos.

Caliptra mitriforme, lobulada en la base, a veces hendida de un lado y oblicua.

Esporas de 10-14 1Am.

Fructificación frecuente.
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MATERIAL Y MÉTODOS. Material biológico

Los especímenesestudiadoscorrespondena las siguientesrecolecciones:

Gri¡nmia decipiens(Schultz) Lindb.

Madrid, 30TVL351251 “Canencia,Puertode Canencia,1500 m”, Estébanez& Ron,

28-IV-1992, MACB 52514. 30TVL239129 “ManzanaresEl Real, La Pedriza, 1100 m”,

Abella, Alcalde & Estébanez, 4-VI-1992, MACB 52515.

Gr¡mmia elatior Bruch ex BaIs. & De Not.

Huesca,30TYN267391 “Panticosa,Balneario,sendaal Ibónde Bachimaña,1900m”,

Estébanez,27-1-1994,MACB 52513. 30TYN267391 Panticosa,Balneario,sendaal Ibón de

Bachimafia, 1900 m”, Estébanez,21-V-1994, MACB 52512. 30TYN267391 “Panticosa,

Balneario, sendaal Ibón de Bachimada,1900 m”, Estébanez,10-VII-1994, MACB 52511.

Gritnmia hartmanii Schimp.

Lérida, 31TCH119279 “Viella, Pía de la Artiga, Artiga de Lin, 1500 m”, Estébanez

& Ron, 4-VII-1993, MACB 52506.

Grimmia funalis (Schwaegr.) B.S.G.

Huesca,30TYN267391 “Panticosa,Balneario,sendaal Ibónde Bachimafia, 1900 m”,

Estébanez,27-1-1994,MACB 52509. 30TYN267391 “Panticosa,Balneario,sendaal Ibónde

nt:.,~.z.. 1 flflfl CVÁL..~.. 11 37 100,1 3XA (‘U C2C10 ~flTVXTfltZ7201 ~D+~,-a,n

fl4tJ111114114, 1 YVV 111 , fl.~tt’L¿i’W¿, ¿I~ y -i YV•t, IV1fl~D JZJ tU. 4U 1 1 INLU flJJI 1 aIttItAJOa,

Balneario, sendaal Ibón de Bachimafia, 1900 m”, Estébanez,10-VII-1994, MACB 52508.

Lérida, 31TCH246240 “Alto Arán, Valartiés, 1580 m”, Estébanez& Ron, 5-VII-1993,

MACB 52507.
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MATERIAL Y MÉTODOS. Material biológico

Grimmia incurva Schwaegr.

Lérida, 31TCH115224“Viella, Tuc de Moliéres,3000 m”, Estébanez,15-VIII-1994,

MACB 52505

Grimmia orbicularis Bruch ex Wils.

Cuenca,30TWK721893 “Beteta, Hoz de Beteta, 950 m”, Estébanez,28-IV-1990,

MACB 52501.Granada,30SVG494063“La Zubia, 1000m”, Estébanez,8-XII-1990, MACB

52500. Madrid, 30TVK648598 “Argandadel Rey, DehesaEl Carrascal, 680 m, Estébanez,

17-V-1990, MACB 52499. 30TVK648598 “Arganda del Rey, DehesaEl Carrascal, 680 m,

Estébanez,12-1-1991,MACB 52503. 30TVL629261 “Patones,Pontónde la Oliva, 760 m”,

Estébanez,27-111-1993,MACB 52504. Huesca, 30TYN249358 “Panticosa, carreteraal

Balneario, 1450 m”, Estébanez,27-1-1994, MACB 52498. 30TYN249358 “Panticosa,

carreteraal Balneario, 1450 m”, Estébanez,21-V-1994, MACB 52502.

Grimmia pulvinata (l-ledw.) Sm.

Granada,305VG494063“La Zubia, 1000m”, Estébanez,8-XII-1990, MACB 52493.

Madrid, 30TVK646613 “Arganda del Rey, DehesaEl Carrascal, 660 m”, Estébanez,24-1-

1992, MACB 52497. 30TVK646613 “Arganda del Rey, DehesaEl Carrascal, 660 m”,

Estébanez,25-1-1993,MACB 52496. 30TVK162985 “Villalba, 900 m”, Estébanez,8-1V-

1992, MACB 52495. 30TVK162985 “Villalba, 900 m”, Estébanez,29-XII-1992, MACB

52494.

Grimmia retracta Stirt.

Albacete, 30SWH227715“Alcaraz, Cerro de las Pilas Verdes, 1100 m”, Estébanez,

29-VIII-1994, MACB 52492.
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MATERIAL Y MÉTODOS. Material biológico

Grinimia torquata Grey.

Granada,30SVG705047“Gíléjar-Sierra,Valle del Genil, Camino de laEstrella,2300

m”, Estébanez,6-XII-1993, MACH 52491

Grbnmia trichophylla Grey.

Avila, 30TUK291654 “Villarejo del Valle, Puerto del Pico, 1370 m”, Estébanez&

Ron, l-IV-1993, MACB 52486. 30TUK278622“Cuevasdel Valle, desvioa El Arenal, 1160

m”, Estébanez& Ron, l-JV-1993,MACB 52489. 30TUK291654“Villarejo del Valle, Puerto

del Pico, 1370 m”, Estébanez,1-VII-1993, MACH 52485. 30TUK278622‘Cuevasdel Valle,

desvio a El Arenal, 1160 m”, Estébanez, l-VII-1993, MACH 52487. 30TUK291654

“Villarejo del Valle, Puerto del Pico, 1370 m”, Estébanez,13-VII-1994, MACB 52484.

30TUK278622 “Cuevas del Valle, desvíoa El Arenal, 1160 m”, Estébanez,13-VII-1994,

MACH 52490. Madrid, 30TVL465248 “La Cabrera,1350 m”, Estébanez& Ron, 14-VII-

1992, MACH 52488.

No se han hallado ejemplaresfructificados de cuatro especies.Gr. retracta sólo se

conoceenestadoestéril. Gr. hartman/¡y Gr. torquata sonde fructificaciónmuy rara, sin que

en Españase hayanrecolectadomuestrasfértiles. Gr. /ncurva esuna especiemuy escasaen

la PenínsulaIbérica.El autorde las únicascitasespañolaslaha encontradosiempreenestado

estéril (V. Canalís,com. pers.).Porestemotivo, sólo el caulidio, el filidio y, en su caso, las

yemas de estascuatroespecieshan sido examinadasen la presenteinvestigación.
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MATERIAL Y MÉTODOS. Material biológico

En cuantoal estadode desarrollode los especimenesexaminados,escomo seindica:

- Las esporasy perístomashan sido obtenidosde cápsulascompletamentemaduras

y abiertas,y las medidasdel diámetromáximo se han tomado sobre 80 esporasde cada

especie,totalmentehidratadas

- Las setas,cápsulasy zonas de transición,a menosque seindique expresamenteel

empleo de otras fases,sehananalizadoen el momentoen que la cápsulahabíaalcanzadosu

máximotamañosin habercomenzadoa amarillear (fasestempranasde la esporogénesis).De

la setase ha elegido su porción proximal para su estudio con microscopiaelectrónicade

transmisíon.

- Los filidios observadoshabíancompletadosu desarrolloy, salvo especificación

contraria,no habíanentradoen senescencia;por su parte,los caulidios han sido examinados

desde la base hasta el ápice, comprendiendoasí toda su variación ontogenética.Debe

observarse,sin embargo,que esmuy probableque las distintas recoleccionesempleadasno

cubranla variabilidad fenológicade la planta, lo que ha de tenerseen cuentaespecialmente

en la discusiónde los resultadosacercade actividadcelular, cantidadde sustanciasde reserva

y presenciarelativade componentesde pared.
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MATERIAL Y MÉTODOS. Métodos utilizados

MÉTODOS

Unavezrecolectadoel material biológico, si el análisisno habíade serinmediato, se

emplearonlos sistemasde conservaciónque más abajo se indican. El primero de ellos se

utilizó para el material destinado al estudio fitoquimico, los dos restantes,para los

especímenesque habíande serobjeto del examenestructurale histoquimico. Como control

de las posibles modificaciones estructurales originadas por estos tratamientos, se ha

examinadoiii vivo material de todas las especies.

a. Congelación.

Este sistema ha sido utilizado con el fin de preservarlos compuestosfitoquimicos

duranteel almacenamientoprolongadodel material. Se ha llevado a cabo en un congelador

Ignis ~ a ~l8ÓC.

b. Secadoal aire y almacenamientoen sobresde papel.

Se hacomprobadoque muchosbriófitos, y en particular los musgospertenecientesa

estegénero,tras permanecerlargosperíodosde tiempo en estadodeshidratado,son capaces

de volver a la vida activaal rehidratarse.Así, Allorge (1947)estimaqueGr. dec¡~/ensretiene

su viabilidad durantemás de 18 meses,y Gr elal/or, entre 70 mesesy 6 años,y Keever

(1957) informa de unaduraciónde 7-10 añosde la vida latentede Gr. laevigataenherbario.

Asimismo, a lo largo de esta experimentaciónno se han apreciadomodificacionesen sus

caracteresanatómicoscon respectoal material analizadoen fresco. Por estosmotivos, éste

ha sido el métodomásempleadoparaconservarlos especímenesprocedentesde las distintas

recolecciones.La rehidratacióndel material, requisito previo al examenanatómico,se ha

conseguidotras su inmersiónduranteun mínimo de 12 horasen aguacon unagotade jabón

liquido como emoliente.La adición de jabónse ha suprimido en el caso de que los lípidos

seconstituyeranen objeto de estudio,paraevitar su emulsióny pérdidaen los tejidos.
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c. Fijación en FAA o EPA.

Ha sido unatécnicaempleadaen tres circunstancias:sobremuestrasque no iban aser

examinadasa corto plazoy en las que sequeríaevitar quemaduraransobrepasandounaetapa

concreta del desarrollo (fenómenoque se ha observadorepetidamentea lo largo de esta

experimentaciónen los otros métodos de almacenamiento),en el caso de desear un

endurecimientodel material paradificultar su disgregaciónen la obtenciónde seccionesy,

por último y principalmente,parapreservarsus estructuras,tanto a lo largo del procesode

obtenciónde cortesa congelacióncomo duranteel protocolodedeshidratación,inclusiónen

parafina, corte,desparafinadoy rehidratación.El material puedeconservarsedurantemeses

sumergidoen la soluciónfijadora. Las muestras,completamentehidratadastras 12 horasde

inmersiónen agua,y troceadasen piezasde dimensiónmáxima inferior a 3 mm, han sido

sometidasal siguiente procedimientode fijación:

solución fijadora (FAA o FPA) 4 horas (minimo)

agua lavado de 10-15 minutos
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La composiciónpor cada 100 ml de las soluciones fijadorasempleadases la que a

continuaciónse indica:

FAA (formaldehído-ácido acético-alcohol), según Jensen (1962):

etanol 500

ácido acético glacial

90 ml

5 ml

5 mlformaldeh ido 40%

FPA (formaldehi’do-ácido propiónico-alcohol), según Johansen (1940):

etanol 50~

ácido propiónico

formaldeh ido 40%

90 ml

5 ml

5 ml

Ambas, pero especialmente la segunda, son recomendadaspor los autores

respectivamentecitadosparaespecímenesdelicados,con referenciaexpresaa los briófitos.
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Anatomía y palinologia

1. Preparaciónde las muestraspara microscopiaelectrónicade barrido:

El material de partida fue usadoindistintamentefresco o bien tras su secadoal aire. En

amboscasosserehidratópor inmersión enaguadurante12 horas. El protocolo posteriorque se

ha seguido esel recomendadopor Carriónet al. (1990).

1.1. Fijación:

glutaraldeh ido (3%) en

tampón cacodilato’ 0,1 M 2 baños de 1 hora

sacarosa (3%) en tampón

cacodilato 0,1 M lavado (mínimo: 3 horas)

La preparación de las
facilitada partiendo de

distintas soluciones en tampón cacodilato fue
una solución-base 0,2 M, que se obtuvo disolviendo

y4,28 g de cacodilato sódico trihidratado en 100 ¡nl de agua destilada,
ajustando el pH a valores entre 7,2 y 7,4 con una gota de HCI puro.

1
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MA TERIAL Y MÉTODOS. Métodos utilizados. Anatomía y palinolog¡’a

1.1. Deshidratación:

acetona2 de 300

acetona2 de 500

acetona’ de 7O~

acetona2 de 96~

acetona de 1000

1 baño de 10 minutos

1 baño de iO minutos

1 baño de 10 minutos

1 baño de 10 minutos

1 baño de 10 minutos

1.3. Secado a punto crítico y metalizacion:

0LUS niues~ias iueron transierídasal aparatode secadoapuntocrítico enacetona,luego ésta

fue sustituidapor dióxido de carbono líquido, que fue eliminado tras alcanzarsu punto crítico,

con lo que seminimizó la deformaciónproducidapor fuerzasde tensiónsuperficial.

Inmediatamenteal secado, las muestrasfueron colocadas en portas impregnados de

adhesivode plata coloidal y, seguidamente,

metalizadascon oro puro, quedandorecubiertaspor una capade 150-200A.

2 En tampón cacodilato 0,1 1W.
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2. Obtención de cortes semifinos y ultrafinos:

Se ha partido de material fresco u, ocasionalmente, secado al aire. En ambos casos se ha

asegurado su rehidratación sumergiéndolo en agua durante al menos 12 horas y eligiendo las

muestras que se encontraban, pasado ese tiempo, en el fondo del recipiente. Seguidamente se

cortaron en piezas de dimensión máxima inferior a 2 mm.

2.1. Fijación:

glutaraldeh ido (3%)

en tampón cacodilato 0,1 M

tampón cacodilato O,i M

2 baños de 1 hora

2 lavados de 30 minutos

tetróxido de osmio (i%)

en tampón cacodilato 0,1 M 2 baños de i hora

tampón cacodilato 0,1 M 2 lavados de 30 minutos

En el primer paso las muestras fueron centrifugadas durante 5 minutos para facilitar la

rápida penetración del fijador, así como la desgasificaci ón de los tejidos.
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MATERIAL Y MÉTODOS. Métodos utilizados. Anatomía y palinología

2.2. Deshidratación del material:

etanol3 de 3Q0

etanol3 de 590

etanol3 de 700

etanol3 de 960

etanol absoluto

1 baño de 10 minutos

1 baño de 10 minutos

1 baño de 10 minutos

baño de 10 minutos

1 baño de 10 minutos

2.3. Inclusión en resma EPON 812~:

etanol

acetona

acetona

acetona

acetona

resma

acetona (1:1)

resma (2:1)

resma (1:1)

resma (1:2)

2 baños de 15 minutos

2 baños de 15 minutos

baño de 1 hora

baño de 1 hora

1 baño de 1 hora

1 baño de una noche

En tampón cacodilato 0,1 M.

Comercializada por la casa Serva
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El procedimiento descrito ha dado en general buenos resultados. Sin embargo, algunas

muestrasespecialmenteproblemáticashan precisadoun proceso de inclusión más gradual y

prolongado en resma:

etanol : acetona (1:1)

acetona

acetona : resma

acetona : resma

acetona : resma

acetona : resma

acetona : resma

acetona : resma

acetona : resma

resma

(3:1)

(2:1)

(3:2)

(1:1)

(2:3)

(1:2)

(1:3)

2 baños de iS minutos

2 baños de 15 minutos

1 baño de i hora

i baño de 1 hora

i baño de 1 hora

1 baño de 1 hora

1 baño de i hora

1 baño de i hora

baño de 1 hora

1 baño de una noche

En ambos casos, los pasos en los que se emplea resma se realizaron en oscuridad (a

temperatura ambiente), para evitar la fotopolimerizaci ón de la misma.

Los bloques definitivos fueron obtenidos poniendo resma nueva en moldes de silicona,

transfiriendo a ellos las muestras y orientando éstas convenientemente. Se dejaron polimerizar

durante72 horasen estufaa 700 C.

2.4. Corte de las muestras:

Se ha empleado un ultramicrótomo Reichert-Jung, con cuchilla de cristal para conseguir

cortes semifinos (0,5-1 .im) o de diamante para obtener secciones ultrafinas (70-90 nm).
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2.5. Tincién y conservaciónde los cortes:

Los cortes semifinos fueron colocados en un porta, puestos a secar unos minutos en estufa

a 800 C hasta quedar adheridos a éste y, posteriormente, teñidos durante 1 minuto a esa

temperatura con azul de metileno de Richardson, cuya composición se indica:

Azul de metileno

Azur II

Bórax

Glicerina (30%)

Agua

lg

lg

lg

Imí

hasta completar 100 ml

Las preparacionesteñidas fueron lavadas en agua, secadas de nuevo y montadas

permanentemente en bálsamo de Canadá o en DePeX (solución neutra de poliestireno y

plastificadores en xileno, comercializada por Serva).

Los cortes ultrafinos fueron depositados sobre rejillas de cobre (de 100 ó 200 celdas)

recubiertas por una película de Formvar, y teñidos con citrato de plomo y acetato de uranilo

(disolucionesacuosassaturadas).Las rejillas sehan conservadodurantetiempo indefinido (hasta

la fecha) en un rejillero colocado dentro de un desecador.
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3. Corte de las muestras en seccionesde mayor grosor:

3.1. Cortes a congelacion:

Ha sido la técnica más utilizada, puesto que, al tiempo que permite una preservación buena

de paredes celulares y contenidos lipídicos, proporciona un gran número de secciones en poco

tiempo. Sin embargo, presenta la desventaja de suministrar cortes muy disgregados si el material

es poco cohesionado (como es el caso de las cápsulas), así como de permitir sólo una grosera

aproximación de la localización de la sección en el espécimen, considerando además la mezcla

de secciones producida por el hecho de que de forma rutinaria se han cortado varias muestras de

por vez, dado su pequeño tamaño y la dificultad práctica de orientarlas en la platina.

Se ha empleado generalmente material fresco o secado al aire, en ambos casos rehidratado

tras 12 horas de inmersión en agua, y cortado en piezas inferiores a 5 mmen su dimensión

maxíma. Ocasionalmente se han utilizado también muestras fijadas en FPA o FAA, especialmente

en el caso de las cápsulas, donde la dureza aportada por la fijación permitía compensar su escasa

consistencia.

Las secciones se han realizado con un micrótomo de traslación Nakamura Works o uno

de rotación Microm HM340 E, ambos con cuchillas recambiables. Se ha elegido una temperatura

de ~35OC para conseguir una congelación rápida de la muestra que minimizara el daño en los

tejidos por la formación de cristales de hielo. Aun así, el tiempo de congelación ha debido

prolongarse a un mínimo de 20 minutos para asegurar que ésta afectaba a todo el material. Se ha

estimado en 70 el ángulo de inclinación de la cuchilla con respecto a la vertical como el óptimo

para la dureza y superficie de corte que ofrecían las muestras. Se ha escogido un grosor de las

seccionesvariable entre5 y 15 ¡.m.
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3.2) Cortes mediante inclusión en parafina:

La técnica de inclusión en parafina y posterior corte contrarresta los inconvenientes antes

mencionados. Su mayor interés es, precisamente, el proporcionar cortes seriados. Sin embargo,

la modificación estructural es considerablemente mayor, puesto que precisa un protocolo que

implica la exposición del material a disolventes que causan la pérdida de gran parte de los

componentes lipídicos de los tejidos, la posible deformación de las células durante los procesos

de deshidratacióny desparafinado,y el empleo de temperaturasde 600 C durante el tiempo de

inclusión. Por estarazón,estemétodo siemprese ha aplicado sobre material fijado en FPA o

FAA.

FI protocolo empleadofue el siguiente:

3.2.1. Deshidratacióndel material:

etanol

etanol

etanol

etanol

etanol

de 3Q0

de 5Q0

de 70~

de 960

absoluto

baño de 20 minutos

1 baño de 20 minutos

1 baño de 20 minutos

1 baño de 20 minutos

2 baños de 20 minutos

3.2.2. Inclusión en parafina:

acetato de isoamilo 2 baños de 30 minutos

acetato de isoamilo : parafina (i:l) 1 baño de 30 minutos

parafina 1 baño de 30 minutos

Los dos últimos pasos se realizaron en estufa a 600 C. La parafina utilizada era de punto

de fusión a 560 C.
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3.2.3. Preparación del bloque y obtención de secciones:

Al terminar el tiempo de inclusión se vertió la parafinaentreunaspinzas de Leuckart,

orientando la muestraconvenientemente,y tras solidificar por completo, se talló el bloque, se

colocó en la plataforma del micrótomo y se reorientó para conseguir el plano de corte deseado.

Se utilizó un micrótomode rotaciónMinot Reichert-Jung.Las tiras de secciones,entre8 y 10 m

de grosor, se preestiraronen un bañode aguaa 370 C, se recogieron sobre portas previamente

impregnados en albúmina de Mayer5, para permitir su adherencia e impedir su pérdida durante

el desparafinadoy la tinción y, seguidamente,sedejaronestirar 30 minutos en la estufaa 600 C.

3.2.4. Desparafinado y rehidratació n:

Los portas con las tiras de secciones fueron sumergidos en los siguientes líquidos:

xileno

etanol absoluto

etanol de 960

etanol de 700

etanol de 500

etanol de 300

agua

2 baños de 30

2 baños de 30

1 bañode3o

IbañodelO

lbañodei0

ibaf¶odeiO

lavado durante 5-10

Este adhesivo se ha preparado formando una mezcla con la clara de un huevo
y una cantidad igual de glicerina, filtrando la mezcla a través de celulosa y,
finalmente, añadiendo un cristal de timol para evitar su contaminación (Johansen
1940)

minutos

minutos

minutos

minutos

minutos

minutos

minutos
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3.3. Tinción y montaje:

3.3.1. Tinción:

En este apartado se consideran solamente las tinciones con finalidad puramente

morfológica, sin que de sus resultados se pretenda extraer ninguna conclusión sobre la

composición de las estructuras teñidas. Las técnicas empleadas con esta finalidad se exponen en

el epígrafe correspondiente a histoquimica.

No siempre se ha considerado necesario teñir los cortes, dado que la pigmentación natural

de las paredes celulares normalmente es suficiente para observarlas al microscopio. No obstante,

en ocasiones se ha precisado la tinción para incrementar el contraste en las secciones más

delgadas, o para contribuir a diferenciar algunas estructuras. Siempre se han elegido colorantes

hidrofílicos.

El proceso de tinción se ha realizado sumergiendo en el colorante los portas con las cortes

adheridos (si procedían del micrótomo de parafina), o bien infiltrando el colorante y el agua de

aclarado por capilaridad entreporta y cubre si las secciones,obtenidascon el micrótomo de

congelación,estabanlibres.
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Se exponen a continuación las técnicas de coloración utilizadas:

i. verde de metilo6 (0,01%) 2 minutos

agua

2. azul de anilina6 (1%) .

agua

3. rojo Congo6 (0,l)% ..

agua

lavado durante 2-3 minutos

12-24 horas

lavado durante 2-3 minutos

Ihora

lavado durante 2-3 minutos

4. azul de toluidina6 (0,5%)

agua acidulada (con una gota de HCI)

15-30 minutos

lavado durante 2-3 minutos

La únicacombinaciónempleadade estastécnicasha sido la tinción con verde de metilo

seguida de rojo Congo, por los buenos resultados que, en cuanto a la diferenciación de hidroides

y placenta, había proporcionado en anteriores investigaciones (Estébanez 1991).

En disolución acuosa
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3.3.2. Montaje:

Se han empleadolos siguientesmediosde montaje, hidrofílicos y semipermanentes:

i. Glicerogelatina, preparada según Johansen (1940):

glicerina

gelatina en agua

al 16,55%, dejada

disolver 2 horas

fenol

50 g

50 g

lg

Tras mezclar durante 15 minutos, calentando con suavidad en agitación, y posteriormente filtrar, se han utilizado

pequeños trozos de este medio, sólido a temperatura ambiente, y se han vuelto a fundir para montar las preparaciones, que

pueden ser empleadas casi inmediatamente, por su rápida solidificacidn.

2. Medio de Boyer, preparado según Anderson (1954):

goma arábiga en polvo

agua

hidrato de cloral

glicerina

30 g

50 ml

20 g

20 ml

La mezcla se ha realizado en ese orden y a temperatura ambiente.

3. Medio de Pearse (1961):

goma arábiga en polvo
noii

sacarosa

lg
ion ni

1

30 g

La mezcla se ha realizado en ese orden calentando suavemente en agitación.

Los medios 2 y 3 no permiten la utilización inmediata de las preparaciones, sino tras solidificar transcurridas

varias horas.
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4. Técnicas histoquimicas:

Las reacciones se han llevado a cabo siempre sobre material no fijado y cortado a

congelaciónen seccionesde 15 p.tm, colocadasbien en pequeñosviales, de donde, una vez

aplicadoel métodohistoqu<micocorrespondiente,erantransferidasa portasparasu observación,

o biendirectamentesobreéstos.Dadoel caráctertemporalde la mayorfade las preparaciones,no

se montaron, desechándose tras su estudio.

De manerasistemática,antesde aplicar cadatécnicasobrelas muestrasse han realizado

los controles para comprobar el funcionamiento de los reactivos, así como que el resultado se

debe a la reacción específicamente, y no a alguno de los reactivos o vehículos de los mismos por

separado.

4.1. Detecciónde sustanciasergásticas:

Alm/dón:

Método del Lugol (Johansen 1940):

Preparación del reactivo:

a) yoduro potásico 2 g

agua 100 ml

b) yodo 0,2 g

Tras mezclar a) y b), la solución resultante (Lugol) se conservó en oscuridad.

Realización:

Lugol 2 minutos

agua lavado durante 2-3 minutos.

El color azul-negro es indicativo de la presencia de almidón de cadena larga (amilosa), el pardo-rojizo, de almidón

de cadena corta (amilopectina).

Control: se probó sobre pulpa de patata.
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L(pidos:

i. Método del Sudán 111 o Sudán Black B:

Preparación del reactivo: disolución saturada de colorante en etanol acuoso (700), filtrada justo antes de su uso.

Realización:

etanol acuoso de 500

disolución de Sudán

etanol acuoso de 500

1 minuto

15 minutos

lavado de 2-3 minutos

Los lípidos se detectan al acumularse en ellos el colorante por solubilidad diferencial.

2. Método del azul de Nilo, modificado de Gahan (1984):

Preparación del reactivo: disolución acuosa al 1% de azul de Nilo (sulfato A).

Realización:

disolución de azul de Nilo

ácido acético acuoso (1%)

ácido acético acuoso (1%)

agua

30 segundos a 370 C

lavado de 30 segundos a 370 C

2 horas a temperatura ambiente

lavado de 2-3 minutos

Los lípidos neutros se tiñen de rojo, y los ácidos, de azul. Se ha aumentado

acético a causa de la fuerte reacción de las paredes celulares con el componente azul del colorante.

el tiempo de diferenciación en ácido

Control: las técnicas de detección de lípidos se probaron sobre endosperma de almendra o nuez.
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4.2. Detección de componentesde pared:

Efecto de ácidosy álcalis:

Se han añadidoestosreactivos a las seccionesparacomprobarel efecto del pH sobrela

coloraciónde las paredescelulares, lo que a la vez sirve de control para otras reaccionesque

empleanmedios ácidoso básicos.

1. Acido sulfúrico concentrado (Tensen 1962):

Además del posible cambio de color de las paredes, la resistencia de las mismas a este tratamiento se interpreta

como posiblemente debida a la presencia de suberina.

2. Acido clorhídrico concentrado.

3. Ácido perclórico (60%).

4. Hidróxido potásico acuoso (14%).

5. Hidróxido sódico 2 N.

6. Amoniaco concentrado.

49



MA ¡“ERIAL Y MÉTODOS. Métodos utilizados. Anatomía y palinología

Detecciónde celulosa:

1. Método del cloro-yoduro de zinc (Tensen 1962):

Preparación del reactivo:

cloruro de zinc

yoduro potásico

agua

yodo

50 g

16 g

17 ml

hasta la saturación

La disolución se dejó reposar varios días, y el sobrenadante se decantó, conservándose en oscuridad.

Realización: las secciones se montaron directamente en la disolución de cloro-yoduro de zinc.

La coloración azul se considera un resultado positivo.

2. Método del Lugol-ácido sulfúrico (Johansen 1940):

Realización:

Lugol (ver página 47) 2 minutos

ácido sulfúrico (65%) montaje de las secciones en el ácido

La coloración azul se considera un resultado positivo

Control: los reactivos para la detección de celulosa se probaron sobre pañuelos de papel.
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Detecciónde sustanciaspécticas:

1. Método del rojo de rutenio (Gahan i984):

Preparación del reactivo:

rojo de rutenio

cloruro amónico

agua

El reactivo se ajusta con amoniaco a pH 9.

0,01 g

0,1 g

100 ml

Realización:

disolución de rojo de rutenio 24 horas

agua lavado de 2-3 minutos

La coloración roja se considera indicativa de la presencia de sustancias pécticas.

2. Método de la hidroxilamina-cloruro férrico (Jensen 1962):

a) disolución alcalina de hidroxilamina’:

hidroxilamina (14%) en etanol acuoso de 600

hidróxido sódico (14%) en etanol acuoso de 60~

b) disolución de ácido clorhídrico alcohólico:

ácido clorhídrico concentrado

etanol de 960

c) disolución de cloruro férrico alcohólico:

cloruro férrico

etanol de 600 en ácido clorhídrico 0,1 N (1%)

El reactivo debe de prepararse justo antes de su uso, dado que la
disolución de hidroxilamina (14t-) se desnaturaliza rápidamente.

50 ml

50 ml

30 ml

60 ml

Sg

45 ml
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Realización:

hidroxilamina alcalina .

ácido clorhídrico alcohólico

1 parte, 5 minutos (tiempo mínimo)

Iparte
(mezclar y retirar el exceso de disolución)

cloruro fénico alcohólico unas gotas

La coloración rojo-granate se considera como un resultado positivo.

Control: ambas reacciones para detectar sustancias pécticas se han ensayado sobre albedo de naranja.

Detecciónde lignina:

Método del floroglucinol (Gahan 1984):

Preparación del reactivo:

floroglucina

etanol absoluto

10 g

95 ml

Realización:

floroglucinol 3-5 minutos

• ácido clorhídrico concentrado montaje de las secciones en el ácido

La coloración roja se interpreta como debida a la presencia de lignina.

Control: la reacción se probó sobre virutas de madera.
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Deteccidnde sustanc/asfenál/cas:

Método del cloruro férrico (Gahan 1984):

Preparación del reactivo:

cloruro férrico

etanol de 960

2g

98 ml

Realización: las secciones se montan directamente en el reactivo.

La coloración verde oscura es indicativa de la presencia de polifenoles.

Control: la reacción se ensayó sobre secciones de hojas de zarza.
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5. Observación de las muestras:

5.1. Microscopia óptica:

Las observacionesde cortes semifinos y de mayor grosor se realizaronutilizando un

microscopio Olympus BH-2, al que se le acoplaron dos prismas de Nicol para tener la posibilidad

de analizar el comportamiento de las muestras con luz polarizada. Una cámara Olympus permitió

dejar constancia gráfica de las imágenes observadas.

5.2. Microscopia electrónica de barrido:

Las muestras, secadas a punto crítico y metalizadas, se observaron en un microscopio

JEOL-JSM-T-330 A, instalado en el Real Jardín Botánico de Madrid.

5.3. Microscopia electrónica de transmisión:

Las rejillas, una vez teñidas y secas, se obsevaron en un microscopio Zeiss 902, del Centro

de Microscopia Electrónica de la Universidad Complutense de Madrid; o bien en un JEOL-JEM-

1010, instalado en el Departamento de Biología Celular de la Facultad de Medicina de dicha

Universidad.
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Fitoquimica

Se realizó una prueba preliminar sobre las diez especies, para localizar los compuestos más

abundantes comunes a todas ellas.

Del material de cada una, conservado en congelación, se separaron y limpiaron, uno por

uno, los especímenes correspondientes (incluyendo, en su caso, el esporófito), para asegurar la

ausencia de ejemplares de otras especies, así como de restos vegetales, puestas de huevos, etc.

Otras impurezas de menor tamaño (tierra, polen, etc.) fueron eliminadas mediante prolongados

lavadosen aguacorriente.Posteriormenteel material se dejó secara la sombra,y sealmacenó,

por periodos inferiores a un mes, hasta su extracción. De cada especie se consiguió reunir una

cantidadfinal de muestrade 5 g en pesoseco.

La extracción se realizó en Soxhlet, sobre material previamente triturado, utilizando como

disolventes, sucesivamente, n-hexano y etanol, durante 48 horas cada uno. Los extractos se

evaporaron en rotavapor a sequedad, se redisolvieron en cloroformo y se percolaron en alúmina

neutra. Se reevaporaron y se aplicaron en una capa fina de gel de sílice. El cromatograma se

desarrolló utilizando n-hexano:acetato de etilo (80:20) como fase móvil. El revelado se realizó o

bien con vapores de amoniaco, si se trataba de detectar la presencia de flavonoides, o bien

pulverizándolo con olewn: ácidosulfúrico:ácidoacético:agua(5:1:20),y dejándolounosminutos

en estufa a 1100 C. En ambos casos se observó con luz visible y con luz ultravioleta.

Unavez localizados los compuestosabundantesen todas las especies,la investigaciónse

centró en una sola, Gr. pulv/nata, elegida por su fácil recolección e identificación. Se empleó una

mayor cantidad de material, sobre el que se aplicaron técnicas destinadas a la extracción,

aislamiento e identificaciónde los compuestosseleccionados.
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En este caso, dado que los compuestos objeto de estudio estaban ya seleccionados y se

conocía de ellos su comportamiento cromatográfico, la presencia de un pequeño grado de

contaminación no parecí a susceptible de afectar su posterior análisis. Por ello, y puesto que éste

requería de mayores cantidades de material, la limpieza se realizó menos exhaustivamente (se

utilizaron pulvinulos no colonizadospor otras especies,pero no se retiraron las partículasde

pequeñotamañoextrañasal musgo). Tras conseguirse100 g de muestra,setrituró y secolocóen

un Soxhlet para su extracción en etanol durante 3 días, sin utilizarse previamente el n-hexano,

dado que en la prueba preliminar no se halló ningi~n compuesto procedente de los extractos en

estedisolvente que fueraadicionala los separadosde los etanólicos.

Tras concentrar el extracto en rotavapor, los compuestos se aislaron, en primer lugar,

mediante varios fraccionamientos en columna de gel de sílice (eluyendo con n-hexano y acetato

de etilo 80:20), y de Sephadex LH-20 (eluyendo con metanol, cloroformo y n-hexano 1:1:2). La

presenciade la sustanciabuscadaen las sucesivasfraccionesse asegurómediantecromatografía

en capa fina (empleando como fase móvil la proporción de n-hexano:acetato de etilo que mejor

separacióndiera, y revelandoel cromatogramacomo se haexpuestoanteriormente).En segundo

lugar, se realizaron cromatografi’as en capas gruesas de las fracciones (con n-hexano y acetato de

etilo 90:10 ó 80:20 como fase móvil) para separar y eluir los compuestos buscados.

La identificación se realizó utilizando espectroscopia de resonancia magnética nuclear

protónica (1H-RIvIN), espectrometría de masas (EM), espectroscopia infrarroja (IR) y co-

cromatografía en capa fina con sustancias patrón.

56



E~IUtTAD©~ Nf IDII~CIJ~II©H



RESULTADOS Y DISCUSIÓN. Anatomía. Gametófito: Resultados

ANATOMÍA: RESULTADOS

Gametófito

CAULIDIO

La descripción básica se ha realizado sobre la región de mayor complejidad estructural

dentro de cada especie. Ésta correspondea la zona más apical de los caulidios, una vez

diferenciados todos sus tejidos. En las que fructifican, se han elegido ejemplares fértiles.

Posteriormente se han especificado las modificaciones que pueden aparecer en otras regiones del

caulidio.

Aunque la naturaleza de estos tejidos será objeto de discusión, por el momento se emplea

la terminología más comúnmente aceptada, recogida por Hébant (1977).

En sección transversal, las células aparecen siempre en disposición alterna. Las paredes

presentan dos estratos. El primario es bastante opaco a los electrones y en ocasiones es dificil

diferenciar su estructura, forma los trígonos (raramente tetrágonos) en las confluencias de las

células y en los tabiques se distribuye a ambos lados de la lámina media. El estrato secundario

muestra un aspecto fibrilar, ocasionalmentesubestratificado.Los grosores que se indican

corresponden, en el caso de la pared primaria y de los tabiques de los hidroides al total presentado

por dos células vecinas, mientras que para la pared secundaria se refiere sólo al de una célula.

Los caulidiosestánrodeadosporunacutículatransparentea los electrones,y presentantres

tejidos fundamentales, con paredes de grosor decreciente desde la periferia hasta el centro. Se

señala que hay espcies en que alguno de estos tejidos puede no estar diferenciado.
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Epidermis. Se trata de un complejo formado por las bases de filidios en diferenciación

y por la epidermis real del caulidio. Según la densidad de las bases de los filidios imbricados y

de sudisposición,formaun cilindro exteriordegrosory contornodesigual,no siempreclaramente

delimitable. En general, sus células son de contorno irregularmente poligonal, con tendencia a

alargarsetangencialmente,de tamañorelativamentepequeñoy de paredesgruesas.

Parénquima. Está constituido por un número variable de estratos de células, generalmente

isodiamétricas en sección transversal, de forma irregularmente poligonal.

Hidroma. Forma la traza conductora,no siemprepresente,en el centro del caulidio.

Consta de células siempre muertas, en número variable, con estratos primario y secundario de la

pared altamente degradados. Frecuentemente presentan un contorno variable en sección

transversal.En corte longitudinal susparedestransversalessonoblicuas,aunquepor la dificultad

de obtenciónde cortessagitalesy la fácil ruptura de sus paredescelularesse han omitido las

medidas correspondientes a esta dimension.

No aparecen espacios intercelulares en la epidermis y el parénquima. Las células presentan

entre sí gran abundanciade comunicacionesplasmodesmáticas,especialmenteen las paredes

transversales. Pueden aparecer aisladamente, pero son frecuentes los campos de punteaduras

primarias, especialmente en las regiones apicales del caulidio. Sólo se han considerado como

campos de punteaduras los que cumplen las siguientes condiciones:

Suponenuna constricción,más o menos brusca, de la pared secundaria,auqueésta

participa, al menos en pequeña proporción, en la constitución de esta estructura.

Causan una pérdida de la organizacióntípica de la pared, sin que se diferencien

claramente los estratos ni la organización de éstos. Es frecuente que aumente su densidad

electrónica.
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Las zonasperforadasde las paredes,máso menosdelgadas,aunqueno constreñidas,con

plasmodesmosatravesandosu espesor,pero con suestructuraintacta,ocasionalmentepresentes,

no se han consideradocomo campo de punteadurasprimarias.

En cuanto a las reaccioneshistoquímicas1,se exponen los resultadoscomunesa los

caulidios de todaslas especies:

No sehadetectadoenningúncasoalmidón,aunquealgunasregionesparecenoscurecerse

levemente.

La aplicaciónde los colorantestipo Sudánha demostradola presenciade abundantes

lípidos enel citoplasmacelular.

La reacciónpara la detecciónde celulosa,descritacomo inmediatapor Jensen(1962),

ha necesitadoalmenosveinticuatrohorasparatenerlugar, dandoresultadosvariables.En general,

la paredprimariano reacciona(aunquesólo sedistingueenla epidermis).Los resultadosdescritos

se refieren sólo al estratosecundario.

En todaslas especiesha sido fallida la detecciónde ligninas y suberinas,aunquese señala

que las yemas de multiplicación vegetativa de Gr hartmani/, Gr torquata y Gr tr¡chophylla

mantienensu estructuratras veinticuatrohorasen ácidosulfúrico concentrado,disolviéndosesólo

en tiempos másprolongados.

Las disolucionesbásicasproducenun enrojecimientode las paredescelulares(fig. 10 B),

con distinta intensidaden los diversostejidos.

En mediosácidosno se han apreciadocambiosde coloracion.

las pruebas histoquimicas realizadas sobre la pared en esta tesis, por
observarse con microscopia óptica, no permiten resolver con precisión las
diferencias entre los estratos primario y secundario. Por ello, las que en
algunos casos se indican son sólo aproximadas. Por otra parte, donde la pared es
delgada, cobran importancia las interferencias producidas por la difracción,
dificultándose la interpretación de los resultados. Por este motivo, no se
presentan aquí observaciones histoquimicas relativas a los hidroides.
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RESULTADOSY DISCUSION. Anatomía, Gametój?to: Resultados

FILIDIO

La descripciónseha realizadosobreseccionestransversalesdel filidio atres niveles:

basal,medio y apical. En cadauna de ellas se ha analizado separadamenteel nervio y el

limbo. Los númerosde células indicadoscorresponden,en el caso del nervio, a todo él, y

en el del limbo sólo a la mitad.

El filidio, inicialmenteunido a la epidermisdel caulidio en todasuextensión,libera

primerosus márgenesen su diferenciación,y en último lugar el nervio. Unaexcepciónse

produceen Gr torquata, donde este procesoserealiza a la inversa, desarrollándoseuna

cámara entre el filidio y el caulidio en donde frecuentementese observan pelos

mucilaginososy abundanteepifora.

En el filidio aparecenlos siguientestipos celulares:

Célulasparenquimáticas:constituyencon exclusividadel limbo, asimismopueden

estaro no en el nervio.

Estereidas:soncélulasde paredesmuy engrosadas,de localizaciónvariableen el

nervio.

Células leptodermas:su posiciónen el nervio es central, y presentanun aspecto

semejantea los hidroidesdel caulidio. No seobservanen todas las especies.

Células-guía:aparecenen el nervio en posiciónadaxial, y se diferencianporposeer

engrosadala paredcorrespondientea estacara,y por su mayor lumen.

60



RESUL ¡“A DOS Y DISCUSIÓN Anatomía. Garnetó no: Resultados

En todos los casos, los filidios están rodeados por una cutícula, y las células

presentanuna paredprimaria considerablementeengrosada,en especialla que constituye

la superficie periférica,dondepuedealcanzarun espesorde 1-2 gm; y unaparedsecundaria

variable segúnlos tipos celulares.

En cuanto a las reaccioneshistoquimicas,los filidios presentanlos siguientes

comportamientoscomunes:

El almidón se detecta, bajo una apariencia informe, en su mitad apical,

correspondienteala localizaciónpreferentede cloroplastos.Unaexcepciónla constituyeGr.

torquata, donde se ha observadoen toda la extensióndel filidio.

Aunque la aplicaciónde SudánIII y SudánBlack demuestralapresenciade lípidos,

éstos no suelenencontrarseen forma de grandesacúmulos. Es frecuente su detección

asociadaa los cloroplastos,que sugiere su localizaciónintraplastidial.

La detecciónde celulosaen la paredtardavariashorasenproducirse,y daun doble

resultado:positivo para la paredsecundaria,y negativoparala paredprimaria. Aplicando

de ácido sulfúrico tras el Lugol, se observala formaciónde agujas de cristalessobre la

superficie del filidio.

La reacciónpara las sustanciaspécticasseproducecon fuerte intensidad,excepto

en los filidios de Gr funal/s.

Los filidios demuestranser las estructurascon mayor abundanciade sustancias

fenólicas,especialmenteacumuladasen las paredesde sus elementoscelularesreforzados

(fig. 8 B).

Las disolucionesbásicascausanun viraje de la coloraciónde la pareda amarillo

vivo, exceptoen las bases,donde la reacciónes como se ha indicadoparalos caulidios.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN. Anatomía, Gametófuo: Resultados

Las disoluciones ácidas producen una decoloración,o bien una tonalidad

amarillenta,en las paredesde los filidios.

Se ha realizadoun estudio de la punta pilífera que rematael ápice del filidio. En

cortetransversal,el pelo estáconstituido por célulasmuertas,de paredesmuy reforzadas,

que dan resultadopositivo tan sólo para la detecciónde la celulosa (que seproducede

manerainmediatay con fuerte intensidad).

Con microscopiaelectrónicade barrido, el pelo se observacomo una estructura

tridimensional, formadapor fibras (que correspondena las anteriorescélulas) densamente

empaquetadas,no torsionadas.El nervio del fihidio no participa en su constitución,y

terminaen todos los casosen subase.

El comportamiento ante la luz polarizada indica la presenciade refuerzos de

ordenacióncristalina o paracristalina(probablementecelulósicos)en el nervio, el margen

y la puntapilífera. Sin embargo,se observacon másintensidaden el pelo y en regiones

‘AJIw,k~ta3 u~.,i III.A VIU 141¿C ~C C~JJV¼~ttft4Ui VII L4U4 tdbU.
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RESULTADOSY DISCUSIÓN. Anatomía, Ganietófito: Resultados

Gr. decipiens

CA ULIDIO

Diámetro de 220-250 .¡m.

La epidermis constade 1-3 estratos,irregularessegúnla diferenciaciónde filidios

(esuniestratadonde no los hay). Las células son de 15-18 ¡ím en su dimensióntangencial,

8-15 gm en la radial y 70-100 im en la longitudinal.

El parénquimapresenta4-6 estratos de células de 100-150 am en su dimensión

longitudinal, máso menos isodiamétricasen corte transversal,con 15-25 gm de diámetro,

con los máximosvalores,por lo general, en las células másinternas(fig. 1 A).

El hidroma estáconstituido por 25-35 célulasde 10-20 ~tmde diámetroen sección

transversal,que dan unatraza de contorno muy irregular (fig. 1 A).

La epidermisy el parénquimapresentanunaparedprimariamuy electrondensa,con

un estrato interno sin estructuradistinguible, que forma los trígonos,y una bandamás

transparente,fibrilar, sólo perceptibleen la epidermisy el parénquima.La paredprimaria

tiene un grosortotal de 0,5-0,8 p.m en los tabiquesepidérmicos,y quedaconstreñidaa una

fina línea en el parénquimainterno.No forma un engrosamientoapreciableen la periferia

del caulidio, salvo si setrata de un filidio en diferenciación(fig. 2 B).
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RESULTADOS Y DISCUSION. Anatomía, Gametófito: Resultados

La pared secundariaes uniestrata, medianamenteopaca a los electrones,muy

densamentefibrilar, subdivididaenbandaspor finas líneasconcéntricasmuy electrondensas.

Ocasionalmenteestá bordeadainternamentepor una estrechabanda opaca. Su grosor

disminuye gradualmentedesde la epidermis (2-2,5 gm) hacia el interior (0,5 iim en el

parénquimainterno). Este espesores bastanteregularparauna misma célula, y si existen

irregularidadesno estánpolarizadas.

Se observanalgunosplasmodesmosaislados,frecuentementeen la epidermis. Pero

sonmásfrecuenteslos agrupadosen camposde punteadurasprimarias,másabundantesen

el parénquima(fig. 2 A), pero también presentesen la epidermis. Suelendistribuirse

preferentemente en las paredes transversales,pero se encuentran también en las

longitudinales.Los camposde punteadurasprimariasproducenun adelgazamientogradual

de la paredcontigua, y su espesortotal esde 0,6 ~tm.

La delimitación entre el parénquimay la epidermis es relativamenteclara, por el

alargamientotangencialy el menor tamañocelular en ésta.

Las paredesde ios hidroidespresentantrigonosmuy opacosa los electrones,donde

ocasionalmentese percibeuna bandafibrilar semejantea la aparecidaen los otros tejidos.

No seven bordeadospor paredsecundaria.Los ladosde la paredmuestranuna estructura

fibrilar laxa, poco densa a los electrones,donde no se diferencian estratosprimario o

secundario,con un grosor total de 0,4 ~tm.

La transiciónentreparénquimae hidromaes siemprebrusca,y en la superficie de

contacto, la pared parenquimáticamantienesiempre su estructura,mientras que la del

hidroide se observadegradada,aunqueconservaen este caso su pared primaria en los

tabiques.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN Anatomía. Gametójito: Resultados

Seobservaunaaltadegradacióncitoplasmática,con abundantesrestosvacuolizados,

cloroplastos en degradación, etc., a menudo encerradosen guirnaldas de retículo

endoplasmático.Los lípidos se acumulanengrandescantidades(fig. 2A), llegandoa ocupar

casi la totalidad del lumen celularen la epidermis.

Aparecen túneles de degradaciónde la pared, desarrolladosdesde el exterior,

probablementeproducidospormicroorganismos,aunqueéstosno se hanvisto en estenivel.

Hacia la partebasalse pierde casi completamentela actividadcelular y disminuye

la acumulaciónde lípidos. El diámetrodel caulidio se mantienehastanivelesmuy basales,

en que se reduce a 150-200 ~,im.Se conservala cutícula, y la epidermisno presentaun

apreciable engrosamientode sus paredescelulares. Degenerala traza de hidroides, en

algunas regiones apareceuna laguna central, y cuando se observan, los tabiquesestán

desestructurados,y los trigonos se degradan en su periferia. Aparecen abundantes

microorganismosde organizaciónprocariota,tanto en el lumen como en las paredesde las

célulasperiféricas.No se ha encontradouna vaina de tejido degradadocircundandoel

caulidio.

El caulidio, cuyo color naturalespardo-amarillento,másoscuroen la base,enrojece

enpresenciade solucionesbásicas,fuertementeen regionesbasalesy menosintensamente

en el ápice.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN Anatomía. Ga¡netófúo: Resultados

La reacciónparala detecciónde celulosase producecon bastanteintensidadentodas

las paredes,así como la correspondientea la localización de sustanciaspécticas. Se

demuestraacumulaciónde sustanciasfenólicasen la epidermis.Las seccionesmantienen

su integridad duranteunashorasen ácido sulfúrico concentrado.

La coloración con azul de Nilo muestrauna predominanciade lípidos neutros,

aunqueen las yemasde ramificación seencuentranmezclasde neutros y ácidos.

FILIDIO

Nivel basal: el nervio presentacuatrocélulas-guíaadaxiales,semejantesentresí,

y uno o dos estratos,cada uno con 10-12 estereidasde contorno simétrico en sección

transversal,en su envés.El nervio presentaun contorno en media luna, poco resaltadoen

la superficie abaxial del filidio. El limbo comprendeen cadalado 30 células,alargadasen

sentido lateral, ligeramenteconvexashacia ambassuperficiesexternas.El margenesmuy

recurvadoen amboslados (frecuentementemasen uno de ellos), uniestrato.

Fig. 1. A: Corte transversal de caulidio apical de Gr decipiens, teñido con azul de metileno, 850x. B: Corte

transversal de caulidio apical estéril de Gr. elatior, sin teñir, 220x. C: Corte transversal caulidio apical fértil de

Gr elatior, sin teñir, 220x.

Fig. 2. A: Corte longitudinal de parénquima apical, con campos de punteaduras primarias, de Gr decipiens a MET.

13: Corte transversal de caulidio de Gr. decipiens, detalle de la inserción de un filidio a MET.
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RESUL TADOS Y DISCUSIÓN. Anatomía. Gametófito: Resultados

Nivel medio: el nervio muestracuatrocélulas-guía,de las que las doscentralesson

mayores. En su envéspresentauna capa de 10-12 célulasparenquimáticasligeramente

menoresque las del limbo. En suinterior seencuentraunacapairregulardc 6-10 estereidas.

El contornodel nervio es laxamentetrilobulado, y resaltaacusadamenteen la superficie

abaxial del filidio. El limbo tiene una anchurade 25-30células, máso menos cuadradas,

con lumen ovalado, alargado en sentido anteroposterior, en sección transversal.

Ocasionalmenteesirregularmentebiestratificado.El margenesmenosrecurvado,uniestrato,

ocasionalmentecrenuladopor la convexidadde las paredescelularesabaxialesy adaxiales.

Nivel apical: el nervio tiendea redondearsu contorno,aunquea veceslas células

periféricas constituyenprotuberanciasirregulares. Las células tienden a la uniformidad,

acercándoseal tipo parenquimáticodel limbo. Estaregiónpresentamayor tendenciaa la

biestratificación, y las 2-3 filas marginalespuedenser triestratas.

La puntapilífera esdecurrentehaciael margen,dentadaespecialmenteenestazona,

y en corte transversalse observacompuestapor 30 fibras en su regiónbasal.

La máximaintensidadante la luz polarizadala presentala basedel fihidio, el primer

tercio del nervio y el pelo.
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RESUL TADOS Y DISCUSI ÓN. Anatomía, Gametáfuo: Resultados

Gr. elalior

CA ULIDIO

Diámetro de 150-200 .tm.

Existe una clara diferenciaciónentre caulidios fértiles y estériles: los primeros

poseenhidroma desdeel ápicehastala parte media, los últimos carecende ella (figs. 1 B,

C).

La epidermisestáformadapor 2-4 estratos,con un contornomáso menosregular.

Las célulassonmáso menosisodiamétricasen corte transversal,con un diámetrode 8-12

jun, que tienden levementea alargarsetangencialmente,y de 20-30 lun en su dimensión

longitudinal (figs. 1 B, C).

El parénquimaconstade4-6estratosde célulasisodiamétricasen seccióntransversal,

de 15-20 jm de diámetro, y 20=30 ~un en su dimensión longitudinal, más o menos

semejantesentre sí (figs. 1 B, C).

El hidroma es de contorno máso menosregular, formado por 50 ó máscélulas de

10-15 ~tmde diámetro(fig. 1 C).

En el interior de caulidios estérileslas célulasson claramenteparenquimáticas,sin

que seobserveningún estadode transiciónhaciael hidroma.

72



RESULTADOS Y DISCUSIÓN. Anatomía. Gametófito: Resultados

La epidermis y el parénquimapresentanunaparedcelular primaria electrondensa,

biestrata, con un estrato interno más o menos homogéneo,formador de trígonos,y una

franja, sólo visible en epidermis,fibrilar. El grosorde laparedprimariaalcanza0,6 gm en

la epidermis,haciael interior se reducea una línea. No se engruesasignficativamenteen

la periferia, salvo sí correspondea la diferenciaciónde un filidio.

La pared secundariaes uniestrata,densamentefibrilar, medianamenteopacaa los

electrones.En ocasionesestábordeadapor una línea interna o apareceun estratointerno

de estructura reticular, más opaco. En la epidermis alcanza 1,5 gm de grosor, que se

adelgazagradualmentehasta0,5 ¡j.m en el parénquimainterno.El espesoresalgo irregular

en cadacélula, pero no de forma polarizada.

Las célulasse comunicanpor algunosplasmodejnosaislados,pero en sumayorparte

se agrupanen camposde punteaduras,observadoscon gran abundanciatanto en corte

transversalcomo longitudinal, de variablesdimensiones,preferentementedistribuidosen el

parénquima.Producenun adelgazamientomuy bruscode la paredsecundaria,paraalcanzar

un grosor final de 0,5 gm.

La transición entre la epidermis y el parénquima es más o menos clara,

especialmentepor las diferenciasde tamaño.

Las paredes de los hidroides presentantrígonos degradadosen su periferia,

bordeadospor una estrechabanda de pared secundaria laxamente fibrilar. Los lados

presentanun grosorde 0,6-0,8ym, de estructurafibrilar desorganizada,dondesedistingue

la lámina media.

En el contacto con el parénquima,tan sólo la pared de los hidroides presenta

degradacióny éstano afectaa la paredprimaria.
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RESULTADOS Y DISCUSION. Anatomía, Gametófito: Resultados

La actividadcitoplasmáticaesmuy escasa,sólo se han observadorestosdegradados

y acúmuloslipídicos, fundamentalmenteen las célulasepidérmicas.Se ha constatadola

presenciade abundantesmicroorganismosprocariontesen la periferiadel caulidio.

En regiones más basalesdel caulidio disminuye progresivamenteel número de

célulasdel hidroma hastadesaparecerpor completo. La paredsecundariase engruesa(2,5

¡ím en la epidermis, 0,7 ~imen el parénquimainterno). No se observadegradaciónde la

cutícula.La invasiónde microorganismosalcanzafrecuentementeel interior del cat4ijjjb.

Éste está circundado por una estrecha vaina de tejido degenerado,con abundantes

microorganismos,que en estadohidratadoposee una texturagelatinosa.

En cuanto a las reaccioneshistoquimicasde pared, partiendo de una coloración

natural amarillo-naranja en el ápice y rojiza en la zona basal, en medios alcalinos se

produceun viraje a rojo intenso.La reacciónparala celulosa,así como paralas sustancias

pécticasse presentacon intensidaddébil. Tan sólo los fihidios en diferenciaciónmuestran

abundanciade sustanciasfenóhicas. El azul de Nilo muestra la presencia de acúmulos

lipídicos ácidos o bien neutros, sin mezcla.

FIL IDI O

Nivel basal:el nervio presenta2 (3) células-guia adaxiales,y un segudoestratode

cuatrocélulassimilares. En el envésaparecendos o tresestratos,cadauno con cercade 15

estereidas,con lumen casi colapsado.El limbo tiene una anchurade 30 células,alargadas

en sentido lateral, con las paredesexternasconvexas.El margenesfuertementerecurvado

a un lado (2 ó 3 espiras),y algo menos al otro. En estenivel se presentanocasionales

biestratificacionesirregulares,y las células a veces son papilosas.
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RESUL ¡“A DOS Y DISCUSI ÓN. Anatomía. Carne tófito: Resultados

Nivel medio: El nervio poseeun primer estratode doscélulas-guíaadaxiales,y un

segudode 4-6. En el envésaparecendos o tres estratosde 15 estereidascadauno, con el

lumen algo mayor. El contorno del nervio es redondeadoy resalta fuertemente en la

superficie abaxial del filidio. El limbo tiene una anchurade 40 células o más, con alta

tedencia a biestratificarse irregularmente. Se observan abundantespapilas en ambas

superficies.El margenes variablementerecurvado(frecuentementeun lado másque otro)

y esbiestratificadoen sus dosúltimas filas.

Nivel apical: todas las células del fihidio son uniformes, parenquimáticas,muy

marcadamentepapilosas,e irregularmentedistribuidasen dos o tres estratos.

La puntapilífera esalgo decurrentehaciael margen,denticuladapor encimade este

nivel, y en cortetransversalpresentaun máximo de cercade 30 células.

La máxima actividadante la luz polarizadase detectaen la mitad basaldel nervio

y en el pelo.
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RESUL TADOS Y DISCUSI ON. Anatomía. Garnetófito: Resultados

Gr. Janalis

CA ULIDIO

Diámetrode 120-150¡.tm.

La epidermises uniestrata(a vecesbiestrata),con células de aproximadamente30

en su dimensión longitudinal, e isodiamétricas,con diámetrode 5-8 im, en sección

transversal(fig. 3 C).

El parénquimaconstade 2-3 estratos de células de 30-40 ~tmen su dimensión

longitudinal, isodiamétricas,y con diámetro de aproximadamente10 ~tm en sección

transversal,bastanteregulares(fig. 3 C).

El nnnfnrnnrrniil o., formado por células de 5=6 gm enseccion

transversal,en número normalmente superior a 20 en caulidios fértiles, y de 8-15 en

estériles.

Las célulasparenquimáticasy epidérmicasposeenuna paredprimaria muy densaa

los electrones.En las célulasperiféricasse distingue una bandaexternaalgo difusa. El

grosortotal de la paredprimaria es de 0,5-1 ~tmen la periferia, y seconstriñea una fina

líneahacia el interior. No seengruesaen la superficie externadel caulidio, a menosque se

trate de un fihidio en diferenciaciÓn.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN. Anatomía. Gametójito: Resultados

La paredsecundariaesmedianamenteopaca,biestrata,con unestratofibrilar denso,

en el que a vecesse distinguen bandas,bordeadointernamentepor un estrato laxo, más

opaco,de estructurareticular o fibrilar. En la epidermisalcanzaun grosor de 0,5-1 hm, y

esuniforme parauna misma célula,excepto si presentacamposde punteaduras.

Los plasmodesmosse hanobservadosólo agrupadosen camposde punteaduras,con

preferenciaen las paredestransversales,aunqueque son relativamentepoco abundantes.

Producen un adelgazamientopaulatino, y poco marcado, de la pared contigua, hasta

alcanzarun espesorde 0,5 gm.

La transiciónentre epidermis y parénquimaes bastantegradual, de forma que la

epidermisno esun tejido bien diferenciadoen estaespecie(figs. 3 B, C).

Laparedde los hidroidespresentatrigonosdegradadosen superiferia.En suinterior

se diferencian a menudo campos con abundantesperforaciones(fig. 3 A). Los lados

presentanuna estructuralaxamentefibrilar, escasadensidadelectrónicay un grosorde 0,3

ítm. En ellos no se puededistiguir los estratosque componenla pared.

En la zona de contactoentre parénquimae hidroma permaneceíntegra la pared

parenquimaitica,así como el estratoprimario de la de los hidroides.

El citoplasma aparece degradado,con restos de mitocondrias, alto grado de

vacuolización,y abundantesacúmulosde lípidosen todaslas células,salvo enlos hidroides.

No se han observadomicroorganismosinvadiendo los tejidos, ni señalesde su

presencia.
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RESUL TADOS Y DISCUS! ON. Anatom (a. Garnetójho: Resultados

Hacia la basedel caulidio, semantienela cutícula,decreceel diámetrode la sección

hasta70 gm, sedesestructuranlas paredesde los hidroideshastaacabarpor desaparecerla

trazacentral,y seelimina la distinciónentreepidermisy parénquima,con lo que sealcanza

una uniformidad celular en la sección,que puedequedarreducidaa 10 células.Aparecen

perforacionesen las paredes,algo desorganizadas.La paredsecundariase engruesahasta

2-2,5 ~m. No parecedecrecerla actividadcelular ni la acumulaciónde lípidos.

Se observa una vaina, de hasta 10 ¡ím de espesor, de tejido degeneradocon

abundantesmicroorganismos,circundandoel caulidio, aunqueéstosno hanaparecidoensu

interior (fig. 3 B).

Lapared,cuyo color naturalesanaranjandoen el ápicey rojizo hacia la base,daun

fuerte enrojecimiento en medios alcalinos (fig. 3 C), se mantieneunas horas en ácido

sulfúrico concentradoantesde desorganizarse,y da una reacciónintensaparala detección

de pectinas. Tan sólo la periferia muestraacumulaciónde fenoles. La pruebapara la

detecciónde celulosaofreceun resultadodudoso,al producir un fuerteoscurecimiento,con

una coloración que no se correspondecon la descrita. En los acúmulos de lípidos

predominanlos ácidos.

Fig. 3. A: Corte transversal de trígono de la traza de hidroides de Gr frnal¡s, mostrando las áreas de perforaciones,

a MET. 13: Corte transversal de caulidio basal de Gr funalis, teñido con azul de metileno, 740x. C: Corte

transversal de caulidio de Gr frualis, reacción con potasa, 600x.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN Anatomía. Garnetófito: Resultados

FILIDIO

Nivel basal: el nervio tiene doscélulas-guíaadaxiales,un estratode 6 estereidas

abaxialesy una capainternade estereidascasi colapsadas.Su contorno, semilunar, resalta

poco en el envés.El limbo tiene 20 células de anchura,que son de paredesconvexasen

ambascaras y alargadasen sentido lateral. Ocasionalmentees biestratificadoen algunos

puntos. El margenesplano, uniestrato.

Nivel medio: el nervio presenta dos células adaxiales, una capa de

aproximadamenteseis estereidasabaxiales,que a vecesforman protuberanciasirregulares,

y una capainternade 3 ó 4 células de paredesmuy adelgazadas.El contornodel nervio es

redondeado,con escasoresalteenel envés.El limbo presentahasta40 célulasde anchura,

es irregularmentebiestrato,y su margenesplano o ligeramenterecurvado,con una o dos

célulasde grosor.

Nivel apical: las células se igualan todasal tipo parenquimático del limbo, con la

excepciónocasionalde las célulascentralesdel nervio. El filidio se haceirregularmentebi-

o triestrato.

La puntapilífera esdecurrente,denticulada,y con un máximo de 15-20célulasen

corte transversal.

Ante la luz polarizada,la máximaactividad la muestrala base, la mitad basaldel

nervio y el pelo.
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RESUL fADOS Y DISCUSIÓN. Anatomía. Garnetófito: Resultados

Gr. hartmanii

CA ULIL3IO

Diámetrode aproximadamente200 hm.

La epidermises muy diferenciada,de contornoaproximadamenteregular, con 2-3

estratosde célulasde 50 ~m en su dimensiónlongitudinal, máso menos isodiamétricaso

levementealargadastangencialmenteen seccióntransversal,con diámetro de 10-15 ~m

(figs. 4 A, B).

El parénquimaconstade 4 ó 5 estratosde células de 50-70 gm en su dimensión

longitudinal, aproximadamenteisodiamétricasen su seccióntransversal,con diámetrode

15-20 ~m, con los mínimos valoresen las internasy los máximos en las centrales.Las

periféricaspuedentendera alargarsetangencialmente(figs. 4 A, B).

No se ha observadoen ningún caso la presenciade una trazade hidroides,y las

célulascentralesmuestrancaracterísticasclaramenteparenquimáticas,sin ningunatendencia

a la degradacióndc la pared(fig. 4 A).

Estostejidos presentanuna paredprimaria biestrata,con un estrato interno denso,

conaparienciahomogénea,que forma los trigonos,y unabandainternafibrilar, perceptible

en todas las células.La paredprimaria alcanzaun grosor de 0,8 im en la epidermis, que

disminuye a 0,2 gm en el parénquimainterno.No forma una bandaperiféricaengrosada,

salvo en los filidios endiferenciacion.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN. Anatomía. Carne tófito: Resultados

La paredsecundariaesuniestrata,muy densamentefibrilar, con un grosorde 1-1,5

en la epidermis, que decrecegradualmentehasta0,3 gm en el parénquimainterno. Su

espesores muy regularparacadacélula.

Seobservanalgunosplasmodesmosaisladosentrelas célulasparenquimáticas,pero

sonmásfrecuenteslos camposde punteadurasprimarias,principalmentedistribuidosen las

paredestransversales.Su presenciasuponeun adelgazamientogradual de la pared hasta

alcanzarun grosor final de 0,6 hm.

La delimitación entreepidermis y parénquimaessiempreclara (figs. 4 A, B).

No se han encontrado orgánulos citoplasmáticos, sólo restos degeneradosde

membranasy acúmuloslipídicos.

Hacia la base,el diámetrodel caulidio decrecehasta120 ~.tm.La epidermisaumenta

en númerode estratos(4 ó 5), aunqueen nivelesmuy basalesvuelve apresentardos o tres.

La existenciade estratosde transciónpuedeoscureceralgo la delimitaciónentreepidermis

y parénquima.El grosorde la paredsecundariapuedeaumentarhastacolapsarel lumen de

algunas células epidérmicas,alcanzando3-4 gm. Es frecuente la aparición de bandas

concéntricasen el espesorde esteestrato.En el interior, la paredsecundariamuestracierta

desestructuracidn.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN. Anatomía. Garnetófito: Resultados

La cutícula se observa íntegra, y no aparecen señales de invasión de

microorganismos,aunquese ha encontradofrecuentementeunavainade tejido degenerado,

de forma más o menosdisgregada,circundandoel caulidio.

La pared de las células parenquimáticasy epidérmicas,de color natural ocre,

reaccionacon fuerte intensidadpara la detecciónde pectinas(fig. 4 B) y, especialmente,

de sustanciasfenólicas. La detecciónde celulosarequiereuna semanade actuaciónde los

reactivos, y aun así el resultadoes débil, aunquees algo másmarcadocn el parénquima

interno. En mediosbásicosla paredenrojecefuertemente,y en ácido sulfúrico concentrado

se disuelve en pocos minutos. Los acúmulos de lípidos muestranestar formados por

mezclasde neutrosy ácidos.

Fig. 4. A: Corte transversal de caulidio medio de Gr hartrnanii. Test de detección de pectinas (rojo de rutenio),

220x. 13: Corte transversal de caulidio apical de Gr. hartinanil, 850x.
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RESUL¡”ADOS Y DISCUSIÓN Anatom(a. Garnetófito: Resultados

YISA’IAS

Aparecenen el ápicede los caulidios, tienenformade mora,con 20-30célulasy un

diámetro de 100 gm. Las paredesconstansólo del estrato primario, que a su vez es

biestratificado,con unabandafibrilar reticuladabordeadainternamentepor otramásdifusa.

Externamenteestánrecurbiertaspor una sustancialipofílica amorfa.

Su comportamientoantelas reaccioneshistoquímicases semejanteal del caulidio,

exceptuandola mayor resistenciaal ácido sulfúrico concentrado(másde 24 horas).

FIL 1Db

Nivel basal: el nervio estáformado por 6 células-guíaadaxialesy tres estratosde

estereidasabaxiales,con 8 célulascadauno. Su contorno es semilunar, poco resaltadoen

el envés. El limbo tiene una anchurade 15-20 células, que son leptodermas,de paredes

exterioresconvexasy alargadasen sentido lateral. El margenesuniestratoy recurvado.

Nivel medio: el nervio presenta4-6 células-guíaadaxialesy tres estratosde

estereidasabaxiales,de 10-15 célulascadauno. Su contorno es laxamentetrilobulado, a

veces irregular. El limbo tiene una anchura de 30 células isodiamétricasen sección

transversal.El margenespoco recurvado,biestrato.

Nivel apical:el númerode células-guíaadaxialesdecrecehastados, y las estereidas

aumentanprogresivamenteel diámetro de su lumen. Finalmente estos tipos celularesse

igualan al parenquimáticodel limbo. El contorno del nervio es muy irregular. El limbo

presentaun margenbiestratificadoen 2-3 filas de células.
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RESUL TADOS Y DISCUSI ON. Anatomía. Garnetófito: Resultados

La puntapilífera no esdecurrente,estáformadaen corte transversalporun máximo

de 20-30 célulasy esdentada.

Ante la luz polarizadala máxima actividad esla registradapor el cuarto basaldel

nervio y por el pelo.
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RESUL ¡“A DOS Y DISCUSI ÓN. Anatomía, GarnetóJ2to: Resultados

Gr. incurva

CAULIDIO

Diámetro de cercade 150 hm.

La epidermisesuniestrata,a vecesbiestrata,de contornobastanteregular, formada

por célulasde 15-30 ~m en su dimensiónlongitudinal, y aproximadamenteisodiamétricas,

o levementealargadastangencialmente,con diámetrode 8-15 gm, en corte transversal(fig.

5 B).

El parénquimaconsta de tres o cuatro estratos,de células de 30-40 ~m en su

dimensiónlongitudinal, más o menos isodiamétricas,con diámetro de 15-20 gm, con los

máximosvalores en los estratoscentrales,y los menoresen el interno (fig. 5 B).

El hidroma es ligeramenteexcéntrico,de contorno regular, constituido por 6-10

células de 5-8 ~m de diámetro(fig. 5 B).

La epidermis y el parénquimaposeenuna paredprimaria opaca,bordeadapor un

estratofibrilar menosdensoa los electrones,indistinguible en el parénquimainterno (fig.

4 A). El grosorde la paredprimaria esde 0,4 ~m en la epidermis, aunquehaciael interior

se reducea una línea muy delgada.En la periferia no se engruesaformandouna corona

diferenciada,exceptosi setrata de un filidio.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN. Anatomía. Gametófito: Resultados

La paredsecundariaesuniestrata,densamentefibrilar (fig. 5 A), a vecescon doso

tres bandas.Ocasionalmentepuedeaparecerun segundoestratointerno laxo, másdensoa

los electrones.En la epidermis puede alcanzar 2 gm de espesor,y va adelgazándose

gradualmentehaciael interior hasta0,3 hm. El grosoresuniformeparaunamisma célula.

Se observanalgunosplasmodesmosaislados,pero en su mayor parteaparecenen

camposde punteadurasprimarias,másabundantesen paredestransversales,pero también

presentesen las longitudinales; igualmentedistribuidos en la epidermis y el parénquima.

Producenun adelgazamientogradualde la pared,hastaun espesorfinal de 0,5-0,6~m (fig.

SA).

La delimitaciónentreel parénquimay la epidermisesgeneralmenteclara(fig. 5 B).

La pared de los hidroides muestratrigonos opacos, frecuentementecon áreasde

perforaciones,bordeadospor unabandafina de paredsecundaria.Los lados aparecenmuy

desestructurados,laxos, fribrilares, con un grosor de 0,2 gm, y muestran trazos

discontinuosde la láminamedia.

La actividadcitoplasmáticaesmuy escasa,sólo seencuentranacúmuloslipídicos y

restosdegradadosde orgánulos.Aparecenseñalesde invasiónde microorganismos,aunque

sus células no sehan observado.

F¡g. 5. A: Corte transversal de caulidio de Gr. incurva: campo de punteaduras primarias en la epidermis, a MET.

B: Corte transversal de caulidio apical de Gr. incurva, 600x.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN. Anatomía. Gametófito: Resultados

Hacia la base,el diámetrodel caulidio se reducehasta100 gm, aveceshasta70 hm.

Las paredesde los hidroidespierdensu estructurafibrilar, y se afinana menosde 0,1 hm.

Finalmentedesapareceel hidroma.La pared secundariase engruesahasta2,5-3 ~m en la

epidermis y 0,5 en el parénquimainterno. Aunque se mantienela cutícula, se observan

abundantesmicroorganismos,de orgaización procariotasin paredcelular(tipo micoplasma),

hastael interior del caulidio.

No se observavaina de tejido degradado,o esmuy reducida.

En cuanto a las reacciones histoquimicas, las paredes celulares reaccionan

fuertementepara la detecciónde pectinas, celulosa y fenoles (éstos,especialmenteen la

periferia). Las secciones,de color natural ocre-amarillento,enrojecen en disoluciones

alcalinas, y se disuelven rápidamenteen ácido sulfúrico concentrado.El azul de Nilo

muestrapredominantementeacúmulosneutros.

FIL1Db

Nivel basal: El nervio presentados células adaxialespoco diferenciadasy tres

estratosde 4-8 estereidascada uno hacia la cara abaxial. Su contorno es semilunar,

destacandopoco en dicha superficie. El limbo tiene una anchurade unas 15 células, es

uniestratoy de margenligeramenterecurvado.

Nivel medio: el nervio secomponede doscélulas-guíaadaxiales,de dosestratos

abaxialesde 8-10 estereidascada uno, y de 1-2 estereidasinteriores. Su contorno es

redondeado,poco resaltadoen el envés.El limbo tiene una anchurade 20-25 células,que

se alarganen sentido lateral, de paredesconvexas.Presentaocasionalbiestratificación. El

margenesasimétricamenterecurvadoy uniestrato.
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RESULTADOS Y DISCUSION. Anatomía. Garnetój2to: Resultados

Nivel apical: el nervio y el limbro tiendena presentarexclusivamentecélulas

parenquimaiticas,ovaladasen sentidoanteroposterior.El margenesplano, biestratoen sus

2-4últimas filas celulares.

No se han observadopapilasen las célulasdel filidio.

La punta pilífera no es decurrente, y las fibras presentanextremos patentes,

produciendodientes.En seccióntransversalse ve formadapor un máximo de diez fibras.

Ante la luz polarizada,la máximaactividad la presentael tercio basaldel nervio y

el pelo.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN Anatomía. GarnetójUo: Resultados

Gr.orbicularis

CA ULIDIO

Diámetro de 150-200 hm.

Se destacala presenciade una cutículamuy delgada.La epidermis esde contorno

bastanteirregular, por la alta densidadde basesde filidios imbricadas,y estáformadapor

1-3 estratosde células de aproximadamente25 ~m en su dimensiónlongitudinal, que en

cortetrasversalsonaproximadamenteisodiamétricaso algo alargadastangencialmente,con

un diámetrode 8-15 hm.

El parénquimaconsta de 2-3 estratos de células de 25-50 ~m en su dimensión

longitudinal, isodiamétricasen su seccióntransversal,con un diámetrode 12-18 ~m, con

los máximosvaloresen el estratocontiguo al másinterno (fig. 6 B).

El hidromapresentahasta40 células en los caulidios fértiles, con un contornomás

o menosregular. El diámetro de los hidroidesen seccióntransversalesde 5-10 p.m (fig.

6B).

En la epidermis y el parénquima, la pared primaria es opaca, con un estrato

homogéneoque forma los trígonos y una banda más clara fibrilar que los bordea

internamente,sólo distinguibleen la epidermis.El grosorde laparedprimariaesde 0,6 ~.tm

en la periferia, y se constriñea una fina línea en el interior (fig. 6 A). No se engruesa

formando una coronaexterna, salvo en las regionesen las que se diferenciaun filidio.
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RESULTADOS Y DISCUSION. Anatomía. Garnetójito: Resultados

La pared secundariaes de medianadensidadelectrónica,biestrata,con un estrato

densamentefibrilar y otro interno reticular, más electrondenso.El grosor, de 2 gm en la

epidermis,disminuyegradualmentehasta0,3 gm en el parénquimainterno(fig. 6 A), y es

bastanteregularpara cadacélula.

Los plasmodesmosse encuentran principalmente agrupados en campos de

punteadurasprimarias,másabundantesen las paredestransversalesdel parénquimainterno.

Sólo ocasionalmentese hanencontradoen la epidermis.Supresenciacausaunadisminución

gradual del grosorde la pared,hastaalcanzar0,5 hm.

La transiciónentre el parénquimay la epidermis es bastantegradual, y es dificil

distinguir esteúltimo tejido. Las paredesde los hidroidespresentantrígonos homogéneos

y muy opacos,rodeadospor unafina bandade paredsecundaria.Los ladospresentanuna

estructurafibrilar, donde no sedistingue la antiguaestratificaciónde la pared,y sonmuy

delgados(0,1-0,2 gm), aunquenormalmentecontinuos (fig. 6 A). En el contactocon el

parénquimala degradaciónsólo afectaa la paredsecundariade los hidroides.

En el citoplasmaaparecencloroplastosbienorganizados,de hasta5 ¡.tm de diámetro

máximo, mitocondrias,retículo endoplasmático,dictiosomas,núcleoy nucléolo,así como

grandesacúmuloslipídicos (fig. 6 A). Se hanobservadoal microscopioóptico depósitosde

cristalesen las paredesde los hidroides.

Fig. 6. A: Corte transversal de caulidio de Gr orbicularis: parénquima interno, a MET. B: Corte transversal de

caulidio basal de Gr orbicularis, teñido con azul de metileno, 1500x.
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RESULTADOS Y DiSCUSIÓN. Anatomía. Garnetófito: Resultados

Haciala baseel diámetrodisminuyehasta100-120hm. La cutículase reducemucho

y puededesaparecer.En el hidroma tiende a decrecerel númerode células,y a vecesse

colapsatotalmente, aunque se han encontradoseccionesbasales con 30 hidroides. Se

elimina por completo la diferenciaciónentreepidermis y parénquima.Se observauna alta

degradaciónde las paredescelulares, que no se engruesanapreciablemente.El estrato

interno de la paredsecundariaaumentade espesory adquiereuna estructurahomogénea.

Es frecuenteobservarroturasy discontinuidadesen los tabiques.

Disminuye la actividad citoplasmática,aunque algunas células parenquimaiticas

muestranaún alta organizacion.

Se han observadomicroorganismosen el interior de las paredesperiféricas.

No se ha encontradouna vainade tejido degradadocircundadoel caulidio.

En cuanto a las reaccioneshistoquimicasse detectacon intensidadla presenciade

sustanciaspécticas,celulosa y fenoles. Las paredes,de color natural ocre se disuelven

rápidamenteen ácidosulfúrico concentradoy dan unareacciónanaranjadaen la epidermis

y rojiza en el parénquimaen medios alcalinos. Los acúmulosde lípidos puedenestar

constituidospor ácidos,neutroso mezclas.
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RESUL TADOS Y DISCUS!ÓN. Anatomía. Garnetófito: Resultados

FILIDIO

Nivel basal: el nervio consta de dos células-guíaadaxiales,2-4 células internas

semejantesa éstasy 2-3 estratosde abaxialesde cercade 8 estereidascadauno. El contorno

essemilunar, con cierto resalteen el envés.El limbo tiene una anchurade 20-30células,

que seobservanalargadasen sentido lateral,con las paredesexternasconvexas.El margen

es uniestrato,recurvado.

Nivel medio: en el nervio aparecen 2 células-guía adaxiales, 6-7 células

parenquimáticasabaxiales,algo más reducidasque el limbo, y una capa interna de tres

células, separadaspor tabiques muy delgados.El contorno del nervio es redondeadoy

sobresalepoco en el envés.El limbo, siempreuniestrato,alcanzalas 30 célulasde anchura,

que hacia el ápice presentanconvexa la pared adaxial. Frecuentementelas uniones

intercelularesson protuberantesa modo de papilas. Ambos márgenesson uniestratose

igualmenterecurvados.

Nivel apical: todaslas célulasse igualanal tipo parenquimático del limbo. Se hace

más frecuente la presencia de prórulas intercelulares. El margen y el limbo son

irregularmentebiestratos.

La puntapilífera es unpoco decurrente,lisa o levementedentada,con un máximo

de 35-40fibras en seccióntransversal.

La máxima actividad ante la luz polarizadaera la registradapor la base, la mitad

basaldel nervio y el pelo.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN Anatomía. Garnetófito: Resultados

Gr. pulvin ata

CA ULIDIO

Diámetro de aproximadamente200 hm.

La epidermisesuniestrata,ocasionalmentecon dosestratosy muy raramentetres,

poco diferenciada,con células de 30 gm en su dimensiónlongitudinal, aproximadamente

isodiamétricaen seccióntransversal,con diámetrode 12-18 gm (fig. 7 B).

El parénquimaconsta de 3-4 estratos de células de 30-50 gm en su dimensión

longitudinal, e isodiamétricas,con diámetro de cerca de 20 hm, en seccióntransversal,

donde los máximosvalorescorrespondenal estratocontiguo al másinterno (fig. 7 B).

El hidroma tiene un contorno bastanteregular, y está constituido por unos 30

hidroidesde 4-15 j±mde diámetro(fig. 7 B).

Las células parenquimáticasy epidérmicaspresentanuna pared primaria con un

estratomuy opaco,de estructuraindistinguible, queformalos trígonos,y unabandafibrilar

que los bordeainternamente.La paredprimaria alcanzaen la epidermis un grosorde 0,8

en la epidermis,y quedareducidaa unafina líneahaciael interior (fig. 7 A). No forma

una coronaperiféricaengrosada,salvo en los filidios en diferenciación.

La paredsecundariaes uniestrata,medianamenteelectrondensa,muy densamente

fibrilar. Ocasionalmentesediferenciaun segundoestratointernode organizaciónreticular.

La pared secundariaalcanzaun grosorde 2 ~m en la epidermis, y decrecegradualmente

hasta0,3 ytm en el parénquimainterno(fig. 7 A). El espesorde esteestratoesmuy regular

paracadacélula.
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RESUL ¡“A DOS Y DISCUSION Anatomía. Gametófiro: Resultados

Se observan plasmodesmos aislados entre las paredes parenquimáticas y epidérmicas,

pero más frecuentementeaparecen agrupados en campos de punteadurasprimarias,

preferentementedistrubuidosen paredestransversales.Causanun adelgazamientogradual

de la paredcontigua,hastapresentar0,3-0,4gm de espesor.

La transiciónentrela epidermis y el parénquimaes bastantegradual(fig. 7 B).

Los hidroidespresentantrígonosmuy opacosde aparienciahomogénea,bordeados

por una fina bandade pared secundaria.Los lados presentanuna estructurafibrilar laxa,

dondea vecesse distinguen restosde la lámina media, con un grosortotal de 0,3 ~m. En

el contactocon el parénquimainterno la degradaciónde la paredno afectani a la célula

parenquimáticani a la paredprimaria del hidroide (fig. 7 A).

El citoplasmaaparecealtamenteorganizado,con cloroplastosde pequeñotamaño(2-

3 gm), cisternasde retículo endoplasmástico,dictiosomas,núcleo con nucléolo, etc. Sin

embargo, las células periféricas muestran signos de degeneracióncitoplasmática,con

abundantesguirnaldasconcéntricasde retículoendoplasmático,estructurasresidualesy alto

gradode vacuolización(fig. 7 A). Con microscopiaóptica sehan observadodepósitosde

cristales en algunos hidroides. No se han registrado señales de invasión de

microorganismos.

Fig. 7. A: Corte transversal de caulidio de Gr pulvinata: parénquima interno, a MET. E: Corte transversal de

caulidio basal de Gr. pulvinata, sin teñir, 600x.
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RESULTADOSY DISCUSIÓN. Anatomía. Garnetófito: Resultados

En nivelesmásbasalesel diámetrodel caulidio sereducehasta100 gm. El hidroma

tiende a colapsar,decreciendosu número de células o formandouna lagunacentral. Sus

paredesse hacenfrecuentementediscontinuas,amorfas,con alta densidadelectrónica.

Se produceuna mayor pérdidade actividad en las células, especialmenteen las

epidérmicas,lo que contribuye a la mayor diferenciaciónde estetejido. El parénquima,

aunquealtamentevacuolizado,mantienealgunosorgánulos,asícomo abundantesacúmulos

lipidicos.

En la paredsecundariasediferenciacasi siempreun segundoestratoreticulado.Es

frecuente,asimismo, la apariciónde bandasen el estratoprincipal.

No se ha observadoni presenciade microorganismosni vaina de tejido degradado

circundandoel caulidio.

En cuantoa las reaccioneshistoquimicas,se detectacon intensidadla presenciade

pectinas,celulosay sustanciasfenólicas. La pared, de color originalmenteocre, enrojece

fuerte y uniformementeen mediosalcalinos, y se disuelve en pocos minutos con ácido

sulfúrico concentrado.Los lípidos se localizan con preferenciaen los extremosapical y

basal,y tiendena mezcíarselos ácidosy los neutros.

105



RESUL¡“A DOS Y DISCUSIÓN Anatomía. Carne/áfilo: Resultados

FILIDIO

• Nivel basal:enel nervio aparecendoscélulas-guíaadaxiales,dos estratosde cerca

de 6 estereidascadauno en el envés (el periférico, de células mayores), y 2-4 células

centralesde paredesmuy finas, de aparienciasemejantea los hidroidesdel caulidio. El

contornodel nervio essemilunar,con cierto resalteen la superficieabaxial. El limbo posee

25-30 célulasleptodermas,isodiamétricas,con las paredesadaxialesy abaxialesconvexas.

El margenes uniestratoy plano.

Nivel medio: el nervio se componede dos células-guíaadaxiales,unacapaabaxial

de célulasparenquimáticas,algo menoresque las del limbo, una capainternade estereidas

y 2-3 célulascentralessemejantesa hidroides.El contornoesredondeado,con resaltepoco

acusadodel envésdel filidio. El limbo tiene una anchurahastade 40 células,con el lumen

ovalado,alargadoensentidoanteroposterior,con elmargenrecurvado,biestratoen la última

o dosúltimas filas de células.

Mh,sl onn.4l~ pl f1rU nnr,’cnnto aX’nhllci,Ton,annta ,,AI,,l ~4~g4 .~~con
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capasen el nervio. El limbo escasi siempreuniestratohastael margen,queescomo en el

nivel medio.

No se han obsevadopapilasen las superficiesdel filidio, pero ocasionalmentehan

aparecidoformas anómalascon dos nervios.

La punta pilífera es algo decurrente, lisa, con 30-40 fibras densamente

empaquetadas.

Ante la luz polarizadala basedel filidio, los dosterciosbasalesdel nervio y la punta

pilífera registran la máximaactividad.
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RESUL TADOS Y DISCUSI ÓN. Anatomía. Garnetófito: Resultados

Gr. retracta

CA ULIDIO

Diámetrode 200-250 hm.

La epidermis presenta2-4 estratos,con células de 100-120 ~m en su dimensión

longitudinal, e isodiamétricas,o levementealargadastangencialmente,con diámetrode 10-

15 ~m, en seccióntransversal(fig. 8 A).

El parénquimaestá formado por 3-4 estratos de células, de 100-120 ~m en su

dimensiónlongitudinal, y que en seccióntransversalson isodiamétricas,conun diámetro

de 15-25 ~m, donde los mínimosvalorescorrespondena las másinternas(fig. 8 A).

El hidromatiene un contornoirregular y estáformadopor hasta40 célulasde 5-10

~m de diámetroen seccióntransversal(fig. 8 A).

Las célulasepidérmicasy parenquimáticasposeenunaparedprimariacon un estrato

opaco,homogéneo,que forma los trígonos,y otro fibrilar que lo bordeainternamente,sólo

visible en las capasexternasdel caulidio. El grosor total de la paredprimaria alcanza0,5

en la periferia y decrecehasta0,2 ~m en el parénquimainterno. No se diferenciaen

una corona externa especialmenteengrosada,salvo si correspondea un filidio en

diferencíacion.

107



RESULTADOS Y DISCUSIÓN. Anatomía. Garnetáfita: Resultados

La pared secundariaes uniestrata,densamentefibrilar, medianamenteopacaa los

electrones.A vecespresentauna subestratificación en bandasdelimitadaspor finas líneas

opacas,y sólo ocasionalmentese diferenciaun estratoreticular,másdensoa los electrones,

haciael interior del caulidio. En la epidermis,la paredsecundariaalcanzaun grosorde 1-

1,5 gm, que disminuyegradualmentehaciael interior hasta0,3 gm. El espesoresconstante

para una misma célula.

Los plasmodesmospresentesnunca se han observadoagrupadosen campos de

punteadurasprimarías.Aparecencon muchaabundanciaen las paredestransversales,que,

aunque su espesor se limita a 0,5 ~m, no muestran diferencias de grosor con paredes

similares no perforadas, y mantienen su estructura y organización (fig. 8 C). En ocasiones

se encuentran en las paredes longitudinales, que se adelgazan ligeramente, aunque sus

espesores pueden ser superiores a 1 hm.

La delimitación entre la epidermis y el parénquima es bastante clara (fig. 8 A).

Los hidroides presentan trígonos muy densos bordeados por una fina banda de pared

secundaria. Los lados, con un grosor de 0,2 ~m, presentan una estructura muy laxa, en la

que de forma discontinua se diferencia la lámina media.

En el contacto con el parénquima, la degradación de la pared afecta sólo a las

paredes secundarias correspondientes al hidroma.

Fig. 8. A: Corte transversal de caulidio medio de Gr. re/rada, teñido con azul de metileno, 600x. B: Corte

transversal de filidio de Gr retrae/a (nivel medio). Test de detección de sustancias fenólicas (FeCI3), 220x. C:

Pared celular transversal del parénquima, a MET.
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RESUL¡”ADOS Y DISCUSIÓN Anatomía. Carne tófito: Resultados

El citoplasma muestra un alto grado de degeneración y vacuolización, aunque se

observancloroplastosde 1-2 .tm, acúmulosde lípidos, mitocondriasy restosde membranas.

No sehan observadoseñalesde invasiónde microorganismos.

Hacia la basetiendeadegenerarlatrazacentral,haciéndosediscontinuassusparedes

y en ocasiones adelgazándose por debajo de 0,1 ~im.Se mantiene la cutícula, y las paredes

secundarias no se engruesan sustancialmente, aunque presentan con más frecuencia una

estructura en bandas. Se observan abundantes microorganismos en el lumen celular y en el

interior de las paredes. El caulidio está circundado por una fina vaina de tejido degradado

con gran abundancia de microorganismos.

En cuanto a las reacciones histoquimicas, la prueba para la detección de celulosa da

un resultado positivo en la pared secundaria, quedando la primaria sin reaccionar. Se detecta

con intensidad la presencia de sustancias fenólicas (especialmente en la periferia) y de

pectinas. Las paredes, de color natural ocre-verdoso en el ápice y pardo-rojizo en la base,

viran a un rojo fuerte en medios alcalinos, y se disuelven en pocos minutos en ácido

sulfúrico concentrado. Los acúmulos lipídicos presentan mezclas de ácidos y neutros.

FILIDIO

Nivel basal: el nervio se compone de 6 células-guía adaxiales y de 3 estratos de

estereidas, con 15-16 células el externo, y 5 ó 6, irregularmente dispuestas, el interno. Su

contorno es semilunar, con mediano resalte del envés. El limbo tiene una anchura de 15-20

células, que son leptodermas, con paredes externas convexas y algo mayores en el margen,

que es plano y uniestrato.
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RESULTADOS Y DISCUSiÓN. Anatomía. GarnetájUos Resultados

Nivel medio: el nervio consta de 4-6 células adaxiales, de un estrato abaxial de

células en transición de estereidas a parenquimáticas, y de 2-3 estratos de estereidas

centrales. Su contorno es muy laxamente trilobular, y resalta abruptamente del envés del

filidio. El limbo posee hasta 35-40 células, y es uniestrato salvo, ocasionalmente, en las 2-4

últimas filas marginales. El margen es ligera y asimétricamente recurvado (fig. 8 B).

Nivel apical: el nervio consta de 2-4 células adaxiales y de un estrato abaxial.

Todas las células tienden a uniformarse con el parénquima del limbo, aunque a veces queda

alguna estereida central. El limbo está formado por células de lumen oblongo, alargado en

sentido anteroposterior,y la biestratificación se extiende a las 5-10 filas de células

marginales.

No se han observado papilas ni relieves similares.

La punta pilífera no es decurrente, es denticulada, y en corte transversal aparece

formada por un máximo de 10 células.

Con respecto a la luz polarizada, la máxima actividad la muestra el tercio basal del

nervio y el pelo.
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RESULTADOSY DISCUSIÓN. Anatomía. Garnetáfito: Resultados

Gr. torquata

CAULIDIO

Diámetro de aproximadamente100 hm.

La epidermis estáformadapor 2-3 estratos,con un contornobastanteregular. Sus

células miden 30-50 ~m en su dimensiónlongitudinal, y son máso menosisodiamétricas,

o levementealargadastangencialmenteen laperiferia,condiámetrode 5-10~m, ensección

transversal(fig. 9 B).

El parénquimaestá formado por dos estratos de células de 30-50 gm en su

dimensiónlongitudinal, e isodiamétricas,con diámetro de 12-15 pm, bastantesemejantes

entre sí, en seccióntransversal(figs. 9 A, B).

El hidromapresentaun contornobastanteregular,y constade 6-10 célulascon un

diámetrode 1-7 gm (fig. 9 B).

Las célulasparenquimáticasy epidérmicasposeenuna paredprimariaconsistenteen

un estratodensoque forma los trígonos,bordeadopor una casi inconspicuabandafibrilar

(fig. 9 A). Sugrosor esde 0,3 ~m en la periferia, y se reduceauna línea muy delgadaen

el interior.

La pared secundariaes uniestrata,densamentefibrilar, relativamentedensaa los

electrones.Con frecuenciaaparecesubdividida en bandasparalelas.Ocasionalmenteestá

delimitada al interior por una línea másopaca(fig. 9 A). Su grosor, muy uniforme para

cadacélula, es de 0,8 gm en la epidermis, y se reduce gradualmentehasta 0,2 en el

parénquimainterno.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN Anatomía. Garnetófi/o: Resultados

Las células se comunican por algunos plasmodesmos sueltos, pero más

frecuentementese agrupanen camposde punteadurasprimarias,que sonmás abundantes

en las paredestransversalesdel parénquima.La presenciade estos campos causa un

adelgazamientomuy gradual de la pared,hastaalcanzar0,6 hm.

La transiciónentrela epidermisy el parénquimaesrelativamentebrusca(fig. 9 B).

Los hidroides presentantrígonos con aspecto laxo, frecuentementeperforados,

bordeadosporunaparedsecundariarelativamenteopacade estructurafibrilar muy laxa. En

los lados, de 0,1 gm de grosor, se mantiene la lámina media. En las paredesde los

hidroidesadyacentesal parénquimainterno se conservala estructuradel estratoprimario.

El citoplasmacontienecloroplastosde 2-4 ~m, mitocondrias,núcleo con nucléolo,

retículoendoplasmático,etc. Hacia laperiferia tiendea degenerarse,y aparecevacuolizado.

Los acúmulosde lípidos sonmuy abundantes,incluso en los hidroides.

No se han observadoseñalesde invasiónde microorganismos.

F¡g. 9. A: Corte transversal de caulidio medio de Gr torquata, epidermis y parénquima externo, a MET. E: Corte

transversal de caulidio de Gr torquata (nivel medio), sin teñir, 850x.
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RESUL ¡“A DOS Y DISCUSIÓN. Anatomía. Garnetófito: Resul/ados

Hacia la base el diámetro del caulidio se reduce a 75 gm, se desorganizael

citoplasma,especialmenteen la periferia, aunquese mantienenlos acúmuloslipídicos. Se

desestructurala paredde los hidroides,aumentandolas perforaciones,y llegandoacolapsar

porcompleto la traza. En laparedsecundariade la epidermisdel parénquimase desarrollan

más frecuentementelas bandas paralelas, así como un segundo estrato de estructura

laxamente reticular. Desaparecela cutícula, y en las células periféricas se observan

microorganismosen el lumen celular y en las paredes.El caulidio estácircundadopor una

espesa vaina (hasta 70 ~im de grosor) de tejido degenerado, con abundantes

microorganismos,que en estadohidratado le da al caulidio una texturagelatinosa.

La reacción para la celulosa se produce con intensidad muy débil. Se detectan

sustanciasfenólicasen la periferia, y la pectinase localiza abundantementeen todas las

paredes.Estas,de color naturalamarillo-ocre,enrojecenfuertementeen disolucionesbásicas

y se disuelvenrápidamenteen ácido sulfúrico concentrado.Los acúmuloslipídicos son

predominantementeácidoso neutros.

YEMAS

Son de forma irregular,deaproximadamente75 gm, compuestaspor 20-30células.

Su paredconstasólo de un estratoprimario, de estructurafibrilar-reticular, con un grosor

de hasta 3 .tm fig. 10 A). En su periferia se localiza una cubierta lipofílica de espesor

irregular.

Se comportande igual maneraqueel caulidio en las pruebashistoquimicas,excepto

en que resistenhasta24 horasen ácido sulfúrico concentrado,antesde desorganizarse.
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RESULTADOS Y DISCUSI ON. Anatomía. Garnetófí/o: Resultados

FIL/DIO

• Nivel basal:el nervio constade dos célulasadaxialesmuy poco diferenciadas,de

una capa abaxial de 5-6 células, y de 1-2 células centrales, todas ellas de aspecto

parenquimático.El limbo tiene una anchurade 8-11 célulasde paredesexternasconvexas,

con el margenunido a la epidermis del caulidio.

• Nivel medio: el nervio constade dos células adaxiales(a vecesuna sola), de

aspectosemejanteal de las estereidas,y de dos estratosabaxialesde 3-4 estereidas,de las

que las externassona menudoprotuberantese irregulares.El contornodel nervio esa veces

crenulado,con escasoresalteen el envésdel filidio, y otras extremadamenteirregular. El

limbo tiene una anchurade 10-15 células, con el margenuniestrato,plano o ligeramente

recurvado,con célulasde paredesexternasconvexas.

Xfl.,~I nnh~n1. al nanAr, ea r.r’n,nn.,a ~ Aa 2 C ,.AI,,Ia., ~ a-.+.a .4
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algo másengrosadasque el resto. El limbo es siempreuniestrato,con margenplano.

No se observanpapilaspropiamentedichas, pero prórulas en las unionesentredos

células.

Fig. 10. A: Corte de yema de Gr torquata, a MET. E: Corte transversal de caulidio apical de Gr trichophylla,

reacción con potasa, 600x.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN. Anatomía. Ga,ne/ójI/o: Resultados

La puntapilífera se presentacon escasafrecuencia,es lisa y no decurrente.En corte

transversalpresentaun máximo de 5-7 fibras.

Con respectoa la luz polarizada,la basedel filidio, el nervio completo y el pelo

registranla máximaactividad.
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Gr. trichophylla

CAULIDIO

Diámetrode 150-200 hm.

La epidermis presenta 1-3 estratos de células de 20-30 ~m en su dimensión

longitudinal, e isodiamétricaso un poco alargadastangencialmente,con diámetrode 10-15

gm, en seccióntransversal(fig. 10 B).

El parénquimaestá formado por 2-4 estratos de células de 30-40 gm en su

dimensiónlongitudinal, isodiamétricasen seccióntransversal,con diámetrode 15-25 um.

donde los máximos valorescorrespondena las másinternas(fig. 10 B).

La trazade hidroideses de contorno regulary constade 20-25 células de 5-10 ~im

de diámetroen seccióntransversal(fig. 10 B).

En la epidermis y el parénquima,la pared celular primaria apareceuniestrata,u

ocasionalmente,en la epidermis, bordeadapor una bandadifusa. Su grosores de 0,6 ¡.tm

en la periferia, y seconstriñea una líneahaciael interior (fig. 10 A). No forma una corona

externadiferenciada,salvo en el arcocorrespondientea la diferenciaciónde un filidio.

Fig. 11. A: Corte transversalde caulidio de Gr. trichophylla, a MET. Se observanfiguras

de degradacióncitoplasmática.II: Corte transversalde caulidio apical de Gr. tr¡chophylla.

Test de detecciónde lípidos (SudánIII), 600x.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN Anatomía. Garnetófíno: Resultados

La paredsecundariaesuniestrata,densamentefibrilar, subdivididaen 2-3 bandascon

variable separación.A veces, sobretodo en la periferia, se diferenciaun estrato interno

laxamente reticulado. Su grosor, constantepara una misma célula, es de 1,5 gm en la

epidermis, y se reducehacia el interior hasta0,3 ~m (fig. 11 A).

Se observanalgunosplasmodesmosaislados,pero en su mayorparteseagrupanen

campos de punteaduras primarias, que aparecen preferentemente en las paredes

transversales,y que causanun adelgazamientogradual de la paredhastaalcanzar0,5-0,6

jsm.

La delimitaciónentrela epidermisy el parénquimaesclara (fig. 10 B).

Los hidroides presentantrígonos de estructura amorfa, bordeadospor una pared

secundariamuy fina y laxa. Los lados,con un grosor de 0,2-0,3 ~m, son poco densosa los

electrones,homogéneamentefibrilares, laxos, sin que se distinga estratificacióno restosde

lámina media. En la paredadyacenteal parénquimainternose mantienela estructurade la

paredprimaria.

En el citoplasmaaparecenabundantescloroplastosde hasta 5 gm de longitud,

mitocondrias y abundanteslípidos, pero el retículo endoplasmáticoforma guirnaldas

concéntricasy seapreciaun alto grado de vacuolización(fig. 11 A). No sehan observado

señalesde invasiónde microorganismos.

Hacia la base el diámetro se reduce a 100 gm, desaparecela organización

citoplasmática,aunquepermanecenlos acúmuloslipídicos (fig. 11 B); se degradala traza

de hidroides, a menudo dejando en su lugar una laguna central. Se engruesala pared

secundariaepidérmicahastaalcanzar 3 ~m, y tiende a desestructurarse.Desaparecela

cutícula,y se observanabundantesmicroorganismosen los tejidos del caulidio. No se

apreciala presenciade una vaina de tejido degeneradoalrededordel caulidio.
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RESULTADOS Y DISCUSION. Anatomía. Garnetófito: Resultados

En cuanto a las reaccioneshistoquimicas,se detectacon intensidadla presenciade

sustanciasfenólicas (especialmenteen laperiferia), de pectinasy de celulosa.Las paredes,

de color naturalocre-amarillo,enrojecenfuertementeendisolucionesbásicasy sedisuelven

rápidamenteen ácido sulfúrico concentrado.Predominanlos acúmuloslipídicos ácidoso

las mezclasde neutrosy ácidos.

YEMAS

Songlobulares,de 3-6 células,de 30-50~m de diámetro.Susparedespresentansólo

el estratoprimario. oue es reticular-fibrilar. cnn u~ grosor de 2-3 hm; y estánrodeadas

externamentepor una vaina lipofihica irregular.

Sucomportamientoesigual queel de cauhidioen las reaccioneshistoquímicas,salvo

en su mayor resistenciaen ácidosulfúrico concentrado(hasta24 horas).

FILIDIO

Nivel basal:el nervio secomponede doscélulas-guíaadaxiales,de dosestratosde

6-7 estereidascadauno, y de 1-2 células centralesde paredesmuy finas, semejantesa

hidroides. El limbo tiene una anchurade 15 células, que son leptodermas,alargadasen

sentido lateral, con las paredesexternasconvexas. El margen es uniestrato y plano o

levementerecurvado.
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RESULTADOS Y DISCUSI ÓN. Anatom (a. Garnetófuto: Resul/ados

Nivel medio: el nervio constade cuatrocélulas-guia adaxiales,de dosestratosde

estereidasabaxialesy de 3-4 células semejantesa hidroides. Su contornoes laxamente

trilobulado, y resalta medianamentedel envésdel filidio. El limbo posee30 células de

anchura, de paredesexternasconvexas, con margen uniestrato o biestrato, a menudo

asimétricamenterecurvado.

Nivel apical: el nervio presenta3 ó 4 estratosde células parenquimáticas,

semejantesa las del limbo. Éste es irregularmentebiestratoo triestrato,pudiendoalcanzar

cuatroestratosen el margen.

No se han observadopapilasni relieves similares.

La punta pilífera esalgo decurrente,lisa o denticulada,compuestaporun máximo

de 30 fibras en corte transversal.

Ante la luz polarizada,la máxima actividadesregistradapor la basedel filidio, el

tercio basaldel nervio y el pelo.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN. Anatomía Garnetófito: Discusión

ANATOMÍA: DISCUSIÓN

Gametófito

En el caulidio y enel filidio apareceunacutículaperiférica(fig. 2 B). Estapresencia

estádescritacomocomún,pero no generalen musgos(Hébant1977).

Destacaen el filidio, cuandoesbiestrato,la disposiciónenfrentadade las célulasdel

limbo en contrastecon la tendenciaa situarsealternadasen el caulidio

En la ultraestructuradel filidio destacala importancia del estratoprimario de la

pared(fig. 2 B), que ademásformauna coronaengrosadaen la superficieperiférica.En las

yemas,presentesen tres especies,tan sólo se observaeste estratode la pared(fig. 10 A),

aparte de la envueltaperiféricairregular que las rodea.

La organizaciónde las paredescelulares de los distintos tejidos del caulidio es

básicamentesimilar en todaslas especies.La epidermisy el parénquimano muestranclara

diferenciaciónen función de la ultraestructurade la pared(fig. 9 A). El estratosecundario

tiendeen ambostejidos a formarbandas,especialmenteen la partebasaldel caulidio, que

reflejan tal vez distintos ritmos de síntesisde material de pared. Tan sólo se destacael

menor grosor de esteestratoy la constriccióndel primario haciael interior del caulidio,

procesosambosque son graduales.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN Anatom(a. Garne/ó,fito: Discusión

El tamaño,aunqueesmenoren las célulasepidérmicas,presentasolapamientosen

suvariabilidadcon el de las célulasparenquimáticas,lo que impide considerarlopor sí solo

como carácter distintivo.

Ambascaracterísticas,ensuconjunto, sí permitenenalgunasespeciesunadistinción

más o menosclara, con Gr. hartmanh como caso más destacado(fig. 3 B), donde los

engrosamientosllegan a obliterar porcompleto el lumen de las célulasepidérmicas.

Una modificación de la pared celular, no exclusiva del parénquima,pero más

frecuenteen estetejido, es la apariciónde camposde punteadurasprimarias (figs. 2 A, 5

A), que permiten considerarlo, al menos en su porción apical, como un parénquima

conductor. Aunque su presenciaconcuerdacon la afirmaciónde Hébant(1977) sobre su

situacióncercanaal ápice en caulidios fructificadosde musgosen general, lo cierto esque

los estudiosconocidoshastaahorase basanen musgosmesofíticos(Finoechio1967, Caputo

& Castaldo1968, Cortellaet al. 1994),e incluso Bewley (1979)recogela aserción(aunque

indica que no está comprobadade manerageneral) de que en musgosxerofíticos están

ausentes incluso los simples plasmodesmosaislados. La abundancia de campos de

punteadurasen estasespeciesxerofíticascontradiceestaapreciación.

Paradefinir el campo de punteadurasprimarias se ha tenido en cuentano sólo la

constricción que originan en la pared sino, asimismo, el cambio de estructuraque ésta

presentaen dicharegión.Aunqueen los manualesde anatomíano se recogeestacondición

como característicaespecializada,se ha observado generalizadaen las especiesaquí

estudiadasque la presentan,y seha desmostrado,con microscopiaelectrónicade barrido

y de transmisión,paraHooker¡a lucens (Cortella et al. 1994).
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RESUL TADOS Y DISCUSIÓN Anatomía. Garne/áfito: Discusión

La morfología y abundancia de los campos de punteaduras primarias varía de unas especies

a otras. Como tendencia general, representan una constricción gradual, más abundante en las

paredestransversalesdel parénquima,por lo que se observanmejor en cortes longitudinales.

Frente a esto, destacanGr elatior, que presentacamposde punteadurasmuy numerosos,tanto

en paredestransversalescomo en longitudinales, que producenun estrechamientode la pared

extremadamentebrusco;Gr funalis y Gr torquata,por la constricciónde la paredmuy gradual;

y Gr. retracta, donde las perforaciones,preferentementesituadasen la paredtransversal,no se

agrupan en campos de punteaduras, en el sentido indicado.

El posible uso taxonómico que sugieren estas diferencias en la morfología y abundancia

de estasestructurasrequierede un estudiomás extensosobresu presenciaen otras poblaciones

y taxones.

Con relación a los hidroides,en éstossemuestraen los tabiquesla desorganizaciónde su

pared,que quedareducidaaunaestructuralaxamentefibrilar, sin estratificacióndiferenciada(figs.

3 A, 7 A). Los trígonos aparecentambién degradadosen su periferia, y hacia niveles basales

pueden degenerar por completo, quedando la traza de hidroides sustituida por células

parenquimaiticaso por una lagunacentral. Se subrayala relativa preservaciónde la pareden el

estratomásexterno del hidroma. Dado que el parénquimaadyacenteno muestralos signosde

degradaciónde las célulasde la traza, que esendógena(Hébant 1967, 1974), esposible que, sí

suprotecciónsedebea unainhibición de las enzimashidrolíticasresponsablesde la degeneración

citoplasmáticay parietal, los factoresresponsablespuedandifundir asimismo a la pared de los

hidroides contiguos. En los trígonos destaca la aparición de áreascon perforacionesen Gr

torquata, Gr incurva y Gr. funalis (fig. 3 A), que a menudo aparecenmás opacos, o bien

plegados. Aunque no puededescartarseque sean artefactoscausadospor la precipitacióndel

tetróxido de osmio, del citrato de plomo o del acetatode uranilo, esextrañasu alta regularidad

en los hidroides de dichasespecies,así como su ausenciaen otrasáreasde la seccióny en otros

taxones.Si estecaráctersedebea un mayor grado de degeneraciónde la pared,o bien tiene una

basetaxonómica(las tres especiesestánrelacionadassegúnHagen 1909), esalgo que debeser

investigadocon mayor profundidad
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN Anatomía. Garnetófito: Discusión

Se destacala bajaactividadcelularapreciadaen los ápicesde los caulidios de Gr

deczpiens,Gr. elatior, Gr funalis, Gr harunani¿ Gr. incurva y Gr. retracta, frente a la

organizacióncitoplasmáticaobservadaen Gr. orbicularis, Gr pulvinata, Gr torquata y Gr

tric/iophylla. Aunque la pérdidade actividadcelularesmáso menosgeneralen todashacia

partes basales, parecen subsistir células en las especies con mayor organización

citoplasmáticaapical.Las diferenciaspuedendebersea un distinto ritmo de maduraciónde

las célulasreciéndiferenciadas,aunquedebeconsiderarsela posibleincidencia de factores

debidosa la fijación o a la conservaciónde las muestrasdesdesu recolección.Aunque no

se ha investigado en profundidad,se apuntauna relaciónentre la actividad celular en el

caulidio y la capacidadde producciónde ramificacionesbasales,aparentementemayoren

las cuatro últimas especies.

Independientementede la complejidad estructural máxima del caulidio de cada

espcie,en todas seregistra,hacia nivelesbasales,unareduccióndel diámetro(porcolapso

o erosión de capascelulares)y una simplificación anatómica,en la diferenciaciónde la

epidermiso de la trazade hidroides (fig. 3 B). Se observaasimismo una tendenciaa la

rupturay degradaciónde las paredescelulares.Esto puede explicarsesi la diferenciación

estructural estáal servicio de la vitalidad del ápice, donde se encuentrala célula apical

trilátera responsabledel crecimiento.

En los especimenesobservados,estadegradación,e incluso la eventualinvasiónde

mícoorganismosno pareceafectaral ejemplar,aparentementeen buenestado.Se subraya

la permanenciade estetejido degeneradoen forma de una vaina que circundael caulidio

de Gr elafio~ Gr. funalis, Gr. hartmanji, Gr. retracta y Gr torquata. Dado el aspecto

gelatinosoque presentaen estadohidratado, puedeinterpretarsecomo una estrategiade

regulacióndel agua en las bases,o una fuente de nutrientes por los posibles solutos

liberadosen el procesode descomposicidn.
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RESULTADOS Y DISCUSION. Anatomía. Garne/ó filo: Discusión

Se ha observado frecuentementela presencia de microorganismosunicelulares

eucariontes(tipo levaduras)y procariontes(con pared, posiblementebacterias,y sin ella,

tal vez micoplasmas).Se encuentranespecialmenteen los tejidos periféricos,dondeseven

túneles que los comunican con el exterior. La invasión de microorganismos parece

relacionadacon la actividad celular. No se da, ni siquieraocasionalmente,en ápicescon

célulasactivas,ni se encuentrasiempreen los tejidos muertos,y cuandoapareceno suele

ser masiva (aunque en las bases,donde a veces degenerala cutícula, puede ser muy

avanzada),lo que sugiere que no son directamentecausantesde la muerte celular, sino

saprófitos oportunistas.

En cuanto a las diferencias estructuralesentre las distintas especies,la mayor

variabilidad se encuentra en la distinción más o menos clara de la epidermis y en el

desarrollode la trazavascular.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN. Anatomía. Garnetój¡to: Discusión

Se destacaen el siguiente cuadro la correspondenciaentre los datos, sobre la

anatomíadel caulidio, del estudiomásexhaustivorealizadoenel géneroGrirninia (Kawai

1965), y los aquí obtenidos(exceptoen Gr retracta, no estudiadapor esteautor).

E Distinción de La Distincid n de la traza número de hidroides

epidermis

Gr decipien¡ clara clara clara clara 15 25-30

Gr. e/calor clara clara no clara clara > f&tiles: 50
estéri[e5 —

Gr. ,funalis clara no clara clara clara 15 fértiles: > 20

estériles: 8-15

Gr. hs¿rlnsanii clara clara clara 15

Gr iocurvo clara clara no clara clara 9 6-10

Gr. orbkrulcsrá clara no clara clara clara < 15 > 40

Gr pulvincsto clara no clara clara clara < 15 30

Gr. /orquss/c¡ clara clara no clara clara 6-lO

Gr triuhophv//o clara clara clara clara ssp. lisae: < 15

var, robusta: > 15

20—25

[ **

observaciones de Kawai (1965)

*: obscrvaciones del prescntc trabajo

Se han sombreado las casillas donde no concuerdan los datos obtenidos

Se oberva un cierto desacuerdorespecto a ambos caracteres.En cuanto a la

epidermis,sudiferenciacióncon respectoal parénquima,no esnuncatajante(salvoparaGr.

hartrnanfi), dada la forma y tamaño,tan sólo levemente diferente, de sus células, y la

disminucióngradual del grosor de las paredes.Estascaracterísticas,que no consiguenpor

separadouna distinción cualitativa de ambos tejidos, pueden verse sometidas a una

variacióninterpoblacionalque explique estasdiscrepancias.
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RESULTADOS Y DISCUSION. Anatomía Gametójho: Discusión

No ocurre lo mismo, sin embargo,con la trazade hidroides. En Gr. ¡new-va y Gr.

torquwa, dondepara Kawai (1965) la diferenciaciónde la traza no es clara, la distinta

estructurade sus paredespermite siempreuna delimitaciónnítida (aunqueel desarrollode

este tejido sea pobre), incluso frente al parénquimacuyas células aparecenvacías. En

Sch¡stidiumapocarpwn esteautor recogeobservacionessobrela presenciade hidromaen

caulidiosfértiles y la ausenciaen los estériles.En sus propiasinvestigaciones,incluidasen

el citado trabajo, llega a la conclusiónde que los estérilesposeenuna traza de hidroides,

aunqueoscuramentediferenciados.Estasituaciónse planteócon Gr. elatior, dondesiempre

seha apreciadola total ausenciade hidromaen caulidios estériles,y su presenciaen los

fértiles, sin que se haya observadola existenciade célulasintermediasque puedancausar

una interpretacióndudosa.

La resolución del microscopio óptico, con el que trabajó Kawai, impide esta

diferenciación,e incluso la determinacidn exactadel númerode hidroidespresentesenuna

sección,carácteren el que tambiénaparecendivergencias(aunquepuedeestarsometidoa

mayor variabilidad intraespecifica, y deberse a las distintas poblacioneso subespecies

utilizadas).

El caso de Gr. hartínanu, en la que Kawai (1965) observadistintamenteuna traza,

no puede ser explicado por las razonesanteriores. Un estudio posterior sobre varias

poblacionesde Gr. hartmanii (Vitikainen 1969), confirma la ausenciatotal de hidroma, lo

que le sirve al autor paraapoyar la separaciónde Gr anomala, con trazapresente,como

especieindependiente.Se desconocesi Kawai empleó en su estudio poblacionesde Gr

anoinala o Gr. retrac¿’a, ambasconsideradaspor muchosautores,incluyendo Wijk et al.

(1959-1969)y Crosbyet al. (1992),como subespeciesde Gr. hartmanu.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN. Anatomía. Garnetá fi/o: Discusión

En cuantoa los datos obtenidospor Deguchi (1978) para Gr. funalis, Gr ¡ncurva

y Gr. trichophylla; y Cao & Vitt (1986)paraGr pulvinata, Gr. decipiens, Gr incurva y

Gr elatior, en ambos casosconsistentesen un dibujo de una seccióntransversalcon un

comentario referido exclusivamente al grado de desarrollo de la traza, están

fundamentalmentede acuerdocon las observacionesaquí registradas.

Con respectoa estasobservaciones,esprecisoteneren cuentaque, en dosespecies,

los ejemplaresestérilespresentanunatrazamenosdesarrolladaque los fértiles (Gr. funalis)

o ausentepor completo (Gr. elatior, fig. 1 B). Por tanto, los hidromasrelativamentepobres

de Gr. incurva (fig. 5 B) y Gr. torquata (fig. 9 B) puedendebersea la esterilidadde los

caulidios en que aparecen.

Con las salvedadesexpuestasen cuanto a la diferenciaciónde epidermis, pueden

distinguirse los siguientestipos de caulidios. Los númerosromanoscorrespondenal número

de tejidos presentes,segúnuna tipificación posteriorde Kawai (1989).

A. Diferenciaciónrelativamenteclara de los tres tejidos (III), trazadesarrollada:

Gr. decipiens(diámetro relativamente grande)

Gr. retracta (diámetro relativamente grande)

Gr trichophylla (diámetro mediano)

Gr. elatior (caulidios fértiles, diámetro mediano)
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN. Anatomía. Garne/óflto: Discusión

B. Diferenciaciónrelativamenteclara de la epidermis, trazareducida:

Gr incurva (diámetro mediano): III

Gr. harímanil (diámetro relativamente grande, sin traza): JI

Gr. torquata (diámetro relativamente pequeño): III

Gr. elatior (caulidios estériles, diámetro mediano): II

C. Diferenciaciónescasade la epidermis,traza desarrollada(III?):

Gr. orbicularis (diámetro mediano)

Gr. pulvinata (diámetro mediano)

D. Diferenciaciónescasade la epidermis,trazareducida(111%:

Gr. funalis (diámetro relativamente pequeño)

En general,el diámetrose relacionacon la robustezdel aspectode la planta, salvo

en Gr. elatior, dondeesteaspectose debea la densaimbricaciónde filidios.

La complejidad estructuralpermite agruparespeciesconsideradaspróximas, como

Gr. orbicularis y Gr. pulvinata, o Gr. incurva y Gr torquata (Hagen 1909). Algunos

autoresla considerancomo unamedida del grado de evolucióno primitivismo del vegetal,

pero su valor sistemático es dudoso por la posible variabilidad intraespecífica,tal vez

inducida por las condicionesambientales.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN Anatomía. Garnetófito: Discusión

Las reaccioneshistoquimicasen el caulidio demuestranla abundanciade sustancias

pécticas(fig. 4 A) y, en la periferia, de fenoles.De forma general, las paredesenrojecen

enmediosalcalinos(figs. 3 C, 10 B), lo que sugierela presenciade compuestosácidos.El

testpara la presenciade celulosapermiteuna diferenciaciónde los dos estratosde la pared,

al menosen los estratosexternos.Se demuestraque los lípidos constituyenlas principales

sustanciasergásticas(fig. 1 lB), y, aunqueel azul de Nilo muestravariabilidad en cuanto

a la proporción de lípidos ácidos y neutros, parece deberse, al menos en parte, a la

fenologíade la planta, al dar resultadodistinto en caulidios desarrolladosy en inicios de

ramificaciones.
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RESULTADOS Y DISCUSI ÓN. Anatomía. Garnetáfito: Discusión

En cuantoal filidio, en el siguientecuadrosereúnenlas principalescaracterísticas

observadasporKawai (1965) enrelacióncon las aquíregistradas(exceptoen Gr retraaa,

no estudiadapor esteautor).

¡ ¡
n de células adaxiales diferenciacid n de tejidos biestratificacid n punta pilífera

del nervio

Gr. c/ecjoiená 6-7 4 clara clara limbo ... irregular,

limbo y

margen

dentada dentada

Gr e/color 2 2 +

4-6

media media limbo y

margen,

irregular

irregular,

limbo y

margen

sin punta dentada

Gr. froolls (

(var. calvescenr: 5)

2 no clara a

media

media limbo y

margen

limbo y

margen

dentada, o

sin punta

dentada

(gr. har,nrono 4 6 media clara • margen margen sin punta dentada

sir. ¡ocurra 2 2- no clara clara tIátg~h lirtibó y •

margen

sin puma corta•

Gr or/,icularis var. persica: 2 2 media media no extremo

apical, timbo

y margen

lisa lisa

Gr. pulvinala 2 2 media media margen margen lisa lisa

Gr ¡r’rqua¡c. 2 2 no clara media no no sin punta muy corta

Gr tricl¡r’phylla (

(var. robuwso: 6)

2 media

(clara)

clara margen

.

limbo y

margen

lisa

(sin punta>

lisa

*: observaciones-de Kawai (1965)

**: observaciones del presente trabajo

Se han sombreado las casillas donde no concuerdan los datos obtenidos.
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RESULTADOS YDISCUSIÓN. Anatomía. Gametófito: Discusión

Se observanabundantesdiscordanciasencuantoala presenciade unapuntapilífera,

• la tendenciaa la biestratificación del limbo, y a la distinción de los estratos.

La primera característica,según los autoresde las diversas descripcionesaquí

recogidasesrelativamentevariable.Las especiesqueKawai describecomo carentesde pelo

sehanobservadoen estatesiscon unapunta,aunquemuy corta.De estono puedederivarse

una gran discrepancia.

La tendenciaa la biestratificacidn del limbo observadaesmuy a menudoirregular,

por lo que no cabeesperaruna gran constanciataxonómica.

La distinción de los tejidos, en tanto que Kawai no define los tipos celularesque

encuentra,esmeramentesubjetiva.Laaquípresentadaesasimismounavaloraciónpersonal

sobreel grado de diferenciación,que no necesariamentesigueel criterio de Kawai.

En cuanto al número de células adaxiales en el nervio, el desacuerdoes

relativamentepequeño,teniendo en cuentala fundamentalcoincidencia en si es dos o

superiora dos. En el caso de Gr. hartnzanii, además,como se haexpuestoparael caulidio,

Kawai podría haberestudiadootra especie.En el de Gr elatior, aqui sehan añadidolas

célulasno estrictamenteadaxiales,pero sí diferenciadasigual que éstas.Estecarácter,por

tanto, presentarelativaestabilidad,y como consideraKawai (1965),puedeser importante

taxonómicamente.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN Anatomía Garnetófi/o: Discusión

En función de la variabilidad de los caracteres del filidio estudiados, las especiespueden

dividirse en los siguientesgrupos(sereseñanlos otros tipos celularespresentesen el nervio, así

como los relieves de las células y la tendenciaa la biestratificacióndel limbo):

- doscapasde células-guíaadaxialesen el nervio: (estereidas;alta papilosidad; bi- o triestratificaciónapical).

Gr elatior

- una capade células-guíaadaxialesen el nervio:

másde dos células-guía(estereidas; sin relieves; tendencia a limbo uniestrato):

Gr dec¡piens

Gr. hartmanii

Gr retracta

dos células-guía:

(estereidas)

Gr torquata (prórulas; limbo uniestrato)

Gr. incurva (sin relieves; biestratificación irregular)

(estereidas y células leptodermas)

Gr. orbicularis (prórulas; biestratificación apical)

Gr pulvitiata (sin relieves; biestratificacidn marginal)

Gr. trichophylla (sin relieves; biestratifscacidn irregular)

Gr. funalis (sin relieves; biestratiflcacir.5n irregular)
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RESUL TADOS Y DISCUSI ÓN. Anatomía. Gamnetófito: Discusión

La arquitecturadel fihidio, antela luzpolarizada,revelaprincipalmenterefuerzosen la base

del nervio y en la puntapilífera (ocasionalmenteen la insercióndel filidio). Con menosintensidad

apareceen el restodel nervio y en el margen.

El pelo, de naturalezafundamentalmentecelulósica,tiene un significado primordialmente

ecológico,comoKawai (1965) demostróen estafamilia estudiandopoblacionesde Schistidium

apocarpum,procedentesde distintos ambienteshídricos.

Las reaccioneshistoquímicasdan clara presenciade pectinas(excepto en Gr. funalis),

diferenciaciónde los dos estratos de la pared en cuantoa la detecciónde celulosa, una fuerte

presenciade sustanciasfenóhicas(fig. 8 B) y una reacciónen mediosalcalinosdiferentea la de

los caulidios. La detecciónde almidón produceun oscurecimientoindefinido de la mitad apical

del fihidio (en correspondenciacon su mayor riqueza en cloroplastos y tendencia a la

biestratificación) y del nervio (lo que refleja probablemente su función conductora de

polisacáridossolubles).
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