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Abstract: The development of the gametophytic phase of Microgramma nitida is described based on spore samples tha
was obtained of fertil speci ens gathered on Veracruz State, Mexico. The spore sowing density was 40 spores/cm?; it
is characterized by Vitzaria-type germination of the spore, a germinal filament of six cells; young gametophytes are
naked, spathulated and later are transformed in cordate-elongated adult gametophytes with wavy borders; marginal,
superficial capitated, unicellular hairs; the meristematic cell is wedge-shaped and is quickly replaced by a pluricellular
meristem. The antheridia and archegonia are of the usual Polypodiaceae s. strtype. Prothallial development is thus of
the Drynaria-type. The first leaf of the sporophyte appeared eight months after spore sowing. The leaf is spathulated,
with smooth borders and the margin has a row of cells without chlorophyll; bifurcated and pluricellular hairs; anomo-
cytic stomata; the epidermic cells of the sporophyte have wavy walls on upper and lower surfaces.
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El género Microgramma pertenece a la fa-
milia Polypodiaceae s. str; estd ampliamente
distribuido en los trépicos americanos, donde
cuenta con aproximadamente 13 especies. En
México crece desde Tamaulipas y Veracruz
hasta Chiapas en tierras bajas, generalmente
desde 0 a 600 m snm en bosques tropicales hi-
medos, bosques meséfilos de montafia y tam-
bién es frecuente su aparicién a lo largo de ri-
beras y arroyos (Mickel & Beitel 1988).

El género Microgramma es préacticamente des-
conocido desde el punto de vista de la morfogéne-
sis de la fase sexual, sin embargo, existen algunos
trabajos referentes a la fase gametofitica de otros
géneros de Polypodiaceae s. str. como Arthrome-
ris, Crypsinus, Lepisorus, Colysis, Lemmaphy-

llum, Polypodium, Campyloneurum y Pleopeltis.
Entre ellos podemos mencionar los estudios de
Hartman 1931, Davie 1951, Stokey 1959, Nayar
1962, Nayar & Kaur 1969, Nayar & Raza 1970,
Atkinson & Stokey 1970, Pérez-Garcia & Reyes
1994, Reyes er al. 1996 y Pérez-Garcia et al.
(1998. Pérez-Garcfa et al. (1998). Estudio com-
parativo de la fase gametofitica de tres especies de
Phledium (Polypodiaceae s. str.) (en arbitraje).
De acuerdo con las caracteristicas del esporofi-
to, Microgramma parece estar mds intimamente
relacionado con Campyloneurum y quiza también
con Pleopeltis (Tryon & Tryon 1982).
Microgramma nitida es un helecho epifito,
con rizoma delgado, trepador, escamas blan-
quecinas y ligera a fuertemente aplanado.
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Hojas estériles y fértiles subdimorfas; lamina
entera y ligeramente pubescente. Esporangios
con parafisos pardo claro (Moran 1995).

El presente trabajo es una contribucién al
estudio morfogenético de la fase gametofitica
de M. nitida.

MATERIALES Y METODOS

La recoleccién de ejemplares fértiles de M.
nitida con esporangios maduros se realizé a 8
km al norte de Minatitlan, México. Los ejem-
plares de respaldo son AMR-143, 144, 146 y se
encuentran depositados en el herbario Metropo-
litano-UAMIZ. Para la obtencién de esporas, se
colocaron las pinnas fértiles en bolsas de papel
selladas a fin de evitar contaminacién y favore-
cer la apertura de los esporangios a temperatura
ambiente. El material obtenido fue pasado a tra-
vés de un tamiz de malla con poros de 0.074
mm de didmetro para recolectar exclusivamen-
te esporas y eliminar impurezas. Sin esteriliza-
cién previa de las esporas, se realizé la siembra
en 30 cajas de Petri de 5 cm de didmetro utili-
zando como sustrato el medio de Thompson
(Klekowski 1969) esterilizado. Seis cajas se cu-
brieron completamente con papel estafio a fin
de determinar fotoblastismo. La densidad de
siembra promedio fue de 40 esporas por cm?.
Todas las cajas sembradas se colocaron en bol-
sas de polietileno y se mantuvieron iluminadas
con luz artificial mediante lamparas solares de
75 watts/F96T12/ D, luz de dia, a una tempera-
tura de 20-28°C y fotoperiodo de 10 hr. Los
cultivos se humedecieron cada semana con 5
gotas de agua destilada. Las primeras observa-
ciones fueron realizadas cada tercer dia para
determinar el inicio de la germinacidn; poste-
riormente, las observaciones se efectuaron a
intervalos de cinco dias a siete dias conforme
avanzaba el desarrollo.

Las cajas mantenidas en oscuridad se abrie-
ron 150 dias después de la siembra. Las ilustra-
ciones fotogréficas se obtuvieron directamente
de las esporas y gametofitos vivos mediante un
fotomicroscopio American Optical y un micros-
copio estereoscopico American Optical Stereo

Star ZOOM con camara integrada, utilizando
pelicula b/n T MAX Kodak 100 de 35 mm.

RESULTADOS

Esporas y germinacion: Las esporas de M.
nitida son monoletes, color amarillo oro, no clo-
rofilicas, sin perina, aunque con ornamentacio-
nes tuberculadas y granulares en la superficie;
miden en promedio 20 x 35 mm (Figs. 1 y 2).
La germinacién ocurre entre el sexto al décimo
dia después de la siembra tomando como crite-
rio la emergencia de las primeras células rizoi-
dal y protilica (Figs. 3 y 4). Cabe destacar que
la cubierta de la espora permanece unida al ga-
metofito hasta fases muy avanzadas del desarro-
llo. También se observan grandes glébulos de
aceite en la primera célula protdlica, caracteris-
tica que comparte con muchas otras Polypo-
diaceae s.str A los 150 dias posteriores a la
siembra se observé que las esporas mantenidas
en oscuridad no germinaron, por lo tanto, son
fotoblasticas positivas. El patrén de germina-
cién es del tipo Vittaria (Nayar & Kaur 1969),
pues la emergencia de la primera célula prota-
lica es perpendicular con respecto a la rizoidal
(Figs. 4y 5). :

Fase filamentosa: Después de 16 a 20 dias
posteriores a la siembra se forma un filamento
de 6 células protdlicas con abundantes cloro-
plastos. La cubierta de la espora se mantiene
unida todavia al gametofito filamentoso y el ri-
zoide que ha aparecido hasta esta fase es de co-
lor pardo-oscuro, hialino. También se empieza a
diferenciar otro rizoide en la primera célula pro-
talica (Fig. 6).

Fase laminar: A los 20 dias después de la
germinacion, la célula inicial se divide longitu-
dinalmente y después el resto de las células del
filamento germinal hacen lo mismo producien-
do un protalo de 1 a 4 células de ancho en la ba-
se y en el dpice respectivamente (Figs. 7 y 8).
Posteriormente aparece la célula meristematica
apical en forma de cufia mediante una divisién
en sentido oblicuo de una de las células termi-
nales. Esta célula es reemplazada rdpidamente
por un meristemo pluricelular que se establece
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en una posicién central, apical, a los §-12 dfas
posteriores a la aparicion de dicha célula meris-
tematica (Fig. 10). Como resultado de la activi-
dad del meristemo pluricelular, se forma un ga-
metofito espatulado a los 30 dias después de la
germinacién. Hasta esta fase se conserva la pa-
red de la espora unida al gametofito, después se
desprende. En las primeras fases del desarrollo
los gametofitos carecen por completo de trico-
mas y es hasta después del dia 60 posterior a la
germinacién cuando se empiezan a diferenciar
tricomas marginales y superficiales unicelulares
y translicidos, evento que coincide con la dife-
renciacién del dpice cordiforme (Figs. 10y 11).
Los rizoides son abundantes, localizados en una
posicién basal, muy largos, de color pardo-cla-
1o y transparentes.

Gametofito adulto: Los gametofitos adultos
de M. nitida son monoicos, cordiformes-alarga-
dos, con margenes ondulados y una escotadura
bien definida en donde se establece el meriste-
mo pluricelular. También presenta un cojinete
central de varias cé€lulas de grosor, en donde se
localizan los gametangios (Fig 9). Los tricomas
marginales y superficiales son unicelulares, ca-
pitados y translicidos. Los superficiales, sélo se
observan en la cara ventral. Los gametofitos
con estas caracteristicas se diferencian a partir
de la décima semana posterior a la germinacién.
La aparicién de los gametangios masculinos y
femeninos es casi simultdnea; los arquegonios
aparecen aproximadamente a los 93 dfas y los
anteridios a los 100 dias posteriores a la siem-
bra. Se desarrollan gametangios en ambas caras
del gametofito, estando mds préximos a la re-
gién basal. Los cuellos de los arquegonios estdn
orientados hacia la base del gametofito y carac-
teristicamente tienen una longitud de cinco cé-
lulas (Fig. 12). Las bocas de los arquegonios es-
tan constituidas por cuatro células grandes vistas
desde arriba (Fig. 13). Los anteridios, son peque-
fios, tienen forma de barril y estdn formados por
ires células: la opercular, la anular y la basal (Fig.
14). Tomando en cuenta que la germinacidn de
las esporas de M. nitida resulta en un filamento
corto,uniseriado, formacién de protalos jovenes
espatulados, que posteriormente se transforman
en gametofitos adultos cordiformes-alargados y

desarrollo de tricomas marginales y superficia-
les, se concluye que el desarrollo protélico de
M. nitida es del tipo Drynaria (Nayar & Kaur
1969). '

Esporofito: La primera hoja del esporofito
apareci6 ocho meses después de la siembra de
las esporas. La lamina es espatulada, con trico-
mas pluricelulares, bifurcados, tanto en la su-
perficie dorsal, como en la ventral, margenes li-
sos con una hilera de células aclorofilicas (Figs.
15, 16 y 17) y estomas anomociticos (Van Cott-
hem 1970), debido a que sélo poseen las dos cé-
lulas oclusivas y ninguna célula acompafiante.
Las células epidérmicas de la hoja del esporofi-
to presentan paredes laterales onduladas en am-
bas superficies (Fig. 18).

DISCUSION

Haciendo un anélisis comparativo del desa-
rrollo gametofitico de M. nitida con respecto a
algunas Polypodiaceae s. str americanas estu-
diadas por otros autores (Stokey 1959, Atkinson
& Stokey 1970, Pérez-Garcia y Reyes 1994,
Reyes et al. 1996, Pérez-Garcia et al.(en arb.),
se encontré que comparten muchas caracteristi-
cas entre s, tales como: la presencia de glébu-
los de aceite en la primera c€lula protdlica, per-
sistencia de la cubierta de la espora hasta fases
avanzadas del desarrollo, el patrén de germina-
cién de la espora tipo Vittaria, desarrollo prota-
lico tipo Drynaria.

Las esporas de M. nitida son casi del mismo
tamafio que las de Polypodium lepidotrichum
(Feé) Maxon (25 X 36 *m) (Feé), pero mucho
més pequeiias que las de Phlebodium araneo-
sum (M. Martens & Galeotti) Mickel y Beitel
(40-48 *m), P. pseudoaureum (Cav.) Lellinger
(45-48 *m), P. decumanum (Willd.) J.Sm.(36-40
*m) y Niphidium crassifolium (60-80 *m). En
condiciones de laboratorio, las esporas de M. ni-
tida germinan en el mismo lapso de tiempo cita-
do para N. crassifolium (10 dias). Nayar (1962)
menciona que las Polypodiaceas s.str: del Viejo
Mundo requieren hasta de un mes para germinar.

La presencia de un gran glébulo de aceite
en la primera célula protdlica (Figs. 1-5) y la
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Figs. 1-9. Desarrollo del gametofito de M. nitida. 1. Espora (vista ecuatorial). 2. Espora (vista polar, nétese la lesura). 3-5.
Germinacion de la espora (células rizoidal y protalica, 10-16 dias). 6. Fase filamentosa (20 dias). 7-8. Gametofitos bidimen-
sionales (30 dias). 9. Gametofito adulto (2.5 meses). ¢: cojinete: ce: cubierta de la espora: cp: célula protilica; cr: célula
rizoidal: ga: glébulo de aceite; m: zona meristematica; r: rizoide.



RAMIREZ & PEREZ: Fase gametofitica de Microgamma nitida 591

Figs. 10-18. Gametangios y esporofito de M. nitida. 10. Zona meristemdtica (meristemo pluricelular, 2.5 meses). 11. Tricoma
marginal de gametofito adulto (76 dias). 12. Cuellos de arquegonios (3 meses). 13. Boca de arquegonios (3 meses). 14.
Anteridios (3.5 meses). 15. Esporofito jéven (8 meses). 16. Tricoma superficial del esporofito. 17. Margen de la ldmina del
esporofito. 18. Estomas. a: alas; an: anteridios; ba: boca de arquegonios; car: cuellos de arquegonios; ca: célula anular; co:
célula opercular; e: esporofito; es: estoma; ma: margen; tm: tricoma marginal; ts: tricoma superficial.
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persistencia de la cubierta de la espora hasta fa-
ses avanzadas del desarrollo (Fig. 8), son dos ca-
racteristicas observadas en M. nitida al igual que
en otras especies de Polypodiaceae s.str; tanto
del Nuevo Mundo, como del Viejo Mundo.

M. nitida y las especies americanas mencio-
nadas anteriormente comparten un desarrollo
protdlico tipo Drynaria, es decir, la germina-
cién de la espora resulta en un filamento corto
(2-7 células), los gametofitos jévenes son des-
nudos y los adultos generalmente cordiformes
que desarrollan pelos unicelulares y capitados
en el margen y en las superficies, el estableci-
miento de la célula meristemdtica es mas retar-
dado que en el tipo Adiantum.

El filamento germinal de M. nitida alcanza
una longitud de seis células (Fig. 6), siendo ca-
si de la misma longitud que el de P. lepidotri-
chum (4-5 células), N. crassifolium (5-7 célu-
las), P. araneosum, P. pseudoaureum 'y P. decu-
manum (4-7 células).

Los protalos maduros de M. nitida son cordi-
formes-alargados y con mdargenes ondulados
(Fig. 9), condicién que también se observa en
otros géneros americanos de Polypodiaceae s.
str. El tiempo en que alcanzan la madurez coin-
cide con el citado para N. crassifolium y P. lepi-
dotrichum (2.5-3 meses).

El tipo comiin de anteridio en las Polypodia-
ceae s.str es el globular (Stokey 1959), que
también se presenta en M. nitida (Fig. 14).

Stokey (1959) menciona que la presencia de
pelos glandulares y papilados en los margenes y
en las superficies, asi como la presencia de pe-
los ramificados en los talos maduros es una con-
dicién comiin en muchas Polypodiaceae s.str:;
sin embargo, en M. nitida s6lo se observaron
tricomas unicelulares-capitados marginales y en
la superficie ventral (Fig. 11). Los pelos ramifi-
cados (bifurcados) se presentan en las primeras
hojas del esporofito (Fig. 16), pero no en el ga-
metofito.

Existen diferencias entre M. nitida y las
Polypodiaceae americanas que se mencionaron
anteriormente en lo referente al tiempo de apa-
ricién de los gametangios, de los tricomas y del
esporofito.

No se cuenta con informacién morfogenética
de la fase sexual de otras especies americanas
del género Microgramma que nos permitan ha-
cer comparaciones y establecer diferencias y/o
semejanzas dentro del mismo género. Sin em-
bargo, con la informacién existente de otros gé-
neros americanos de Polypodiaceae y con la ob-
tenida en este estudio, se confirma que M. niti-
da es una especie intimamente relacionada con
dichos géneros con base en las caracteristicas
del gametofito.

RESUMEN

Se describe la fase gametofitica del helecho Microgram-
ma nitid con esporas de Veracruz, México (siembra prome-
dio 40 esporas/ cm?). La morfogénesis se caracteriza por:
germinacion tipo Vittaria, un filamento inicial de seis célu-
las protélicas; gametofitos jovenes espatulados que se trans-
forman en gametofitos adultos cordiformes-alargados, con
margenes ondulados y tricomas unicelulares-capitados en
los margenes y en las superficies; aparicién de una célula
meristemdtica obcodnica apical, que es reemplazada rdpida-
mente por un meristemo pluricelular. Los anteridios y ar-
quegonios son del tipo usual de las Polypodiaceae s.str. El
desarrollo protilico es del tipo Drynaria. Ocho meses des-
pués de la siembra aparecié la primera hoja del esporofito;
ésta es espatulada, con margenes lisos y una hilera de célu-
las aclorofilicas, tricomas pluricelulares, bifurcados y esto-
mas anomociticos. Las células epidérmicas de la hoja del
esporofito tienen paredes laterales onduladas en las superfi-
cies dorsal y ventral.
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