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Resumen

Reponbo, N., BLanco, A. & HoraLes, M.(1999). Estudio del género Polypodium L. del noroeste Ibérico:
Cantidades de DNA nuclear. Nova Acta Cientifica Compostelana (Bioloxia), 9: 109-116

Se ha estudiado la cantidad de DNA nuclear, mediante citometria de flujo, de 123 plantas del género
Polypodium procedentes de diferentes poblaciones naturales del Noroeste ibérico: P. cambricumn (15 pg), P.
vulgare (25 pg) y P. interjectum (37.5 pg) Sefialamos, también la presencia de los hibridos P. x font-qgueri (19.5

pg), P x shivasiae (27 pg) y P. x mantoniae (31 pg).
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Abstract

Rebonpo, N., BLanco, A. & HoriaLes, M.(1999). Study of the genus Polypodiwn in the Iberian northwest:
Nuclear DNA content. Nova Acta Cientifica Compostelana (Bioloxia), 9: 109-116

Ithas been studied the content of nuclear DNA by flow cytometry in 123 plants of the genus Polypodium from
different natural populations of NW of Iberian Peninsula: P. cambricum (15 pg), P. vulgare (25 pg) y P.
interjectum (37.5 pg). We indicate the presence of the hybrids P. x font-queri (19.5 pg), P x shivasiae (27 pg) y

P. x mantoniae (31 pg).
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INTRODUCCION

El género Polypodium L. es un género com-
plejoyde ampliadistribucién, representadoen la
Peninsulalbéricaportres especies: P. cambricum
L., P. vulgare L.y P. interjectum Shivas.

El drea de distribucion de P. cambricum es
Europa austral, Norte de Africa, Islas Atlanticas,
etc.; P.vulgare vadesdeel Nortede Escandinavia
hasta los Pirineos y Cordillera Cantdbrica, sien-
do mads raro cuanto mds al sur (en Sierra Nevada
se sittia por encima de los 2000 m.) y P. inter-
Jjectum abarcaIrlanda, Pais de Gales, Suroeste de

Inglaterra y la costa del Continente Euro-
peo, desde Portugal hasta Holanda (FERNANDES,
1968; JERMY, 1984 ; MONTSERRAT, 1982; SHIVAS,
1961b).

Ruiz pe Azua (1930) cita 13 variedades de
Polypodium vulgare de la provincia de Pon-
tevedra, y sefiala que es una de las especies de
helechos que goza de mayor plasticidad. Estu-
dios posteriores de diversos autores (SHIVAS,
1961a; RoBERTS, 1970; ROBERTS & SYNNOTT,
1972; Narpi, 1977; RoBERTS, 1980; PicHI-
SerMoLLI, 1987) destacan que el género Poly-
podium es un grupo con un gran polimorfismo
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tanto en las entidades boreales como en las
australes. Segtin FERNANDES (1968) los criterios
morfolégicos son insuficientes paraladistincidn
entre las subespecies de Polypodium. Siaello se
le afiade el hecho de que, debido a la existencia
de formas poliploides, ciertos caracteres parecen
sufrir gran variacion, resulta complicado esta-
blecer los limites entre los taxones (FERNANDES,
1968).

La presencia de pardfisis no es un cardcter
suficientemente identificativo, RoBerTs (1970)
sefiala que se han encontrado en algunos indivi-
duos de P. interjectum 'y P. vulgare en Holanda
y en Alemania, respectivamente. Las pardfisis
son caducas y pueden llevar a errores en la iden-
tificacion de los taxones, como sefiala FERNANDES
(1968). Pese a todo, la presencia de pardfisis es
el mejor cardcter simple (RoBerts, 1970).
MARTENS (1950) sefiala que se pueden encontrar
pardfisis en la mayoria de los P. cambricum
estudiados. Si se examinan los soros (de las
plantas vivas) en un estadio muy joven se pueden
observar muchas pardfisis cortas y muy rami-
ficadas, pero son extraordinariamente dificiles
de observar en soros maduros y pueden perderse
facilmente en especimenes de herbario.

FERNANDES (1968) sefiala que tanto P. inter-
jectum'y P. cambricum como P. vulgare 'y P.
cambricum se encuentran cohabitando, y en-
cuentra, ademads, dos localidades donde estdn las
tres especies. En los lugares donde cohabitan los
diploidesy los tetraploides pueden surgirhibridos
pentaploides, donde lo hacen los diploides y los
tetraploides, pueden surgir triploides (SHIVAS,
1961a; FERNANDES, 1968). Se han descrito tres
hibridos naturales de diversas localidades euro-
peas: el triploide P. x font-queri Rothm. (P.
cambricum x P. interjectunt), el tetraploide P. x
shivasiae Rothm. (P. cambricum x P. vilgare)y
el pentaploide P. x mantoniae Rothm. (P. inter-
Jjectum x P. vulgare). En la Peninsula Ibérica se
han sefialado en Navarra y Cataluia.

SHivas (1961a) estudia hibridos de los Piri-
neos, Bretafia, Suiza, N de Italia y Gales. Para
conocer el origen de P. vulgare, realiza cruza-
mientos de los posibles parentales y propone que
cuando crecen juntas cualquier par de especies

de Polypodium pueden formar hibridos. Sefiala
también que es bastante dificil distinguirlos, ya
que combinan caracteres de los parentales, aun-
que si es posible en el laboratorio, incluso el
hibrido tetraploide puede ser diferenciado de P.
vulgare por la presencia de meiosis irregulares.

NEUROTH et al. (1998) basdndose en estudios
isoenzimadticos sobre P. x font-queri de Madeira
describe P. x font-querinothossp. encumeadense
Neuroth, Jidger & Bennert (P. cambricum ssp.
macaronesicum x P. vulgare) que se diferencia
de P. x font-queri nothossp. font-queri (P. cani-
bricum ssp. cambricum x P. vulgare) por dife-
rencias alélicas, un menor nimero de células
basales en el esporangio y mas pequefias, y un
mayor niimero de bivalentes en la meiosis.

En principio, el nimero de cromosomas pa-
rece diferenciar claramente las tres especies.
NEUROTH (1996) sefiala los problemas en la de-
terminacion de los distintos taxones (no solo los
hibridos) asi como la necesidad que tuvo de
reubicar ciertas plantas, después de los andlisis
citolégicos, en otros taxones. El recuento de
cromosomas es una técnica lenta y laboriosa,
madxime en este grupo de vegetales debido a su
elevadontumero: P. cambricum2n=74, P.vulgare
2n=148y P. interjectum 2n=222 (in LOVE et al.,
1971; CASTROVIEIO et al., 1986), P. x font-queri
Rothm.2n=111, P. xshivasiaeRothm. 2n= 148,
P. x mantoniae Rothm. 2n = 185, (ROTHMALER,
1961). Los recuentos son realizados, por este
motivo, en un escaso numero de individuos, lo
que plantea un problemaestadisticoen el estudio
de las poblaciones. SHivas (1961a) realizo el
recuento de cromosomas de individuos de solo
dos localidades de la Peninsula Ibérica (Oporto
y Pirineos) y de cada una de las localidades sélo
estudio un taxoén (P. cambricum 'y P. vulgare,
respectivamente).

En el Noroeste Ibérico no es raro encontrar
localidades donde se encuentren al menos dos
especies de polipodios, por lo que seria de espe-
rar la presencia de los hibridos descritos y que
han sido sefialados en el noreste ibérico y otras
zonas europeas.

Ante la dificultad en la diferenciacién
morfoldgica de estos taxones, asi como de los
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recuentos de cromosomas en helechos, serealizé
un estudio de la cantidad de DNA nuclear en los
polipodios del noroeste ibérico, paralela al estu-
dio morfoldgico.

La tnica referencia bibliografica que cono-
cemos sobre la medida de la cantidad de DNA
nuclear en polipodios es el trabajo de MURRAY
(1985), quien mediante densitometria estudia
cuatro taxones diploides, entre ellos P. cam-
bricum,y P.vulgare, P. interjectumy el hibrido
pentaploide derivado de los dltimos.

Varios autores han sefialado que existe una
buena correlacion entre las cantidades de DNA y
el nimero de cromosomas (SHARMA et al.,1983).
MicHAELSON et al. (1991) y BENNETT & LEITH
(1995) comparan los datos obtenidos mediante
citometria de flujo, microspectrofotometria y
microdensitometria y concluyen que hay una
buena correlacion entre las medidas realizadas
tanto en monocotiledéneas como en dicotiledd-
neas. Esta técnica permite procesar cadamuestra
en pocos minutos, y abordar el estudio de la
variacioén intrapoblacional. En este sentido,
BENNETT & LEITH (1995) sefalan que lacitometria
de flujo utilizadaen el estudio de las poblaciones
de plantas permitird entender y evaluar el signi-
ticado evolutivo de la variacion intraespecifica.
WEesT™MAN & KRrEesovich (1997) indican que la
citometria de flujo es una buena herramienta
para comparar el contenido de DNA nucleary el
nivel de ploidia de las plantas de la misma
familia, género, especie y ecolipos asi como para

evaluar los hibridos.

MATERIAL Y METODOS

Se han estudiado 123 individuos del género
Polypodium procedentes de diferentes localida-
des del Noroeste Ibérico (Tabla I). Del mismo
individuo, se ha estudiado su cantidad de DNA
nuclear, mediante citometria de flujo, y se han
realizado pliegos, que estdn depositados en el
herbario SANT, de los que se han extraido las
esporas para ser estudiadas al natural al Micros-
copio Electrénico de Barrido. Con el fin de que
el material estuviese en las mejores condiciones,

tanto para su determinacién, como parala obten-
cion de nicleos, para el estudio del DNA y para
la obtencion de esporas, se han mantenido las
muestras en macetas en el invernadero.

El estudio de la cantidad de DNA nuclear se
harealizado mediante citometria de flujo con un
citometro Coulter, Epics™ Elite con ldser que
emite a488 nm. Se ha usado parala obtencién de
ntcleos el medio Bergounioux (BERGOUNIOX ef
al., 1986). El fluorocromo utilizado ha sido
Bromuro de Etidio, se ha afiadido a la muestra
RNAsa a fin de eliminar el RNA ya que el
Bromuro de Etidio es un intercalante que tifie
ambos dcidos nucleicos. Los patrones internos
empleados han sido hojas jévenes del diploide
Pisum sativumL. cultivar Express Long (8.37pg,
40.5% GC), y el diploide Petunia hybrida L.
cultivar PxPC6 (2.85 pg, 41% GC), en casos
puntuales para confirmar las cantidades de DNA
nuclear de las plantas muestra. La validez de la
tincion y el buen estado de los nticleos (enteros
y sin restos de citoplasma) se contrasto en el
microscopio de fluorescencia. Los niicleos rotos
o con restos de citoplasma son sefalados por
Price & JouNsTON (1996) como las principales
fuentes de error en las medidas de citometria de
flujo.

De cada individuo se han realizado tres me-
didas. En cada andlisis efectuado, se han medido
al menos 5000 nucleos con un coeficiente de
variacion, en cada andlisis, inferioral 7%, siendo
considerados los coeficientes inferiores al 5%
como excelentes o buenos, siguiendo a STEEN
(1990).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores obtenidos en las medidasrealiza-
das, mediante citometria de flujo, de la cantidad
de DNA nuclear se pueden observar en las Figs.
1 y 2. La Fig.1 corresponde a la distribucién
discreta de estos valores, y en la Fig. 2 se puede
observar la distribucion continua de los mismos
para cada ejemplar estudiado, sin diferenciar a
qué taxon pertenecen. En ambas se pueden ob-
servar claramente 3 modas.
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Localidad Taxones N
C: Serra da Capelada, Carifio P. cambricum 2
P.vulgare 1
P. interjectum 1
P. x mantoniae 1
C: Melide P. interjectum 1
P. vulgare I
C: Portodemouros P. cambricum 1
P. interjectum 1
Or: rio Sil, Nogueira de Ramuin P. interjectum 12
P. vulgare 16
P. x shivasiae 2
Or: rio Mao, Cristosende P. cambricum 16
P. interjectum 7
P. vulgare 4
P. x fontqueri 3
P. x mantoniae 5
P. x shivasiae 1
Or: rio Navea, Rio P. vulgare 2
Po: Mondariz P. cambricum 2
P. interjectum 2
P. x mantoniae 1
Po: Vigo P. cambricum 10
P. interjectum 23
P. vulgare 2
P. x fontqueri 3
P. x shivasiae 3

La primera de las modas se encuentraen 15
pg, corresponde aindividuos determinados como
P. cambricum por presentar parafisis y a algunos
que en un primer momento fueron determinados
como P. interjectum, tal vez erroneamente debi-
do a que los esporangios estaban ya totalmente
maduros y como sefiala RoBerTs (1970) las
pardfisis pueden perderse al madurar los soros.
Estas plantas fueron cultivadas y se pudo com-

probar que, antes de que los esporangios madu-
rasen totalmente, presentaban parafisis. La me-
dia de los valores obtenidos es ¥ = 14.68 pg,
0 =0.72. Teniendo en cuenta los coeficientes de
variacion en cada medida efectuada en el
citometro, 5 % en general, podriamos situar los
valores de la cantidad de DNA nuclear de P.
cambricum en un rango de 13.96 a 15.39 pg. A
este grupo de plantas pertenecen un 21,8 % del
total.
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Fig. 1. Distribucion discreta de los valores obtenidos
mediante citometria de flujo, de la cantidad de DNA
nuclear en Polypodium.
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Fig. 2. Distribucién continua de los valores obtenidos
mediante citometria de flujo, de la cantidad de DNA
nuclear en Polypodium para cada ejemplar estudiado,
sin diferenciar a qué taxén pertenecen.

Una segunda moda se encuentra en 25 pg,
(x=25.18,6=0.5,[23.9-26.5] ) y que corres-
ponde a plantas sin pardfisis y con un nimero
alto de células del anillo (de 10a 18) y que fueron
determinados como P. vulgare (supone aproxi-
madamente un 18,3 % del total).

La tercera moda corresponde a unos 37 pg,
(x=37.48,06=0.68, [35.61 - 39.35]), se trata de
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Fig. 3. Nimero de células del anillo frente a la canti-
dad de DNA nuclear para cada individuo estudiado.

individuos sin pardfisis y nimero bajo de células
del anillo y que fue determinado como P.
interjectum, con un 33.1 % del total de plantas,
essindudael taxdn mds abundante en el noroeste
ibérico.

Se han encontrado también individuos con
valores intermedios: 19 - 20 pg (4.5 %) corres-
pondientes a P. x font-queri; 26-28 pg (4.2 %)
correspondientes a P. x shivasiaey 30-32 pg (4.2
%) correspondientes a P. x mantoniae.

A partir de los valores obtenidos se realizé un
andlisis de correspondencias entre los valores
observadosy los grupos realizados a partir de las
modas coincidiendo el nimero de ejemplares
observados con el esperado. Ademds, los ejem-
plares que no fue posible determinar en un pri-
mer momento por presentar esporangios muy
jovenes, se clasificarfan mayoritariamente como
P. interjectum (14 de 19) y en segundo lugar (5
plantas) como P. cambricum.

EnlaFig.3 serepresentael nimero de células
del anillo frente a la cantidad de DNA nuclear
para cada individuo estudiado.

Estos resultados confirman la presencia de
los hibridos P. x mantoniae, P. x shivasiae y P.
x font-queri en el noroeste ibérico, asi como la
posibilidad de formar hibridos en aquellas loca-
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lidades donde convivan dos especies cuales-
quiera.

En estos hibridos, es frecuente encontrar
esporas y esporangios con aspecto de estar abor-
tados, pero también otros con aspecto de ser
viables. En estos esporangios se ha observado la
presencia de esporas grandes y redondas junto a
esporas con aspecto de estar abortadas y otras
normales. NEUROTH (1996) describe estos mis-
mos tipos de esporas en hibridos de Polypodium
y sefiala que estas esporas grandes y redondas
podrian ser dipldsporas.

MurrAY (1985) obtuvo medidas del conteni-
do de DNA nuclear de individuos de cuatro
especiesdiploides: P. cambricum, P. scouleri, P.
virginianum y P. glycyrrhiza, teniendo todas
cantidades de DNA muy similares (préximas a
20 pg). También midio el contenido de DNA de
P. vulgare y P. interjectum, siendo las cantida-
des obtenidas de 30.75 pg y de 39.32 pg, respec-
tivamente. Las medidas fueron realizadas sobre
10 células de al menos 2 plantas distintas de cada
taxon excepto para P. scouleri, P. virginianum,
P. glycyrrhizay el hibrido pentaploide de las que
sélo estudia una. Para individuos P. vitlgare x P.
interjectum (pentaploides), la cantidad de DNA
obtenida fue 35.65 pg. Murray destaca, asimis-
mo, que el tetraploide tiene 1.5 veces el conteni-
do de DNA de los diploides, en lugar del doble
que es lo que cabria esperar, y el hexaploide 2
veces el contenido de DNA de los diploides, en
vez del triple, aunque el hibrido pentaploide
procedente de P. vulgare y P. interjectum pre-
senta una cantidad de DNA intermedia entre
ambos.

Los datos obtenidos para P. interjectum son
coincidentes con la cantidad de DNA nuclear
sefialada por Murray (1985) en plantas de
Cornualles, no asi para el resto de los taxones, en
los que encontramos valores inferiores a los que
¢l sefiala.

La relacion entre las cantidades de DNA
nuclear y el nimero de cromosomas parece no
mantenerse en los distintos niveles de ploidfa, ya
que el tetraploide deberia tener unos 30 pg, y el
hexaploide cerca de 45 pg. Los hibridos si pre-
sentan, sin embargo, cantidades intermedias, en

lo que coincidimos con MURrRAY (1985) en cuan-
to a los valores que obtiene para el pentaploide.

MurrAY (1985) achaca el hecho de que no se
mantenga la relacién cromosomas-cantidad de
DNA aquelos cromosomas de los tetraploides y
los hexaploides son mds pequefios que los de los
diploides y que la evolucién en los polipodios
parece que va acompafiada por la pérdida o
ganancia de DNA nuclear, aunque, con los estu-
dios realizados, no puede indicar la direccion de
laevolucién. Esta idea corroboraria las observa-
ciones de MANTON (1950) en las que sefala una
reduccion en el tamafio de los cromosomas acom-
pafiando o siguiendo a la poliploidfa. Indica que
serfa posible que ocurriese un reajuste nuclear o
fisiolégico con el paso del tiempo, y se reponga
la capacidad de un organismo para mantener la
poliploidia en una dimension en que, de otra
forma, no serfa posible (ManTON, 1950). No
obstante, también hay que tener en cuenta que el
genoma de P. cambricum no se encuentra en P,
vulgare, aunque no esté totalmente resuelio el
origen de este taxon. SHIVAS (1962) propone que
este taxon, posiblemente, se haya formado por la
hibridacién de P. virginianum L. (diploide pro-
cedente de Norte América y de Asia y P.
glyeyrrhiza D.C. Eaton, (también diploide de N.
América). FERNANDES (1968), apunta la posibili-
dad de que P. vulgare tenga sus progenitores en
P. virginianum asidtico y otro taxén japonés,
probablemente P. faurei Christ., que posee soros
redondeados sin pardfisis y anillo del esporangio
del tipo vulgare.

Lovis (1977) propone como progenitores de
P. vulgare: P. appalachianum Haufler &
Windhamy P. glycyrrhiza. HAUFLER & WINDHAM
(1995), realizando andlisis de isoenzimas, sefia-
lan como progenitores P. glycyrrhiza y P.
sibiricum Siplivinski, aunque sefialan tambien
que la identidad genética entre P. sibiricumy P.
appalachianum es relativamente alta: 0.608, por
lo que el alto ndmero de bivalentes encontrados
por SHivas en el hibrido obtenido en el laborato-
rio a partir de estos taxones y P. vulgare (n
bivalentes y n univalentes) no es tan extrafio.

NEUROTH (1996), basandose en el nimero de
loci polimorfos, apoyalateorfade P. glycyrrhiza



Redondo, N. et al.: DNA nuclear en Polypodium del noroeste Ibérico 115

en el origen de P. vulgare, pero descarta P.
appalachianum o P. sibiricum.

Puesto que P. vulgare se origind de taxones
distintos a P. cambricum, serfa 16gico que su
cantidad de DNA nuclear se separe de la que
corresponderfa a un tetraploide originado de €l.
Sin embargo P. interjectunt, que se ha originado
apartirde P. cambricumy P.vulgare contiene un
poco menos del doble que P. x font-queri (1.9),
cuya cantidad de DNA nuclear es aproximada-
mente la mitad de la suma de la de sus progeni-
tores, aunque el nimero de plantas estudiadas
por el momento sea muy €scaso.

Es de destacar la variabilidad morfoldgica
encontrada en los hibridos, que en un primer
momento fueron determinados como taxones
diferentes, asi como el hecho de no haber encon-
trado esporangios en un alto porcentaje de ellos,
o presentarlos en muy bajo nimero y en una alta
proporcién no se desarrollan completamente. P.
x font-queri presenta de 7 a 18 células del anillo,
y enunade las plantas se observaron pardfisis. P.
x mantoniae de 9 a 12 células del anillo, una de
las plantas con pardfisis y dos con pelos
ramificados similares a pequefas pardfisis. P. x
shivasiae de 9 a 16 células del anillo y pelos
escasamente ramificados.

Consideramos que la medida de la cantidad
de DNA nuclear mediante citometria de flujo, y
a la vista de los resultados obtenidos, es una
excelente herramientaen el estudio de este grupo
de plantas, permitiendo de un modo sencillo la
determinacién rdpida de éstas. Por otra parte
permite el estudio de un alto niimero de indivi-
duos en un tiempo relativamente corto, lo que
posibilita un mejor estudio de las poblaciones.
Debido a los problemas en la identiticacion de
los hibridos y al escaso porcentaje en que deben
encontrarse en la naturaleza, la probabilidad de
detectarlos es muy escasa, el estudio de la canti-
dad de DNA nuclear mediante citometria au-
menta las posibilidades de deteccion.

Todos estos datos inducen a pensar que en el
género Polypodium podriaexistirun gran niime-
rode hibridaciones, duplicaciones cromosémicas,
pérdidas y/o ganancias de DNA, etc. que, unidos

a la posibilidad de reproducirse sexual y/o
vegetativamente, le confieren esa plasticidad
fenotipica que caracteriza a este género y que ha
llevado a diversos autores a describir numerosas
taxones dentro de este grupo de helechos. Es por
todo ello que se hace necesario un estudio mds
profundo de este género tanto en el ndmero de
individuos como en el nimero de localidades
estudiadas, empleando el mayor nimero de téc-
nicas moleculares posible para poder aclarar este
taxon.
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