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RESUMEN GENERAL

REPRODUCCION DE Cyathea bicrenata LIEBMANN PARA SU CONSERVACION Y

POSIBLE PROPAGACION COMERCIAL

Reyes Molina Samanta Adriana D.C
Colegio de Postgraduados, 2016.

Cyathea bicrenata es un helecho arborescente que se encuentra en algunos bosques
mesofilos de montafia de México. Debido a que se encuentra bajo el criterio de especie
sujeta a proteccidn especial segin la NOM-059-SEMARNAT-2010, por ser una especie
amenazada por diversos factores de indole antropicos. La conservacién es un proceso
gue se lleva a cabo mediante estrategias tales como el cultivo invitro y cultivo en sustratos
a fin de salvaguardar especies con riesgo inminente de desaparecer. Con el objetivo de
generar un modelo para la germinacion in vitro de esporas a fin de obtener esporofitos
para realizar practicas de cultivo y conservacion, se experimento con la germinacion de
esporas de Cyathea bicrenata Liebmann (Cyatheaceae).Se comparo la eficacia de tres
métodos de desinfeccion (Dyer, Ford y aspersion de etanol); las variables que se
consideraron fueron pH (intervalo de 4 a 6.5), concentracion de NaOCI (0.02, 0.04, 0.06,
1, 2, 35y 50 %) y tiempo de desinfeccién (5, 10, 15 y 20 minutos). Al cabo, las esporas
fueron cultivadas en medio de Murashige y Skoog (concentracién al 100 %). Se estimé la
cobertura de las cajas de cultivo mediante la escala de Braun-Blanquet. La germinacién
mas exitosa se logré con NaOCI al 35 %, con 5y 10 minutos de desinfeccion y pH inferior
a 6.0 (con pH 6.0 y 6.5 no existié germinacion). Por otra parte se realizaron experimentos
de germinacion en sustratos para la obtencién masiva, de gametofitos y esporofitos. Se

inocularon 100 mg de esporas en siete sustratos: fibra de coco, peat moss, vermiculita,



perlita, tezontle, fertilizante organico con bacterias aerobicas y humus de lombriz. De
acuerdo a sus propiedades fisicas. Los resultados indican que el mejor sustrato fue el peat
moss, en donde se presento la germinacion y formacion del prétalo; en el suelo (testigo) y
en perlita hubo germinacioén, pero no la formacion de prétalos. En términos generales el
tipo de sustrato y algunas propiedades fisicas, como la retenciéon de humedad, fueron los
factores que determinaron la germinacién, la formacion de prétalos y la emergencia de

esporofitos.

Palabras clave: Cyathea bicrenata, esporas, germinacion, medio MS, NaOCI, pH,

sustrato, esporofitos.



GENERAL ABSTRACT

REPRODUCTION OF Cyathea bicrenata LIEBMANN FOR ITS CONSERVATION AND

POSSIBLE COMMERCIAL PROPAGATION

Reyes Molina Samanta Adriana

Cyathea bicrenata is a tree fern that is found in some cloud forests of Mexico and is under
the criterion of species subjected to special protection according to the NOM-059-
SEMARNAT 2010, for being a threatened species by various factors of anthropic nature.
Conservation is a process that is carried out using strategies such as in vitro culture and
substrate culture to safeguard species at imminent risk of disappearing. Spore germination
of Cyathea bicrenata Liebmann (Cyatheaceae) was carried out in order to generate a
model for in vitro germination of spores to obtain sporophytes for cultivation and
conservation practices. The effectiveness of three methods of disinfection was compared
(Dyer, Ford and ethanol spraying). The variables considered were pH (ranging from 4 to
6.5), concentration of NaOCI (0.02, 0.04, 0.06, 1, 2, 35 and 50%) and disinfection time (5,
10, 15 and 20 minutes). After all, the spores were grown on Murashige and Skoog medium
(100 % concentration). The coverage of culture plates was estimated using the Braun-
Blanquet scale. The most successful germination was achieved with 35 % NaOCI, with 5
and 10 minutes disinfection and a pH less than 6.0 (at pH 6.0 and 6.5 there was no
germination). Moreover germination experiments were performed on substrates for mass
production of gametophytes and sporophytes. 100 mg of spores were inoculated using
seven substrates: coconut fiber, peat moss, vermiculite, perlite, volcanic rock, organic
fertilizer with aerobic bacteria and vermicompost. According to its physical properties. The

results indicate that the best substrate was peat moss, where germination and formation

3



of prothallus was presented; in soil (control) and perlite germination occurred, but not
prothallus formation ocurred. In general terms the type of substrate and some physical
properties such as moisture retention were the factors that determined the germination,

prothallus formation and the emergence of sporophytes.

Keywords: Cyathea bicrenata, spores, germination, MS medium, NaOCI, pH, substrate,

sporophytes.



OBJETIVO GENERAL

e Determinar el pH, tiempo de desinfeccién y desinfectante adecuado para la

germinacion de las esporas de Cyathea bicrenata.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Estimacién de la cobertura de la germinacién de esporas y formacién de prétalos
bajo diferentes condiciones de pH en el medio de cultivo y desinfeccién.

o Describir el ciclo biolégico y contribuir al conocimiento sobre su biologia.

HIPOTESIS GENERAL

e EIl pH es un factor limitante para el establecimiento del gametofito y esporofito, es
probable que Cyathea bicrenata responda de manera favorable en un pH mas

acido.

HIPOTESIS PARTICULARES

e Conocer el porcentaje de prétalos nos dara conocimiento de que porcentaje de
germinacion llega a la etapa de esporofito.
e Conocer el ciclo bioldgico de Cyathea bicrenata permitird conocer la capacidad para

Su propagacion



CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL

La conservacion de las especies vegetales es uno de los aspectos principales en el
mantenimiento del bosque. Muchas especies silvestres se hallan en clara regresion, si no
es que en peligro de desaparecer. Tal retroceso se debe a causas muy diversas: talas
indiscriminadas, recoleccidén excesiva de especies de interés ornamental, farmacéutico,
industrial, cosmético o alimentario, incendios provocados o accidentales, expansion de las
ciudades o nuevos asentamientos humanos, practicas silvicolas mal realizadas, como
exceso de rozas o aclareos indiscriminados, carga excesiva de ganado herbivoro silvestre
o de pastoreo y propagacion dificil que impide una regeneracion normal (Troncoso de

Arce et al., 2004).

Los helechos forman parte de las especies que habitan los bosques mesdfilos de montafia
(BMM). En este tipo de vegetacion, los helechos son un componente estructural importante
en el bosque, donde desempeiian funciones ecoldgicas relevantes (Alvaréz-Zufiga et al.,
2012). México registra la mayor riqueza con 14 especies de helechos arborescentes
(Mickel y Smith, 2004) que se encuentran en la zona ecolégica templada humeda, que
incluye al bosque mesodfilo de montafia (BMM) y tienen una distribucion limitada y
fragmentaria a lo largo de las principales cadenas montafiosas del pais (Luna-Vega et al.,

2006).

La disminucion de las poblaciones de Cyathea bicrenata Liebmann han contribuido a su
clasificacion en la NOM-059-SEMARNAT-2010. Entre los factores que han colocado a esta
especie en proteccion especial, estan la colecta ilegal bajo estas circunstancias, la

propagacion de este helecho es una necesidad vital para su conservacion,

6



desafortunadamente sobre el cultivo de helechos arborescentes existe muy poca
informacion nacional e internacional, ya que gran parte del conocimiento lo manejan los
viveristas o coleccionistas de helechos, y dicha informacion que no esta disponible a los

aficionados o profesionales, como paisajistas, agrénomos y biélogos.

La germinacion de las esporas in vitro es una opcion que ha permitido obtener numerosos
esporofitos en un lapso de 22 meses en el caso de C. australis R. Br. Domin (Goller y
Rybczynski, 1995), cinco en Dicksonia sellowiana Hook y cuatro para C. schanschin Mart.
(Prospero et al., 1990). In situ se ha observado la formacion de esporofitos; sin embargo,

es escasa la sobrevivencia.

Por ende, comprender la germinacion de helechos y requisitos de desarrollo temprano
podrian servir de base para el establecimiento de métodos alternativos de propagacion
gue pueden contribuir a su conservacion. Los métodos de cultivo in vitro se proporcionan
condiciones controladas para la propagacion de esporofitos y el estudio de la biologia de
helechos, ya que los requerimientos de germinacion y crecimiento de las especies

neotropicales son poco conocidos (Fernandez et al., 1999; Cassanego et al., 2010).

Ademas, se tienen problemas con las condiciones de pH, ya que es un factor limitante
para el establecimiento del helecho (Petersen, 1985). Los estudios han demostrado que
esta especie de helecho puede presentar respuestas variadas a diferentes valores de pH.
Mientras que las esporas de algunas especies germinan en medio acido fuerte (Whittier y
Moyroud, 1993) o en un amplio rango de pH (Nondorf et al., 2003; Viviani y Randi, 2008),
algunas esporas de helechos no son capaces de germinar en condiciones acidas fuertes

(Nester y Coolbaugh, 1986). Para el caso de Cyathea bicrenata y hasta donde sabemos,



no hay informacion en la literatura sobre el efecto del pH en la germinacion y el crecimiento

inicial.

REVISION DE LITERATURA

Helechos

Las hojas de los helechos se llaman frondas, en el envés se encuentran los soros donde
se encuentran los esporangios donde se producen las esporas. El tallo del que nacen se
prolonga bajo la tierra formando un rizoma. Los musgos y los helechos tienen distintos
ciclos vitales, aunque en una fase ambos producen esporas. Esa fase se llama
reproduccion asexual, en la cual la reproduccion de un nuevo organismo proviene de una

sola célula (Parker, 2010).

Los helechos también se reproducen por alternancia de generaciones. Las esporas que
caen en lugares sombreados y humedos tienen mas posibilidades de germinar. Las
caracteristicas de las plantas vasculares, son arquegoniadas con alternancia de
generaciones heteromoérfica y con esporofito como fase dominante e independiente.
Presentan ramificacion dicotoma, rara vez monopddica, vascularizacion solo por la
presencia de traqueidas, a menudo escalariformes, rara vez acompafadas de vasos
verdaderos, son raras las formaciones vasculares secundarias con una cuticula
impermeable, los esporangios epifilos, hipofilos o terminales, rara vez epicaulinares,
dispersos o agrupados en soros. Presentan homosporia dominante, pero con algunas
variaciones de gametofitos libres 0 mas o menos incluidos, foliaceos y taloideos, rara vez
caulinares y vascularizados reproduccién por gametos masculinos flagelados, implicando

la presencia de agua aparicion abundante de apogamia (Parker, 2010).



Esporas

Las esporas de los helechos son estructuras microscopicas unicelulares, con dimensiones
comprendidas entre menos de 25 hasta 100 micrometros, y su produccion puede ser
inmensa, como es el caso de Pteridium aquilinum, en el cual una hoja puede producir
aproximadamente en 1 gramo (300 millones de esporas) y Dicksonia antarctica 750
millones. Pero a pesar de esta gran cantidad de esporas no todas llegan a producir
esporofitos, siendo numerosos los factores que limitan esta produccion (Alarcon-Rojas y

Pelaez-Pelaez, 2008).

Las esporas estan formadas por una célula con una serie de estructuras protectoras, el
perisporio, que suele presentar una ornamentacion especifica. Estas pueden estar en
estado latente durante un tiempo que puede variar de meses a afos, a la espera de
condiciones favorables para su germinacion. Una vez alcanzadas estas condiciones, se
produce la germinacion de la espora dando lugar al protalo, organismo autdbnomo
clorofilico de reducido tamafio (rara vez alcanza el cm) y que en un gran namero de

especies presenta forma cordada (Méndez y Murillo, 2014).

La cantidad de esporas de los helechos es variable; la mayoria produce varios cientos de
miles de esporas, que pueden dispersarse por accion de la gravedad, fuerzas
electrostaticas, agua, corrientes de viento, etc. En las regiones tropicales o subtropicales
la primera precipitacion después de una temporada seca, arrastra la mayor cantidad de
esporas suspendidas en el aire o retenidas en la copa de los arboles (Martinez et al.,

2012).



Viabilidad de esporas

Las esporas de los helechos son estructuras microscopicas unicelulares, cuyas
dimensiones van desde menos de 25 a mas de 100 micras. La madurez de los esporofitos
de los helechos se logra, en la mayoria de los casos, en un lapso que abarca desde 1 a
10 afios, una vez que maduran, la produccién puede ser inmensa. En especies de
helechos tropicales y templados, bajo cultivo, se ha calculado que el contenido de esporas
de hojas individuales varian de 750 000 en Asplenium trichomanes L. hasta 750 millones

en Dicksonia antartica Lab. (Alarcon-Rojas y Peldez-Pelaez, 2008).

La viabilidad de las esporas (tiempo en que permanecen viables, esto es que son capaces
de germinar) y la tasa de crecimiento de los gametofitos, son factores basicos para un

exitoso establecimiento de los helechos en un nuevo habitat después de la dispersion.

Estos factores estan controlados por propiedades intrinsecas como el genotipo, edad y
latencia y por factores extrinsecos como los son las diferentes condiciones del ambiente,
del sitio donde se liberan y depositan las esporas, del pH del suelo, de la humedad, la

temperatura, la luz y de los competidores, entre otros elementos.

Pero también las caracteristicas fisioloégicas de las esporas, como seria el caso de la
presencia o ausencia de clorofila, repercuten en el tiempo de germinacion (latencia) y en
el desarrollo de las primeras células de los gametofitos jévenes. La viabilidad o longevidad
de las esporas de los helechos es variable, asi por ejemplo, las esporas clorofilicas
muestran una cierta tendencia a germinar mas rapidamente que las no clorofilicas (Pérez

y Reyes, 1993).
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La viabilidad de las esporas varia considerablemente entre las especies y se basa en la
presencia de clorofila. Algunas esporas no clorofilicas vivirdn hasta 130 afios si se
almacenan correctamente.

Las esporas que se mantienen bajo condiciones de humedad, han mostrado una mayor
capacidad de germinacién, que las que se mantienen en condiciones secas (Lindsay et al.
1992). El almacenamiento himedo es a 5 °C y es considerada la temperatura 6ptima para
el almacenamiento de esporas, ya que mantiene una alta viabilidad, minimiza la
contaminacion bacteriana, fungica y evita la germinacién en la oscuridad (Quintanilla et
al., 2002). Sin embargo, incluso en condiciones de almacenamiento deseables, una
disminucién de la viabilidad se ve afectada, al aumentar la edad de las esporas. La adicion
de sacarosa al medio de germinacion, puede mejorar la germinacion de las especies de
helechos almacenados de manera seca a 4 °C, pero el efecto disminuye con el tiempo
(Raghavan 1989).

Las esporas de los helechos pueden permanecer latentes hasta que se cumpla una
condicion especial. La enorme cantidad de esporas producidas por un helecho,
proporciona un método eficaz para la dispersion en el espacio, mientras que un periodo
de descanso forzado, asegura su dispersion en el tiempo. El rompimiento de la dormancia
de las esporas requiere de hormonas y luz, pero el alcance de estos, no se comprende

totalmente (Raghavan 1989).

Esporas clorofilicas
Las esporas clorofilicas, o "verdes", son esporas que contintan la fotosintesis después de
haber sido arrojadas por la planta madre. Esto acorta efectivamente el periodo de vida Uutil

de las esporas. Las esporas verdes tienen una vida media de 48 dias, mientras que las
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esporas no verdes viven aproximadamente 3 afios. La investigacion sobre el
almacenamiento para extender el periodo de viabilidad de las esporas verdes, sigue

siendo estudiada (Raghavan 1989).

Las esporas clorofilicas tienden a germinar mas rapido que las esporas no clorofilicas,
posiblemente debido a los pigmentos fotosintéticamente activos, que permiten el
crecimiento rapido para continuar en la busqueda de las condiciones de germinacién
adecuados. Las esporas verdes también tienen un mayor contenido de agua que las
esporas no verdes, por lo que su periodo de vida util, se puede aumentar evitando la

desecacion o la pérdida de agua (Raghavan 1989).

La viabilidad de las esporas clorofilicas es muy reducida, se inicia entre dos y siete dias
después de su liberacién y dura unas pocas semanas; en cambio las esporas sin clorofila
de paredes amarillentas, castafias o negras, presentan viabilidad media a extensa. En
condiciones de laboratorio se ha observado que pequefios porcentajes de esporas de
Pteris vittata comienzan a germinar a los dos o tres dias después de su siembra, este
proceso se mantiene hasta después de cincuenta dias; en otros helechos, como el helecho
arboreo de Noroeste argentino, Alsophila odonelliana, se ha encontrado que las esporas
son viables aun después de tres afios de almacenamiento en frio a 3-5 °C (Martinez,
2012).

La longevidad y el envejecimiento de esporas se investigaron a finales de 1960 y 1970
(Lloyd y Klekowski 1970; Dyer 1979). Encontraron grandes diferencias entre la longevidad
dependiendo las especies, y existié una correlacion entre el tipo de esporas (verde vs no

verdes) (Lloyd y Klekowski 1970). El rapido deterioro de las esporas verdes, se atribuyo a

12



la intolerancia a la desecacion, altas tasas metabdlicas, y la falta de latencia (Kato 1976).
Estas hipétesis lanzaron la idea de que las esporas verdes presentan un comportamiento
recalcitrante anélogo a las semillas (Roberts 1973).

Las esporas no verdes, por otra parte, podrian ser tratadas como semillas ortodoxas
(Roberts 1973), y las condiciones secas, ya sea a temperatura ambiente o baja

temperatura, podrian ser las condiciones de almacenamiento recomendadas (Dyer 1979).

Almacenamiento de esporas

El almacenamiento de esporas de helechos para la conservacion ex situ, ha recibido poca
atencién durante los ultimos 50 afios en comparacion con la semilla de almacenamiento.
Las esporas de los helechos tanto clorofilicas y no clorofilicas, parecen ser tolerantes a la
desecacion, pero hay una variacién sustancial en la longevidad entre los dos tipos de

esporas y entre diferentes especies dentro de cada categoria (Ballesteros, 2010).

Se tiene escaso conocimiento acerca de las causas del envejecimiento de las esporas,
durante el almacenamiento y si las esporas verdes y no verdes presentan los mismos
mecanismos. La longevidad de ambos tipos de esporas, se reduce cuando se almacenan
a temperaturas convencionales de congelador (-10 a -30 °C), lo que sugiere que las
esporas de helechos presentan analogia a la fisiologia a las semillas, clasificados en la
categoria de almacenamiento intermedio o su comportamiento de almacenamiento
previamente no esta caracterizado. Sobre la base de los conocimientos actuales sobre el
almacenamiento de esporas de helechos en congeladores convencionales, la
crioconservacion no es solo factible, pero es necesaria para maximizar la longevidad de

esporas para la preservacion a largo plazo (Ballesteros, 2010).
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Estatus de conservacion

Si bien, los helechos producen grandes cantidades de esporas, cuando estas logran
germinar son muy vulnerables a los cambios en el microambiente, y a la competitividad en
el &rea de colonizacion e iluminacién directa. Los efectos de adaptacion, dependeran de
la rapidez con la que germinan las esporas y el tiempo necesario para desarrollar sus

gametofitos (Lloyd y Klekowski, 1970).

Recolecta de esporas

La frescura y la limpieza son los dos factores mas importantes que se deben tomar en
cuenta en la recolecta de material para propagar. Las esporas recién recolectadas
germinan mas rapido y a un mayor ritmo que las esporas mas antiguas. El método para
recolectar esporas, es identificar una fronda fértil en la planta. Una fronda que es
demasiado joven, sus esporas tendran soros de color blanco-verde. Una fronda que ya ha
lanzado sus esporas mostrara aberturas irregulares, y es a menudo de color marrén. Si no
hay otro material disponible, esto es una informacion Gtil para considerarse. En el
mecanismo de liberacion de esporas, el anillo no libera todo el material de esporas, en
general, deja unos pocos granos de esporas atras. La técnica de “raspado” con un cuchillo
afilado puede ayudar a obtener unos granos de esporas, cuando no se dispone de ninguna

otra (Hoshizaki y Moran 2001).

La mejores esporas provienen de las plantas mas saludables, mas vigorosas y
generalmente son las mas facil de germinar. La técnica adecuada para la recoleccion de
esporas, es mediante la colocacion de una cara de la fronda fértil en un pedazo de papel

gue después se cubrira y se colocara en una bolsa de papel. Las bolsas de plastico no se
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deben utilizar para la recolecta de esporas, ya que guardan humedad y esto puede
conducir al desarrollo de microorganismos. La bolsa de papel se coloca en un lugar calido
y seco, asi dara lugar a la liberacion de esporas en el transcurso de 24 a 48 horas
(Hoshizaki y Moran 2001). EI nombre del helecho y la fecha de recogida debe ser
registrado (Goudey, 1985).

Gametofitos

El gametofito es el equivalente de una flor en una angiosperma, ya que contiene el gameto
masculino (anteridios) y gameto femenino (arquegonios). Cuando las condiciones son
apropiadas, los anteridios se hinchan y liberan el esperma, que nadan a un ovario situado
cerca de los arquegonios. La fertilizacion produce el embrion, y a su vez, el esporofito. Las
principales funciones fisiologicas de las diferentes estructuras de los gametofitos de los
helechos, han sido importantes limitaciones evolutivas en cuanto a las formas de
crecimiento de estas estructuras. Se han utilizado modelos geométricos para definir las
estructuras absorbentes, puntas de crecimiento y las formas planas de crecimiento, que
en realidad podrian ser adoptadas para cada estructura gametofitica. La relaciéon
superficie/volumen se ha calculado para las estructuras absorbentes, el rizoide cada vez
es mas largo ya que proporciona la circunstancia geométrica mas favorable para la
absorcién del agua y nutrientes, por lo que puede optimizar los procesos de absorcién,
que influyen en el crecimiento y forma de la estructura absorbente. En términos generales
se puede interpretar, cdmo las diferentes formas de crecimiento, pueden ofrecer ventajas
especificas para lograr otros aspectos del proceso de fotosintesis; crecimiento,
fototropismo y el transporte de asimilados (Takahashi et al., 2009). El prétalo es la

denominada fase haploide en el ciclo de vida de los pteridofitos, esto quiere decir que sus
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células poseen un solo juego cromosomico llamado n. También se le denomina gametofito,
ya que sera en el donde se produzcan los gametos para dar lugar a la siguiente fase. Los
prétalos presentan estructuras muy simples, sin tallo ni hojas, ni tejido conductor. Sélo una
lamina fina formada por células clorofilicas idénticas. No posee raices y la fijacién al suelo
se produce mediante rizoides, que también contribuyen a la absorcion de agua y sales
minerales. Algunas especies y grupos presentan gametofitos diferentes a los anteriores.
Por ejemplo, el género Vandenboschia presenta protalos filiformes y ramificados, y en el

grupo Psilotophytos son rizomatosos, incoloros y subterrdneos (Méndez y Murillo, 2014).

Se han desarrollado estudios del gametofito de algunos helechos, donde se han descrito
muchos aspectos de su desarrollo, incluida la germinacién de la espora, los patrones de
division, diferenciacion celular, las respuestas reguladas por la luz, determinacion del sexo
y diferenciacion de gametangios, las respuestas de las feromonas y la fertilizacién. Varios
genes que regulan algunos de estos procesos se han clonado recientemente, por lo que
es posible analizar como estos procesos son controlados en un nivel molecular (Banks,

1999).

Reproduccién del gametofito o protalo

El gametofito es originado por la germinaciéon de una espora, al principio tiene forma de
filamento del que se diferencian las primeras células alargadas, que seran los rizoides de
una célula terminal, que se divide primero en un sola direccidén, luego aparecen dos
direcciones puede ser filamentoso o tuberoso, vivaz, subterraneo y con simbiosis
micorrizica cordiforme, verde, taloideo, anual y autétrofo suele ser protandrico. Los
anteridios aparecen en la parte posterior de los protalos inmersos en ellos. En los grupos

inferiores, con pared no diferenciada del resto del tejido excepto en la superficie, con un
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elevado numero de anterozoides en forma de pequefias esferas en los grupos mas
evolucionados, con una pared de una capa de células (3 células en total), las células

espermatogenas forman 16 o 32 anterozoides (Parker, 2010).

Arquegonios

Los gametangios femeninos o arquegonios tienen forma de botella, originan a la ovocélula
o gameta femenina. Dentro del tejido del gametofito s6lo emerge sobre la superficie una
estructura tubular conocida como cuello del arquegonio que tiene la finalidad de proteger
a la ovocélula y guiar a los anterozoides o gametas masculinas para que se produzca la

fecundacion (Martinez et al., 2012).

Aparecen en las proximidades de la escotadura del prétalo, en los grupos mas
evolucionados se forman a partir de una célula superficial del prétalo, originando tres
células superpuestas: 1) externa, que origina las células del cuello intermedia, que se
alarga y se sitia entre las células del cuello, dividiendo los nacleo en dos (se originan
hasta 16 células en los grupos mas primitivos), 2) la célula interna, que aumenta de
tamafo, se divide en dos células muy desiguales, la pequefa es la célula ventral de la
base del cuello la mayor sera la ovocélula células del canal de cuello, 3) la célula ventral

gue origina una masa mucilaginosa (Parker, 2010).

Los helechos heterospéreos producen microsporas y megasporas que originan protalos
masculinos y femeninos, mas pequefios que en los isospoéreos el, desarrollo de los
protalos se realiza dentro de la espora, la pared se fisura cuando maduran los gametangios

(Parker, 2010).
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Anteridios

Los gametangios masculinos o anteridios se desarrollan entre las raices del gametofito,
por debajo de los arquegonios. Tienen el cuerpo globoso u ovoide, formado por tres
células; una célula basal que constituye el pie; una célula anular, con una concavidad
donde se alojan las gametas masculinas o anterozoides; y una célula opercular, que tiene
la funcién de mantener cerrado el compartimento hasta que los anterozoides maduren.
Cuando llega el momento de la liberacion de los anterozoides, la célula opercular se
desprende y las gametas masculinas o anterozoides salen al exterior. Estas gametas son
células espiraladas con motilidad propia, por lo tanto necesitan un medio liquido para
trasladarse hasta los arquegonios, producir la fecundacion y originar nuevos esporofitos

(Martinez et al., 2012).

Anteridiégenos

Los gametofitos femeninos pueden producir feromonas u hormonas denominadas
anteridiogenos. Segun Menéndez et al. (2006) la composiciébn quimica de los
anteridiogenos corresponde a las giberelinas, hormonas que permiten el crecimiento de
las plantas.

Los anteridiégenos tienen la capacidad de modificar la expresion sexual de los gametofitos
de la gran mayoria de los helechos, induciendo la formacion de gametofitos masculinos o
bisexuales; de esta manera promueven el entrecruzamiento intergametofitico y por lo tanto
el intercambio genético. Otra funcidén de los anteridiogenos es estimular la germinacién de
las esporas que se almacenan en la oscuridad, por ejemplo cuando las esporas se
encuentran cubiertas por la hojarasca del bosque, entre 6rganos vegetales o debajo del

suelo.
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En la naturaleza, los gametofitos crecen sobre sustratos saturados de agua y nutrientes
que se generan sobre rocas o troncos tapizados de musgos Yy liquenes, alli crecen
gametofitos de distintas especies, donde algunos producen anteridibgenos que estimulan
la formacion de gametas masculinas en gametofitos de otras especies y contribuyen de
esta manera al cruzamiento de plantas de diferentes especies que pueden resultar en

nuevas plantas denominadas “plantas hibridas”.

La formacién de hibridos es un proceso muy frecuente entre los helechos y se manifiesta
en el polimorfismo que se observa en las hojas de las plantas. Entre los helechos capaces
de producir anteridiogenos, se encuentran Anemia phyllitidis, Blechnum spicant,

Campyloneurum angustifolium, Phlebodium aureum, Pteris vittata (Martinez et al., 2012).

Suspensor

Es un 6rgano que sirve para penetrar el embrién en el tejido nutricio del prétalo, ligado al
tipo endoscépico, cuando aparece la primera divisién del cigoto origina la célula del
suspensor en la zona del cuello y la célula embrionaria, la cual se divide para originar la
célula hipobasal junto al suspensor y la célula epibasal en el fondo del arquegonio es
considerado un o6rgano vestigial, aparece en los grupos mas arcaicos (exceptuando

Tmesipteris, Psilotales) (Méndez y Murillo, 2014).

Fecundacion

Los anteridios que liberan los espermatozoides, al ceder la célula opercular los
espermatozoides helicoidales aparecen en un extremo de una vesicula esférica y da a la
aparicion de numerosos flagelos en el polo opuesto donde se produce acido malico que

actlia quimiotacticamente, atrayendo a los espermatozoides tras la fecundacion. El cigoto
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se recubre de una membrana celulésica en prétalos monoicos y se asegura mejor la

dispersion a costa de una gran homocigosis (Parker, 2010).

Tipos de fecundacion

Segun Rainker y Geiger (2008) el cruzamiento de los gametofitos puede ser de tres

tipos:

1- Fecundacion cruzada o alogamia: los gametos que se unen corresponden a

gametofitos provenientes de distintas plantas (Figura 1).

gametofito B
gametofito A

Figura 1. Fecundacion cruzada o alogamia (Tomado de Martinez et al., 2012).
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2.- Autofecundacion intergametofitica o autogamia: los gametos provienen de distintos
gametofitos procedentes de una misma planta (Figura 2).

gametofito' B

Figura 2. Autofecundacion intergametofitica. (Tomado de Martinez et al., 2012).
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3- Autofecundacién intragametofitica o automixis: la fecundacion se produce entre

gametos de un mismo gametofito (Figura 3).

' gametofito

Figura 3. Autofecundacion intragametofitica. (Tomado de Martinez et al., 2012).
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Propagulos

Constituyen un método de reproduccion vegetativa, ocurre con frecuencia en aquellos
helechos que colonizan nuevos habitats y soportan condiciones ecoldgicas extremas

(Parker, 2010).

Aposporia

Formacion de un gametofito sin producciébn de esporas, suprimiéndose la meiosis
(apomeiosis), y el gametofito apospdrico se desarrolla directamente a partir del esporofito
(ocurre en Athyrium filix-femina) que en lugar de esporangios, se originan prétalos con

anteridios y arquegonios, diploides y que no son funcionales (Parker, 2010).

Apogamia

Formacion de esporofitos a partir de gametofitos sin previa fecundacion (Dryopteris,
Asplenium) la cuarta division del arquesporio no es normal, los ndcleos entran en profase
y luego metafase y consiguiente duplicacion de cromosomas manteniendo los nucleos con
dotacion tetrapolide, se forman solo 8 células madres de las esporas, la posterior meiosis
origina 32 diplosomas, los protalos originados sélo tienen anteridios y a partir de células
de la escotadura se forma un embrién apogamico, sin pie y con continuidad histolégica
con el gametofito (en la reproduccion sexual normal el arquesporio se divide 4 veces

originando 16 células que sufrirAn meiosis y daran 64 esporas haploides) (Parker, 2010).

Helechos eusporangiados

El cigoto que sufre una primera division transversal, aparece orientado presentando una

polaridad célula epibasal, el polo apical, originard el eje de la célula hipobasal. La
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orientacion puede ser, orientacion endoscoépica, polo apical incluido en el vientre, polo
basal orientado hacia el cuello (Isoetes, Marattiales) orientacion exoscoépica, polo apical

hacia el cuello del arquegonio (Parker, 2010).

Helechos leptosporangiados

En la primera division del cigoto vertical, el embrion se desarrolla horizontalmente, el polo
apical se dirige hacia el 4pice del prétalo, en la segunda division vertical y perpendicular a
la precedente tercera division transversal, y hay en total 8 células que originaran los
organos del esporofito, las dos células anteriores mas proximas al cuello daran lugar a la
primera hoja (cotiledon) las otras dos células anteriores originaran el tallo en las células
posteriores mas préoximas al cuello que dan origen a la raiz, y las otras dos células

posteriores al pie (Parker, 2010).

Ciclo biologico de los helechos

El esporofito o helecho adulto es la planta productora de esporas. Estas se encuentran en
la parte inferior de las frondas en unas estructuras denominadas soros. Cuando estos se
abren se liberan las esporas, que se desplazan con ayuda del viento y del agua,

germinando en lugares con condiciones adecuadas de humedad alta y suficiente luz.

Pasadas varias semanas, en las esporas se forma un pequefio rizoma que las mantiene
agarradas al suelo, posteriormente esta célula se divide hasta formar una estructura plana
y pequefia en forma de corazén llamado prétalo donde se desarrollaran los érganos
femeninos y masculinos. Los 6rganos masculinos se llaman anteridios, se encuentran en
la parte inferior del prétalo y contienen anterozoides. Los 6rganos reproductivos femeninos

se llaman arquegonios y contienen un huevo. Cuando existe agua suficiente en el
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ambiente, los anteridios liberan anterozoides, que nadan hasta llegar al huevo
fertilizandolo, este huevo fertilizado (cigoto) se divide y forma un embriéon o un esporofito

joven que desarrolla raices estipite y hojas.

A medida de que crecen las raices, el prétalo es absorbido por el crecimiento del
esporofito, observandose finalmente un pequefio helecho. La duracion del ciclo biolégico
puede variar entre cinco meses y un afio, desde la liberacién de la esporas hasta la
formacion de un pequefio helecho (Salinero y Gonzélez-Garcia, 2009) (Figura 4).

Meiosis

o,.
C

Fecundacion

A, Espordfito adulto D. Desarrollo primario del G. Anterozoide
B. Esporangio liberando protalo H. Arquegonio

las esporas E. Protalo I.  Esporéfito joven fijado
C. Espora F. Anteridios al protalo

Figura 4. Ciclo de alternancia de generaciones de un helecho. Tomado de: Delgado y Plaza, 2010.

25



Descripcion botanica de la familia Cyatheaceae

Terrestres o raramente epifitas, generalmente arborescentes, raramente acaules; hojas
generalmente 1-5 m, monomorfas; lamina 1-4 pinnada, mas comunmente 2-pinnado-
pinnatifida, sin yemas el apice pinnatifido o similar en forma a las pintas laterales; peciolo
escamoso, por lo menos basalmente nervaduras libres o el par basal unido para formar
areolas costales; ejes de las laminas generalmente pelosos y escamosos abaxialmente;
soros superficiales indusiados o no, receptaculo elevado, globoso o subcilindrico;
esporangios en apariencias sésiles pero realmente con un pediculo corto de 4 hileras de
células, las capsulas esporangiales a menudo algo angulares y 6bconicas, el anillo oblicuo
y no interrumpido en el pediculo esporas tetraédricas o globosas, aclorofilicas 16, 32, o 64

por esporangio; X = 69. 4 gen aprox. 500 spp. Trépicos (Tyron 1970; Smith et al., 2006).

Las Cyatheaceae son tipicamente arborescentes con grandes hojas en el 4pice del tallo.
Se caracterizan ademas por los soros en el envés de la lamina, los receptaculos elevados
y globosos o subcilindricos y el apice de los tallos y las bases de los peciolos pelosos. Las

Cyatheaceae son notablemente uniformes en tener x = 69 (Tyron 1970).

Descripcion botanica de la especie

Cyathea bicrenata Liebmann es un helecho arborescente que en la parte basal forma una
capa gruesa de raices adventicias conocida comunmente como “maquique”, peciolos
estramineos a café claro con espinas de 1-5 mm de largo, tricomas densos; escamas de
color café con margen claro, de 5-6 mm de ancho, frondas de 2.5-4 m de largo, bipinnadas
pinnatifidas con los segmentos profundamente lobulados, pinnas sésiles con peciolo de

menos de 1 cm de largo; pinulas sésiles de 2.2-3 cm de ancho segmentos ascendentes,
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escamas buliformes en la base de los segmentos, tricomas sobre las venas medias en la
parte abaxial de los segmentos tricomas en la parte adaxial, tejido laminar entre las
nervaduras glabro o peloso; soros medios, sin indusio, parafisos mas cortos que los

esporangios (Mickel y Smith, 2004) (Figuras 5y 6).

Figura 5. Cyathea bicrenata Figura 6. Soros de Cyathea bicrenata

Distribucion de Cyathea bicrenata

Esta especie se encuentra en los siguientes paises: Costa Rica, Ecuador, Guatemala,

Honduras, México, Nicaragua, Panama y Venezuela (Figura 7).
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Figura 7. Distribucién geografica de C. bicrenata. Tomado de: http://biogeodb.stri.si.edu/herbarium/

Tipo de espora

Las plantas de la familia Cyatheaceae son homospdricas, es decir, tienen esporas del
mismo tipo, forma y tamafio, que al germinar originan gametofitos bisexuales. Las esporas
son no clorofilicas, con viabilidad larga, triletes, tetraédricas, unicelulares con proplastidios
y glébulos de grasa que funcionan como reserva. El contenido protoplasmico esta rodeado
por una capa externa, gruesa, impermeable con diversa ornamentacion llamada exina, la
cual estd constituida por esporopoleina (politerpeno de gran resistencia también
encontrado en el polen) y una capa interna o intina formada de celulosa la cual es

impermeable al agua (Pérez-Garcia, 1989) (Figura 8).
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Figura 8. Esporas y esporangio de Cyathea bicrenata vistas con un objetivo de 20x

Germinacion

El primer paso en la germinacion de esporas de los helechos es la imbibicion. Esto permite
gue los contenidos de la espora se puedan rehidratar, en particular los granulos de
almacenamiento y la cromatina. Para inducir la germinacién de las esporas, deben estar
sobre una superficie himeda, con luz y condicion de temperatura favorable, rodeado de
una atmosfera cercana al punto de saturacion de humedad. Las esporas mas viables
germinaran en unos pocos dias a unas pocas semanas, dependiendo de la especie. En
esporas no verdes, la energia para la germinacion viene inicialmente de la hidrolisis de las

proteinas de almacenamiento a moléculas mas simples (Raghavan, 1989).
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Patron de germinacion

En la familia Cyatheaceae, el letargo de las esporas termina cuando comienzan a
germinar, empleando los lipidos, proteinas y almidon almacenados. La germinacion es
precedida por el hinchamiento de las esporas ocasionado por la absorcién del agua. La
intina se expande y la exina se abre por las lesuras, permitiendo la salida de la primera
célula rizoidal. Posteriormente, inicia la primera division celular, formando una pared
paralela al eje polar de la espora. La segunda division (en la célula inicial protalica) es
perpendicular a la primera y las divisiones subsecuentes son paralelas a ella. A este patrén

de germinacion se le conoce como tipo Cyathea.

El desarrollo del prétalo es del tipo Adiantum o Drynaria, caracterizado por la formacion de
una célula meristematica cuando el talo tiene de 4 a 5 células de ancho. Los anteridios y
arquegonios se forman en el mismo prétalo, aunque algunas veces los talos son

estrictamente femeninos y otros masculinos (Pérez-Garcia, 1989).

Sustratos

Un sustrato es cualquier medio que se utilice para el cultivo de plantas en contenedores,
donde se entiende por contenedor cualquier recipiente que tenga altura limitada. Abad-
Berjon et al. (2004) sefialan que sustrato es todo material sélido distinto del suelo in situ,
natural, de sintesis o residual, mineral u organico, que, colocado en un contenedor, en
forma pura o en mezcla, permite el anclaje del sistema radicular, desempefiando, por
tanto, un papel de soporte para la planta y que este puede intervenir o no en la nutricién

vegetal.
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Las esporas deben ser sembradas en un medio apropiado para que haya una exitosa
germinacién. El medio debe ser un material como el musgo de turba o musgo Sphagnum
finamente molido, cuando la espora germina, debe tener facil acceso a un sustrato himedo
con el fin de establecerse. Los cultivadores comerciales en Australia utilizan una mezcla

de musgo de turba, ya sea mezclada con arena, grava fina o perlita (Goudey, 1985).

Esterilizacién de sustratos

La esterilizacion de los sustratos es requerida antes de la siembra para evitar la
contaminacion por musgos invasivos, hongos y algas, asi como los insectos nocivos. Esto
se realiza comunmente usando agua hirviendo, microondas o al vapor. La temperatura del
agua de los sustratos debe ser elevada, aproximadamente a 95 °C y se mantiene a esa
temperatura durante aproximadamente 30 minutos. El aumento de la temperatura mas alta

debe evitarse ya que puede destruir las bacterias beneficiosas (Goudey, 1985).

Siembra de las esporas

Las esporas se dispersan en la superficie de los sustratos. Para obtener los mejores
resultados, no se deben aplicar capas demasiado gruesas, de lo contrario las esporas no
se desarrollaran adecuadamente debido al hacinamiento. También los protalos creceran

hacia arriba, hacia la luz (Hoshizaki y Moran 2001).

Una vez que las esporas se han sembrado, el contenedor debera cubrirse inmediatamente
con un trozo limpio esterilizado de vidrio o plastico transparente o en su defecto un domo
de plastico transparente. Debe marcarse con detalles la especies de helecho, el lugar de

recolecta de las esporas, y la fecha. Un tratamiento de oscuridad durante 14 dias después
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de la siembra, antes de la exposicion a la luz dara resultados de la sincronizacion del
desarrollo, asegurando asi, gametofitos que se desarrollardn al mismo tiempo (Gantt et
al., 1965).

Humedad

Se requiere una alta humedad del sustrato para que las esporas se puedan imbibir. El
gametofito desarrolla primero las raices delgadas como cabellos (rizoides) para anclar al
sustrato y que es un mecanismo para obtener la humedad y los nutrientes. Se requiere
humedad constante para asegurar estas diminutas estructuras y que puedan acceder a la
humedad y evitar que se sequen. Si el medio se humedecio a fondo y la plantacién ha sido
cubierta, el riego debe es innecesaria después de la siembra. A pesar de ello, se puede
afadir agua a través de la parte inferior del recipiente colocandolo en una estera capilar o
en un recipiente poco profundo si es necesario (Hoshizaki y Moran 2001).

Una vez que los proétalos han desarrollado, requieren de nebulizacion con agua. Esto
proporciona una pelicula de agua que permite que los espermatozoides méviles viajen al
arquegonio. El esperma fertiliza el huevo, la produccién de un cigoto, a continuacion, un

embridn. Esto luego se convierte en el esporofito (Hoshizaki y Moran 2001).

Nutricion

Se requieren nutrientes para todos los procesos en el crecimiento y desarrollo del proétalo
asi como la formacion esporofito (Fernandez et al. 1997) (Fernandez et al. 1996). Las
esporas son similar a las semillas, ya que contiene un suministro de alimentos inicial en
forma de granulos de proteina. Los rizoides anclan los prétalos al sustrato, y de esa

manera extraen los nutrientes del medio.
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Los prétalos se pueden beneficiar en el crecimiento y desarrollo de la aplicacién regular
de fertilizantes. Dado que los prétalos son muy pequefios y delgados (una sola molécula
de espesor en algunos casos) la concentracion de fertilizante nitrogenado se aplicara
semanal o quincenal para maximizar su eficacia (Goudey 1985).

La adicién de hormonas vegetales o solucién de sacarosa, azlcar o glucosa puede ser
beneficioso en la germinacion de esporas. El &cido indolacético se encuentra en los
meristemos de la prétalos, y la adiciébn de una solucién débil de los medios puede ser
beneficioso para el desarrollo de gametofitos (Hoshizaki y Moran 2001). La adicién de
azucares debe realizarse con cuidado, ya que el exceso de azlcar es fitotoxico a protalos
y aumenta la velocidad de envejecimiento de los tejidos de la planta. También puede dar

lugar a la contaminacion por hongos o algas (Fernandez et al., 1999).
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CAPITULO Il

PROTOCOLO PARA LA GERMINACION DE ESPORAS DE Cyathea bicrenata
LIEBM. EN CULTIVO IN VITRO

RESUMEN

Los helechos forman parte de las especies que habitan los bosques humedos de
montafia (BHM). En este tipo de vegetacion, existen helechos arborescentes que
desempefian funciones ecoldgicas relevantes. México cuenta con 14 especies, la mayor
riqueza de especies registradas de helechos arborescentes. La disminucion de las
poblaciones de Cyathea bicrenata Liebmann han contribuido a su clasificacién en la NOM-
059-SEMARNAT-2010, como especie en riesgo de extincion. Entre los factores que han
mermado las poblaciones de esta especie, estan la recolecta ilegal. La germinacién de las
esporas es una opcion que ha tomado auge, con resultados muy notables en la
propagacion de especies en riesgo. El objetivo de este trabajo fue generar un protocolo
para la germinacion in vitro de esporas de C. bicrenata, con el fin de obtener esporofitos
para su conservacién como especie con proteccion especial (Pr). Se optimiz6 el pH entre
un intervalo de 4 a 6.5, la concentracién de NaOCI al 0.02, 0.04, 0.06, 1, 2,35y 50 % y
tiempo de desinfeccién de 5, 10, 15 y 20 min. Las esporas fueron cultivadas en medio de
Murashige y Skoog (concentracion al 100 %). Para la estimacion del indice de
germinacion, se utilizaron escalas del método de Braun Blanquet. Se concluy6é que el
mejor desinfectante de esporas de C. bicrenata fue el NaOCI al 35 % con tiempo de
exposicién de 5y 10 minutos. En estos tiempos de exposicién se presentd una exitosa

germinacion.

Palabras clave: Cyathea bicrenata, esporas, gametofito, germinacién, método Dyer,

conservacion ex situ, medio MS, NaOCI, pH.
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INTRODUCCION

En México y en el mundo, la mayor riqueza de especies de helechos se encuentra en la
zona ecolodgica templada hiumeda, entre los 1000 y 2000 msnm, area que incluye al
bosque mesofilo (BMM) (Kluge et al., 2006; Carvajal-Hernandez y Kromer, 2015). Los
helechos arborescentes constituyen un componente conspicuo del bosque himedo de
montafia (también conocido como bosque mesofilo de montafia) de las regiones tropicales
y subtropicales del mundo (Pérez et al., 2014). Este tipo de vegetacién, desempefa
funciones ecoldgicas relevantes, por ejemplo, sus rizomas aéreos son excelentes forofitos
de otras especies de helechos, algunos de los cuales son indicadores de ecosistemas en
buen estado de conservacion (p. €j. las familias Grammitidaceae e Hymenophyllaceae)
(Alvarez et al., 2012, Krémer et al., 2013; Armenta-Montero et al., 2015). Se tienen
registros de cuatro familias de helechos arborescentes en México: Cibotaceae,
Cyatheaceae, Dicksoniaceae y Lophosoriaceae, representadas por 16 especies (Mickel y

Smith, 2004).

Cyathea bicrenata es una especie de helecho arborescente que se distribuye en algunos
paises de América, como Costa Rica, Ecuador, Guatemala, Honduras, México, Nicaragua,
Panama y Venezuela (Moran 2003, Grandtner y Chevrette 2013). En México se encuentra
presente en los estados de Guerrero, Hidalgo, Chiapas, Oaxaca, Puebla, Tabasco y
Veracruz (Mickel y Smith, 2004., Mehltreter y Garcia-Franco 2008, Garcia-Mendoza y
Meave, 2011, Vazquez et al., 2012, Villasenor et al., 2013, Carvajal et al., 2014) y esta
sujeta a proteccion especial segun la norma NOM-059-SEMARNAT-2010, que se
encuentra en el marco de la legislacion mexicana encargada de la proteccion ambiental.

La disminucion de las poblaciones de C. bicrenata se asocia a varias causas: i) la
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reduccion de su habitat ii) la extraccion ilegal de la planta, para fines de ornato vy; iii) la
explotacién del “maquique”, que es la capa de raices adventicias desarrolladas alrededor
del tallo, que es utilizado para realizar artesanias como macetas o sustratos de orquideas
y otros helechos herbaceos (Palacios y Flores, 1992). Cyathea bicrenata en su ambiente
natural produce una gran cantidad de esporas, 69 esporas por soro (Riba, 1981). A pesar
del potencial éxito reproductivo reflejado en la cantidad de esporas, en recorridos in situ
en zonas de Hidalgo, se ha observado que las poblaciones se encuentran representadas
por pocos individuos aislados. En su ambiente natural los gametofitos desarrollados son
muy sensibles a los cambios de humedad ambiental, asi como a la competitividad por
nutrimentos y espacio, lo que disminuye el nimero de individuos que llegan a la etapa

adulta (Palacios y Flores 1992, Riafo et al., 2015).

Varios autores han abordado el como conservar o restaurar la rigueza genética, que
junto con las especies y los ecosistemas conforman la biodiversidad. La micropropagacion
es otra opcion que ha tomado auge, teniendo resultados muy notables en la propagaciéon

de especies con estatus en posible riesgo de extincion (Rodriguez-Trejo, 2005).

La germinacion de las esporas en cultivo in vitro es una opcion que ha permitido obtener
numerosos gametofitos. Este método proporciona condiciones controladas para la
propagacion de esporofitos y el estudio de la biologia de las especies. Se han realizado
numerosos métodos de desinfeccion de esporas de helechos. Algunos han arrojado
resultados exitosos; sin embargo, existe una pérdida significativa de esporas durante el
proceso de desinfeccidn, o por contaminacion del medio donde se cultivan las esporas, o
la mayoria de los métodos son de arduo procedimiento. Muchos de estos métodos son

todavia ineficientes en términos de tiempo y pérdida de esporas. El método de
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propagacion debe ser especifico para cada género o especie tomando en cuenta los
factores externos que pueden provocar contaminacion, se debe tomar en cuenta la
viabilidad de la especie, el tiempo de almacenamiento, la concentracién y el tipo de
desinfectante. Es por ello que este trabajo tiene como objetivo establecer un protocolo
adecuado y simple para el desarrollo de esporas Cyathea bicrenata que son extraidos del

medio silvestre y que se pretenden cultivar in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de colecta

La recolecta de frondas de C. bicrenata se realiz6 a la orilla de la carretera México-
Tampico, en septiembre de 2014, en la localidad de Tlanchinol, Hgo. Se registro la
ubicacion geografica del punto de muestreo a 20° 55’ 06” N y 98° 41’ 55” E con una altura

de 1476 msnm.

Obtencidon de material biolégico

Se colectaron frondas fértiles, las cuales se colocaron en hojas de papel periddico. Se
guardaron a temperatura ambiente a 24 °C + 4 °C durante tres semanas, hasta que se
observo dehiscencia de los esporangios que liberaron las esporas. Posteriormente, se
tamizaron en una malla de 62 pm.

Desinfeccion de esporas

Se utilizaron tres métodos de desinfeccién. 1) el método para la desinfeccion de esporas
de helechos de Dyer (1979) fue modificado, y consistié en pesar 50 mg de esporas que
fueron depositadas en tubos previamente esterilizados a los que se le afadieron 25 ml de

solucion de benomil (1.5 g L") el tubo se colocé en una centrifuga Damon/ IEC modelo
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41125 a 1500 rpm durante 5 minutos, posteriormente, se utilizé una solucién de NaOCI
(distintas concentraciones) mas dos gotas de tween 80 y tiempos de exposicién de 5, 10,
15 y 20 min. Se hicieron tres lavados con agua destilada esterilizada. 2) el método de Ford
(1992) consistié en pesar 50 mg de esporas que se colocaron en paquetes hechos con
discos de papel filtro Whatman del numero 40 que fueron depositados en viales especiales
de centrifuga previamente esterilizados, se afiadieron 25 ml de solucion de benomil (1.5 g
L"), se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos. Consecutivamente se utilizé una
solucion de NaOCI con dos gotas de tween 80 usando las concentraciones del NaOCI que
se muestran el cuadro 1. Se hicieron tres lavados con agua desionizada esterilizada. 3) el
tercer método empleado fue el de aspersién de etanol, que consistié en pesar 50 mg de
esporas mismas que fueron depositadas en discos de papel filtro esterilizado. Se asperjé

etanol al 96 % durante 30 minutos.

Una vez desinfectadas las esporas con los tres tratamientos de desinfeccion se cultivaron
en cajas de Petri de 9 cm de diametro con medio de Murashige y Skoog (1962) al 100 %
con pH ajustado con HCl y NaOH al 1N: 4.0 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 y 6.5. Las cajas de Petri se
sellaron con plastico. El experimento se mantuvo en un cuarto de incubacién con una
temperatura de 24 °C * 4 °C, con fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad. Se utilizé un
disefio experimental completamente al azar, con cuatro repeticiones (cajas de Petri) por

tratamiento.
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Cuadro 1. Concentracién de NaOCI y etanol en diferentes tiempos de exposicién en desinfectantes

utilizados en las esporas de C. bicrenata.

Método de Dyer (1979)
(modificado)
Concentracién de NaOCI
(%)

Método de Ford (1992)
(modificado)
Concentracion de NaOCI
(%)
(utilizacién de papel filtro
whatman)

Método por aspersion de
etanol
Etanol
(%)

Tiempo de exposicion min

Tiempo de exposicion min

Tiempo de exposicion min

5 10 15 20 5 10 15 20 30
0.02 0.02 96
0.04 0.04
0.06 0.06
1 1
2 2
35 50
50

Variables evaluadas
Porcentaje de germinacion

El porcentaje de germinacién se estim6 en cada caja de Petri se utilizaron los rangos
empleados en la escala de Braun-Blanquet (1979), segun la metodologia utilizada por
Narvaez et al. (2013) y Ruiz et al. (2015), que consistié en evaluar de manera indirecta
segun el grado de cobertura de gametofitos desarrollados en la caja de Petri. Se considero
un intervalo de valores de 1 a 5. Donde: 1 = cobertura menor al 5 %; 2 = cobertura del 5
al 25 %; 3 =cobertura del 25 al 50 %; 4 = cobertura del 50 al 75 % y 5 = cobertura igual o
superior al 75 %. Se estimo el porcentaje por medio de los rangos empleados (1 a 5) segun

la escala de Braun Blanquet y se obtuvo la mediana de frecuencias.

Desarrollo del gametofito
Para evaluar el desarrollo de la espora hasta la fase de gametofito, se cultivaron las
esporas en 20 ml del medio de Murashige y Skoog (1962) con pH a 5.7 (ajustado con

solucion de HCIl y NaOH al 1N) en cajas de Petri de 9 cm de diametro (24 repeticiones).
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El método utilizado para la desinfeccion de las esporas fue el Dyer (1979), con una

concentracion de NaOCI al 35 % con un tiempo de exposicion de 5 min.

Durante los primeros 43 dias, cada semana se observaron en un microscopio invertido
(marca Zeiss Primo vert) 20 gotas de medio MS de cada una de cuatro repeticiones, por
semana colocando cada gota en un portaobjetos y encima de éste un cubreobjetos. Se
hicieron observaciones con el objetivo de 40x y 20x después de 30 dias. Se dio un

seguimiento de su desarrollo desde la fase de espora hasta la formacion del gametofito.

RESULTADOS Y DISCUSION

El mejor método para la desinfeccion de las esporas, sin dafar su viabilidad y sin
contaminacion fue el método de Dyer modificado por los autores (1992), con una
concentracion de NaOCI al 35 % en los tiempos de exposicion de 5 y 10 minutos. Es
importante mencionar que con este mismo método pero con tiempos de exposicion de 15
y 20 minutos no existié contaminacion del medio; sin embargo, hubo dafio en la viabilidad
de las esporas, por lo tanto no existié germinacion. Narvaez et al., (2013) indican que la
exposicién de las esporas a tiempos prolongados con agentes desinfectantes puede
alterar la composicién quimica de la pared celular y la membrana, por lo tanto la
germinacién. En el método de Ford (1979) modificado hubo presencia de germinacion de
esporas pero también hubo expresion de bacterias y hongos en el medio. Vargas y Droste
(2014) realizaron un estudio de desinfeccion de esporas de Cyathea atrovirens, los autores
esterilizaron las esporas con 0.5, 0.8 y 2 % de hipoclorito de sodio (NaOCI) durante 15

minutos. Ellos mencionan que existié contaminacion en todos los cultivos. Sin embargo, el
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porcentaje mas alto de gametofitos, lo observaron en el tratamiento con 2 % de NaOCI,
aunque sin diferencia significativa con los otros tratamientos con este agente de

esterilizacion.

La germinacién también depende de la aplicacion de soluciones desinfectantes, lo que
puede afectar su viabilidad y poder de germinacién (Narvaéz et al., 2013). Se han realizado
estudios en los que se han sembrado esporas de pteriddfitos, se ha procedido a la
desinfeccibn de éstas con diferentes sustancias, para eliminar o reducir las
contaminaciones producidas por hongos y bacterias. Sin embargo, en diversos estudios
se indica que la esterilizacion quimica de esporas afecta a su viabilidad (Simabukuro et
al., 1998), por lo que este aspecto debe ser tenido en cuenta, si se pretende conservar

material sin mermar su capacidad de germinacion.

Hua et al. (2009) disefiaron el método del “filtro” para la desinfeccién de esporas de
helechos de Adiantum reniforme var. sinense, con dos tipos de desinfectantes: HgCl. y el
NaOCI y concluyeron que el mejor desinfectante fue el NaOCI. Esterilizaron las esporas
en paquetes, reportaron que no hubo pérdida mayor de esporas, debido a que la mayoria
de las esporas se mantuvieron dentro de los paquetes; sin embargo, dentro de los
paquetes se formaron burbujas de aire, estas no se eliminaron por completo, no todas las
esporas entran en contacto con el desinfectante y esto causa una alta tasa de
contaminacion de 36.7 % al utilizar NaOCl y 23.3 % cuando se utiliz6 HgCl,. Estas
observaciones coincidieron con los resultados de esta investigacion, al utilizar los
paquetes de papel filtro, donde no se reporto pérdida de esporas durante el proceso de

desinfeccién, ya que las esporas se mantuvieron dentro de los paquetes de papel filtro.
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Sin embargo, nuestros resultados reportan contaminacion de hongos y bacterias al 100 %
por ende se ve inhibida la germinacién de esporas. A su vez también probaron un método
de centrifugacion similar al de Dyer (1979), donde se encontraron con la problemética de
que las esporas libres en el vial tienden a caer cuando se vierte la solucion de
desinfectante y al realizar los lavados con el agua estéril. Es importante mencionar que
sus resultados contrastan con esta investigacion al reportar 0 % de contaminacion.
Recomiendan utilizar el método del “filtro”, porque las esporas se mantienen dentro del
embudo del filtro durante todo el proceso de esterilizacion hasta su siembra. Asi concluyen
que la pérdida de esporas es minima, no hay contaminacién y se presentan los mayores

porcentajes de germinacion de 60.8 y 62.2 %.

En el método de aspersion de etanol no hubo germinacién debido a que presentd
contaminacién del 100 % en todas las unidades experimentales. Caso contrario a lo que
reportan Narvaez et al. (2013) de que el método de aspersidén de etanol no causé efectos

adversos en el indice de germinacion.

Los mejores resultados para la estimacion de cobertura vegetal se obtuvieron
conjugando tres variables: el tiempo de desinfeccién, la concentracion de NaOCI y el pH,
se logro los mejores resultados en pH de 5, con un tiempo de exposicion de 5 min a una
concentracion de 35 % de NaOCI. Muchos helechos germinan y se desarrollan mejor en
pH ligeramente acido, con una temperatura de 25 °C, en condiciones humedas (Nondorf
etal., 2003). Otto et al. (1984) observaron que la germinacion y el desarrollo del gametofito
son fuertemente afectados por el pH del medio. Estos resultados concuerdan con lo

reportado por Gongalves dos Santos et al. (2010) probaron escalas de pH de 4.0, 4.5, 5.0,
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5.5, 6.0 y 6.7, en la germinacion de esporas de Gleichenella pectinata (Willd.) y el mejor
porcentaje de protalos se observé en el pH de 4.5 y 5.0. Por otra parte la ausencia de
germinacién estuvo afectada por el pH, ya que con valores de 6.0 y 6.5 no existi6

germinacion (Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de germinacidn de esporas de C. bicrenata. En cuatro tiempos de exposiciéon en
NaOCI (35 %) a diferentes pH. Donde 1 = cobertura menor al 5 %; 2 = cobertura del 5 al 25 %; 3 =
cobertura del 25 al 50 %; 4 = coberturadel 50 al 75 % y 5 = cobertura igual o superior al 75 %.

La germinacion de las esporas de C. bicrenata se inicid a los 30 dias después de su
cultivo y continu6 hasta los 46 dias. La germinacion fue ecuatorial del tipo Cyathea donde
dos células se forman en la germinacion, una produce el rizoide y otra el filamento
germinal, dando origen a filamentos cortos de dos a seis células (Nayar y Kaur, 1971,

Pérez-Garcia et al., 1995). Narvaez et al. (2013) reportan que los primeros indicios de
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germinacion de Cyathea caracasana se presentaron en un periodo de 18 a 22 dias. El
filamento germinativo de C. bicrenata es corto y puede presentar hasta tres rizoides
(Figura 2b). A los 43 dias hubo aparicion de dos hileras de células que dan origen al prétalo
(Figura 2c y 2d). A los 53 dias se present6 la formacion laminar. Dando lugar a la formacion
de un gametofito cordiforme (Figura 2e). El desarrollo del prétalo es del tipo Adiantum
(Mendoza et al., 1997), una célula meristematica se establece sélo cuando el talo tiene

cuatro o cinco células de grosor.

La informacion generada en este estudio, en cuanto al desarrollo de la espora a la fase
gametofitica, el pH optimo, la concentracién de NaOCI y el tiempo de exposicion en el
desinfectante. Se estableci6 el protocolo adecuado en la desinfeccion de esporas y el
cultivo in vitro de Cyathea bicrenata. La micropropagacion constituye uno de los métodos
biotecnolégicos que mayores logros ha aportado al desarrollo de la recuperacion de
especies de helechos.

CONCLUSIONES

El mejor método para desinfectar las esporas sin dafar su viabilidad en el medio fue el

método de Dyer (1979), con una concentracién de NaOCI al 35 %.

El pH donde hubo mayor porcentaje de germinacién fue el de 5, seguido por el de 5.5.
Por lo cual se concluye que esta especie prefiere pH moderadamente acido para la

germinacién y desarrollo de protalo.

Este estudio sirve de base para la estandarizacién de las técnicas de propagacion de
esporas de especies de helechos arborescentes en peligro, o cual es necesario para la

conservacion ex situ de las especies.
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Figura 2: a) Espora trilete de C. bicrenata a los cuatro dias de su establecimiento in vitro (40x) b)
Espora germinada de C. bicrenata a los 30 dias después de su cultivo (40x) ¢) Formacion de rizoides
y desarrollo de células de C. bicrenata a los 43 dias después de su cultivo (20x) d) Elongacion y
formacion de gametofito e) Protalo alos 53 dias f) Masa de gametofitos laminares en medio MS so6lido
g) Cultivo de esporas en medio MS con pH 5 en dos tiempos de desinfeccion izq. 5 minutos, der. 10

minutos.
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CAPITULO Il

GERMINACION DE ESPORAS Y OBTENCION DE PLANTULAS DE Cyathea

bicrenata LIEBMANN EN DIFERENTES SUSTRATOS
RESUMEN

Cyathea bicrenata es una especie de helecho arborescente que crece en ecosistemas con
alta humedad relativa, tal como es el bosque mesdfilo de montafia (BMM). Esta especie
se encuentra catalogada por la NOM-059-SEMARNAT-2010 en la categoria de proteccion
especial, debido a que las poblaciones silvestres son amenazadas por la tala, la
extraccion, por ser una planta de ornato, asi como por el cambio de uso de suelo. La
informacién que se conoce es que la propagacion ocurre por esporas, lo que hace mas
dificil su multiplicacion, desde la correcta obtencién de las esporas, hasta el cuidado
mismo del helecho en condiciones de invernadero. Es por ello que la presente
investigacion tuvo como objetivo, desarrollar un método de cultivo de C. bicrenata en
sustratos para la obtencion masiva, de plantulas. Esporas de C. bicrenata fueron
recolectadas de individuos silvestres, en un bosque mesofilo de montafia en la localidad
de Tlanchinol, Hidalgo. Se inocularon 100 mg de esporas en siete sustratos: fibra de coco,
peat moss, vermiculita, perlita, tezontle, fertilizante organico con bacterias aerébicas y
humus de lombriz. De acuerdo a sus propiedades fisicas. Los resultados indican que el
mejor sustrato fue el peat moss, en donde se presentd la germinacion y formacion del
prétalo; en el suelo (testigo) y en perlita hubo germinacion, pero no la formacion de
prétalos. En términos generales el tipo de sustrato y algunas propiedades fisicas, como la
retencién de humedad, fueron los factores que determinaron la germinacion, la formacion

de protalos y la emergencia de esporofitos.
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Palabras clave: Cyathea bicrenata, sustratos, pH, esporofito, prétalo, retencion de

humedad.

INTRODUCCION

Los helechos comprenden alrededor de 10,000 especies en el mundo y estan

representados por 1,008 especies en México (Mickel y Smith 2004).

Los helechos arborescentes formaron densas selvas y bosques durante el periodo
Carbonifero hace mas o menos 300 a 250 millones de afio (Gama, 2007). Son plantas que
llegan a medir hasta 10 m de alto y tienen una gran importancia econdémica, ya que por su
aspecto pueden ser cultivados como una especie ornamental, los rizomas al ser fibrosos,
son comunmente usados como “maquique”, un material utilizado para elaborar macetas
gue se usan como sustrato para orquideas, bromelias, helechos y otras epifitas. Por ser
una fibra natural que se mantiene himeda por mucho tiempo, se ha incrementado la

extraccion indiscriminada de estas plantas (Palacios, 2006).

La familia Cyatheaceae comprende alrededor de 500 especies de helechos arborescentes
(Méarquez, 2010). Cyathea bicrenata es una especie, que se encuentra comdnmente en
algunos bosques mesdfilos de montafia de México. La situacion actual que presenta esta
especie es critica debido a que se encuentra en zonas donde existen actividades
antropogénicas, como la tala indiscriminada, los incendios de bosques, la extraccion de

especies.

El ciclo de vida de los helechos ha evolucionado durante millones de afios. Una enorme
cantidad de esporas caen al suelo (millones de ellas perecen) algunas otras encuentran la

humedad y luz adecuada, dando origen a un minudsculo organismo unicelular que
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comienza a crecer por division celular, hasta formar un pequefio gametofito o proétalo, cuya
apariencia morfolégica pasa por diferentes etapas: filamentos espatulados y en su mayoria
son de forma de corazén (Ferndndez et al., 2011). Debido a factores como la temperatura,
el pH y la humedad relativa muchas de estas esporas no logran germinar, o si lo hacen,
no se presente la fertilizacién y formacién de prétalos, dado que esto va condicionado por
la humedad relativa y la retencion de agua en el suelo y los sustratos. Es por ello que en
esta investigacion, se busco el sustrato adecuado para lograr una exitosa germinacion, y

para la propagacién masiva de esta especie, bajo condiciones de invernadero

MATERIALES Y METODOS

El area de estudio se localiza a orilla de la carretera México-Tampico en la localidad de
Tlanchinol, Hgo. (20° 55’ 06” N y 98° 41’ 55” O) a una altitud de 1476 msnm. La estacion
meteorolégica mas cercana fue la de Tlanchinol, Hgo., que se encuentra a 20° 59’ 25” N
y 98° 39’ 25” O, a una altitud de 800 msnm. La temperatura media anual registrada es de
17.5 °C, con una precipitacion anual de 2 276.2 mm afio™*. El clima es semicalido hUmedo
con lluvias todo el afio. El area esta catalogada como bosque himedo de montafia (INEGI

2014).

Se realizaron tres visitas al sitio de estudio: 4 de diciembre de 2013, 22 de julio de 2015 y
28 de marzo de 2016, en las cuales se registré la temperatura y la humedad relativa del

lugar en el mismo horario. Se obtuvo un promedio de estos resultados.

El trabajo se realizé en tres fases que fueron: la recolecta de material vegetal y suelo,

siembra de esporas, eleccion de sustrato y analisis fisicos de sustratos.
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Primera fase

Recolecta de material vegetal

Se observaron los esporangios de las frondas de los individuos de C. bicrenata presentes
en el area de estudio. Se hicieron observaciones detalladas en los soros con esporangios
maduros, ya que suelen tener un aspecto granulado con un color brillante; las frondas
fueron elegidas por presentar esporangios apifiados. Las frondas se recolectaron, se
colocaron en papel periédico por un periodo de 15 dias. Las esporas se obtuvieron
siguiendo la metodologia de Bacchetta et al. (2008) y una vez que fueron liberadas se
tamizaron en una malla de 62 |, y se almacenaron en frascos de vidrio sellados, a una

temperatura de 4 °C.

Recolecta de suelo

Las muestras de suelo se obtuvieron de un perfil, que se realizé en un sitio elegido por
considerarse una zona sin perturbacion, bajo el criterio de no presentar actividades como:
ganaderia, incendios, tala, ramoneo, cerca de donde se encuentra la especie de estudio.
Se hizo recolecta de horizonte O y de cada capa de los horizontes sucesivos que iban
desde 0-10, 10-15 y de 15 a mas cm de profundidad (1 kg por horizonte). Las muestras

recolectadas se secaron en un espacio cerrado.

Posteriormente se sometieron a analisis fisicos y quimicos: se midi6 la conductividad
eléctrica (en agua relacion 1:5), pH (en agua relacién 1:2), contenido de materia organica
(Walkey-Black, 1934), bases intercambiables (extraidas con acetato de amonio 1N pH 7.0

y analizadas por espectrofotometria de absorcibn atémica), concentraciéon de
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microelementos, textura (método de Boyoucos, 1962), densidad aparente (método del

terrén y parafina), capacidad de campo y punto de marchitez.

Segunda fase

Siembra de esporas

Para la germinacién de esporas se seleccionaron sustratos que se mencionan en el cuadro
1 de acuerdo a lo reportado por otros autores (Barros et al., 2008). La fibra de coco se
dispuso a remojar por 24 horas en agua desionizada, para lavar el contenido de sales. El
pH de cada sustrato fue determinado con la técnica de Fernandez et al. (2006). Los
sustratos y el suelo que se tomd como testigo, se tamizaron en una malla con una apertura
de 2 mm, excepto la perlita y la vermiculita que fueron tamizados en una malla de 4 mm.
Se tom6 una muestra de suelo de la capa superior de 0-10 cm. Se dejo secar y después
se paso por un tamiz de 2 mm. Los sustratos y el suelo se colocaron en costales de tela
de manta y se esterilizaron en la autoclave, durante dos horas a una presion de 18 Ibs;
posteriormente fueron asperjados con una solucién de benomil (1.5 g L), se vaciaron en
charolas de plastico y se esterilizaron en un horno de microondas por 30 min. Una vez
esterilizados se pusieron a secar en charolas esterilizadas (aproximadamente una
semana). Cuando los sustratos estuvieron secos, cada uno se deposito en charolas de
plastico con capacidad de 500 ml, con domo transparente y perforaciones circulares (5
mm de diametro) en la parte del domo y en la parte del soporte (previamente desinfectadas
con alcohol al 96 %) que ayudaron a conservar la humedad relativa y evitar la
contaminacion del sustrato por particulas ajenas. La cantidad de sustrato depositado fue
la suficiente para alcanzar el borde de la charola. Se utilizaron tres repeticiones por

sustrato. Se pes6 100 mg de esporas (no desinfectadas) en trozos rectangulares de papel
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aluminio en una balanza analitica. Con un pincel y a través de una malla de 92 u se
dispersaron las esporas en todas las charolas. El experimento se establecio el 24 de marzo
del 2015. Se utilizé un disefio experimental completamente al azar. El riego se aplicé cada
siete dias con 60 ml de agua desionizada y pH ajustado a 4.5 (con HCl o NaOH al 1N). La
temperatura y humedad relativa se evaluaron a las 7:30 am todos los dias. Se determiné
la presencia de germinacion, cuando comenzaron a aparecer las primeras células
protonemas. Para determinar el porcentaje de prétalos se hicieron observaciones desde
la siembra hasta la formacién de prétalos, estableciéndose el maximo, cuando ya no hubo
aparicion de nuevos protalos de acuerdo a la metodologia propuesta por Barros et al.
(2008). Se hizo el conteo de proétalos, que no desarrollaron esporofitos y prétalos con
esporofitos. Los datos se analizaron con un andlisis de varianza, con una prueba de Tukey

en el programa estadistico SAS version Windows 9.0.

Cuadro 1. Tamafo de particula de sustratos utilizados en la germinacion, desarrollo de prétalos y
esporofitos a partir de esporas de C. bicrenata.

Fertilizante organico con bacterias aerobicas
Humus de lombriz
Suelo

Sustrato Tamafio de particula
(mm)
Fibra de coco 2
Peat moss 2
Vermiculita 4
Perlita 4
Tezontle 2
2
2
2
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Tercera fase

Elecciéon de sustratos

A partir de la obtencion de resultados de germinacion, desarrollo de protalos y emergencia
de esporofitos, se eligieron los sustratos donde se presentd con éxito la germinacion y
formacion de protalos. Estos fueron: perlita, peat moss, y el suelo del sitio de colecta como
testigo. Los sustratos se tamizaron de igual manera que en la segunda fase del

experimento.

Analisis fisicos de sustratos

Se evaluaron las propiedades quimicas y fisicas de los sustratos. Estos analisis se
realizaron en septiembre del 2015 en el Laboratorio de Fisica de Suelos del Colegio de
Postgraduados. Se determind, la porosidad total (PT), porosidad de aireacion (PA),
porosidad de retencién de humedad (PRH) y densidad aparente (DA). Las tres variables
de porosidad se realizaron con el método de Landis et al., (1990), el cual consisti6é en
pasar el sustrato a maxima saturacion, se obtuvo el peso del sustrato drenado y se seco
el sustrato en una estufa para obtener el peso seco. La DA se evalu6 con la formula DA =

peso seco del sustrato (78 h a 70 °C) (g) / volumen total del cono (cm?3).

La curva de liberaciéon de agua se determind con el método de embudos de vidrio con
una membrana de poros entre 10-50 micrones (De Boodt et al., 1974). La curva integra
los puntos de agua dificilmente disponible (ADD), agua facilmente disponible (AFD), agua
de reserva (AR), capacidad de aire (CA), espacio poroso total (EPT) y materia solida (MS).
Los sustratos fueron esterilizados de igual manera que en la segunda fase del

experimento. Se establecié un experimento de densidad de siembra de 1 y 10 mg de
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esporas previamente tamizadas en una malla de 62 [, para eliminar resto de soros,
esporangios o algun otro material vegetal. Posteriormente se cultivaron en la superficie de
estos sustratos. Se hicieron cinco repeticiones por cada densidad (1 y 10 mg). Para la
siembra se emplearon recipientes de plastico transparente, previamente esterilizados con
alcohol al 96 % y con perforaciones en la base para drenar, con capacidad de 170 ml,
esterilizados con alcohol al 96 %. Para conservar la humedad relativa de cada unidad
experimental, se utilizaron domos de plastico transparentes. El disefio experimental
empleado fue completamente al azar. Desde el primer dia de su siembra, se regaron con
15 ml de agua desionizada con un pH ajustado a 4.5 (con HCl y NaOH a 1N), a los 30 dias
de su cultivo se les proporciono 15 ml de una solucién nutritiva MS modificada al 100 %
(macro y microelementos) modificada de Murashige y Skoog (1962) concentracion al 100
% la modificacién consisti6 en utilizar solo macro y micronutrientes, con un pH ajustado a
4.5 (con HCl y NaOH a 1N). El fertirriego fue cada 15 dias intercalado con el agua

desionizada, tal como es sugerido por Goudey (1985) y Barros et al. (2008).

El experimento se llevd a cabo dentro de un mini invernadero. Con cama de tezontle
previamente esterilizado y con riego frecuente (dos veces por semana) con el propdsito
de conservar la humedad relativa. Se eligio un lugar donde la humedad relativa vy la
temperatura fueran semejantes a las que se registraron en su habitat natural (humedad
relativa arriba de 70 % y temperatura de 20 °C % 3). La humedad relativa y temperatura se
registraron todos los dias a la misma hora (9:00 pm). Se tomaron dos variables de
respuesta: los protalos desarrollados sin esporofito y los protalos con esporofito. Con estos
datos se realizd un analisis de varianza y una prueba de Tukey, con el programa

estadistico de SAS version Windows 9.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis de suelo

La textura del perfil superficial del horizonte A (0-10 cm) fue franco arcillosa, a franco
limoso (Cuadro 2). Estos resultados coinciden con lo reportado por Cruz et al., 2003 al
realizar un estudio edafico en un bosque mesofilo de montafia. Sefialaron que en el
bosque incipiente, donde los materiales presentaron un estado moderado de
intemperismo, la textura fue franco limosa. Mientras que en el bosque joven y en el bosque
maduro, donde los materiales estaban muy alterados, la textura fue franco arcillosa. Por
otro lado, Luna et al., (1994) describen el suelo de la zona de estudio y reportan suelos
arcillosos, con una capa muy grande de materia organica, lo que da origen a un color

OSCuro.

Cuadro 2. Determinacién de textura del suelo por el método de Boyoucos (1962).

Perfil Arena Limo Arcilla Clasificacion
(cm) (%) textural

0

0-10 31 32 37 Franco arcillosa
10-15 38 41 21 Franco

15-> 37 51 13 Franco limosa

Los valores de pH se presentan constantes en todo el perfil del suelo, moderadamente
acidos (cuadro 3). Los niveles altos de precipitacion y una baja evapotranspiracion,
resultan en suelos saturados, adecuados para organismos anaerobios, que ocasionan
suelos acidos en el suelo de bosque mesofilo de montafia que van desde de 4 a 6 pH

(Gonzélez-Espinoza et al., 2012).
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La conductividad eléctrica se mantuvo constante en todo el perfil. Los valores reportados
son mas altos (Cuadro 3) en comparacién con los que reportan Pavon et al. (2011) para
el suelo de un bosque conservado (0.0036 mmhos/cm dSm) y menores de (0.0002
mmhos/cm dSm) para el suelo de un bosque con manejo, en la zona de Hidalgo (Cuadro

3).

El porcentaje de materia organica mas alto, se registrd en el horizonte O con un porcentaje
de 27.1 % (Cuadro 3). En el suelo forestal, los suelos son himedos con alto contenido de

materia organica (Cruz et al., 2003; Gonzalez-Espinoza et al., 2012).

Cuadro 3. Valores de pH, conductividad eléctrica y porcentaje de materia organica en el suelo de la
zona de estudio.

pH 1:2 CE15 M.O
H,O (%)
Perfil H,O dSm Walkey-Black
(cm)

0 * * 271
0-10 4.3 0.09 10.4
10-15 4.2 0.09 7.0
15> 4.3 0.10 9.2

La concentracion de cationes basicos intercambiables, en general, es muy baja por el
ambiente que predomina en el area. La asimilabilidad de los elementos nutritivos es
afectada de modo marcado por el pH. Con pH de 5 a 5.6 la mayoria de los nutrientes
mantienen su maximo nivel de asimilabilidad; por debajo de pH 5, pueden presentarse

deficiencias de N, K, Ca, Mg y B (Abad y Noguera, 1998) (Cuadro 4).

Para los contenidos de fosforo se hallaron trazas. Se conoce que en suelos forestales el
contenido de este elemento es bajo. La importancia del pH se relaciona de manera directa

con la disponibilidad de este elemento. En los suelos acidos, la disponibilidad del fosforo
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gueda limitada por la presencia de aluminio y de hierro solubles. Asi se concluye que para

obtener buenos resultados en la nutricion fosforica, son necesarias condiciones de pH del

suelo entre 6 y 7 (Bidwell, 2002).

Cuadro 4. Determinacion de bases intercambiables y micronutrimentos en el suelo

Perfil N P K Ca Mg Fe Cu Zn Mn
Bray
(%)
0 1.36 - 1.9 31.1 6.5 169 t 30 315
0-10 0.52 - 1.1 0.1 0.7 22 t t 13
10-15 0.35 - 1.2 0.4 0.8 6 t t 6
15 > 0.46 - 0.8 0.0 0.5 8 t t 4

Capacidad de campo y punto de marchitez

La capacidad de campo del suelo en el horizonte A tuvo un porcentaje de 45 % de

humedad gravimétrica (Figura 1). Se considera que es un contenido de humedad favorable

para muchas especies que crecen en este ecosistema. El suelo de un bosque mesdbfilo de

montafia se desarrolla en las laderas de las zonas montafiosas y barrancas. Es un

ecosistema que requiere una alta humedad atmosférica y abundantes lluvias (Vazquez et

al., 2006). Las zonas mas protegidas guardan una mayor cantidad de humedad y en ellas

son mas frecuentes los helechos arborescentes (Cyathea) (Luna et al., 1994).La retencion

de humedad es otra propiedad del suelo que esté relacionada con la edad del bosque. Los

horizontes orgénicos de los bosques mas maduros retienen mayor contenido de humedad

gue los bosques mas jovenes, lo que esta relacionado con el grado de descomposicién

del material organico previamente mencionado (Bautista, 2005).
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Figura 1. Curva de retencién de humedad del suelo

Analisis de sustratos

El pH es una de las propiedades mas importantes para asegurar una germinacion exitosa.
El sustrato donde se presentd el mayor numero de esporofitos y gametofitos fue el peat
moss con 87 y 643 seguido el testigo como suelo con 43 y 94 (Figura 2).Las esporas de
la mayoria de los helechos, germinan en un intervalo de pH ligeramente acido o neutro,
aunque esto ocurre en especies altamente dependientes (Raghavan 1989). En
combinacion con otros factores ambientales, el pH puede afectar el desarrollo inicial y

puede ser restrictivo para todo el ciclo de vida del helecho.
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El establecimiento del esporofito esta fuertemente limitado por la existencia de micro-
hébitats adecuados para la generacion gametofitica, los gametofitos puede ser muy
sensibles a los cambios ambientales (Rechenmacher et al., 2010). En sustratos organicos
(como el peat moss), el rango 6ptimo de pH para el crecimiento de las plantas esta

comprendido entre 5y 5.6. (Cuadro 5).

La turba es a menudo acida, por lo que puede requerir la adicion de cal para neutralizar
(Goudey 1985). Ansorena (1994) comenta que las plantas pueden crecer sin restricciones
en un amplio rango de pH (4 a 8), siempre que las concentraciones de nutrientes se

mantengan en niveles suficientes.

Cuadro 5. Resultados de pH en diferentes sustratos y suelo

Sustrato pH
Fibra de coco 6.19
Peat moss 3.94
Vermiculita 7.97
Perlita 7.23
Tezontle 7.43
Fertilizante organico con bacterias aerébicas 9.35
Humus de lombriz 8.18
Suelo 4,52

El tamafio de la particula para todos los sustratos incluyendo en el suelo fue de 2 mm a
excepcion de la vermiculita y perlita que fueron tamizadas a un tamafio de granulometria
de 4 mm. El mayor porcentaje de germinacion y formacion de protalos fue en peat moss,
con un tamafo de 2 mm. Los resultados obtenidos de los analisis del tamafio de particula,
se aproximan a lo reportado por Abad y Noguera (1998). Ellos consideran que la fraccion
de 0.255 a 2.5.0 mm de didmetro, independientemente del sustrato de que se trate, es la
gue contiene la mejor combinacion de aireacion y agua de alta disponibilidad. Esta es la

fraccidn que mejores caracteristicas le imparte a los sustratos, pero ademas debe haber
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una mezcla de fracciones mas gruesas y mas finas, que brinden un mejor balance de aire
y agua al material. Lo anterior explica porque el tamafio de la particula utilizada en la
germinacion de las esporas, mostré buena respuesta asociada con las particulas de 2 mm,
que a su vez también estuvieron conjugadas con otras variables que promovieron la

germinacion.

En el cuadro 6 se presentan los valores de porosidad total, porosidad de aireacion,

porosidad de retencién de humedad y densidad aparente.

La porosidad total del tratamiento con perlita mostré un porcentaje de 77.38 % mientras
gue en los tratamientos de peat moss y la mezcla de peat moss con perlita tuvieron los
mejores resultados 84.73 y 86.50 % de porosidad (Cuadro 6). Landis et al. (1990)
consideran adecuado una porosidad total de 60 a 80 %. Niveles de porosidad mayores a
80 % favorecen el crecimiento de la raiz. Un sustrato en general debe tener una porosidad
total no menos del 70 % y es una de las propiedades mas importantes. La porosidad de
aireacion (espacio ocupado por aire), es probablemente la propiedad fisica mas importante

de los sustratos en la horticultura ornamental.

Los valores de la porosidad de aireacién fue mayor en la perlita con un 37.79 %, sin
embargo la mezcla de perlita y peat moss tuvo una aireacion de 37.79 % y es un valor que
es considerado favorable, debido a un intervalo 6ptimo de porosidad de aireacion en un
sustrato debe variar entre 20 a 30 % (De Boodt y Verdonck, 1972) los valores por debajo
de 10 % pueden causar problemas de anoxia en las raices de las plantas (Burés, 1997).

Sin embargo la porosidad de aireacion mas baja fue en el peat moss (Cuadro 6).
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La porosidad de retencion de humedad fue mas alta en el sustrato de peat moss 69.45 %,
esto explica de cierta manera como en este tratamiento se presentdé una germinacion
exitosa. Se le atribuye que al contener mas humedad, propicie la imbibicion de las esporas
y por ende su exitosa germinacioén, y esto a su vez propicia la fertilizacion de las esporas
dando como resultado el esporofito (Cuadro 6). El sistema radicular de un helecho debe
tener acceso al oxigeno y agua. Mientras que algunos helechos toleraran saturacion (por
ejemplo, Osmunda spp.). A la mayoria no les gustan las raices constantemente humedas.
Los esporofitos jévenes tienen sistemas de raices pequefas, que necesitan una fuente
constante de humedad para asegurar que se cumplan sus necesidades de agua. Como
resultado, a menudo son encapsulados en las mezclas que contienen altas cantidades de
musgo de turba (Hoshisaki y Moran, 2001). A los cultivadores les resulta preferible aplicar
agua a la superficie del suelo y no del follaje, como follaje humedo es susceptible a la
enfermedad. Ademas, los niveles de humedad deben ser variados como la humedad
constante puede causar raices se pudran, especialmente durante los meses mas frios
(Goudey, 1985, Hoshisaki y Moran, 2001). Se colocan en una zona hiumeda junto a la zona

de nebulizacion durante 2 a 3 dias para estabilizar, justo antes de su trasplante.

En cuanto a la densidad aparente, Abad y Noguera (1998) mencionan que esta propiedad
fisica es importante durante el manejo y manipulaciéon de los sustratos y contenedores, en
donde se debe tomar en cuenta su peso. Ademas el anclaje de las plantas también es un
factor importante. Ellos indican que los valores o6ptimos de densidad aparente se
encuentran entre 0.3 a 0.8 g cm3. Sin embargo otros autores Raviv et al. (2004) indican
que un valor adecuado de densidad aparente se encuentra a valores mas bajos de 0.40

g.cm3, estos resultados coinciden con los reportados en el (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Propiedades fisicas de los sustratos

Sustrato Porosidad Porosidad de Porosidad de Densidad
Total aireacion retencion de aparente
(%) (%) humedad L_1
Peat moss 84.73 15.27 69.45 0.09
Perlita 77.38 37.79 39.59 0.12
Peat moss+ 86.50 23.97 62.54 0.12
Perlita (1:1)

El mejor porcentaje de protalos con esporofitos y sin esporofitos se obtuvo con el
tratamiento de peat moss, tuvo diferencia significativa con el tratamiento de la perlita y el
suelo como testigo (Cuadro 7). La retencién de humedad es un factor importante para la
germinacion y el establecimiento de los prétalos, el peat moss fue el tratamiento con mayor
porcentaje de humedad volumétrica (Figura 3). Mientras que en el tratamiento de perlita,
solo se presentd germinacion, pero no formacion de protalos, tampoco emergencia de
esporofitos. Estos resultados son similares a los que reporta Barros et al. (2008) quienes
germinaron esporas del género Cyathea en una mezcla de peat moss y perlita alcanzaron
el mayor numero de gametofitos y esporofitos. Para el caso contrario donde se
experimentd con perlita, no hubo formacién de prétalos, esto se atribuye a que la perlita
sola se considera un sustrato ineficiente, que esta relacionado con la baja retencion de

agua de este material en comparacion con los otros tratamientos (Figura 2).
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Los esporofitos obtenidos se traspasaron a una mezcla de sustratos de peat moss+ perlita
(1:1) y permanecieron en las mismas condiciones de invernadero, con un fertirriego de 15
ml solucion de Murashige and Skoog (1962) modificada por los autores (macro y
micronutrientes) cada 15 dias (Figura 3), y un riego con agua desionizada cada semana

alternando con el fertirriego.

Cuadro 7. Numero de prétalos con esporofito y prétalos sin esporofito de C. bicrenata

Sustrato Prétalos con esporofito  Protalos sin esporofito
Peat moss 87 a 643 a
Perlita 0 b 0 b
Suelo 43 ab 94 b

Los valores con letras diferentes dentro de cada columna para cada tratamiento, son distintos segin Tukey (P = 0.05) n = 3

Figura 2. Sustratos donde se presentd germinacién, formacion de prétalos y presencia de esporofitos
de C. bicrenata. Derecha peat moss, centro testigo e izquierda perlita
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Figura 3. Plantula de C. bicrenata obtenida del sustrato de peat moss, a los 476 dias.

La germinacion en el experimento de densidad de siembra no presentd diferencia
significativa en ninguna de las dos densidades de siembra (1 y 10 mg). (Cuadros 8 y 9).
La densidad de poblacién es uno de los factores que afectan a la expresion sexual y
crecimiento de las comunidades de los gametofitos en poblaciones hacinadas, los
recursos estan limitados por la competencia, y los gametofitos son a menudo asexuales o
masculinos y angostos (generalmente de forma espatulada). Por otra parte los gametofitos
femeninos, a menudo se producen en poblaciones dispersas. Cuando gametofitos son
escasos, cada gametofito puede obtener mas recursos que los que gametofitos en

poblaciones densas (Yao-Moan et al., 2004).
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Cuadro 8. Numero de protalos con esporofito y sin esporofito de 1mg de esporas de C. bicrenata en
diferentes sustratos.

Sustrato Prétalos con esporofito  Prétalos sin esporofito
Peat moss 0.8 a 1 a
Perlitat+ peat moss (1:1) 2 a 2.8 a
Suelo (Testigo) 04 a 1.2 a

Los valores con letras diferentes dentro de cada columna para cada tratamiento, son distintos segin Tukey (P = 0.05) n=5

Cuadro 9. Numero de prétalos con esporofito y sin esporofito de 10 mg de esporas de C. bicrenata
en diferentes sustratos.

Sustrato Prétalos con esporofito  Proétalos sin esporofito
Peat moss 0.6 a 18 a
Perlita+ peat moss (1:1) 22 a 5.8 a
Suelo (Testigo) 5 a 2.8 a

Los valores con letras diferentes dentro de cada columna para cada tratamiento, son distintos segin Tukey (P =0.05) n=5

Las curvas de retencién de agua nos indicaron que el mayor porcentaje de retencion de
agua lo obtuvo el sustrato peat moss con 45.26 % (Figura 3) seguido de la mezcla de peat
moss con perlita (1:1) con un porcentaje de 36.73 % (Figura 4) y por ultimo la perlita fue la
gue obtuvo el menor porcentaje de retencién de agua con un valor de 34.79 % (Figura 5).
Estos resultados coinciden con los reportados por Gutiérrez-Castorena et al. (2011) en los
que afirman que los sustratos que retienen menor cantidad de agua son los materiales
inorganicos puros y hacen énfasis en los materiales y mezclas con diametros de 2-3 mm

gue retienen una cantidad ligeramente mayor.
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CONCLUSIONES

El peat moss es un sustrato que cumple con las caracteristicas adecuadas para que la
germinacion de esta especie, la retencion de humedad y el tamafo de la particula son

caracteristicas idoneas que favorecen la germinacion de esta especie.

El mayor nimero de prétalos con esporofitos y sin esporofitos, se obtuvo con el sustrato

de peat moss.

En el experimento de densidad de siembra, no hubo diferencia significativa en ambas

densidades 1 y 10 mg de esporas de C. bicrenata.
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