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Portada

Jerzy Rzedowski Rotter (1926-2023). Considerado uno de los botanicos mas influyentes de México.
Incursion6 en diversas disciplinas botanicas como taxonomia, floristica, fitogeografia y ecologia.
Form¢ varios herbarios institucionales y recolecté muestras de la flora mexicana, logrando una
coleccion que superd los 50,000 ejemplares. Trabajo en la Flora Fanerogamica del Valle de México
y en la Flora del Bajio y Regiones Adyacentes; también escribi6 el libro La Vegetacion de México,
obra clasica de la literatura botanica mexicana. A lo largo de su carrera, se dedicd ademas a la
ensefianza y formacion de botanicos. Su obra incluye la publicacion de 7 libros, 47 capitulos de
libros, 128 articulos en revistas cientificas y 31 fasciculos de floras. Descubri6 alrededor de 190
nuevas especies de plantas mexicanas y mas de 85 especies de hongos, plantas y animales mexicanos

recibieron su nombre en su honor.

Jerzy Rzedowski Rotter (1926-2023). Considered one of the most influential botanists in Mexico.
He ventured into several botanical disciplines such as taxonomy, floristics, phytogeography, and
ecology. He formed several institutional herbaria, and collected samples of Mexican flora, achieving
a collection that exceeded 50,000 numbers. He worked on the Phanerogamic Flora of the Valley of
Mexico and the Flora of the Bajio and Adjacent Regions; he also wrote the book The Vegetation
of Mexico, a classic work of Mexican botanical literature. Throughout his career, he was also de-
dicated to teaching and training botanists. His work includes the publication of 7 books, 47 book
chapters, 128 articles in scientific journals, and 31 fascicles of floras. He discovered about 190
new species of Mexican plants and more than 85 species of Mexican fungi, plants, and animals
were named in his honor.

por/by Rafael Fernandez Nava



INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

Director General: Dr. Arturo Reyes Sandoval
Secretario General: Ing. Arq. Carlos Ruiz Cardenas
Secretario Académico: Mtro. Mauricio Igor Jasso Zaranda
Secretario de Innovacion e Integracion Social: M. en C. Ricardo Monterrubio Lopez
Secretario de Investigacion y Posgrado: Dra. Laura Arreola Mendoza
Secretario de Servicios Educativos: Dra. Ana Lilia Coria Pdez
Secretario de Administracion: M. en C. Javier Tapia Santoyo

Director de Educacion Superior: Dra. Maria Guadalupe Ramirez Sotelo

ESCUELA NACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Director:
Dr. Isaac Juan Luna Romero
Subdirectora Académica:
M. en C. Martha Patricia Cervantes Cervantes
Jefe de la Seccion de Estudios de Posgrado e Investigacion:
Dr. Gerardo Aparicio Ozores
Subdirector de Servicios Educativos e Integracion Social:

Biol. Gonzalo Galindo Becerril

POLIBOTANICA, Afio 28, No. 56, julio 2023, es una publicacion semestral editada por el Instituto Politécnico Nacional, a
través de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas. Unidad Profesional Lazaro Cardenas, Prolongacion de Carpio y Plan de
Ayala s/n, Col. Santo Tomas C.P. 11340 Delegacion Miguel Hidalgo México, D.F. Teléfono 57296000 ext. 62331.
http://www.herbario.encb.ipn.mx/, Editor responsable: Rafael Ferndndez Nava. Reserva de Derechos al Uso Exclusivo del Titulo
No. 04-2015-011309001300-203. ISSN impreso: 1405-2768, ISSN digital: 2395-9525, ambos otorgados por el Instituto Nacional
del Derecho de Autor. Responsable de la ultima actualizacion de este numero, Unidad de informatica de la ENCB del IPN, Rafael
Fernandez Nava, Unidad Profesional Lazaro Cardenas, Prolongacion de Carpio y Plan de Ayala s/n, Col. Santo Tomas CP 11340
Delegacion Miguel Hidalgo México, D.F.

Las opiniones expresadas por los autores no necesariamente reflejan la postura del editor de la publicacion.

Queda estrictamente prohibida la reproduccion total o parcial de los contenidos e iméagenes de la publicacion sin previa autorizacion
del Instituto Politécnico Nacional.



REVISTA BOTANICA INTERNACIONAL DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

EDITOR EN JEFE
Rafael Fernandez Nava

EDITORA ASOCIADA
Maria de la Luz Arreguin Sanchez

COMITE EDITORIAL INTERNACIONAL

Christiane Anderson
University of Michigan
Ann Arbor. Michigan, US

Heike Vibrans
Colegio de Postgraduados
Estado de México, México

Graciela Calderon de Rzedowski
Instituto de Ecologia del Bajio
Paztcuaro, Mich., México

Theodore S. Cochrane
University of Wisconsin
Madison, Wisconsin, US

Hugo Cota Sanchez
University of Saskatchewan
Saskatoon, Saskatchewan, Canada

Fernando Chiang Cabrera
Universidad Nacional Auténoma de México
Ciudad de México, México

Thomas F. Daniel
California Academy of Sciences
San Francisco, California, US

Francisco de Asis Dos Santos
Universidad Estadual de Feira de Santana
Feira de Santana, Brasil

Carlos Fabian Vargas Mendoza
Instituto Politécnico Nacional
Ciudad de México, México

José Luis Godinez Ortega
Universidad Nacional Autdbnoma de México
Ciudad de México, México

José Manuel Rico Ordaz
Universidad de Oviedo
Oviedo, Espaiia

Edith V. Gomez Sosa
Instituto de Botanica Darwinion
Buenos Aires, Argentina

Jorge Llorente Bousquets
Universidad Nacional Auténoma de México
Ciudad de México, México

Delia Fernandez Gonzalez
Universidad de Ledn
Le6n, Espana

Jerzy Rzedowski Rotter
Instituto de Ecologia del Bajio
Patzcuaro, Mich., México

Luis Gerardo Zepeda Vallejo
Instituto Politécnico Nacional
Ciudad de México, México

Claude Sastre
Muséum National d Histoire Naturelle
Paris, Francia

Mauricio Velayos Rodriguez
Real Jardin Botanico
Madrid, Espaia

Noemi Waksman de Torres
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Monterrey, NL, México

Julieta Carranza Veldzquez
Universidad de Costa Rica
San Pedro, Costa Rica

Tom Wendt
University of Texas
Austin, Texas, US

DISENO Y FORMACION ELECTRONICA
Luz Elena Tejeda Herndndez

OPEN JOURNAL SYSTEM Y TECNOLOGIAS DE LA INFORMACION
Pedro Ardaoz Palomino



Toda correspondencia relacionada con la revista debera ser dirigida a:

Dr. Rafael Fernandez Nava
Editor en Jefe de

POLIB&TANICA

Departamento de Botanica

Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, Instituto Politécnico Nacional
Apdo. Postal 17-564, CP 11410, Ciudad de México

Correo electronico:
polibotanica@gmail.com

rfernan@ipn.mx

Direccion Web

http://www.polibotanica.mx

POLIBOTANICA es una revista indexada en:

CONAHCYT, indice de Revistas Mexicanas de Investigacion Cientifica y Tecnologica
del Consejo Nacional de Humanidades, Ciencia y Tecnologia.

SciELO - Scientific Electronic Library Online.
Google Académico - Google Scholar.
DOAJ, Directorio de Revistas de Acceso Publico.
Dialnet portal de difusion de la produccion cientifica hispana.
REDIB Red Iberoamericana de Innovacién y Conocimiento Cientifico.

LATINDEX, Sistema regional de informacion en linea para revistas cientificas de América
Latina, el Caribe, Espana y Portugal.

PERIODICA, Indice de Revistas Latinoamericanas en Ciencias.

(1
z':.:ff,}f-;}CONAHCYT
P390 0  Ciencias v recwoLosias DA



POLIBE€TANICA

Num. 56: 17-37 Julio 2023 ISSN electronico: 2395-9525

, @ Polibotanica
PO Ll B\%T{A\NICA ISSN electrénico: 2395-9525
polibotanica@gmail.com
Instituto Politécnico Nacional
México
http://www.polibotanica.mx

DESCRIPCION E ILUSTRACION DEL
DESARROLLO MORFOGENICO DE LOS
GAMETOFITOS Y ESPOROFITOS
JOVENES DE Asplenium blepharophorum
Bertol. (ASPLENIACEAE-POLYPODIIDAE)
EN TRES SUSTRATOS NATURALES

DESCRIPTION AND ILLUSTRATION OF
THE MORPHOGENIC DEVELOPMENT OF
THE YOUNG GAMETOPHYTES AND
SPOROPHYTES OF Asplenium blepharophorum
Bertol. (ASPLENIACEAE-POLYPODIIDAE) IN
THREE NATURAL SUBSTRATES

Rojas-Cano, Adriana; Maria de la Luz Arreguin-Sanchez; Rafael Fernandez-Nava y
David Leonor Quiroz-Garcia

DESCRIPCION E ILUSTRACION DEL DESARROLLO MORFOGENICO DE LOS
GAMETOFITOS Y ESPOROFITOS JOVENES DE Adsplenium blepharophorum Bertol.
(ASPLENIACEAE-POLYPODIIDAE) EN TRES SUSTRATOS NATURALES

DESCRIPTION AND ILLUSTRATION OF THE MORPHOGENIC DEVELOPMENT OF THE
YOUNG GAMETOPHYTES AND SPOROPHYTES OF Asplenium blepharophorum Bertol.
(ASPLENIACEAE-POLYPODIIDAE) IN THREE NATURAL SUBSTRATES

POLIB€TANICA Num. 56: 17-37 México. Julio 2023
Instituto Politécnico Nacional DOI 10 1 83 87/p011b0tan103.562

Este es un articulo de acceso abierto bajo la licencia Creative Commons 4.0
Bl Atribucion-No Comercial (CC BY-NC 4.0 Internacional).

SILEle

17


mailto:polibotanica@gmail.com
http://www.polibotanica.mx/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es

POLIBE€TANICA

Num. 56: 17-37 Julio 2023 ISSN electronico: 2395-9525

Descripcion e ilustracion del desarrollo morfogénico de los gametoéfitos y esporéfitos jovenes de
Asplenium blepharophorum Bertol. (Aspleniaceae-Polypodiidae) en tres sustratos naturales.

Description and illustration of the morphogenic development of the young gametophytes and sporophytes
of Asplenium blepharophorum Bertol. (Aspleniaceae-Polypodiidae) en tres sustratos naturales.

Rojas-Cano, Adriana; Maria
de la Luz Arreguin-Sanchez;
Rafael Fernindez-Nava y
David Leonor Quiroz-Garcia

DESCRIPCION E
ILUSTRACION DEL
DESARROLLO
MORFOGENICO DE LOS
GAMETOFITOS Y
ESPOROFITOS JOVENES
DE Asplenium blepharophorum
Bertol. (ASPLENIACEAE-
POLYPODIIDAE) EN TRES
SUSTRATOS NATURALES

DESCRIPTION AND
ILLUSTRATION OF THE
MORPHOGENIC
DEVELOPMENT OF THE
YOUNG GAMETOPHYTES
AND SPOROPHYTES OF
Asplenium blepharophorum
Bertol. (ASPLENIACEAE-
POLYPODIIDAE) IN THREE
NATURAL SUBSTRATES

POLIBETANICA

Instituto Politécnico Nacional

Num. 56: 17-37. Julio 2023

DOI:
10.18387/polibotanica.56.2

Adriana Rojas-Cano

Maria de la Luz Arreguin-Sanchez' / luzmal950ipn@gmail.com

Rafael Fernandez-Nava!

David Leonor Quiroz-Garcia!

Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, Departamento de Botanica, Instituto
Politécnico Nacional, Plan de Ayala y Carpio, Col. Santo Tomas, CDMX, CP 11340.
'Becarios de COFAA del IPN

RESUMEN: EI desarrollo de los prétalos y de los espordfitos jovenes de Asplenium
blepharophorum Bertol. se describen y se ilustran. Los ejemplares fueron recolectados
en un bosque mesoéfilo de montafia en San Antonio, 1 km al norte de Amecameca,
Municipio de Amecameca, Estado de México. Las esporas fueron sembradas en frascos
de vidrio de 125 ml con ceramica (barro molido), piedra de rio, tela de mosquitero y
tres soportes de cultivo: maquique, musgo y tierra de hoja, todo previamente
esterilizado y cerrado con plastico y alambre de cobre. El ciclo fue isospoérico con
germinacién tipo Vittaria y desarrollo del prétalo tipo Aspidium. Los gametofitos
fueron unisexuados masculinos y femeninos; en maquique se formaron solo femeninos.
Se observo dimorfismo sexual, los protalos masculinos cordados con cauda y los
femeninos cordados con gran cantidad de rizoides y cojinete, los gametangios se
apreciaron inmaduros. Los espor6fitos apogamicos se obtuvieron en maquique a partir
de los 351 dias, en musgo a los 356 y en tierra de hoja a los 473 dias. Se discute la
posibilidad de que sea una entidad hibrida o poliploide debido a que se desarrollaron
esporofitos apogamicos en los tres sustratos y la mayoria de los esporangios tenian 32
esporas.

Palabras clave: apogamia, dimorfismo sexual, espordfitos, gametangios, helecho.

ABSTRACT: Prothallus development and the young sporophytes of Asplenium
blepharophorum Bertol., are described and illustrated. The studied material was
collected in a cloud forest in San Antonio, 1 km north of Amecameca municipality,
State of México. The spores were sown in a glass vessel of 125 ml prepared in the
following manner: the glasses were layered with ceramic, river stone, mosquito net and
the three natural substrates: maquique, moss and plant litter, all previously sterilized
and enclosed in a plastic bag tied with copper wire. The cycle was isosporeus with
Vittaria type germination and prothallial development corresponding to the Aspidium
type. The gametophytes were male and female; in maquique, only gametophyte female.
The prothallus with sexual dimorphism, the male chordate with cauda and the female
chordate with numerous rhizoids and pads, the gametangia did not mature. Young
sporophytes were apogamous obtained around 351 days after sowing in maquique, 356
in moss and the plant litter 473. The possibility of it being a hybrid or polyploid entity is
discussed because apogamic sporophytes developed in the three substrates and most of
the sporangia had 32 spores.

Key words: apogamy, sexual dimorphism, sporophytes, gametangia, fern.
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INTRODUCCION

Los helechos son plantas que presentan en su gran mayoria raices, tallos, hojas y ciclo de vida
diplofasico, con dos generaciones libres e independientes, la esporofitica diploide y la
gametofitica haploide que requiere del agua para su reproduccion (Ballesteros-Montiel,
Arreguin-Sanchez, Fernandez-Nava, & Quiroz-Garcia, 2019, pag. 2). Los estudios de ciclos de
vida y su desarrollo morfogénico permiten obtener datos para el manejo de los helechos
relacionados con el cultivo comercial, preservacion de los taxones, ademas de aportar
referencias de interés taxondémico y ecoldgico debido a que las esporas al ser liberadas de los
esporangios se dispersan a diferentes sitios, lo que hace factible que cuando lleguen a lugares
que cumplan con condiciones ambientales especificas de luz, humedad, temperatura y tipo de
sustrato, pueda establecerse el esporofito y esta es una de las formas de ir colonizando nuevas
regiones (Salazar-Aguilar, Arreguin-Sanchez, & Tejero-Diez, 2015, pag. 22).

Las Aspleniaceae es una de las familias mas ricas dentro de los helechos leptosporangiados con
aproximadamente 700 especies donde se han incluido a géneros como Asplenium L.,
Schaffneria Fée ex T. Moore y Phyllitis Hill (Moran, 1995, pag. 290). También se han
reconocido a otros géneros como Asplenium, Loxoscaphe T. Moore, Holodictyum Maxon y
Schaffneria Fée ex T. Moore (Mickel & Smith, 2004, pag. 6). En trabajos mas recientes se
reconocen dos géneros: Asplenium ¢ Hymenasplenium Hayata (Christenhusz, X. Chun, &
Schneider, 2011, pag. 15; Giudice, Luna, & Ganem, 2013, pag.; PGI, 2016, pag. 582; Xu, y
otros, 2020, pag. 22).

Para el género Asplenium se tienen diferentes tratamientos taxondmicos, por ejemplo, se ha
segregado al género en secciones como Asplenidictyum, Ceterachopsis, Hymenasplenium y
Thamnopteris (Tryon & Tryon, 1982, pag. 630). En otras investigaciones se han reconocido
agrupaciones de especies como el grupo de Asplenium salicifolium L. (Maxon, 1908); grupo de
Asplenium trichomanes L. (Maxon, 1913) y grupo de Asplenium fragile C. Presl (Weatherby,
1931) y en este ultimo se analizé el complejo de poliploides ¢ hibridos que se presentan en este
conjunto de especies.

Se han realizado estudios de biologia molecular como los de Murakami & Schaal, (1994) y
Murakami (1995), en ambas investigaciones se estudid la filogenia de la seccion
Hymenasplenium. En el estudio de Murakami, Nogami, Watanabe & Iwatsuki, (1999) se aborda
la filogenia de Aspleniaceae. Gastony & Johnson (2001) proponen la filogenia de Loxoscaphe y
Schneider et al., (2004) proponen la filogenia de las asplenoides basada en la secuencia del
cloroplasto rbcL y trnL-Fspacer y sus implicaciones para la biogeografia. A través de estudios
morfologicos y moleculares actualmente se considera que la familia Aspleniaceae incluye dos
géneros: Asplenium ¢ Hymenasplenium (Christenhusz, Chun y Schneider, 2011; Regalado &
Prada, 2011; Giudice, Luna y Ganem 2013 y PPGI 2016).

La circunscripcion del género Asplenium incluye a plantas terrestres, rupicolas o epifitas;
rizoma rastrero, ascendente o erecto con escamas presentes dispuestas desde la base del peciolo
y que se extienden a toda la lamina, a veces pequeias escamas filiformes, generalmente
clatradas, monomorfas o diplomorfas, asi como tricomas que pueden o no ser glandulares;
peciolos cilindricos o alados, brillantes u opacos con dos haces vasculares en forma de “C”
uniéndose distalmente en forma de “X”; lamina simple o dividida, equilateras o no, coriaceas a
membranosas; raquis y costas a veces alados, escamosos, glabros o pilosos, a veces con yemas
proliferas en las pinnas terminales, venas libres o bifurcadas, con o sin hidatodos evidentes,
margenes enteros o profundamente serrados; soros superficiales o lineares, indusio entero,
subentero o eroso, raramente ciliado o glanduloso, esporangios globosos sin parafisos; esporas
bilaterales con perisporio reticulado, crestado, a veces equinado o liso. Algunas especies del
género se les confunde con Diplazium Sw. (Athyriaceae), la diferencia entre ambas entidades
taxonOmicas es que Asplenium presenta un soro linear a lo largo de las venas, mientras que
Diplazium tiene soros en pares que se unen dorso con dorso (Moran, 1995, p. 290-291). En
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México se encuentran unos 86 taxones y es un género que con frecuencia forma hibridos en
zonas tropicales y templadas (Mickel y Smith, 2004, p. 73).

Los espordfitos de Asplenium blepharophorum (Fig. 1) de los cuales se tomaron las esporas
presenta las siguientes caracteristicas: planta terrestre a veces epifita con rizoma erecto de 10 a
15 mm de diametro, cubierto por escamas de 10 a 14 mm de largo por 1.5 a 3 mm de ancho,
lanceoladas, de insercién basal, densas con el margen entero a ligeramente dentado, base
cordada, apice filiforme; frondes uniformes de 30 a 60 cm de largo, peciolo 1/3 a 1/6 més corto
que la longitud de la lamina, cubierto por escamas de 5 a 11 mm de largo por 0.1 a 0.3 mm de
ancho, linear a linear-lanceoladas, de insercion basal, densas margen irregularmente fimbriado,
base cordada, apice filiforme, castafio claras, raquis también escamoso, ligeramente alado,
escamas parecidas a las del peciolo, lamina de contorno ovado- deltoideo a ovado-lanceoladas
de 25 a 35 cm de largo bipinnada a bipinnada-pinnatifida, apice pinnatifido con o sin yema
prolifera subterminal, pinnas de 15 a 30 pares, de 5 a 15 ¢cm de largo por 0.5 a 2 cm de ancho,
de contorno lanceolar, pecidlulo de 1 mm de largo, segmentos ovados de 0.7 a 1.2 cm de largo
por 0.4 a 0.8 mm de ancho con base decurrente y margen lobado, glabros en el haz, levemente
escamoso el envés, venacion libre; soros 2 a 3 por segmento, alargados ubicados en la porcion
media de las nervaduras secundarias y cubiertos por un indusio alargado o bien curveado
adquiriendo la forma semilunar; esporas monoletes, vista proximal de 48 a 76 um de largo por
41 a 53 um de ancho, vista lateral de 49 a 66 pm de largo por 37 a 47 um de profundidad,
sexina equinada, perina de 4 a 7 um formando una red con proyecciones equinadas (Arreguin-
Sanchez, Fernandez-Nava, & Quiroz-Garcia, 2004, pags. 188-190).

Fig. 1. Ejemplar herborizado de Asplenium blepharophorum
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Al no encontrar datos del desarrollo morfogénico del taxon en estudio, se incluyen referencias
de otras especies que corresponden a diferentes secciones y grupos taxonomicos del género
Asplenium como los de Raghavan (1965, 1969) y Raghavan & Tung (1967) que tratan diversos
aspectos del desarrollo en gametofitos de Asplenium nidus (L.) J. Sm. Morlang (1967), estudio
la hibridazion y poliploidia en gametofitos de Asplenium platyneuron (L.) Britton, Sterns &
Poggenb., A. rhizophyllum L.y A. montanum Willd. Herrero et al. (1993) describen gametofitos
en cuatro subespecies de Asplenium trichomanes L. Mucciflora & Gori (1995) observaron
protalos de Asplenium trichomanes L. var. trichomanes. Prada et al. (1995) investigaron los
gamet6fitos del complejo Asplenium adiantum-nigrum. Aragén y Pangua (2004) observaron la
germinacion de las esporas de A. adiantum-nigrum L. var. adiantum-nigrum, A.
adiantum.nigrum L. var. silesiacum (Milde) Viane & Reichst., 4. septentrionale (L.) Hoffm.
subsp. septentrionale y A. ruta-muraria L. subsp. ruta-muraria. Lavalle & Prada (2007)
estudiaron el espordfito y gametofito de Asplenium dareoides Desv. Sanchez-Montiel,
Arreguin-Sanchez y Fernandez-Nava (2008) describen el desarrollo de los gametofitos y
esporofitos de Asplenium monanthes L. Testo y Watkins (2013) indagaron el desarrollo de los
gametofitos del complejo Asplenium scolopendrium L. y Estrelles & Ibars, (2017) describen la
germinacion y gametofitos de Asplenium majoricum Litard.

Se incluyen antecedentes de estudios relacionados con nuevos hibridos y algunas formas de
detectarlos a través de la morfologia de los ejemplares, debido a que Asplenium es un género
que con frecuencia se presenta este evento. Gastony (1970) describe el hibrido Asplenium
pinnatifidum X trichomanes y Pangua, Prada, Pajaron, y Salvo (1992) describen un nuevo
hibrido para Espaia relacionado con Asplenium majoricum.

Los trabajos relacionados con estudios de cariotipo se citan como una forma de detectar
hibridaciones y poliploidias, asi como, una manera para dilucidar las relaciones entre grupos de
especies como los de Morzeti (1966) que aclaran la posicion de taxones del complejo
Asplenium heterochroum-resiliens. Dong (2011) se apoyd en estudios citologicos para separar
los taxones de Asplenium sect. Thamnopteris. Hunt, Ansell, Russell, Schneider, & Vogel (2011)
establecen que Asplenium majoricum es un alotetraploide. De la Fuente, Gabriel y Galan,
Molino, Sessa y Quintanilla (2020) describen la expresion del caracter, barreras reproductivas y
origen del hibrido Asplenium X aran-tohanum.

El propdsito de este trabajo es describir y comparar el desarrollo morfogénico de los
gametofitos y esporofitos jovenes de Asplenium blepharophorum Bertol. en condiciones de
cultivo en tres sustratos naturales: maquique, tierra de hoja y musgo, recomendando el mejor de
ellos para su reproduccion.

METODO

Trabajo de campo

El ejemplar fue recolectado en San Antonio, a 1 km al norte de Amecameca, Municipio de
Amecameca, Estado de México, en un bosque mesofilo de montaia, por M. L. Arreguin a una
altitud de 2500 msnm. Ademas, se tomaron muestras de frondes con soros y esporas maduras
de tres organismos (Fig. 2), que se depositaron en sobres de papel blanco. El ejemplar que se
recolecto se llevo al laboratorio para la herborizacion, identificacion, y resguardo en el herbario
ENCB.
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Soro con indusio linear

egmentos con 3
a 4 lobulos

Esporas

Fig. 2. Detalle de una pinna mostrando los soros donde se encuentran las esporas maduras que se utilizaron para la

siembra.

Trabajo de laboratorio

Los sobres que contienen las muestras de los frondes con las esporas maduras se mantuvieron
en la obscuridad por quince dias, en tanto el material recolectado se identificd con bibliografia
especializada como la de Moran (1995); Arreguin-Sanchez, Fernandez-Nava y Quiroz-Garcia,
(2004); Mickel y Smith (2004) y Vazquez (2006). Asi también se contaron el nimero de
esporas de diez esporangios. El ejemplar qued6 depositado en el Herbario antes mencionado.

Posteriormente se realizd la siembra de las esporas con la técnica de Montoya Casimiro,
Alvarez Varela, Pérez Hérnandez, & Arreguin Sanchez (2000). Las esporas se sembraron en
quince frascos de vidrio de 125 ml y se utilizaron cinco frascos por sustrato. A cada frasco se
les agregd 20 g de piedra de rio, otro tanto de barro molido, encima se colocé un circulo de tela
de mosquitero y se adicion6 20 g de tierra de hoja, otro tanto a cinco de maquique y los ultimos
cinco frascos se adicion6 20 g de musgo (Sphagnum), todo lo anterior previamente esterilizado
en autoclave. Todos los frascos se taparon con bolsas de plastico y se amarraron con alambre de
cobre y se etiquetaron con los datos del género y especie, sustrato y fecha. El maquique es el
nombre tradicional del tallo de los helechos arborescentes, este material se tiene molido desde
mas de 30 afios en el laboratorio debido a que una vez que se termina un estudio todos los
materiales son reutilizados (frascos, piedra de rio, barro molido, mosquitero, sustratos, alambre
de cobre).

Continuando la técnica de Montoya-Casimiro, Alvarez-Varela, Pérez-Hernandez y Arreguin-
Sanchez (2000), en total por cada sustrato se sembraron 0.03 g de material que resultd de raspar
los soros, mismos que se mezclaron en 0.5 g de arena de rio esterilizada y este material se
repartio por partes iguales en cada uno de los cinco frascos de cada sustrato. Las condiciones en
que se mantuvieron los quince frascos germinadores fueron con luz natural en el invernadero a
una temperatura de 20 a 25 °C. Cada frasco contenia 2 ml del agua de la que se esterilizo cada
sustrato. Se tomaron muestras de un frasco por sustrato cada 15 dias en condiciones de asepsia,
uno se quedd como testigo y los otros germinadores se abrian una vez que se hubiera agotado el
material biologico del anterior, la cantidad de muestra que se tomaba cada dos semanas era la
que se alcanzaba al obtener con unas pinzas de punta fina. El material se fijo en formaldehido
Mallinckrodt en solucion al 2% por 48 horas y posteriormente se tefila con safranina acuosa
Hycel de México. Con lo anterior se realizaron preparaciones permanentes que se montaron con
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una mezcla de miel de maiz karo, agua 1:1 y trazas de fenol de la marca Meyer. Cada
preparacion se etiquetd con la fecha en que se fijo el material de cada sustrato. La serie de
preparaciones se observaron, interpretaron, se tomaron medidas y fotomicrografias tanto al
microscopio dptico binocular Zeiss como en el microscopio estereoscopico Nikon.

Cada una de las etapas correspondientes del desarrollo morfogénico como germinacion, fase
filamentosa, laminar y esporofitica fueron observadas y descritas de acuerdo a las
caracteristicas de cada una de ellas. En la germinacion se menciona el tipo de la misma, en la
fase filamentosa: largo de los filamentos, numero de células, rizoides y tipo de desarrollo
protalico como las concibieron Nayar y Kaur (1969, 1971); fase laminar: gametofito joven,
largo, ancho, nimero de rizoides, gametofito adulto, largo, ancho, forma, sexualidad, nimero de
rizoides; gametangios anteridios y arquegonios: tamafio, forma, niimero de anterozoides,
nimero de células del canal del cuello; esporodfitos: tricomas, forma de los primofrondes,
venacion. Estas medidas se tomaron cada 15 dias para determinar el rango de desarrollo con el
proposito de establecer cual de los tres soportes tenia las mejores caracteristicas y condiciones
para el desarrollo de la fase sexual de esta planta.

Las medidas que se mencionan en las descripciones son los promedios de diez esporas y diez
estructuras de cada fase y se incluyen tres cifras, la primera es la menor de las mediciones
realizadas, entre paréntesis la media y la tltima es la mayor del total de mediciones que se
realizaron en cada etapa del desarrollo morfogénico de los gametofitos y espordfitos. Las
fotomicrografias se tomaron con una camara de 7 megapixeles Canon.

RESULTADOS

Esporas

Al contar el nimero de esporas de diez esporangios, se aprecid que la mayoria tenia 32 y en dos
esporangios habia 26; no se observaron esporas colapsadas o con morfologia diferente. Las
esporas (Figs. 3) fueron monoletes, de color marron, anchamente elipticas de 52.8 (63.3) 78 um
de eje polar por 42.2 (43.2) 46.4 um de eje ecuatorial, nexina y sexina de 2.1 um de grosor,
sexina equinada, perina de 4.2 a 8.4 um formando crestas equinadas (Figs. 3A), vista superficial
granular (Fig. 3 B).

Fig. 3. Morfologia de las esporas. 3A. Espora mostrando capas de la exina y proyecciones equinadas de la perina.

3B. Vista superficial granular.
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Germinacion

La germinacion fue tipo Vittaria (Nayar y Kaur, 1971) y se presentd en los tres sustratos desde
los 29 dias, el rizoide es mucho mds pequefio, unicelular de 19.21 um de largo y el filamento
protalico midi6 entre 68(70)80 pm con 7 a 12 células (Fig. 4).

rizoide
Resto de la
pared de la il .
espora tlamento
protalico
Fig. 4. Germinacion tipo Vittaria, 29 dias.
Gametofitos jovenes

Se desarrollaron entre los 46 a los 81 dias en los tres sustratos (Fig. 5) fue posible apreciar
diferentes estadios de desarrollo (Fig. 5 A), donde se incluyen el filamento con hasta 21 células
clorofilicas (5a), la formacion de protalos mas grandes de entre 0.9(1)1.1 mm de largo por
1.8(2.15)2.7 mm de ancho que presentan varios tricomas en el margen de los mismos (5c
izquierda) y el inicio del desarrollo protalico tipo Aspidium que se caracteriza por presentar
desde la fase de filamento y los primeros estadios del protalo, la presencia de un tricoma apical
y rizoides (Fig. 5B) y la formacion de un segundo pelo (Fig. 5 A) que delimita la diferenciacion
de la zona meristematica (5c¢ derecha) y posteriormente la zona de la escotadura .

F

Fig. 5. Primeras etapas del desarrollo de los gametofitos. SA. Protalos jovenes que se observaron desde los 46 a 81

dias, 5a filamento clorofilico, 5c protalos en etapas mas desarrolladas con varios tricomas marginales. 5B.-
Desarrollo protalico tipo Aspidium mostrando el tricoma inicial (t) y tres rizoides (r).
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Gametoéfitos cordados

El desarrollo de esta etapa en maquique y tierra de hoja se aprecioé de los 56 a los 456 dias y en
musgo de 81 a los 456 dias (Figs. 6), esta amplitud de tiempo se debe al desarrollo anacronico
de los protalos. Todos presentaron forma cordada con la diferencia que unos tenian cauda (Fig.
6 A) y otros carecian de ella (Fig. 6B). La cauda vari6 entre 6 a 14 células. Los rizoides se
encontraron de 10 a 30 en la superficie ventral en ambos tipos de protalos. La forma de los
tricomas marginales es triangular y en algunos se observaron una pequefia cabezuela (Fig. 6C).

< . Tamaifios Protalos sin Tamaiio de los tricomas
Sustratos Tamaiio prétalos con cauda .
cauda marginales
Maquique 4.2(11.5)27 mm de largo y | 3.7(11.7)22.5 mm de largo y | 4.25(5.23)6.8 um de largo
5.9(17.3)33.1 mm de ancho 3.1(10.2)19.5 mm de ancho
Musgo 3.4(12.5)27.2 mm de largo y | 4.6(16.7)28.9 mm de largo y | 3.4(5.7)11.9 pm de largo
5.5(18.9)34.2 mm de ancho 4.5(20.3) 31.3 de ancho
Tierra de hoja 4.4(10.7)18.7 mm de largo y | 4.8(12.8)28 mm de largo y | 3.4(5.7)11.9 um de largo
7.1(15)21.5 mm de ancho 3.4(9.2)25.8mm

Fig. 6. Desarrollo de los gametéfitos cordados en los tres sustratos. 6A Gametofito cordado con cauda (¢) y rizoides (r). 6B
Gametofito cordado sin cauda y menor cantidad de rizoides (r). C.- Detalle de los tricomas del margen de los gametofitos (t).

Gametangios

Se observaron desde los 154 a los 428 dias, los gametofitos fueron protandricos unisexuados
masculinos y femeninos y en maquique solo unisexuales femeninos, todos los protalos
presentaron tricomas marginales. Los gametangios se presentaron en los tres sustratos, aunque
en ninguno de ellos maduraron. Los anteridios no formaron célula del pie, ni célula opercular,
asi como tampoco células parietales; los arquegonios no desarrollaron células del cuello, ni del
canal del cuello, tampoco célula ventral y ovocélula, ambos gametangios se quedaron en las
primeras etapas de desarrollo.

Anteridios

En maquique no se observaron, pero si estuvieron presentes en musgo y tierra de hoja (Fig. 7).
En musgo los anteridios se apreciaron a partir de los 154 hasta los 428 dias, se desarrollaron
trece dias antes que los arquegonios en gametofitos que mostraban cauda con rizoides, estos
gametangios se encontraron en la parte basal y central del prétalo y midieron 25(30)35 um de
diametro y son de forma circular. En tierra de hoja se observaron solo el dia 111 después de la
siembra y se desarrollaron 111 dias antes que los arquegonios. Los protalos mostraron una
cauda y rizoides en la parte ventral, los anteridios fueron circulares de 41.6 (46) 50 um de
diametro y se encontraban en la base del protalo (7 A y 7B). En algunos anteridios se apreci6 la
formacion de anterozoides inmaduros.
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Fig. 7. Gametofitos unisexuados masculinos y detalle de los anteridios. 7A. Gametéfito cordado con cauda (c)
mostrando con el circulo el sitio donde se desarrollaron los anteridios. 7B. Detalle de anteridios (an) mostrando
algunos anterozoides inmaduros (ant) en el interior.

Arquegonios

Se desarrollaron en todos los sustratos y después que los anteridios en gametofitos unisexuales.
La forma de los protalos fue cordada a cordada-lobulada, formaron un cojinete con mas de 50
rizoides en la parte ventral.

Los arquegonios se apreciaron en los tres sustratos (Fig. 8). En maquique los arquegonios se
desarrollaron de los 334 a los 428 dias (Fig. 8 A) en protalos cordados a cordados-lobulados
sobre un cojinete recorriendo toda la parte media. En musgo se apreciaron de los 167 a los 428
dias (Fig. 8B) localizados en la parte central de los gamet6fitos cordados-lobulados sobre un
cojinete. En tierra de hoja de los 222 a los 308 debajo de la escotadura sobre un cojinete
formando una media luna (8C). En todos los protalos se observaron gran cantidad de rizoides,
mas de 50 y arquegonios inmaduros (Fig. 8D).

Fig. 8. Desarrollo de los arquegonios en los tres sustratos a los 308 dias. 8A. Gametofito cordado en maquique con
arquegonios sobre un cojinete recorriendo toda la parte media. 8B. Gametofito cordado-lobulado en musgo, en la
parte central se encuentran los arquegonios sobre un cojinete. Gametofito cordado en tierra de hoja con los
arquegonios sobre un cojinete debajo de la escotadura formando una media luna. Cojinete y arquegonios (co-ar).
Rizoides (1).

Formacion de la yema apogamica

Se presentd en los tres sustratos (Fig. 9). En maquique a partir del dia 351 hasta los 456 (Fig.
9A), en musgo partir de los 351 dias hasta los 456 dias (Fig. 9B) y en tierra de hoja inicio el dia
202 hasta los 308 (Figs. 9C).
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Fig. 9. Desarrollo de la yema apogéamica (flecha). 9A.- Maquique a los 473 dias. 9B.- Musgo a los 351 dias. 9C.-
Tierra de hoja a los 202 dias.

Esporéfito

Se presento en los tres sustratos (Fig. 10); en maquique se aprecio a partir de los 351 a los 473
dias constituido por un peciolo de 4.5 mm de largo, una lamina entera oblanceolada con
venacion dicotomica y tricomas de 1.7 mm de largo, esparcidos que cubren el peciolo y margen
del primofronde (Fig. 10 A). En musgo se observaron a partir de los 456 a los 473 dias, los
esporoéfitos presentaron un peciolo de hasta 4.9 mm de largo, con dos tipos de laminas, una
entera oblanceolada y otras flabeladas con venacion dicotdmica y pequefios tricomas dispersos
de 1 mm de largo que cubren el peciolo y margen de la lamina (Fig. 10B). En tierra de hoja se
observo a los 473 dias con un peciolo de hasta 4.5 mm de largo, con laminas enteras a
oblanceoladas y otras de forma flabelada con venacion dicotomica y tricomas dispersos de 1.7
mm de largo que cubren peciolo y primofrondes (Fig. 10 C). La observacion del experimento
terminoé a los 473 dias, fecha en que se comenzaron a observar esporofitos en el tltimo sustrato
en que se desarrollaron y que fue el de tierra de hoja.

En los esporodfitos se encontré el mismo desarrollo morfogénico en los tres sustratos, en los
esporofitos mas jovenes como los de la Fig. 15 A, a los 351 dias mostraron solo laminas
foliares enteras, en dias posteriores esos frondes comienzan a dividirse y forman una lamina
flabelada como se muestra en las Figs. 15 By 15 C a los 356 y 473 dias respectivamente y asi
continda la division de la lamina hasta la formacion esporofitos con laminas mas divididas y
mas grandes.

Fig. 10. Esporofitos jovenes. 10A.- Maquique 351 dias. 10B.- Musgo 356 dias. 10C.- Tierra de hoja 473 dias.
Lamina foliar (1). Peciolo (p). Raiz (ra).
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El cuadro 1 muestra la comparacion del desarrollo morfogénico de Asplenium blepharophorum
en los tres sustratos, lo cual permitird analizar los tiempos de desarrollo, las diferencias en el
desarrollo morfogénico de las fases y asi poder definir el mejor sustrato para esta planta. En la
figura 11 se sintetiza el desarrollo de los gametofitos y espordfitos de esta especie,

Cuadro 1. Etapas del desarrollo morfogénico de Asplenium blepharophorum en los tres sustratos.

Fases de Tipos de germinacién, Maquique (los . Maquique (los
e . o Musgo (los niimeros , o
desarrollo desarrollo protalico y nimeros indican 2. , nimeros indican
P , indican dias) ,
morfogénico otros datos dias) dias)
Germinacion Vittaria A partir 29 A partir 29 A partir 29
Gamet6fito joven Aspidium 46-81 46-81 46-81
Gametofito 92-456 unisexuados | 81-456 unisexuados 56-456 unisexuados
cordado femeninos femeninos y masculinos | femeninos y masculinos
Anteridios Protandria, se apreciaron No se observaron 154-428 en la parte Solo se observaron a
inmaduros basal de gametofitos | los 111 dias en la parte
con cauda basal de gametofitos
con cauda
Arquegonios Se apreciaron inmaduros 334-428 167-428 Gametofitos | 222-308 Gametofitos

Gametofitos con

con cojinete ventral y

con cojinete ventral y

cojinete ventral y abundantes rizomas abundantes rizomas
abundantes rizomas
Yema apogamica 351-456 351-456 202-308
Esporo6fito Apogéamico 351-473 456-473 473 fin de muestreo

Protalos masculinos
ausentes en maquique

Fig. 11. Sintesis del desarrollo morfogénico de Asplenium blepharophorum Bertol. A.- Ejemplar herborizado de
donde se obtuvieron las esporas. B.- Esporas (40x). C.- Germinacion tipo Vittaria (10x). D.- Diferentes estadios de
desarrollo de los gametofitos (10x). E.- Desarrollo protalico tipo Aspidium (10x). F.- Protalo cordado mostrando
tricomas marginales y rizoides (10x). G.- Gametofito cordado unisexuado femenino con arquegonios debajo de la
escotadura y cojinete. (10x). H.- Detalle de arquegonios inmaduros (40x). I.- Protalo cordado unisexuado masculino
con cauda, con el circulo se muestra el sitio donde se encuentran los anteridios (10x). J.- Detalle de los anteridios

(40x). K.- Detalle de la yema apogamica (10x). L.- Esporofito joven (10x).
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DISCUSION

Al comparar los resultados del cuadro 1 se aprecia que los tres sustratos presentaron las mismas
etapas del desarrollo morfogénico de Asplenium blepharophorum, excepto en el sustrato de
maquique que no se formaron anteridios. En el musgo estos gametangios se observaron durante
274 dias, entre los 154 hasta los 428 después de la siembra; en tierra de hoja solo se apreciaron
el dia 111 después de la siembra. Durante las observaciones del desarrollo morfogénico de esta
especie, las condiciones de luz, humedad y temperatura se mantuvieron controladas, asi que las
diferencias que se encontraron en este trabajo se deben a las particulares de los sustratos. Los
tres sustratos que se utilizaron son elementos de los bosques mesoéfilos de montafia, aunque en
particular, en el sitio de recoleccion del ejemplar no se presentan helechos arborescentes; la
especie puede encontrarse con habitos terrestres y epifito. La factibilidad de reproducir esta
especie se encuentra en los tres sustratos, sin embargo, en maquique los esporéfitos se
empezaron a desarrollar a los 351 dias, esto es, 105 dias antes que el musgo y 122 antes que en
tierra de hoja.

En maquique, musgo y tierra de hoja se obtuvieron espordfitos apogamicos y el nimero de
esporas por esporangio fue en la mayoria de 32 esporas y solo en dos se contaron 26, lo cual
nos lleva a considerar que es una entidad hibrida o poliploide y que por lo tanto,
independientemente del sustrato, no hubo reproduccion sexual al no madurar los gametangios,
situaciones que se han observado en otras especies del complejo Asplenium auritum cubano-
monodon (Regalado, Prada, & Gabriel y Galan, 2010, pag. 137) y en otros géneros como Pteris
(Huang, Chou, Hsieh, Wang, & Chiou, 2006, pags. 262-263; Huang, Hsu, Hsieh, Chou, &
Chiou, 2011, pag. 79).

En el caso particular de los sustratos, Watson & Vazquez (1981, pag. 7) indican que el
microhabitat es trascendental en la historia de vida de las especies y las propiedades del sustrato
son importantes. Segln estos autores el desarrollo apropiado del esporofito requiere de la
asociacion con musgos, ya que este evita la desecacion y a la raiz del helecho joven le otorga
agentes antimicoticos. Bryan & O'Kelly (1967, pag. 27) mencionan que Woodsia obtusata
requiere de ciertas cantidades de calcio para que se desarrolle el espor6fito y debido a eso se
asocia a diferentes especies de musgo. En Woodsia mollis (Vivero-Baron, Arreguin-Sanchez,
Quiroz-Garcia, Fernandez-Nava, & Acosta-Castellanos, 2012, pag. 82) encuentran que el
desarrollo del espordfito solo ocurrid en el musgo debido posiblemente a la relacion con el
calcio que requieren las especies de woodsias hasta ahora estudiadas. Lo anterior, nos lleva a
sustentar que los sustratos son de vital importancia para el desarrollo morfogénico de los
helechos y que las diferencias encontradas en A. blepharophorum se deben a los componentes
de cada uno de ellos.

Al analizar el papel de cada uno de los sustratos en el desarrollo morfogénico de Asplenium
blepharophorum, el musgo y la tierra de hoja proporcionan a los gametofitos elementos
nutritivos que pueden ser aprovechados para la germinacion de las esporas y las siguientes fases
de desarrollo. El maquique es un sustrato usado tradicionalmente para el cultivo de orquideas,
bromelias, helechos y otras plantas epifitas compuesto por raices muertas que conservan por
mucho tiempo la humedad, tiene buen drenaje y se descomponen lentamente (Palacios Rios, sin
fecha http://naturalia.org.mx/publicaciones/helechos_arborescentes-compressed.pdf) y por las
observaciones que hemos realizado en los cultivos de helechos, este material sirve para la
fijacion de los gametofitos desde la fase filamentosa hasta la adulta y esto también nos llevaria
a dilucidar que en las primeras fases de desarrollo de los helechos es muy importante un sitio de
fijacion para los gametofitos.

Wagner y Evers (1963), Farrar (1967), McAlpin y Farrar (1978) estudiaron en diferentes
regiones y especies, la relacion de la dispersion de las esporas y la distribucion geografica de
los esporofitos e indican, que los protalos alcanzan mayor area de dispersion que los
esporofitos. A través de estudios ecologicos y fisiolodgicos encuentran que la existencia final de
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los esporodfitos depende de la fecundacion en la generacion de gametofitos y esto es lo que
marca los patrones de distribucion que, ademas, tienen que ver con presiones selectivas como
luz, temperatura y sustratos que actiian sobre las generaciones gametofitica y esporofitica y que
tienen un impacto Unico en la ecologia y fisiologia de una especie. Lo anterior sostiene la
importancia de los sustratos para el desarrollo de los esporofitos y explicaria el desarrollo
morfogénico de gametofitos y espordfitos en los tres sustratos de 4. blepharophorum que son
propios de los bosques mesofilos de montafia, de los bosques de pinos y pinos-encino donde
crece esta especie.

Al comparar los resultados de esta investigacion con la informacion bibliografica recabada, se
aprecio que las descripciones de las diferentes investigaciones del desarrollo morfogénico de
los gametofitos y esporofitos son heterogéneas, razon por la cual los datos que se aportan son
las partes que incluyen los diferentes trabajos.

Con relacion a las esporas del género Asplenium (Tryon & Lugardon, 1991, pags. 541-542), las
han descrito en lo general como monoletes, de tamafios y formas variables, con exosporio
cavado, generalmente con columelas que sostienen al fectum en la parte interna, superficie con
pliegues generalmente prominentes, formando largas alas (o sin ellas), crestadas, equinuladas o
reticuladas o con las areolas entre pliegues lisos o generalmente equinadas, fenestradas o
reticuladas. Las especies de Asplenium daroides Desv. y A. monanthes L. descritas por (Lavalle
y Prada, 2007, p. 17; Sanchez-Montiel, Arreguin-Sanchez. Fernandez-Nava, 2008, p. 35)
respectivamente, cumplen con las descripciones generales de las esporas del género al igual que
las de Asplenium blepharophorum.

Al comparar los datos aportados por otros autores que estudiaron diferentes especies del género
Asplenium, coinciden que la germinacion de las esporas es tipo Vittaria segiin Herrero, Prada,
Pangua, Escudero, Rubio y Pajaron (1993, p. 67) para cuatro subespecies de Asplenium
trichomanes 'y Séanchez-Montiel, Arreguin-Sanchez y Fernandez-Nava, (2008, p. 29) para
Asplenium monanthes también la mencionan. Asplenium blepharophorum también presenta este
tipo de germinacion.

El tiempo de inicio de la germinacion varié segun la especie, en las cuatro subespecies de
Asplenium trichomanes L. (Herrero, Prada, Pangua. Escudero, Rubio y Pajarén, 1993, p. 70)
fue entre los 5 a los 20 dias. Para Asplenium trichomanes spp. trichomanes (Muccifera y Gori,
1995, p. 266) fue de los 8 a 10 dias. En el complejo Asplenium adiantum-nigrum (Prada.
Pangua, Pajaron Herrero, Escudero y Rubio, 1995, p. 109) se llevo a cabo entre los 10 dias
hasta los tres afios. Para Asplenium dareoides (Lavalle y Prada, 2007, p. 18) se obtuvo a los 10
dias. En el caso de Asplenium monanthes (Sanchez-Montiel, Arreguin-Sanchez. Fernandez-
Nava, 2008, p. 34) a los 28 dias y (Testo y Walkins, 2013, p. 2262) se present6 de los 6 a los
120 dias. En Asplenium blepharophorum se observo a los 29 dias lo cual se encuentra entre los
rangos de tiempo de las otras especies.

El desarrollo protalico en Asplenium blepharophorum fue el tipo Aspidium que se comparte con
autores como (Prada. Pangua, Pajaron Herrero, Escudero y Rubio, 1995, p. 107; Lavalle y
Prada, 2007, p. 34 y Sanchez-Montiel, Arreguin-Sanchez. Fernandez-Nava, 2008, p. 34), en
muchos trabajos no se incluye este dato, sin embargo, Herrero, Prada, Pangua. Escudero, Rubio
y Pajaron (1993, p. 70), al observar el desarrollo protilico de tres subespecies de Asplenium
trichomanes, ssp. tricomanes, A. trichomanes ssp. quadrivalens y A. trichomanes ssp.
pachyrachis consideran que es de tipo Adiantum, es decir, que los protalos no presentan
tricomas marginales en las primeras etapas de formacion de los gametofitos y estos se presentan
después de los 30 a los 40 dias.

En el complejo Asplenium auritum-monodon también mencionan como desarrollo protalico el
tipo Adiantum (Regalado, Prada y Gabriel y Galan, 2010, p. 137). Asi también (Muccifera y
Gori, 1995, p. 266-269) estudiaron Asplenium trichomanes ssp. tricomanes y si bien, no
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mencionan el tipo de desarrollo protalico, por las fotomicrografias que incluyen es evidente que
se trata del tipo Adiantum y muestran gamet6fitos adultos cuyo margen no presenta tricomas y
mas bien, el término tricomas corresponden a rizoides que se producen en la parte ventral de los
talos. Lo anterior sugiere que el desarrollo protalico en el género Asplenium puede ser de tipo
Aspidium o Adiantum. En Asplenium blepharophorum es el tipico desarrollo Aspidium con
tricomas en el margen de los protalos, los rizoides se encuentran en la parte ventral y que al
momento de desarrollarse los gametangios adultos son abundantes y en particular en los
gamet6fitos femeninos.

Una vez que los gametofitos presentan la forma cordada comienzan a diferenciarse los
gametangios, los anteridios antes que los arquegonios que se presentan por lo menos dos
semanas antes que los arquegonios segun datos de Herrero, Prada, Pangija, Escudero (1993)
para las cuatro subespecies de Asplenium trichomanes; Prada, Pangua, Pajaron, Herrero,
Escudero y Rubio (1995) para el complejo Asplenium adiantum-nigrum. Lavalle y Prada (2007)
para A. dareoides y Estrelles e Ibars (2017) para 4. mayoricum. En Asplenium blepharophorum
los anteridios se presentan primero y varios dias después los arquegonios, concretamente en
musgo los anteridios se observaron 13 dias antes que los arquegonios, en tierra de hoja a los
111 dias antes que los gametangios femeninos y en maquique no se formaron.

En relacion a la diferenciacion sexual de los gametofitos se cita que en el complejo de
Asplenium adiantum-nigrum los gametofitos son unisexuales masculinos, femeninos y
bisexuados, los tres tipos se encuentran en un mismo cultivo, ademas observaron que los
gametofitos con anteridios son mas pequefios que los femeninos y bisexuados (Prada, Pangua,
Pajaron, Herrero, Escudero y Rubio, 1995). En Asplenium monanthes se describe la
bisexualidad de los prétalos y ambos gametangios alcanzaron la madurez (Sanchez-Montiel,
Arreguin-Sanchez y Fernandez-Nava, 2008). Lo mismo ocurre con Asplenium trichomanes ssp.
tricomanes donde se mencionan gameto6fitos bisexuados con arquegonios que constan de cuatro
filas de cuatro células y anteridios que consisten en células operculares, anulares y basales, lo
cual indica que alcanzaron la madurez (Muccifera y Gori, 1995).

Para Asplenium doroides se muestran tanto anteridios como arquegonios, sin embargo,
explicitamente no se especifica si se encuentran en prétalos unisexuados o en gametofitos
bisexuados (Lavalle y Prada, 2007), lo mismo sucede con Asplenium majoricum (Estrelles e
Ibars, 2017) y aunque no se menciona este dato, en las fotomicrografias de estos trabajos se
aprecia que tantos anteridios como arquegonios alcanzaron la madurez.

En Asplenium blepharophorum se encontraron datos diferentes a los anteriores, como
gametofitos estrictamente unisexuados femeninos y masculinos que se presentan en un mismo
cultivo como ocurre en el complejo Asplenium adiantum-nigrum (Prada, Pangua, Pajaron,
Herrero, Escudero y Rubio, 1995), pero nuestro estudio difiere en que no se observaron protalos
bisexuados y la diferenciacion entre gametdfitos no es tanto en el tamafio cuando son
masculinos o femeninos, sino mas bien en la presencia de cauda en los masculinos y la ausencia
de esta en los femeninos. Otra diferencia de Asplenium blepharophorum con relaciéon a los
demas trabajos es que en el sustrato de maquique no se formaron anteridios y los protalos
femeninos desarrollaron un cojinete que demarc6 la zona de desarrollo de los arquegonios,
estructura que no se habia mencionado con anterioridad en otras investigaciones.

Schneller (2013, pag. 145) indica que estd demostrada la presencia de anteridiégenos que se
reconocen como feromonas empleadas por algunas especies de helechos para favorecer la
reproduccion sexual y que preferentemente se han investigado en medios nutritivos. Este autor
seflala que hay pocos estudios en relacion de lo que sucede en el medio natural; las primeras
evidencias de los efectos de los anterididgeno en estudios de campo resaltan observaciones
relacionadas con el patron de desarrollo y la sexualidad que se estudiaron en los gametofitos de
Asplenium pimpinellifolium Fée y Lygodium heterodoxum Kunze, con estas observaciones se
explica las diferentes etapas de la sexualidad de estos helechos. En Asplenium blepharophorum
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la formacion de anteridios y arquegonios en musgo y tierra de hoja y la ausencia de anteridios
en el maquique, puede deberse a la accion de los anterididgenos que estan influyendo en los
patrones de sexualidad en este sustrato.

En el género Asplenium, (Regalado, Prada, Gabriel y Galan, 2010) encontraron que en el
complejo Asplenium auritum cubano-monodon ocurre la formacion de espordfitos sexuales y
apogamicos. En A. auritum que es un helecho sexual contiene 64 esporas por esporangio,
mientras que A. monodon que es una especie apdgamica produce 32 esporas. También estos
autores observaron caracteres morfologicos apogamicos en A. monodon y en A. X
lellingerianum con esporas principalmente abortadas y donde los arquegonios se produjeron
regularmente en ambos superficies dorsal y ventral del protalo, pero parecian ser algo gruesos y
con cuellos inusualmente largos, los anteridios fueron escasos y los anterozoides parecian no
ser funcionales y se produjeron esporéfitos apogamico. Los autores no mencionan la presencia
de yema apogamica en el desarrollo morfogénico, que pudiera ser indicio de hibridacion o
poliploidia. De acuerdo a estos autores la presencia de 32 esporas en Asplenium
blepharophorum indicaria el origen apogamico de esta especie, lo cual se corrobord en esta
investigacion.

Sheffield, 2013, menciona que la apogamia se presenta en los ciclos de vida de los helechos
apogamicos obligados y se caracteriza por dos eventos consecutivos: el nimero de cromosomas
que normalmente se reducen en la meiosis, aqui no sucede y esto significa, que las esporas
tienen el mismo nimero de cromosomas que la planta madre y la formacion del espor6fito se
realiza sin la unioén de los gametos y se desarrolla directamente del tejido gametdfitico. La
apogamia facultativa puede suceder debido a condiciones externas o del cultivo como exceso o
carencia de agua para la planta, exceso de nutrientes entre otros.

Con base en lo anterior, Asplenium blepharophorus es una especie apogamica donde
posiblemente no tuvo lugar la reduccion del nimero de cromosomas en la meiosis, situacion
que so6lo se comprobaria con el conteo cromosémico para considerarla apogamica obligada o
bien, al guiarnos por el numero de esporas presente en los esporangios, que en este caso son de
32 esporas, este rasgo asegura la apogamia obligada como lo explica (Regalado, Prada, Gabriel
y Galan (2010) para el complejo Asplenium auritum cubano-monodon. Esto también esta
avalado por otros trabajos en otros géneros de helechos como sucede en Pferis (Huang, Chou,
Hsieh, Wang y Chiou, 2006; Huang, Hsu, Hsieh, Chou y Chiou, 2011; Martinez, 2010). Por lo
anterior se considera que 4. blepharophorus no es una especie apogamica facultativa, debido a
que la técnica de cultivo ocupa sustratos naturales y no quimicos como los medios de cultivo y
las esporas no estuvieron sometidas a condiciones ambientales estresantes y mas bien, la
apogamia que sucede en este taxon es obligada al presentarse 32 esporas por esporangio.

Los hibridos tienen ciclos apogamicos obligados y esta es una condiciéon dominante, ademas
hay una mayor proporcion de esporangios en los que no se forman nucleos de restitucion, lo
que da como resultado 16 células madres de esporas en lugar de ocho. La meiosis entonces es
irregular y da como resultado menos de 64 esporas, algunas colapsadas y en gran parte
inviables Bell (1992, pag. S131). En 4. blepharophorum se contaron en la gran mayoria de los
esporangios 32 esporas y solo en dos 26, lo que sugeriria un posible origen hibrido de esta
entidad taxondmica, aunque no se observaron esporas colapsadas.

Los procesos de hibridacion han sido ampliamente estudiados en el género Asplenium donde se
ha observado que son comunes (Pangua, Prada, Pajaron y Salvo, 1992, p. 1-13; Pérez &
Fernandez, 1992, pags. 15-25; Pérez & Fernandez, 1996, pags. 106-125 y Hunt, Ansell, Russell,
Schneider y Vogel, 2011, p. 143). En estos trabajos se reconoce la hibridaciéon con base en
analisis citologicos y conteo de cromosomas, pero no en el desarrollo de gametofitos y de
esporofitos.
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Existen evidencias que en el género Asplenium pueden presentarse hibridaciones y poliploidias
que estan probadas por caracteres morfoldgicos, conteo de cromosomas y biologia molecular.
La presencia de entidades de origen poliploide en helechos se explica a través de numerosas
meiosis que aumentan la probabilidad de formacion de esporas poliploides, que desarrollaran
gamet6fitos poliploides bisexuados que por autofecundaciéon intragametofitica formaran
esporofitos poliploides (Haufler, 2013, pags. 318-321). Estrelles e Ibars (2017), estudiaron la
germinacién de esporas y caracterizacion del desarrollo de los gametdfitos de Asplenium
majoricum con formacion de gametdfitos, gametangios y esporofitos. De acuerdo (Hunt,
Ansell, Russell, Schneider y Vogel, 2011) esta entidad taxonémica se trata de un alotetraploide,
sin embargo, Estrelles ¢ Ibars (2017) no mencionan la formacion de yema apogamica lo que
implicaria el desarrollo sexual de los esporofitos, entonces como explicar los resultados del
desarrollo morfogénico de A. majoricum al ser una especie poliploide y desarrollar esporofitos
se origen sexual.

La explicacion a los resultados de Estrelles e Ibars (2017) puede argumentarse por lo propuesto
por (Hunt Ansell, Russell, Schneider y Vogel, 2011), quienes citan que en A. majoricum,
pueden encontrarse poblaciones diploides y una gran mayoria de poliploides que al parecer
estas son mas exitosas en el aislamiento geografico en relacion al progenitor diploide. Estos
autores no hacen mencién a la importancia de la apogamia en la biologia reproductiva, aunque
seguramente es parte de las estrategias para aprovechar la oportunidad ecolodgica y facilitar el
establecimiento de poblaciones poliploides. Por lo anterior, es probable que en el trabajo de
Estrelles e Ibars (2017, p. 1-6) se realizo el estudio de los gametofitos en organismos diploides
y no en poliploides. Por la informacion referida, queda claro que en el género Asplenium puede
haber hibridaciones, poliploidias, asi como progenitores diploides que tienen la encomienda de
la reproduccion sexual.

La formacion de espordéfitos en cultivos se cita en Asplenium platyneuron (Crist & Farrar, 1983,
pag. 1809), quienes mencionan haber obtenido esporéfitos producto de la siembra de esporas
entre un 89 a 93%. Con A. monanthes (Sanchez-Montiel, Arreguin-Sanchez y Ferndndez-Nava,
2008, p. 29) obtuvieron esporofitos sexuales a los 349 dias. En 4. auritum, A. monodony A. x
lellingerianum (Regalado, Prada, Gabriel y Galan, 2010, p. 237) indican la formacion de
esporofitos sexuales en la primera especie y en A. monodon 'y A. % lellingerianum fueron
apogamicos. En el caso de A. scolopendrium var. americanum (Testo y Waikins, 2013 2261)
indican la formacién de muy pocos esporofitos que se originaron a los 200 dias después de la
siembra de esporas y no se menciona el origen de los mismos. En A. majoricum (Estrelles e
Ibars, 2017, p. 3) obtuvieron espordfitos y no se menciona el origen. En 4. blepharophorum se
desarrollaron espor6fitos apogamicos en los tres sustratos, lo que sugiere un origen hibrido o
poliploide de la especie.

Se estudi6 el hibrido Asplenium xaran-tohanum que coexiste con sus especies parentales A.
billotii y A. tricomanes subsp. quadrivalens en Europa occidental. La investigacion consistio en
la caracterizacion completa de las tres entidades y encontraron que el hibrido tiene caracteres
morfolégicos en su mayoria intermedios entre los padres, se detectd que los padres y el hibrido
son tetraploide, los padres de 4. billotii solo desarrollaron gametangios femeninos. Solo el 7%
de las esporas fueron viables y los gametofitos resultantes no podian formar esporéfitos, ni
sexual ni apogamicos, lo que sugiere que existen barreras postcigoticas entre los padres. Este
helecho es incapaz de completar su ciclo de vida o producir descendencia viable, al parecer,
este es un raro ejemplo de hibridacion en helechos (De la Fuente, Gabriel y Galan, Molino,
Sessa y Quintanilla 2020, p. 1). En A. blepharophorum las esporas fueron viables, no se
observaron colapsadas, se produjeron gametangios inmaduros y en maquique solo desarrollaron
arquegonios, como sucedié en A. billotii, pero finalmente en los tres sustratos se formaron
esporofitos apogamicos.
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CONCLUSIONES

Las etapas del desarrollo morfogénico fueron las mismas en los tres sustratos, con germinacion
de las esporas tipo Vittaria, sin esporas colapadas; desarrollo morfogénico de los gametofitos
tipo Aspidium, unisexuados con dimorfismo sexual, los gametangios masculinos se
desarrollaron en prétalos con cauda y los femeninos con la forma tipica cordada a cordada-
lobulada con gran cantidad de rizoides ventrales y cojinete. En el sustrato de maquique
estuvieron presentes solo arquegonios. La presencia de cojinete en los gametdfitos femeninos
no se ha citado en otros trabajos para el género Asplenium.

Los anteridios y arquegonios no maduraron y los espordfitos fueron de origen apogamico, los
esporofitos jovenes se presentaron a partir de los 351 dias en maquique, 356 en musgo y 473 en
tierra de hoja.

La presencia de gametangios que no maduraron, la formacion de esporéfitos apogamicos y la
presencia de 32 esporas por esporangios son eclementos para considerar que Asplenium
blepharophorum se trata de una entidad hibrida o poliploide.
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