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Abstract: Gametophyte development in Mexican species of Gleicheniaceae ferns. In Mexico, the
Gleicheniaceae family is represented by different species such as Dicranopteris flexuosa, Diplopterygium ban-
croftii, Gleichenella pectinata, Sticherus bifidus, S. brevipubis, S. palmatus and S. underwoodianus. Currently,
few studies have described the gametophytes of some species in this family, and our objective was to contribute
to the knowledge, and to describe and compare different aspects of their germination, gametophyte development,
and to determine if the prothallus characters are useful for taxonomic delimitations in the group. For this pur-
pose, specimens and spores of each taxon were collected in the field, spores were sown in Petri dishes containing
agar and Thompson nutrient medium, and grown in a plant growing chamber under controlled conditions of
light (12 hr light/darkness), (50 %) humidity, and temperature (18 °C night, 25 °C day). Additionally, observa-
tions of fresh materials were made and photomicrographs were taken using both optical and scanning electron
microscopes. Our observations allowed distinguishing two types of germination Gleichenia and Cyathea; and
three types of prothallial development Marattia, Osmunda and Drynaria. Gametangia presented more than three
cells, and this is considered a primitive feature by other authors. As some variations in the germination type were
observed and have not previously been reported in the literature for this family, and because of the heterogenity
in the patterns of the prothallial cell development, and gametangia of more than four cells, it is important to
broaden the study to other species, in order to determine the taxonomic value of the morphological characters of
the gametophyte, as well as to determine if these variations are present in other species of the family. Rev. Biol.
Trop. 65 (3): 939-952. Epub 2017 September 01.
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La familia Gleicheniaceaec agrupa entre
125 y 165 especies a nivel mundial (Smith et
al., 2006; Christenhusz & Chase, 2014). En
Meéxico esta representada por cuatro géne-
ros y siete especies: Dicranopteris flexuosa
(Schrad.) Underw., Diplopterygium bancrof-
tii (Hook.) A. R. Sm., Gleichenella pectina-
ta (Willd.) Ching, Sticherus bifidus (Willd.)
Ching, S. brevipubis (Christ.) A. R. Sm., S.
palmatus (W. Schaffn. ex E. Fourn.) Copel. y

S. underwoodianus (Maxon) Nakei; crecen en
un intervalo altitudinal de 100 hasta los 3000
msnm (Mickel & Smith, 2004). Los esporofitos
de esta familia son de habito terrestre-trepador,
se encuentran en taludes de carreteras o en
sitios abiertos y expuestos a la luz solar (Smith
et al., 2006; Mehltreter, Walker, & Sharp,
2010); tienen rizomas superficiales largamente
rastreros, hojas monomorfas y ldminas dividi-
das pseudodicotomicamente; yemas en la axila
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de las bifurcaciones y esporas monoletes o
triletes (Tryon & Lugardon, 1991; Smith et al.,
2006; Velazquez-Montes, 2012).

En trabajos previos sobre el estudio de
los gametofitos, se reporta una germinacion
de tipo Gleichenia para Gleichenia pectinata
y G. rupestris (Nayar & Kaur, 1971) y de tipo
Marattia (amorfo) en Sticherus bifidus (Stokey,
1950; Haufler & Adams, 1982). Respecto al
desarrollo protalico, Stokey (1950) reporta un
desarrollo heterogéneo en los gametofitos de
la familia; sin embargo, Nayar y Kaur (1969)
mencionan el tipo Drynaria como patrén gene-
ral. Debido a la escasa informacion sobre los
protalos de Gleicheniaceae y en especial para
las especies mexicanas, se considera impor-
tante describir, comparar y aportar informa-
cion detallada del desarrollo protalico de las
especies de México para complementar la
informacién y determinar si los caracteres
de los gametofitos obtenidos, junto con las
caracteristicas del esporofito, puedan ser utili-
zados en la taxonomia para apoyar la posicion
basal de la familia dentro del grupo de los
helechos leptosporangiados.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion del material fértil y de res-
paldo: El estudio se realiz6 a partir del mate-
rial recolectado en localidades de los estados
de Oaxaca, Puebla y Veracruz México, entre
diciembre 2011 y diciembre 2012. Durante este
periodo se obtuvieron un total de 16 niimeros
de recolecta de los cuales dos o tres niimeros
correspondieron a cada una de las especies
mexicanas de Gleicheniaceae (Cuadro 1). Para
cada ejemplar (nimero de recolecta), se separa-
ron pinnas con soros maduros que fueron colo-
cadas dentro de 15 a 20 sobres que se dejaron
secar a temperatura ambiente durante una sema-
na para propiciar la apertura de los esporangio
y la liberacion de las esporas (Farfan-Santillan,
2014). Una vez transcurrido este tiempo, el
contenido de los sobres se pasod por un tamiz
de malla metalica de 0.074mm para eliminar
restos de esporangios y fragmentos de pinnas;
las esporas obtenidas se depositaron en frascos

plasticos de 3.5 cm de didmetro por 4 cm de
altura, que fueron tapados y preservados en
refrigeracion (8 - 10 °C) durante dos semanas,
antes de ser sembradas en las cajas con agar.
Los ejemplares de respaldo fueron determi-
nados hasta especie, con la ayuda de claves
de identificacion de Mickel y Smith (2004).
Una vez procesados, fueron depositados en la
coleccion del Herbario UAMIZ (Universidad
Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa).

Evaluacién del tipo de germinacién y
desarrollo protalico: Para determinar el tiem-
po, el tipo de germinacion y dar seguimiento
a los distintos estados de desarrollo protalico,
para cada una de las especies, se sembraron
esporas en cinco cajas de Petri de 5 cm de dia-
metro, que contenian agar y medio nutritivo de
Thompson (Klekowski, 1969), para ello se uti-
lizaron pinceles de pocas cerdas para asegurar
una densidad de 100 a 150 esporas por cm?. Las
cajas se rotularon con el nombre de la especie,
nimero de recolecta y fecha de siembra, se
colocaron en bolsas de plastico transparentes,
fueron cerradas y colocadas dentro de una ger-
minadora de plantas (Lumistell ICP 19), con
un fotoperiodo de 12 hr luz/oscuridad, a una
temperatura de 18 °C (noche) y 25 °C (dia),
con una humedad controlada de 50 %.

Los cultivos se revisaron cada tercer dia
para determinar el tiempo transcurrido desde
la siembra hasta la aparicion del primer rizoi-
de, lo cual marca el inicio de la germinacion
de la espora. Una vez que se observo la ger-
minacion de las primeras esporas (Stokey,
1950), se realizaron observaciones diarias y
se registré durante dos semanas el niimero de
esporas germinadas. Se hicieron preparaciones
en fresco de esta primera etapa de germinacion,
se tomaron fotomicrografias con una camara
digital Olympus modelo C-5060 adaptada a un
microscopio optico Olympus BX-41. A partir
de las fotomicrografias tomadas y segin los
criterios propuestos por Nayar y Kaur (1971),
se definieron los tipos de germinacion para las
especies mexicanas de Gleicheniaceae.

Para determinar el patron de desarrollo pro-
talico, semanalmente se abrieron los cultivos
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Especie

Dicranopteris
Slexuosa

Diplopterygium

bancrofiii

Gleichenella
pectinata

Sticherus bifidus

S. brevipubis

CUADRO 1

Géneros y especies de la familia Gleicheniaceae recolectadas en el campo

TABLE 1

Genera and species of the Gleicheniaceae family collected in the field

No. de recolecta

N. Farfan S. 30

N. Farfan S. 31

N. Farfan S.

—_

4

N. Farfan S.

—_

6

N. Farfan S. 7

N. Farfan S. 21

N. Farfan S. 28

N. Farfan S. 9

N. Farfan S. 22

N. Farfan S. 25

N. Farfan S.

—_

7

N. Farfan S. 23

Localidad Coorde'nadas Tipo 'de vegetacion y Mes de
geograficas altitud en msnm recolecta
9 km después de Putla, rumboa  16°58°45” N, BPE, 752 m Diciembre 2012
Pinotepa Nacional, Mpio. Putla ~ 97° 53°50” W
Villa de Guerrero, Oaxaca.
7 km después de San Marcos 16°56’30” N, BTC,963 m Diciembre 2012
Coyulito, carretera Pinotepa 97° 55 46” W
Nacional-Putla, Mpio. Putla
Villa de Guerrero, Oaxaca.
5 km después de Atotocoyan, 19°56’31” N, BPE, 1253 m Diciembre 2011
carretera Tlatlauquitepec- 97°25 37" W
Mazatepec, Mpio.
Tlatlauquitepec, Puebla.
Puente el Tablazo, 9 km después  19° 50’26” N, BMM, [ 140 m Abril 2012
de Atzalan sobre la carretera 97°13°26” W
Altotonga-Tlapacoyan, Mpio.
Atzalan, Veracruz.
1 km después de Cruz Verde, 19°54°10”N, BMM, 1 113 m Diciembre 2012
hacia Hueytamalco, Mpio. 97°27 21" W
Hueytamalco, Puebla.
Rancho San Bartolo, 7 km 19°12°42” N, BMM, 1438 m Abril 2012
después de Ohuapan, Mpio. 96° 59° 54” W
Tlaltetela, Veracruz.
3 km después de San Felipe 17°52’ 11’ N, BPE, 198 m Diciembre 2012
Usila, rumbo a San Juan 96° 31’ 59" W
Bautista, Mpio. San Felipe
Usila, Oaxaca.
3 km antes de llegar a 20°02°51”N, BMM, 980 m Diciembre 2011
Cuetzalan, Mpio. Cuetzalan del ~ 97° 30’ 19" W
Progreso, Puebla.
3 km antes de llegar a Huatusco  19° 10°42” N, BMM, 1 310 m Abril 2012
sobre la carretera Totutla- 96° 57°43” W
Huatusco, Mpio. Huatusco,
Veracruz.
7.5 km después de San Juan 18°02°41” N, BE, 1390 m Diciembre 2012
Coatzospam sobre la carretera 96° 42’ 48” W
Huahutla-San Felipe Jalapa
de Diaz, Mpio. San Juan
Coatzospam, Oaxaca.
Puente el Tablazo, 9 km después  19° 50°26” N, BMM, 1 140 m Abril 2012
de Atzalan sobre la carretera 97°13°26” W
Altotonga-Tlapacoyan, Mpio.
Atzalan, Veracruz.
1.2 km después de Plan de 18°09°06” N, BE,1239m Diciembre 2012
Guadalupe, sobre la carretera 96° 56’ 59” W

Teotitlan-Huautla, Mpio, Santa
Maria Teopoxco, Oaxaca.
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CUADRO 1 (Continuacién) / TABLE 1 (Continued)

. No. de . Coordenadas  Tipo de vegetacion y Mes de
Especie Localidad i .
recolecta geograficas altitud en msnm recolecta
S. palmatus N. Farfan S. 10+  Entre Cascada las Brisas y 20°00°22”N, BMM, 928 m Diciembre 2011
Cascada Velo de Novia, Mpio. 97°30°31” W
Cuetzalan del Progreso, Puebla.
N.Farfan S.2 < Entronque a San José 19°54°06” N, BMM, 1627 m Diciembre 2011
Chagchalzin, carretera 97°28° 07" W
Tlatlaugiutepec-Mazatepec,
Mpio. Tlatlauquitepec, Puebla.
S. underwoodianus N. Farfan S.3 ¢ Vereda Xucayucan - 19°53°52” N, BMM, 1 627 m Diciembre 2011
cascada de Puxtla, carretera 97°28°44” W
Tlatlauquitepec-Mazatepec,
Mpio. Tlatlauquitepec, Puebla.
N.FarfanS.4  + Lalegua, km 5 de la carretera 19°50°42” N, BMM, 1 678 m Diciembre 2011
Teziutlan- Tlapacoyan, Mpio. 97°28° 18" W

Teziutlan, Puebla.

* BE= Bosque de encino, BPE= Bosque de pino-encino, BMM= Bosque mesoéfilo de montafia, BTC= Bosque tropical

caducifolio.

*BE= Oak forest, BPE= Pine-Oak forest, BMM= Cloud forest, BTC= Tropical deciduous forest.

y de los gametofitos vivos se hicieron prepara-
ciones en fresco, se tomaron fotomicrografias
de la fase filamentosa, laminar y adulta de
todas las especies, siguiendo la metodologia
descrita para los tipos de germinacion. En el
caso de que los gametofitos tuvieran tamafos
considerablemente grandes (3 a 4 cm), se utili-
z6 un Estereoscopio American Optical modelo
AO 580 para realizar las observaciones y
tomar las fotomicrografias utilizando la misma
camara digital.

Las imagenes tomadas se analizaron y se
procesaron con el programa Adobe Photoshop
CSS5, se seleccionaron las mas representativas
para armar las laminas correspondientes a los
tipos de germinacion y patréon de desarrollo
protalico de las especies con base al trabajo de
Nayar y Kaur (1969).

Para la obtencion de fotomicrografias con
la técnica de microscopia electronica de barrido
(MEB), las esporas de las distintas especies
fueron espolvoreadas directamente sobre los
portamuestras para MEB con el uso de pinceles
de pocas cerdas y los gametofitos maduros se
fijaron con FAA + sacarosa al 0.8 %, se deshi-
drataron en series de alcoholes graduales (10,
20, 30, 40, 50, 60 y 70 %), se llevaron a punto

critico, se colocaron sobre los portamuestras.
Las esporas y los gametofitos fueron cubier-
tos con una capa de oro-paladio utilizando un
equipo Denton Vacuum Desk 11 y las imagenes
se obtuvieron utilizando el sistema Orion-Jeol
a través del MEB JSM-5310LV; todas las
laminas imagenes fueron elaboradas con el
programa Photoshop CS5 (Chambi, Cardozo,
& Martinez, 2013).

RESULTADOS

Esporas: Las siete especies estudiadas
fueron homosporicas, no clorofilicas, con colo-
raciones blanquecinas, amarillas o pardo claro;
con lesura trilete en Dicranopteris flexuosa
y Diplopterygium bancroftii (Fig. 1A y Fig.
1B), monoletes en Gleichenella pectinata, Sti-
cherus bifidus, S. brevipubis, S. palmatus y S.
underwoodianus (Fig. 1C, Fig. 1D, Fig. 1E y
Fig. 1F). Las esporas mas pequefias se presen-
taron en D. bancroftii, con 25 pm de diametro
ecuatorial; las mas grandes fueron las de S. bre-
vipubis con 48 um de didmetro ecuatorial. Se
observo una superficie escabrida en las espo-
ras de D. flexuosa; psilada en D. bancroftii,
nanofoveolada en G. pectinata, nanofoveolada
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Fig. 1. Esporas triletes y monoletes de Gleicheniaceae. (A) Espora trilete de Dicranopteris flexuosa (MO). (B) Espora trilete
de Diplopterygium bancroftii (MEB). (C) Espora monolete de Gleichenella pectinata (MEB). (D) Espora monolete de
Sticherus bifidus (MEB). (E) Espora monolete de S. brevipubis (MO). (F) Espora monolete de S. underwoodianus (MEB).
cu= cuerpos de Ubisch, I= lesura.

Fig. 1. Trilete and monolete spores of Gleicheniaceae. (A) Trilete spores of Dicranopteris flexuosa (OM). (B) Trilete
spores of Diplopterygium bancrofiii (SEM). (C) Monolete spores of Gleichenella pectinata (SEM). (D) Monolete spores of
Sticherus bifidus (SEM). (E) Monolete spores of S. brevipubis (OM). (F) Monolete spores of S. underwoodianus (SEM).
cu= Ubich bodies, 1= laesura.
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a perforada en S. bifidus, microfoveolada a
perforada en S. brevipubis, nanofoveolada
en S. palmatus y hamulada a nanofoveolada
en S. underwoodianus.

Germinacion: La germinacion de las
esporas de las Gleicheniaceae mexicanas fue
asincronica, inicia entre los 11 y los 20 dias
posteriores a la siembra, y por ello fue posible
encontrar esporas en proceso de germinacion y
filamentos en un mismo medio de cultivo. En
este grupo de plantas se observaron dos tipos
de germinacion: Cyathea en Dicranopteris
flexuosa y Diplopterygium bancroftii, carac-
terizado por que la primera division celular es
paralela al eje polar de la espora, la segunda
division es perpendicular a la primera division,
por lo cual el rizoide y filamento germinal
crecen de manera perpendicular uno del otro
(Fig. 2A y Fig. 2B). También se observo
el tipo Gleichenia en Gleichenella pectinata,
Sticherus bifidus, S. brevipubis, S. palmatus y
S. underwoodianus, donde las primeras dos o
tres divisiones se dan de manera paralela al eje
polar de la espora, como resultado el primer
rizoide y filamento germinal crecen en sentidos
opuestos a lo largo del eje ecuatorial (Fig. 2C
y Fig. 2D).

Fase filamentosa: La formacion de fila-
mentos se presentd entre los 15 y 30 dias
posteriores a la siembra. En D. flexuosa y G.
pectinata se observaron de dos a tres células;
una célula basal esférica con numerosas gotas
lipidicas y una o dos células apicales alargadas
con gran cantidad de cloroplastos (Fig. 2E,
Fig. 3F y Fig. 3G); en S. underwoodianus el
filamento inicial, conformado por tres células,
se dividio rapidamente para formar una base
ancha de cuatro a seis células de grosor, a par-
tir de la cual, se podia formar nuevamente un
filamento uniseriado (Fig. 2H); en D. bancrof-
tii, S. bifidus, S. brevipubis y S. palmatus los
filamentos constaron de dos a cinco células de
largo; son cortos y se dividen rapidamente para
iniciar la formacion de la lamina (Fig. 2I).

Fase laminar: La aparicion de laminas se
dio entre los 22 y los 74 dias posteriores a la
siembra. Con base en los patrones de desarrollo
protalico se observaron tres grupos; en el pri-
mero se present6 el tipo Drynaria observado en
D. flexuosa, S. palmatus y S. underwoodianus,
diferenciado por el establecimiento retardado
de la célula meristematica apical, los gametofi-
tos generalmente producen pelos marginales y
superficiales en etapas adultas (Fig. 3A y Fig.
3B); el segundo correspondi6 al tipo Marattia
(amorfo) presente en D. bancroftii, G. pectina-
ta'y S. bifidus; caracterizado por la formacion
de una lamina circular u ovada de varias capas
de células originadas a partir de una zona
meristematica difusa, y que posteriormente, es
remplazado por un meristemo pluricelular (Fig.
3D y Fig. 3E) y el tercero fue el tipo Osmun-
da observado en G. pectinata y S. brevipubis,
identificado por la formacion de un filamento
de dos células que se dividen para dar origen a
una ldmina de cuatro células a partir de la cual
se genera el gametofito laminar (Fig. 3C, Fig.
3D, Fig. 3E, Fig. 3F).

La diferencia en el tiempo de formacién de
la fase laminar en las diferentes especies puede
relacionarse con el tipo de desarrollo protéalico
que presentan. Por ejemplo, aquellas con el
tipo Osmunda presentaron laminas entre los
22 y 29 dias después de haber sido sembradas;
las que presentan el tipo Maratia, formaron
laminas entre los 32 y los 40 dias, y las que
tienen un desarrollo tipo Dynaria entre los 47
y los 74 dias.

Gametofito adulto: Los gametofitos de
D. flexuosa, D. bancroftii, S. palmatus y S.
underwoodianus fueron cordiformes con un
cojinete grueso, amplias alas de margenes ple-
gados (Fig. 3G, Fig. 3H, Fig. 31, Fig. 4A, Fig.
4B, Fig. 4C); los de G. pectinata, S. bifidus y
S. brevipubis fueron espatulado-cordiformes,
con un cojinete grueso y alas con margen ple-
gado; desarrollaron numerosos rizoides sobre
la region basal y ventral del cojinete (Fig.
4D, Fig. 5A); en la parte distal y cerca de la
zona meristematica de los gametofitos adultos
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Fig. 2. Germinacion y filamentos de los gametofitos de Gleicheniaceae. (A) Espora de Dicranopteris flexuosa germinando. (B)
Gametofito de Diplopterygium bancroftii. (C) Espora de Sticherus bifidus germinando. (D) Filamento de S. brevipubis. (E-F)
Filamentos de Gleichenella pectinata. (G) Filamento de D. flexuosa. (H) Gametofito de S. underwoodianus. (I) Gametofito de
S. palmatus. ce= cubierta de la espora, cp= célula protalica, cr= célula rizoidal, gg=globulos de grasa, r= rizoide.

Fig. 2. Germination and filaments of the gametophyte of Gleicheniaceae. (A) Germinating spore of Dicranopteris flexuosa.
(B) Gametophyte of Diplopterygium bancroftii. (C) Germinating spore of Sticherus bifidus. (D) Filamentous phase of S.
brevipubis. (E-F) filamentous phase of Gleichenella pectinata. (G) Filamentous phase of D. flexuosa. (H) Gametophyte of
Sticherus underwoodianus. (I) Gametophyte of S. palmatus. ce= spore coat, cp= prothallial cell, cr= rhizoidal cell, gg= oil
bodies, r= rhizoid.
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Fig. 3. Gametofitos laminares de Gleicheniaceae. (A) Dicranopteris flexuosa. (B) Sticherus palmatus. (C) Gleichenella
pectinata. (D) Diplopterygium bancroftii. (E) S. bifidus. (F) S. brevipubis. (G) Gametofito de D. flexuosa. (H) Gametofito
de D. bancroftii. (I) S. palmatus. cm= célula meristematica, r= rizoide, zm= zona meristematica.

Fig. 3. Laminar phase of the gametophytes of Gleicheniaceae. (A) Dicranopteris flexuosa. (B) Sticherus palmatus. (C)
Gleichenella pectinata. (D) Diplopterygium bancroftii. (E) S. palmatus. (F) S. brevipubis. (G) Gametophyte of D. flexuosa.
(H) Gametophyte of D. bancroftii. (I) S. palmatus. cm= meristematic cell, r= rhizoid, zm= meristematic zone.
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Fig. 4. Gametofitos adultos y pelos de Gleicheniaceae. (A) Dicranopteris flexuosa, (B) Diplopterygium bancroftii, (C)
Sticherus underwoodianus. (D) S. bifidus. (E) Pelo tricelular de D. flexuosa. (F) Pelos bi-tricelulares de S. palmatus. cj=
cojinete, p= pelo, r= rizoides.

Fig. 4. Adult gametophytes and hairs of the Gleicheniaceae. (A) Dicranopteris flexuosa, (B) Diplopterygium bancroftii. (C)
Sticherus underwoodianus. (D) S. bifidus. (E) tricelular hair of D. flexuosa. (F) Bicelular and tricelular hairs of S. palmatus.
cj= cushion, p= hair, r=rhizoids.
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Fig. 5. Gametangios de Gleicheniaceae. (A) Gametofito maduro de Gleichenella pectinata. (B) Acercamiento de la zona
meristematica de un gametofito de G. pectinata. (C) Anteridio de Diplopterygium bancroftii. (D) Anteridio de Sticherus
bifidus. (E) Cuellos de arquegonios D. bancroftii. (F) cuello abierto de arquegonio de S. palmatus. an= anteridios, ar=
arquegonios, cb= célula basal, cm= células medias, co= célula opercular, p= pelos, zm= zona meristematica.

Fig. 5. Gametangia of the Gleicheniaceae. (A) Mature gametophyte of Gleichenella pectinata. (B) Close up of the
meristematic zone of a gametophyte of G. pectinata. (C) Antheridium of Diplopterygium bancrofiii. (D) Antheridium
of Sticherus bifidus (E) Arquegonium necks of D. bancroftii. (F) Open neck of an Arquegonium of S. palmatus. an=
antheridium, ar= archaegonium, cb= basal cell, cm= medial cell, co= opercular cell, p= hairs, zm= meristematic zone.
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de todas las especies se formaron pelos bice-
lulares o tricelulares, glandulares y caracte-
risticos de la familia (Fig. 4E y Fig. 4F). Los
gametofitos viejos adquirieron formas acinta-
das con cojinetes gruesos y alas que se con-
traian y marchitaban con el tiempo.

Gametangios: Los gametofitos de S. bre-
vipubis no presentaron anteridios después de
730 dias de cultivo, tiempo que durd el estu-
dio; sin embargo, para el resto de las especies
mexicanas de Gleicheniaceae, se encontraron
anteridios desde los 50 y hasta los 185 dias
posteriores a la siembra. En talos viejos fue
posible observarlos entremezclados con los
rizoides y sobre la superficie de las alas. Pre-
sentaron un nimero variable de células, desde
seis como en Sticherus bifidus (Fig. 5D) a ocho
como en Diplopterygium bancroftii (Fig. 5C),
en ambos casos, las paredes de los anteridios
fueron semiglobosas y la liberacion de los ante-
rozoides se dio por el desprendimiento de una
pequeiia célula opercular (Fig. 5C y Fig. 5D).

Los arquegonios se formaron entre los
75 y 110 dias en D. flexuosa, G. pectinata y
S. brevipubis; en D. bancroftii, S. bifidus, S.
palmatus y S. underwoodianus entre los 180 y
los 273 dias. En cuanto a su morfologia, fueron
muy similares en todas las especies, poseian
cuellos gruesos con cuatro hileras formadas por
cuatro a siete células de longitud. Son rectos o
ligeramente curvados y dirigidos hacia la zona
meristematica, la boca se encontraba confor-
mada por cuatro células, que se abrian como
cuatro valvas cuando los arquegonios madura-
ban (Fig. 5A, Fig. 5B, Fig. 5E y Fig. 5F).

Esporofitos: De las siete especies estudia-
das se observo fecundacion en Diplopterygium
bancroftii con la consecuente formacion de
esporofitos a los 291 dias; en Gleichenella
pectinata los esporofitos se formaron a los
180 dias, y en Sticherus bifidus a los 325 dias
posteriores a la siembra. Las primeras hojas
de los esporofitos fueron espatulado-biloba-
das, sin embargo, gradualmente adquirieron la
forma bifurcadas pseudodicotomicamente de
las hojas de las Gleicheniaceae. Los primordios

foliares no presentaron vernacion circinada,
y esta solo se presentd posteriormente, cuan-
do las hojas con las laminas adquirieron una
forma pinnatifida.

DISCUSION

Las esporas de Gleicheniaceae son aclo-
rofilicas, homospdricas, fotoblasticas positivas
y de germinacion relativamente lenta como
se ha reportado en otros trabajos (Tryon &
Tryon, 1982; Kramer, 1990; Tryon & Lugar-
don, 1991); en cuanto a la forma de las esporas
se encontraron dos grupos; con esporas triletes
en Dicranopteris flexuosa y Diplopterygium
bancroftii, y con esporas monoletes en Gleiche-
nella pectinata, Sticherus bifidus, S. brevipubis,
S. palmatus y S. underwoodianus, 1o que coin-
cide con lo reportado en la literatura (Erdtman
& Sorsa, 1971; Tryon & Tryon, 1982; Tryon
& Lugardon, 1991; Velazquez-Montes, 2012).
Asi mismo, coincidimos con Punt, Hone, Blac-
kmore, Nilsson y Le (2007), en la ornamen-
tacion escabrida en Dicranopteris flexuosa
y psilada con escasos cuerpos de Ubisch en
Diplopterygium bancroftii como se ha reporta-
do anteriormente por Lugardon (1974), Tryon y
Lugardon (1991) y Velazquez-Montes (2012).
En Gleichenella pectinata se observo que la
superficie de las esporas es nanofoveolada a
ligeramente psilada con cuerpos de Ubisch,
ya que examinando cuidadosamente se pue-
den apreciar depresiones redondas u ovaladas
cuyo diametro es menor a 0.5 pum, similar a
lo reportado por Tryon y Tryon (1982), y no
lisas a ligeramente granuladas como reportan
Stokey (1950) y Velazquez-Montes (2012). De
igual manera y tomando en cuenta la termi-
nologia propuesta por Punt et al. (2007) y lo
reportado por Farfan-Santillan, Mendoza-Ruiz,
Pérez-Garcia y Velazquez-Montes (2016), se
encontrd que la ornamentacion de las esporas
de Sticherus bifidus, S. brevipubis, S. palmatus
y S. underwoodianus presenta nanofoveolos o
microfoveolos en todos los casos, pudiendo ser
ademas hamulada y con cuerpos de Ubisch en S.
underwoodianus, lo cual difiere de lo reportado
por Stokey (1950) y Velazquez-Montes (2012)
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cuyas observaciones se realizaron utilizando un
microscopio optico.

En cuanto a la germinacion, Nayar y Kaur
(1971) reportaron que las especies de la fami-
lia presentan el tipo Gleichenia, mientras que
Haufler y Adams (1982) observaron una ger-
minacién de tipo amorfo para Sticherus bifidus,
lo que podria proporcionar ventajas adaptativas
a los gametofitos, ya que la germinaciéon en
forma de una masa de células (amorfa) perderia
agua mas lentamente, sobre todo si los gameto-
fitos crecen en taludes expuestos a la luz solar,
por lo que tendrian una mayor oportunidad de
sobrevivir a periodos de desecacion prolonga-
dos, que los gametofitos con una germinacion
en forma de un filamento y una lamina unies-
tratificada. De acuerdo a los patrones de ger-
minacién propuestos por Nayar y Kaur (1971)
y basandonos en las observaciones realizadas
en el presente estudio, las especies mexica-
nas de la familia Gleicheniaceae con esporas
monoletes presentaron una germinacion de
tipo Gleichenia, mientras que las especies con
esporas triletes presentaron el tipo Cyathea.
Stokey (1945) y Nayar y Kaur (1971) reporta-
ron una relacion similar en Dipteris conjugata
Reinw. y D. wallichii (R.Br.) T. Moore, ya que,
para estos taxa, cuyas esporas son monoletes,
encontraron una germinacion tipo Gleichenia.
La relacion entre el tipo de espora y tipo de
germinacion descrita en este trabajo no se
ha reportado para otras especies de helechos
(Pérez-Garcia & Mendoza-Ruiz, 2004).

Respecto a la fase laminar, Stokey (1950)
reportd una heterogeneidad en el patrén de
desarrollo protalico de las Gleicheniaceae,
mientras que Nayar y Kaur (1971) mencio-
naron que corresponde al tipo Drynaria. Los
resultados obtenidos coinciden parcialmente
con lo propuesto por Nayar y Kaur (1969), ya
que, en las especies aqui estudiadas, ademas
del tipo Drynaria presente en Dicranopte-
ris flexuosa, Sticherus palmatus y Sticherus
underwoodianus, se registraron también los
tipos Osmunda en Gleichenella pectinata y
Sticherus brevipubis, y el tipo Marattia en
Diplopterygium bancroftii y Sticherus bifidus.
La variacion en los patrones de desarrollo

protalico, y en especial, la presencia de aque-
llos en los que se forman ldminas muy poco
tiempo después de la germinacion, como es
el caso de los tipos Osmunda y Marattia, han
sido considerados como caracteres primitivos
(Stokey, 1945, 1950, 1951), lo cual, en con-
junto con las caracteristicas del esporofito,
apoyaria la inclusion de la familia dentro de los
helechos leptosporangiados primitivos.

Las caracteristicas de los gamertofitos
adultos, asi como de los gametangios fue-
ron predominantemente primitivas, como lo
reportd previamente Stokey (1950) para otras
especies de Gleicheniaceae; algunas de estas
son las siguientes: gametofitos espatulado-cor-
diformes a cordiformes con cojinetes gruesos,
alas amplias con margenes plegados (ondula-
dos); Anteridios con seis a ocho células; arque-
gonios morfolégicamente muy semejantes con
cuello recto a ligeramente curvado y cuatro
hileras de células, con cinco a siete células de
largo cada una.

En cinco de las siete especies estudiadas se
present6d una marcada diferencia en el tiempo
de formacion de los anteridios con respecto a
los arquegonios, siendo estos tltimos abundan-
tes en gametofitos viejos (mds de 100 dias de
cultivo), mientras que los anteridios se forma-
ron de manera escasa o no se formaron en estos
mismos gametofitos. Este fenomeno fue obser-
vado en poblaciones de gametofitos que crecen
y se desarrollan a la sombra de los esporofitos
parentales (Campbell, 1908), ¢ indica la pre-
sencia de una estrategia reproductiva en la que,
al retrasar el tiempo de formacion de los game-
tangios y mediante la produccion de yemas, se
promueve la formacion de nuevos gametofitos,
que al llegar al estado adulto y contar con
condiciones favorables, se fecundan entre ellos
(Mehltreter et al., 2010) para propiciar la la
variabilidad genética en los esporofitos resul-
tantes, confiriéndoles una mayor capacidad de
adaptarse a los cambios ambientales presentes
en los taludes donde habitan las diversas espe-
cies de Gleicheniaceae.

Finalmente, las caracteristicas de los game-
tofitos observados fueron predominantemente
plesiomorficos y se han tomado en cuenta
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para incluir a la familia Gleicheniaceae junto
con Dipteris conjugata Reinw. y Matonia pec-
tinata R. Br. dentro del orden Gleicheniales y
en el grupo de los helechos leptosporangiados
basales (Stokey, 1945; Stokey & Atkinson,
1952; Atkinson, 1973; Atkinson & Stokey,
1973; Smith et al., 2006). Por lo anterior, es
importante seguir estudiando el desarrollo de
los gametofitos de otras especies de la familia
Gleicheniaceae de los tropicos americanos, que
no han sido incluidos en trabajos previos, para
verificar si la morfologia de las esporas, el tipo
de germinacion y los patrones de desarrollo
protalico son similares, con lo cual se podria
determinar que los caracteres de los gametofi-
tos son utiles en la delimitacion de la familia.
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RESUMEN

En México, la familia Gleicheniaceae esta representa-
da por Dicranopteris flexuosa, Diplopterygium bancrofftii,
Gleichenella pectinata, Sticherus bifidus, S. brevipubis,
S. palmatus 'y S. underwoodianus; existen pocos trabajos
sobre el estudio de los gametofitos de algunas especies de
esta familia, por lo que el objetivo es describir, comparar
y aportar informacion sobre su germinacion, desarrollo de
los gametofitos y finalmente determinar si los caracteres
de los protalos son fttiles en la delimitacion taxondmica
del grupo. Para ello se recolectaron ejemplares y esporas
de cada taxon en el campo, las esporas se sembraron en
cajas de Petri que contenian agar y medio nutritivo de
Thompson, se cultivaron en germinadoras bajo condiciones
controladas de luz (12hrs luz/oscuridad), humedad (50 %)
y temperatura (18 °C noche y 25 °C dia); se realizaron
observaciones de material fresco y se tomaron fotomicro-
grafias utilizando un microscopio Optico y un microscopio
electronico de barrido. Como resultado se distinguieron
dos tipos de germinacion Gleichenia 'y Cyathea. En cuanto
al desarrollo protalico, se observaron tres tipos, Marattia,
Osmunda y Drynaria. Debido a las variaciones en el tipo
de germinacion que no habian sido reportadas para la fami-
lia en la literatura, asi como por la heterogeneidad presente
en el patron de desarrollo protalico y la presencia de mas de
cuatro células en los gametangios, es importante ampliar el

estudio de otras especies para determinar el valor taxono-
mico de las caracteristicas morfologicas de los gametofitos,
asi como para determinar si estas variaciones se presentan
en otras especies de la familia.

Palabras clave: Dicranopteris, Diplopterygium, germi-
nacion, Gleichenella, México, Polypodiophyta, Sticherus.
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