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ABSTRACT. Morpho-anatomic of Pteridium aquilinum fern (Dennstaedtiaceae) life cycle in in vitro
culture. Introduction: Pteridium aquilinum is a heliophilous fern widely distributed in Mexico. It is a pio-
neer species usually found within disturbed habitats with high ecological relevance because of its allelopathic
properties, its resistance to fire and drought conditions. Objective: Provide an integrative description regarding
P. aquilinum spores shape and ornamentation, and also on gametophyte morphogenesis, including the type of
germination and the prothallic development (highlighting its morphology). Furthermore, the anatomy of young
sporophyte grown under in vitro conditions was described. Methods: We used scanning electron microscopy
and histological paraffin technique to describe the gametophytic and sporophytic phases. Results: The evalu-
ation of the spores showed the presence of globular morphology and triletes with granulated ornamentation;
while their germination was Vittaria-type, the prothallic development corresponded to the Adiantum-type. The
antheridia were observed 13 days following to the sowing, whereas archegonia arose at day 17. The first leaf
of the sporophyte appeared between days 60 and 70. At fourth month, the in vitro grown sporophyte showed
the typical anatomy of the individuals of the species at this age, since it did not exhibit vitrification. The histo-
logical analysis of rhizome, the petiole base, first order rachis and lamina showed the three tissue systems well
differentiated. The anatomical modifications observed in vitro, such as a non-polycyclic dictyostele and just one
band sclerenchyma in the rhizome, may be attributed to the individuals age. Moreover, the stomata are present
on the adaxial surface of lamina, corresponding to the anomocytic type. Although these stomata were developed
under in vitro conditions, it is important to highlight that they are completely functional. Conclusions: Our work
describes for the first time the morpho-anatomy of both the gametophytic and the sporophytic phases in the life
cycle of P. aquilinum under in vitro conditions. Our results indicate that this method will allow deeper explora-
tion of biological, physiological and ecological properties of the species.
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Pteridium aquilinum (L.) Kuhn es un  Rincon, Diaz, & Gardner, 2016). Se encuentra

helecho que pertenece a la familia Denns-  ampliamente distribuido alrededor del mundo
taedtiaceae, conocido como helecho de potre- (Le Duc, Pakeman, & Marrs, 2000). P. aqui-
ro o helecho macho (Mora-Alvarado, 2003; linum posee amplias capacidades ecoldgicas:
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propagacion subterranea, gran produccion de
esporas, alta resistencia al fuego y a la sequia,
caracteristicas que le permiten colonizar luga-
res inhéspitos, areas perturbadas y actuar como
planta pionera e invasora (Tinklin & Bowling,
1969; Gliessman, 1978; Navar, Fernandez,
& Del Amor, 1987; Moran, 1993; Dolling,
1999; Watrud et al., 2003; Riege & Del Moral,
2004; Ramirez, Pérez, & Orozco, 2007; Rami-
rez-Trejo, Pérez-Garcia, Pérez-Salicrup, &
Orozco-Segovia, 2010). Esta planta produce
metabolitos secundarios con una amplia accioén
biologica que le confieren propiedades ale-
lopaticas, de defensa contra la herbivoria y
antimicrobianas (Gliessman & Muller, 1972,
1977; Gliessman, 1976; Schereiner, 1981; San
Francisco & Cooper-Driver, 1984; Navar et al.,
1987; Dawra, Kurade, & Sharma, 2002; Ras-
mussen, Kroghsbo, Frisvad, & Hansen, 2003;
Beniston & Campo, 2005; Selvaraj, De Brito,
& Sahayaraj, 2005).

El ciclo de vida de esta especie, consta
de dos fases heteromorficas, la esporofitica
productora de esporas, que es la dominante y
la gametofitica productora de gametos. Debido
a que es dificil observar ambas fases del ciclo
reproductivo de los helechos en el campo,
se ha recurrido al cultivo in vitro como una
herramienta para la observacion de estas fases
y su propagacion bajo condiciones controladas
y asépticas. (Morel & Wetmore, 1951; Brez-
novits & Mohay, 1985; Ferndndez & Revi-
lla, 2003; Juarez-Orozco, Orozco-Segovia,
Mendoza-Ruiz, & Pérez-Garcia, 2013). Con
las técnicas in vitro se han estudiado varios
aspectos de la biologia de P. aquilinum. En la
fase gametofitica (haploide) se ha descrito por-
centaje de germinacién, desarrollo protalico y
formacion del esporofito de poblaciones silves-
tres (Conway, 1949); induccion de esporofitos
apogamicos bajo diferentes concentraciones de
glucosa y sacarosa (Whittier & Steeves, 1960;
Whittier, 1964); el efecto de la luz en el patrén
de division celular en las primeras etapas de
desarrollo del gametofito, en especifico de fase
filamentosa a fase bidimensional (2D) (Sobota
& Partanen, 1966); para la observacion de
gametofitos maduros y de los anterozoides

(Elmore & Adams, 1976); y la caracterizacion
del transcriptoma de la fase gametofitica (Der,
Barker, Wickett, & Wolf, 2011). En la fase
esporofitica (diploide) los estudios son pocos:
se encuentra el trabajo de cultivo y desarrollo
de las raices in vitro (Partanen & Partanen,
1963); y el de propagacion de esporofitos
para la obtencion de ecdisteroides, metabolito
utilizado para el control de plagas en culti-
vos (Macek & Vanck, 1994). A pesar de que
se ha utilizado este helecho para diferentes
objetivos usando el cultivo in vitro, no hay
investigaciones que abarquen la descripcion de
su ciclo de vida completo. El objetivo de este
estudio fue aportar informacion morfologica y
anatomica de la fase gametofitica y esporofi-
tica de P. aquilinum, utilizando la técnica “in
vitro”, dado que existen trabajos escasos sobre
este topico, usando microscopia fotonica y
microscopia electronica de barrido (MEB). Se
describe el tipo y ornamentacion de esporas, la
germinacion, el desarrollo protalico y la anato-
mia del esporofito (raices, tallos y hojas).

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico: Se recolectaron espo-
ras de P aquilinum en la localidad de “La
Cantera” (20°39°54.3” N & 98°39°56.2” W,
y altitud 2 036 mnsm) ubicada en el Munici-
pio de Zacualtipan, Hidalgo. Estas se deseca-
ron naturalmente a temperatura ambiente, se
tamizaron de acuerdo con el procedimiento
de Muiiiz, Pérez-Garcia, Marquez-Guzman y
Mendoza-Ruiz (2008) y se mantuvieron a 4 °C
hasta su siembra.

Cultivo in vitro: Durante la siembra in
vitro, se tomaron 90 mg de esporas, se lava-
ron con una solucion al 0.3 % de NaCIO y se
agitaron por dos minutos. Se recuperaron las
esporas de la solucion utilizando papel filtro.
Posteriormente se realizaron cinco lavados con
agua desionizada estéril, y finalmente se resus-
pendieron en 10 ml de agua desionizada estéril.
Se tomaron 250 pl de la suspension de esporas
y se sembraron en cajas de Petri de 10 cm con
25 ml de medio 2 MS (Murashige & Skoog,
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1962). Después de 15 dias de la siembra los
gametofitos fueron trasplantados a Y2 MS y
regados dos veces por semana con 5 ml de agua
desionizada estéril, hasta la aparicion de los
esporofitos jovenes y éstos se mantuvieron en
condiciones in vitro hasta que tuvieron alrede-
dor de cuatro meses.

Técnica para microscopia electrénica
de barrido (MEB): Se tomaron muestras de
la fase gametofitica en los diferentes estadios
de desarrollo, asi como del esporofito joven y
fragmentos de 1x1 c¢cm de las hojas del esporo-
fito de 60-70 dias de edad. Con tres esporofitos
de cuatro meses se realizaron cortes transver-
sales de raiz, rizoma, base de peciolo y raquis.
El material obtenido se fijo en FAA (formal-
dehido, alcohol etilico, acido acético glacial y
agua; 1:5:0.5:3.5) y se realizé la deshidratacion
gradual en etanoles (30, 50, 70, 85, 96 y 100
%). Una vez que las muestras estuvieron en
etanol al 100 % se desecaron a punto critico
(Quorum Q150R ES). Las muestras desecadas
de los gametofitos, esporofitos y las esporas, se
montaron en porta muestras de aluminio sobre
cinta de carbon hiperconductora, y fueron
cubiertas con una soluciéon de oro-paladio en
spray (EMITECH k850). Las observaciones y
las fotomicrografias se realizaron en un micros-
copio electronico de barrido HITACHI SUIS10
en formato TIFF y se editaron con Photoshop
CS6 portatil.

Técnica histolégica de inclusion en
parafina para microscopia fotonica: Se rea-
lizaron cortes de 0.5 cm de longitud de raiz
adventicia, rizoma, base del peciolo, raquis y
hoja, y se fijaron en FAA. Para la inclusion en
parafina las muestras se deshidrataron en una
serie gradual de etanol por 24 h (30, 50, 70, 85,
96 y 100 %), para la infiltracion en parafina se
pasaron por una mezcla de xilol-etanol (1:1),
xilol, xilol: parafina (2:1, 1:1, 1:2) en cambios
de 12 h cada uno, posteriormente se incluyeron
en Paraplast® a 58-60 °C. Una vez incluidas
se realizaron cortes transversales de 8 pm
de grosor con un micrétomo semiautomatico
de rotacion (Leica RM2165). Los cortes se

desparafinaron y se tifieron con la técnica de
safranina-verde rapido en metilcelosolve y se
montaron en portaobjetos con resina sintética
de acuerdo con Lopez, Marquez Guzman y
Murguia Sanchez (2005). Las microfotografias
se tomaron con un microscopio con camara
incluida (Leica ICC50 E).

Para el tamafio de las esporas se midi6 eje
polar y e¢je ecuatorial de 30 esporas. Para la
descripcion del tipo de germinacion y desarro-
llo protalico se utilizo la terminologia propues-
ta por Nayar y Kaur (1971), para corroborar los
tiempos de desarrollo se realizaron tres réplicas
independientes. La descripcion anatomica de
las estructuras del esporofito se realizd de
acuerdo con Ogura (1972) y Talip et al. (2014),
se midieron tres individuos y se reportaron
promedio + desviacion estandar.

RESULTADOS

Fase gametofitica: Las esporas son
globosas, tetrahédricas, con lesura trilete y
ornamentacion granulada, de color marron y
aclorofilicas, su didmetro polar es 33.7 + 3.6
pm y su diametro ecuatorial es 37.4 £ 3.4 um,
la vista proximal es triangular a subtriangular-
globosa y la vista distal es globosa (Fig. 1A,
Fig. 1B). La germinacion es asincronica y ocu-
rre de tres a cinco dias posteriores a la siembra
(Fig. 1C) y corresponde al tipo Vittaria, donde
la primera division es perpendicular al eje polar
de la espora y da origen a la célula rizoidal. La
segunda division es perpendicular a la primera
y genera a la célula protalica (Fig. 1D). El desa-
rrollo protalico se presenta sincronico y corres-
ponde al tipo Adiantum, el cual se caracteriza
por la presencia de filamentos cortos de 4-6
células a partir del sexto dia (Fig. 1E). El desa-
rrollo de la fase bidimensional (2D) comienza a
partir entre el séptimo y octavo dia, originando
gametofitos simétricos y desnudos, comienza
a diferenciarse la célula meristematica por
divisiones anticlinales en el apice (Fig. 1F). A
partir del dia 11 se observa un talo de espatu-
lado a cordiforme, desnudo, con alas desarro-
lladas y un meristemo apical en la zona de la
muesca (Fig. 1G). Los gamet6fitos masculinos
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Fig. 1. Fase gametofitica de P. aquilinum. A. Espora en vista distal. B. Espora trilete en vista proximal. C y D. Germinacién
tipo Vittaria, 3-5 dias. E. Fase filamentosa, 6 dias. F. Inicios de la fase 2D, 7-8 dias. G. Gametofitos espatulados, 11 dias. H.
Gametofitos con anteridios ventrales, 13 dias. I. Detalle de anteridios. J. Gametofito con arquegonios, 17 dias. K. Detalle
de boca y cuello del arquegonio. L. Primera hoja del esporofito, 60-70 dias. An = anteridios, ar = arquegonios, bo = boca,
cb = célula basal, ce = cubierta de la espora, cj = cojinete, co = célula opercular, cp = célula protalica, cr = célula rizoidal,
cu = cuello, fi = filamento, le = lesura, me = meristemo y ri = rizoide.

Fig. 1. Gametophytic generation from P. aquilinum. A. Spore distal face. B. Trilete spore proximal face. C y D. Vittaria-type
germination, 3-5 days. E. Filamentous phase, 6 days. F. Beginning of 2D phase, 7-8 days. G. Gametophytes with spatulated-
shape, 11 days. H. Gametophyte with mature antheridia, 13 days. I. Antheridia. J. Gametophyte with archegonia, 17 days. K.
View of neck and mouth cells from archegonium. L. Sporophyte first leaf, 60-70 days. an = antheridia, ar = archegonia, bo
= mouth, cb = basal cell, ce = exospore, cj = cushion, co = opercular cell, cp = prothallic cell, cr = rhizoid cell, cu = neck,
fi = filamentous, le = lesure, me = meristem and ri = rhizoid.
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se observan a partir de los trece dias posteriores
a la siembra lo que hace a esta especie protan-
drica. Los anteridios se encuentran en la super-
ficie ventral de la lamina, ocupan 2/3 partes de
la superficie del talo, entre los rizoides (Fig.
1H), y presentan tres células: la célula basal, la
célula media y la célula opercular (Fig. 1I). Los
arquegonios se formaron a partir de los 17 dias,
en la superficie ventral del gametofito, cerca-
nos a la muesca y como se observan orientados
hacia adentro es indicacion de autofecundacion
(Fig. 1J). Los cuellos tienen un largo de cua-
tro células y la boca de los arquegonios estan
formados por 4 células (Fig. 1K). La mayoria
de los gametofitos son dioicos y presentan un
claro dimorfismo sexual, los prétalos masculi-
nos son espatulados y pequeios, los femeninos
son de mayor tamaio, cordiformes y presentan
a las amplias. Es posible observar gametofitos
monoicos al dia 21. La primera hoja de los
esporofitos se observa entre 60 y 70 dias pos-
teriores a la siembra de las esporas, la primera
hoja del esporofito es flabelada con venacion
dicotomica abierta (Fig. 1L).

Fase esporofitica: Los esporofitos de
60-70 dias de edad presentan raices adventi-
cias, las cuales tienen un diametro de 276.2 +
36 um y se aprecian los tres sistemas de tejidos
bien desarrollados. La rizodermis es monoes-
tratificada 16.4 + 6.2 um de grosor; el cortex
66.1 £ 27.6 pm de grosor y esta constituido
por 3-4 capas de células parenquimaticas de
paredes delgadas, que conforme se acercan a
la endodermis aumenta el grosor de las pare-
des; la endodermis esta constituida por células
alargadas con engrosamientos tangenciales de
suberina en sus paredes; el periciclo consta de
una o dos capas de células de grosor; el sistema
vascular es del tipo monarca con un diametro
de 92.16 + 5.6 um con xilema exarco (Fig. 2A,
Fig. 3A).

El rizoma tiene un diametro ecuatorial
de 2.13 £ 0.23 mm y un diametro meridional
de 1.70 = 0.43 mm (Fig. 2B, Fig. 3B). En los
extremos de la region ecuatorial se aprecian las
lenticelas. La epidermis es monoestratificada
23.3 + 6.7 um de grosor. La hipodermis es

pluriestratificada de 8-9 capas de células y de
64.4 £ 56.7 um de grosor. El tipo de estela que
presenta es dictiostela con 3-6 haces vasculares
concéntricos (Fig. 3C). En el caso del xilema
se observa el protoxilema maduro en la region
periférica y el metaxilema aun esta conformado
por células vitalizadas debido a la corta edad de
los individuos (Fig. 2C, Fig. 3D). La médula
esta constituida por células parenquimaticas y
en proceso de diferenciacion una banda central
en forma de “C” de esclerénquima paralela al
eje ecuatorial (Fig. 3C).

La base del peciolo es de contorno cilin-
drico a subtriangular y de 1.28 = 0.31 mm de
grosor (Fig. 2D, Fig. 3F). En corte transversal
la epidermis es monoestratificada compuesta
por células isodiamétricas de 14.4 = 0.5 pm de
grosor (Fig. 3E). En posicion subepidérmica
se encuentra el tejido de sostén, con células
isodiamétricas de paredes primarias o secunda-
rias engrosadas de 1 a 5 capas de 36.1 = 18.7
um de grosor y parénquima de paredes delga-
das de 850 + 191.6 um (Fig. 3F); el sistema
vascular se encuentra en la porcion central y
estd constituido por un haz vascular en un arre-
glo triangular (Fig. 3G).

El contorno adaxial del raquis es %
cilindrico, el contorno de la cara abaxial es
convexo en forma de “V” y de 867.8 + 143.7
um de ancho (Fig. 2E, Fig. 3H). En corte trans-
versal la epidermis es simple conformada por
células isodiamétricas de un grosor de 13.6 +
1.7 um (Fig. 3I). En la region subepidérmica
hay un tejido de sostén con células lignificadas
de 41.9 £ 11.5 um de grosor, conformada por
células de rectangulares a isodiamétricas, dis-
puestas en dos a cuatro capas y posteriormente
se encuentra tejido parenquimatico de paredes
delgadas, el sistema vascular estd constituido
por cuatro haces vasculares de largo de 168.8
+ 55.6 um y ancho de 115.8 = 8.8 um en un
arreglo radial (Fig. 3J).

La lamina es 1-pinnado-pinnatifida profu-
samente lobada (Fig. 2F). Las células epidérmi-
cas de la cara adaxial de la lamina son sinuosas
y de forma irregular, presenta tricomas acicula-
res pluricelulares de tres a cuatro células (Fig.
2@G). Las células epidérmicas de la cara abaxial

16 Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 68(1): 12-22, March 2020



200um
=4

¥ ep
// €sC
—— pa
3

200um
e

€==13( vem

10um
ey

Fig. 2. Anatomia de la fase esporofitica de P. aquilinum. A. Corte transversal de raiz adventicia. B. Corte transversal de
rizoma. C. Acercamiento a haz vascular del rizoma. D. Corte transversal de la base del peciolo. E. Corte transversal de
raquis de primer orden. F. Pinna joven. G. Vista de la epidermis de la cara adaxial de la hoja. H. Vista de la epidermis de
la cara abaxial de la hoja (flechas sefialan a los estomas). I. Estoma anomocitico abierto. J. Estoma anomocitico cerrado.
Cel = células epidérmicas del limbo de la hoja, cev = célula epidérmica asociadas al haz vascular, coc = células oclusivas,
e = estomas, ed = endodermis, ep = epidermis, esc = esclerénquima, fl = floema, hp = hipodermis, hv = haz vascular, len
= lenticela, mx = metaxilema, os = ostiolo, pa = parénquima, px = protoxilema, tr = tricoma rz = rizodermis, vem = vena
media y xi = xilema.

Fig. 2. Sporophytic generation anatomy from P. aquilinum. A. Adventitious root cross section. B. Rhizome Cross section
of. C. Rhizome vascular bundle. D. Petiole base cross section. E. First order rachis cross section. F. Young pinna. G.
View of adaxial face from leaf epidermis. H. View of abaxial face from leaf epidermis (arrows point the stomata). I.
Anomocytic stoma open. J. Anomocytic stoma closed. cel = epidermal leaf limb cells, cev = epidermal cell associated with
vascular bundle, coc = occlusive cells, ¢ = stomata, ed = endodermis, ep = epidermis, esc = sclerenchyma, fl = floem, hp =
hipodermis, hv = vascular bundle, len = lenticel, mx = metaxylem, os = ostiolus, pa = parenchyma, px = protoxylem, tr =
tricome rz = rhizodermis, vem = middle vein and xi = xylem.
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Fig. 3. Anatomia de la fase esporofitica de P. aquilinum con microscopia foténica. A. Corte transversal de raiz adventicia.
B. Corte transversal de rizoma. C. Acercamiento a la banda de esclerénquima. D. Acercamiento del haz vascular. E. Corte
transversal de base de peciolo. F. Acercamiento de epidermis y tejido de sostén de la base del peciolo. G. Acercamiento
del haz vascular de la base del peciolo. H. Corte transversal de raquis de primer orden. I. Acercamiento de epidermis y
tejido de sostén de raquis de primer orden. (J) Haz vascular de raquis de primer orden. K. Corte transversal de lamina. L.
haz vascular primario de lamina. Cl = colénquima, ed = endodermis, esc = esclerénquima, edp = epidermis adaxial, epb =
epidermis abaxial, fl = floema, hp = hipodermis, hv = haz vascular, len=lenticela, mx = metaxilema, pa = parénquima, px =
protoxilema, pem = parénquima en empalizada, pes = parénquima esponjoso y xi = xilema.

Fig. 3. Sporophytic generation anatomy from P. aquilinum by photonic microscopy. A. Adventitious root cross section.
B. Rhizome cross section. C. Sclerenchyma strand. D. Vascular bundle. E. Petiole base cross section. F. Epidermis and
collenchyma from petiole base. G. Vascular bundle from petiole base. H. Cross section from first order rachis. I. Epidermis
and support tissue from first order rachis. J. Vascular bundle from first order rachis. K. Leaf blade cross section. L. primary
vascular bundle. cl = collenchyma, ed = endodermis, esc = sclerenchyma, edp = adaxial epidermis, epb = abaxial epidermis,
fl = floem, hp = hipodermis, hv = vascular bundle, len = lenticel, mx = metaxylem, pa = parenchyma, px = protoxylem, pem
= palisade parenchyma cells, pes = spongy parenchyma cells and xi = xylem.
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son iguales a las de la cara adaxial, presenta
estomas anomociticos y funcionales de 35.8
+ 4 um largo y 36.5 £ 5.5 um de ancho y la
densidad estomatica es de 72.5 £ 19.8 esto-
mas/mm? (Fig. 2H, Fig. 2I y Fig. 2J). En corte
transversal, la ldmina presenta una epidermis
monoestratificada en ambas caras, en la cara
abaxial es de 20.3 + 3.8 um de grosor y en la
cara abaxial es de 13 + 1.3 um de grosor (Fig.
3K). El mesofilo se encuentra diferenciado
en empalizada 51 £ 5 pm de grosor orientado
hacia la cara adaxial y esponjoso de 63.3 £ 11.5
pm de ancho, orientado hacia la cara opuesta,
el haz vascular principal tiene un diametro de
70 + 3.4 um (Fig. 3L).

DISCUSION

La morfologia de las esporas en P. aqui-
linum corresponde a los estudios previamente
realizados por Tryon y Lugardon (1991), sien-
do la forma y la ornamentacion la misma. En
P aquilinum la germinacion es asincronica, e
inicia de 3-5 dias posteriores a la siembra. El
tiempo de germinacion es semejante al repor-
tado para otras especies de la familia, ya que
en todas ocurre durante la primera semana
después de la siembra (Campbell, 1936; Kaur,
1972; Zhang, Liu, & Tan, 2008; Ramirez-Trejo,
Pérez-Garcia, Mendoza-Ruiz, Valdéz-Avila, &
Espinosa-Matias, 2013; Martinez, Chambi, &
Avilés, 2014). Sin embargo, en P. aquilinum el
tiempo de germinacion es menor con respecto a
las especies que conforman la familia, a excep-
cion de P. caudatum en el que se reporta a los
dos dias posteriores a la siembra (Ramirez-Tre-
joetal., 2013). La germinacion de P. aquilinum
es del tipo Vittaria al igual que en las especies
ya antes estudiadas como: Dennstaedtia sca-
bra (Wall. ex Hook.) J. Sm. (Kaur, 1972), D.
appendiculata var. elwesii (Wall. ex Hook.) J.
Sm. (Kaur, 1972), D. globulifera (Poir.) Hie-
ron. (Martinez et al., 2014), Histiopteris incisa
(Thunb.) J. Sm. (Campell, 1936), H. poeppi-
gii (Kunze) R. Rodr. (Martinez et al., 2014),
Microlepia platyphylla (D. Don) J. Sm. (Zhang
et al.,, 2008), M. strigosa (Thunb.) C. Presl
(Zhang et al., 2008) y Pteridium caudatum

(L.) Maxon (Ramirez-Trejo et al., 2013), todas
incluidas en la familia Dennstaedtiaceae de
acuerdo a la Smith et al. (20006).

El desarrollo protalico es del tipo Adian-
tum al igual que el resto de las especies en
la familia Dennstaedtiaceac (Campbell, 1936;
Kaur, 1972; Zhang et al., 2008; Ramirez-Trejo
et al., 2013; Martinez et al., 2014). Sin embar-
go, la morfogénesis de la fase sexual en esta
especie, es mas rapida que en el resto de los
miembros de la familia, ya que a los 15 dias en
condiciones in vitro se observan gametofitos
con anteridios y arquegonios. Esta condicion
no ha sido mencionada para otras especies en
las que se ha estudiado la morfogénesis pro-
talica, en los cuales los tiempos de desarrollo
registrados son de uno a ocho meses (Reyes-
Jaramillo, Peréz-Garcia, & Mendoza, 1995;
Ramirez-Trejo et al., 2013).

En esta especie las primeras hojas del
esporofito se observan entre los 60-70 dias
posteriores a la siembra, un tiempo muy pare-
cido al observado en P. caudatum, en la que el
tiempo desde la morfogénesis del gametofito
hasta la formacion del esporofito joven fue de
78 dias (Ramirez-Trejo et al., 2013). El tiempo
reducido de desarrollo protélico y la aparicion
del esporofito quizds sea una de las carac-
teristicas que le permite a esta especie tener
alta capacidad de ser pionera y colonizadora
de sitios perturbados, y no solo, las caracte-
risticas ecoldgicas adjudicadas al esporofito
maduro, como la alelopatia entre otras (Moran,
1993; Ramirez et al., 2007; Ramirez-Trejo
et al.,, 2010).

Las plantas vasculares en condiciones in
vitro, debido a que se encuentran en un medio
heterdtrofo (medio suplementado con sacarosa)
y condiciones de alta humedad pueden presen-
tar varias anomalias anatomicas como: vitri-
ficacion, donde las células presentan paredes
delgadas y una falta de diferenciacion entre los
sistemas de tejidos de los drganos; el mesoéfilo
de las hojas sin diferenciacion en empalizada
y esponjoso, o solo la presencia de esponjoso;
los estomas no funcionales o con mal forma-
ciones en las células oclusivas (ausencia de
ostiolo); y ausencia de cuticula (Reuther, 1987;
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Capellades, Fontarnau, Carulla, & Debergh,
1990; Hazarika, 2006; Mohamed & Alsadon,
2010; Gao, Xia, An, Xin, & Liang, 2017). En
P aquilinum no se observa vitrificaciéon en
ningun 6rgano y se presentan los tres sistemas
de tejidos bien diferenciados. La anatomia
de las raices adventicias es la tipica descrita
para esta especie (Krachmer & Baur, 2013), el
rasgo particular observado en este estudio, es la
ausencia de la capa de esclerénquima que nor-
malmente rodea al haz vascular, ya que corres-
ponde a la anatomia de los esporofitos de dos
meses de edad. El rizoma tipicamente presenta
una dictiostela policiclica, con dos bandas de
esclerénquima en la region ecuatorial, en este
trabajo solo se observd un solo ciclo de haces
vasculares y una banda de esclerénquima lo
que concuerda con el desarrollo ontogenético
para la especie (Ogura, 1972). La anatomia de
la base del peciolo debido a la corta edad de
los individuos no presenta el sistema vascular
en forma de aguila bicéfala caracteristico de la
especie. Por otro lado, el raquis de primer orden
presenta cuatro haces vasculares, rasgo reporta-
do por primera vez. Las hojas son los 6rganos
mas afectados en las plantas in vitro (Capella-
des et al., 1990; Hazarika, 2006; Mohamed &
Alsadon, 2010), sin embargo, en P. aquilinum
se observan los estomas anomociticos funcio-
nales en la cara adaxial, en corte transversal se
diferencia bien el mesofilo en empalizada y el
esponjoso y la cuticula es delgada.

La ausencia de dafio en el desarrollo
in vitro del gametofito y del esporofito de
esta especie, podria significar, que, durante la
aclimatacion en condiciones de invernadero,
la supervivencia de los individuos podra ser
mayor en individuos cultivados in vitro a partir
de esporas.
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RESUMEN

Introduccion: Preridium aquilinum es un helecho
heli6filo ampliamente distribuido en México. Es una
especie pionera que usualmente se encuentra en habitats
alterados y tiene gran relevancia ecoldgica por sus propie-
dades alelopaticas, su resistencia al fuego y a condiciones
de sequia. Objetivo: realizar una descripcion integral de
la forma y ornamentacion de las esporas de P. aquilinum,
asi como de la morfogénesis del gametofito, incluyendo el
tipo de germinacion y el desarrollo protalico (resaltando su
morfologia). Ademas, describir la anatomia del esporofito
joven desarrollado en condiciones in vitro. Metodologia:
se utilizo microscopia electronica de barrido y técnica
histologica de parafina para la descripcion de las fases del
gametofito y esporofito. Resultados: Las esporas son glo-
bulares y el trilete tiene ornamentacion granulada, mientras
que su germinacion fue de tipo Vittaria y el desarrollo
protalico correspondio al tipo Adiantum. Los anteridios se
observaron 13 dias después de la siembra, mientras que
los arquegonios surgieron al dia 17. La primera hoja del
esporofito aparecio entre los dias 60 y 70. Al cuarto mes,
la fase esporofitica desarrollada in vitro mostrd la anato-
mia tipica de la especie a esta edad, dado que no presentd
vitrificacion. El analisis histologico del rizoma, la base
del peciolo, el raquis de primer orden y la lamina mos-
traron los sistemas de tres tejidos bien diferenciados. Las
modificaciones anatdmicas observadas in vitro, como una
dictiostela monociclica y s6lo una banda de esclerénquima
en el rizoma, podrian atribuirse a la edad de los individuos.
Por otra parte, los estomas estan presentes en la superficie
adaxial de la lamina, que corresponde al tipo anomocitico.
Aunque estos estomas se formaron en condiciones in vitro,
es importante resaltar que son completamente funcionales.
Conclusiones: Nuestro trabajo describe por primera vez
la morfo-anatomia de las fases gametofitica y esporofitica
del ciclo de vida de P. aquilinum en condiciones in vitro.
Nuestros resultados posiblemente permitan la exploracion
con mayor profundidad de las propiedades biologicas,
fisiologicas y ecologicas de la especie.
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Palabras clave: anatomia, dafio, desarrollo protalico,
esporofito, helecho.
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