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Abstract: Sexual phase development was studied in Didymochlaena truncatula, on the basis of spores collec-
ted in Peninsula Moreno and Tebanca, Catemaco, Veracruz, México. The spores are monolete, ellipsoid, with pe-
rine, and non-clorophyllic. The germination pattern is of the Vittaria-type and the prothallial development is of
the Adiantum-type, the adult gametophytes are cordiform to reniform and without trichomes; the gametangia are
typical of the leptosporangiate ferns. The first leaf of the sporophyte appears 100 days after the sowing of the
spores, the lamina is spatulate, with dichotomous venation and short capitate, unicellular marginal hairs.
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Didymochlaena truncatula (Sw.) J. Sm., es
un género monotipico de amplia distribucién
de la familia Dryopteridaceae, crece desde Ve-
racruz (México) hasta el sur de Panama, en las
Grandes Antillas (excepto Jamaica), norte de
Sudamérica y sureste de Brasil; en el Viejo
Mundo se encuentra en regiones tropicales del
este y sureste de Afn’ca, India, especialmente
en la region del Himalaya, China, Japén, Mala-
sia y Australia; habita en selvas altas y en bos-
ques himedos, entre los 100-1000 m snm y ra-
ramente hasta 2300 m de altitud. Esta planta se
caracteriza por tener hojas monomorfas, bipin-
nadas, el dpice conforme a las pinnas laterales,
las pinnulas son dimidiadas, los soros tienen in-
dusios alargados y redondeados en el extremo
distal, distribuidos en ambos lados de la nerva-
dura y curvados alrededor de su dpice; las espo-
ras son monoletes; nimero cromosomico: n=
41 (Mickel y Beitel 1988, Moran 1995, Riba y
Pérez-Garcia 1997, Tryon y Tryon 1982).

Como resultado de la revision bibliogréfica
se han encontrado estudios de la fase sexual de
algunos géneros de la familia Dryopteridaceae,
tales como Arachniodes, Cyrtomium, Polysti-
chum (Atkinson 1973, Chandra y Nayar 1970),
Didymochlaena (Stokey y Atkinson 1954) y
Dryopteris (Atkinson y Stokey 1973, Cousens
1975 y Kaur 1977), todos ellos hechos en el Vie-
jo Mundo, no existiendo al momento estudios pa-
ra especies mexicanas que conforman la familia.

Este trabajo pretende complementar la in-
formacién existente sobre la morfogénesis de
la fase gametofitica de D. truncatula, esperan-
do con ello contribuir al conocimiento de las
especies mexicanas.

MATERIALES Y METODOS

Las esporas se obtuvieron guardando en
bolsas de papel pinnas fértiles obtenidas de
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ejemplares de D. truncatula recolectados en el
campo, en las localidades de Peninsula Moreno
(Coyame) y 3.5 km al este de Tebanca, Municipio
de Catemaco, Veracruz (ejemplares de respaldo
AMR-142, AMR-205, depositado en UAMIZ).

Una vez liberadas las esporas, se tamiza-
ron con una malla metdlica del No. 200 con
poros de 0.074 mm de didmetro para eliminar
restos de esporangios e indusios. Las esporas
fueron sembradas en 30 cajas de Petri de 5 cm
de didmetro, que contenian medio de cultivo
de Thompson en agar previamente esterilizado
(Klekowski 1969 y Pérez-Garcia 1989). Las
esporas se esparcieron con un pincel de pocas
cerdas sobre la superficie del medio solidifica-
do, con una densidad promedio de 150-200 es-
poras por cm?.

Los cajas se mantuvieron en condiciones
de laboratorio dentro de bolsas de polietileno
transparente, para evitar contaminacién y dese-
cacién, con un fotoperiodo de 12 hrs luz-oscu-
ridad con luz artificial (lJdmparas Solar 75
Watts, luz de dia), a una temperatura de 24-28
°C; tres cajas se mantuvieron en obscuridad
para determinar fotoblastismo (Mendoza et al.
1996-1997).

Los gametofitos fértiles se fijaron en FAA
(5% formaldehido + 5% acido acético + 63% al-
cohol + 27% agua), se deshidrataron en alcoho-
les graduales (30%, 50%, 70% y 100%) y fue-
ron infiltrados en JB-4 (mezcla pléstica de com-
ponente A + componente B + catalizador), los
cortes de los gametofitos con un grosor de 2um
se hicieron con un ultramicrotomo, tefiidos pos-
teriormente con azul de toluidina O y montados
con resina sintética (O’Brien ef al. 1964).

Las fotomicrografias fueron tomadas de
material en vivo y preparaciones fijas.

RESULTADOS

Esporas: Son monoletes de color pardo
claro, miden 30-37 p, con perina bien diferen-
ciada, de forma elipsoidal a ligeramente esfe-
roidal, superficie rugosa, equinulada a tubercu-
lada y con prominentes pliegues (Fig. 1). (Tr-
yon y Lugardon 1982, Tryon y Tryon 1991.)

Germinacion: El patrén de germinacion
es de tipo Vittaria de acuerdo con Nayar y
Kaur (1971), entre los 5-8 dias se desarrolla
una célula rizoidal larga, hialina, sin cloroplas-
tos, a partir de la célula proximal, mientras que
la célula distal se divide por una pared trans-
versal formando dos células hijas con abun-
dantes cloroplastos y algunos glébulos de acei-
te de color amarillo; ain se conserva la cubier-
ta de la espora (Figs. 2, 3).

Desarrollo protalico: Es de tipo Adian-
tum (Nayar y Kaur, 1969) y se inicia entre los
8-12 dias después de la germinacién de la es-
pora. Por divisiones paralelas de la pared de la
célula protdlica inicial se forma un filamento
corto de 2-3 células de longitud (Figs. 3, 4), la
formacién de la ldmina se inicia entre los 15-
25 dias por divisiones longitudinales y trans-
versales de la célula terminal del filamento
germinativo, delimitando una célula meriste-
matica obcénica (Fig. 5). Por la actividad de
esta célula, entre los 28-35 dias se forma un
protalo joven espatulado (Fig. 6), mds tarde
(40-50 dias) el dpice del gametofito se modifi-
ca y forma un meristemo pluricelular que
reemplaza a la célula meristemdtica inicial,
formando una escotadura y finalmente se for-
ma un protalo cordiforme-espatulado glabro
(Figs. 7, 8, 9). Los protalos maduros (60 dias),
se caracterizan por ser cordiforme-espatulados
a cordiforme-reniformes con su meristemo
pluricelular de posicién apical formando una
escotadura, el cojinete es central con cinco a
siete capas de células de grosor y en €l se loca-
lizan los gametangios, los rizoides son abun-
dantes, hialinos de color pardo claro y sin clo-
roplastos (Figs. 10-14). los gametofitos adultos
son monoicos y glabros.

Gametangios: La formacién de los arque-
gonios se inicia alrededor de los 45-50 dias, se
encuentran distribuidos en la regién apical del
cojinete, cercanos a la zona meristemadtica, el
cuello del arquegonio estd formado por cuatro
hileras de células, la boca tiene cuatro células,
éstos estdn orientados hacia la region basal del
protalo (Figs. 14, 17, 18).
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Figs. 1-9. Germinacion y fases laminares de Didymochlaena truncatula.1. Espora, 2. Germinacién de la espora (7 dias), 3-
4. Fases filamentosas (12 dias), 5-7. Inicios de la fase laminar (15-18 dias), 8-9. Fases laminares jovenes (28-38 dias). ce=
cubierta de la espora, cm= célula meristemética, cp= célula protalica, r= rizoide.
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Figs. 10-16. Fases laminares y gametangios de Didymochlaena truncatula. 10-12. Fases laminares adultas (36-46 dias), 13.
Gametofito cordiforme con anteridios (60 dias), 14. Gametofito cordiforme espatulado con arquegonios (150 dias), 15-16.
Anteridios (60-70 dias). a= anteridios, an= anterozoides, ar= arquegonios, cb= célula basal, cm= célula media, co= célula
opercular, zm= zona meristematica.
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Figs. 17-19. Gametangios y primeras hojas del esporofito de Didymochlaena truncatula. 17. Corte longitudinal de arque-
gonio y anteridio, 18. Corte longitudinal del cuello de arquegonio con la oosfera, 19. Primeras hojas del esporofito (100
dias). a= anteridio, ar= arquegonio, 1= ldmina, n= nicleos de las células del anteridio, o= oosfera, p= peciolo.

Los anteridios se forman de manera simul-
tdnea que los arquegonios, se encuentran distri-
buidos en la region media inferior del gametofi-
to, sobre el cojinete y entre los rizoides (Fig. 13);
estan formados por 3 células, una célula basal,
una célula media y una opercular que rodean a la
célula espermatdgena (Figs. 15, 16, 17), el me-
canismo de dehiscencia y liberacion de los ante-
rozoides es por la apertura de un poro en la pa-
red expuesta de la célula espermatdgena, des-
pués del desprendimiento de la célula opercular.

Esporofito: Las primeras hojas se forman
después de 100 dias de haber sido sembradas
las esporas, son de forma espatulada con vena-
cién dicotémica, tricomas marginales unicelu-
lares, cortos y capitados (Fig. 19). Los estomas
son del tipo anomocitico por no tener células
subsidiarias (Van Cotthem 1973), las paredes
laterales de las células epidérmicas de las caras
adaxial y abaxial de la 1dmina son onduladas.

DISCUSION

Stokey y Atkinson (1954) describieron la
morfologia del protalo de Didymochlaena si-

nuata Desv. (= D. truncatula (Sw.) J. Sm.). Sin
embargo es importante resaltar que el trabajo
fue realizado con esporas procedentes del Jar-
din Botédnico de Bruselas, sin mencionar ejem-
plares de respaldo, por lo que se desconoce su
procedencia silvestre, razén por la cual se estu-
di6 el material proveniente de México.

Nuestros resultados concuerdan con los
descritos por las autoras en lo siguiente: las es-
poras son monoletes con perina, de color par-
do y miden en promedio de 30 a 37um, la ger-
minacién se inicia después de cinco-siete dias
de la siembra, el patrén de germinacién es tipo
Vittaria y el desarrollo protdlico tipo Adian-
tum, los talos maduros son glabros y varian de
cordiforme-espatulados a cordiforme-renifor-
mes; los gametangios son del tipo comin de
los helechos leptosporangiados; los anteridios
tienen una célula basal, una célula media y una
célula opercular que rodean a la célula esper-
matdgena. La dehiscencia se da por el despren-
dimiento de la célula opercular y la liberacién
de los anterozoides es a través de un poro que
se forma en la pared expuesta de la célula es-
permatégena. Los cuellos de los arquegonios
estan formados por cuatro hileras de células,
cada hilera tiene de 4 a 5 células.
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Una diferencia importante entre los resul-
tados de Stokey y Atkinson y los obtenidos en
este estudio es que dichas autoras mencionaron
haber observado rizoides con cloroplastos (los
que se pierden después) sobre todo en el mar-
gen de la ldmina de gametofitos adultos; sin
embargo, en nuestras observaciones en ningin
caso se encontraron rizoides clorofilicos, ni en
el margen ni en la cara inferior de la lamina.

Se puede suponer que esta es una varia-
cion relacionada con el origen geografico de
las muestras estudiadas, pero no hay informa-
cion adicional que pueda apoyar esta idea. Las
primeras hojas del esporofito son muy simila-
res a las de otros géneros con hojas compues-
tas, con tricomas en peciolo y lamina.

Finalmente, comparando los gametofitos
de esta especie con los gametofitos de los gé-
neros Arachniodes, Cyrtomium (Chandra y
Nayar 1970), Dryopteris (Cousens 1975, Kaur
1977), Phanerophlebia, Polystichum y Olfer-
sia (Mendoza, obs. p.) que estdn considerados
dentro de la familia Dryopteridaceae y que cre-
cen en México, observamos que los gametofi-
tos de Didymochlaena son totalmente desnu-
dos (carecen de tricomas), en comparacién con
los protalos de los géneros mencionados ante-
riormente, los que presentan numerosos trico-
mas tanto marginales como superficiales, lo
cual los hacen diferentes del resto de los géne-
ros pertenecientes a esta familia. Pero a nivel
de gametangios, encontramos que los anteri-
dios son similares, presentan tres células: una
célula basal, una media y una opercular que es-
tan rodeando la célula espermatégena y cuellos
de los arquegonios estan formados por 4 hile-
ras de células.

Por lo observado en este estudio la consi-
deracién del género Didymochlaena dentro de
la familia Dryopteridaceae sigue estando basa-
da en las caracteristicas del esporofito, pero los
protalos son glabros a diferencia de los game-
tofitos de los otros géneros pertenecientes a la
familia Dryopteridaceae que presentan trico-
mas marginales y superficiales y segin Stokey
y Atkinson, son del tipo primitivo y no aportan
datos adicionales para debatir la taxonomia del
género.

Aunque la morfologia comparativa de los
gametofitos no es un factor dominante para la
interpretacién de la filogenia de los helechos
puede, sin embargo, ser de considerable ayuda
particularmente en lo que respecta a los géne-
ros cuya posicién en una familia se encuentra
aun en discusion.
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RESUMEN

En este trabajo se presenta el estudio de la fase se-
xual de Didymochlaena truncatula. Las espora son mono-
letes con perina, elipsoidales, no clorofilicas. Su germina-
cién es tipo Vittaria y su desarrollo protélico es tipo Adian-
tum, el gametofito adulto es cordiforme-espatulado a cor-
diforme-reniforme, no presentan ningtn tipo de tricoma,
los rizoides no tienen cloroplastos, sus gametangios son
del tipo comun de los helechos leptosporangiados, las pri-
meras hojas del esporofito se forman después de 100 dias
de haber sido sembradas las esporas, son de forma espatu-
lada con venacion dicotémica y tricomas unicelulares mar-
ginales, cortos y capitados.
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