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Resumen

La familia Cyatheaceae se encuentra en el apéndice dos del CITES, lo que indica poblaciones
estables sin riesgo de extincién. El género Cyathea tiene gran distribucion a nivel nacional, en la
region andina se registra el mayor numero de especies hasta los 2500 m, siendo ésta una de las
zonas que se ha visto afectada en los ultimos afios por perturbaciones del habitat. En este estudio se
evalué la germinacion de esporas de Cyathea aff. caracasana hasta la fase de gametofito mediante la
técnica de cultivo in vitro usando el medio de cultivo MS al 50% sin carbén activado y sacarosa, en
tres tratamientos: MS con antibiotico rifampicina (0,02 mg/L), MS con antifingico orthocide (0,5 g/L) y
MS con rifampicina (0,02 mg/L) y orthocide (0,5 g/L). El fotoperiodo fue de 12 horas, la temperatura
de 18 °C y el pH de 5,8. La germinacién de esporas se presentd entre los 18 y 22 dias después de su
siembra con un porcentaje del 69% (IG: 3,75), en el tratamiento con el medio MS vy rifampicina
(0,02mg/L). En los tratamientos con el fungicida orthocide no se observd germinacién. Los
gametofitos filamentosos se observaron a los 34-38 dias, las células apicales meristematicas se
desarrollaron a los 43 dias, las estructuras cordiformes se apreciaron a los 48 dias. Los
multigametofitos se observaron a los 78 dias. Los valores de las variables fisicoquimicas utilizadas
fueron apropiados. Se registraron y reconstruyeron las etapas de desarrollo del gametofito de
Cyathea aff. caracasana.

Palabras clave: esporas, multigametofitos, protalo, pteridofitos.

Abstract

Cyatheaceae family is found in Appendix Two of CITES, which indicates stable populations without
risk of extinction. Although the genus Cyathea has great national distribution, in the Andean region
has the highest number of species up to 2500 m, which is one of the areas affected in recent years by
habitat disturbance. In this study, germination of spores by the technique of in vitro culture of Cyathea
aff. caracasana on 50% MS culture medium was evaluated by three treatments: MS culture medium
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without sucrose and activate carbon, with antibiotic rifampicin (0,02 mg/L), MS with antifungal
orthocide (0,5 g/L) and MS with rifampicin (0,02 mg/L) and orthocide (0,5 g/L). The photoperiod was
12 hours per day, the temperature of 18 °C and pH 5,8. The germination of spores was present
between 18 and 22 days after sowing with a germination percentage of 69 % (Gl: 3,75), in the MS
medium and rifampicin (0,02mg/L). In treatments with fungicide was not recorded spore germination.
The filamentous gametophytes were observed at 34-38 days, apical meristematic cells developed at
43 days, cordiform structures were observed at 48 days. Multigametophytes were observed at 78
days. The values of the physicochemical variables used were appropriate. The gametophyte
development stages of Cyathea aff. caracasana were recorded and reconstructed.

Key words: multigametophytes, prothallus, pteridophytes, spores.
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Introduccion

Los helechos arborescentes son
caracteristicos de los bosques lluviosos
tropicales y subtropicales, por su belleza
son utlizados como elementos de
decoracion en interiores y exteriores. La
mayoria de estos helechos son
colectados ilegalmente de los sitios
naturales lo que da como resultado un
descenso en las poblaciones (ETTER,
1993). El género Cyathea incluye cerca
de 150 especies que estan distribuidas
principalmente en el Nuevo Mundo y en
islas a través del Océano Pacifico
(KORALL et al, 2007). La familia
Cyatheaceae se encuentra en el
apéndice dos del CITES, lo que indica
gque las poblaciones son estables y sin
riesgo de extincion, pero si no se
controla su explotacién podrian entrar en
peligro. En Colombia las especies de
este género son utilizadas
artesanalmente en la fabricacion de
cercas, vigas y postes por la gran
resistencia que presentan los tallos, los
peciolos y raquis son usados para la
fabricacion de cestos, canastas vy
particularmente en las épocas navidefias
para la elaboracion de coronas. La
familia Cyatheaceae se encuentra
representada en Colombia con los
géneros Alsophila, Cnemidaria, Cyathea
y Sphaeropteris, siendo el mas
numeroso Cyathea, encontrandose entre
el nivel del mar y los 4.200 m. Este
género esta conformado por 55 especies
y 5 variedades distribuidas en todo el
pais, el mayor nimero de especies se
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registra en la region Andina, en alturas
menores de 2.500 m. Se caracteriza por
presentar tallos erectos que pueden
alcanzar varios metros de altura, los
peciolos dejan cicatrices marcadas
alrededor del tallo (MURILLO-A vy
MURILLO-P, 2003). Entre los principales
grupos de familias de las Cyatheales, las
Cyatheaceae y Loxsomaceae presentan
los elementos mas primitivos. El prétalo
en estas familias es de lento crecimiento
y masivo, talo tipo cordado con una
tendencia en algunas Cyatheaceae a
revertir ocasionalmente a la forma
tuberosa cilindrica. Las esporas son de
tipo tetraedral y la germinaciéon de la
forma primitiva tipo Cyathea; Constantino
et al. (2000) diferenciaron dos tipos de
esporas de helechos arborescentes,
esporas clordfilas y esporas no clordfilas.
Lloyd y Klekowsky (1970) habian
determinado que las esporas clordfilas
no presentan estado de dormancia,
germinan directamente después de 36
horas y poseen una viabilidad de 48 dias.
Las esporas no cloréfilas germinan
después de 9,5 dias y su viabilidad oscila
entre 10 y 45 dias.

En el género Cyathea los filamentos
germinales son cortos en la formacion de
la placa. El desarrollo del prétalo es del
tipo Adiantum, una célula meristematica
se establece so6lo cuando el talo tiene
cuatro o cinco células de grosor. La
célula terminal se divide por una pared
perpendicular a la pared basal para
iniciar la formacion de la placa del
prétalo. Los 6rganos sexuales son tipo
Eusporangiados aunque la simplificacion
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de los anteridios en Cyatheoidea

conducen al tipo Leptosporangiado
(NAYAR y KAUR,1971).

Goller y Rybczynsky (2007) estimaron
para once especies de Cyathea los
tiempos de germinacion (cuatro a doce
semanas), formacion del gametofito
(ocho a veinte semanas) y del esporofito
(cuatro a catorce meses), asi mismo
reportan  once meses como tiempo
maximo de almacenamiento de las
esporas de Cyathea caracasana, aunque
no  suministran datos sobre la
germinacion de las esporas. Hiendimeyer
y Randi (2007) determinaron que la luz
es un factor importante en la germinacion
de las esporas, sugieren que la
fotoinhibicibn de las esporas es un
mecanismo que garantiza la germinacién
de las esporas y el establecimiento del
gametofito en condiciones ambientales
apropiadas, por tal motivo las esporas
que son dispersadas en areas abiertas
pueden germinar en dias nublados o
lluviosos pero muy probablemente no
sobrevivan dias soleados. Los
pteridofitos al igual que otras plantas
establecen relaciones simbibticas con
hongos  micorrizicos para la
germinacion de las esporas, el desarrollo
de gametofitos y esporofitos; Wang vy
Qiu (2006) en la revision sobre la
distribucion filogenética y evolucion de
micorrizas reconocen el establecimiento
de asociaciones micorrizicas
arbusculares en Cyathea cooperi
reportada por Gemma et al (1992) en
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Hawai.La informacion sobre los procesos
de germinacion de esporas y desarrollo
de gametofitos de Cyathea mediante la
técnica de cultivo in vitro es escasa, lo
gue justifica este trabajo preliminar cuyo
propésito fue evaluar el efecto de tres
tratamientos en el medio de cultivo MS
para promover la germinacion de las
esporas y la formacion de la fase
gametofitica de Cyathea aff. caracasana,
asi como las condiciones para su
propagacion in vitro y la posibilidad de
generar a futuro estrategias de
conservacion.

Metodologia

Las pinas de Cyathea aff. caracasana
fueron colectadas en la via
Bucaramanga-Culcuta a una altura de
2398 m (Figura 1). El material vegetal
fresco se guardd en bolsas de papel y
bolsas ziploc debidamente etiquetado y
se llevd al laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales in vitro de la
Universidad de Santander UDES LCTV,
en donde se cambié a otras bolsas de
papel para faciltar su secado a
temperatura ambiente. Cuatro dias
después de la colecciébn del material
vegetal se procedio en la camara de flujo
laminar a separar los esporangios y las
esporas de las pinas con una aguja de
diseccion, posteriormente se
distribuyeron en cinco bolsas de papel
filtro con dimensiones de 4 cm x 4 cm,
las cuales se ubicaron en cinco cajas de
Petri estériles a las que se aplicaron dos
aspersiones con etanol al 70% en dos
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intervalos de 30 segundos como

protocolo de desinfeccion. ElI material
palinolégico se distribuyé con pinzas de
disecciébn en 36 cajas de Petri que
contenian el medio de cultivo Murashige
y Skoog (1962) al 50% sin carbon
activado y sacarosa, las cuales se
dividieron en tres grupos de 12 cajas
para evaluar el mejor desarrollo de las
esporas hasta la fase gametofitica. Se
aplicaron las siguientes modificaciones al
medio de cultivo MS: medio MS con
antibidtico rifampicina (0,02 mg/L), MS
con antifangico orthocide (0,5 g/L) y MS
con rifampicina (0,02 mg/L) y orthocide
(0,5 g/L). El pH de los tratamientos se
ajustd a 5,8. Las cajas se etiquetaron,
se sellaron con vinipel y se trasladaron a
la camara de incubacibn con un
fotoperiodo de 12 horas a 18 °C.

Cada tres dias se inspeccionaron las
cajas de Petri para determinar si las
esporas habian germinado. Una vez
detectados los primeros crecimientos
celulares se utiliz6 un microscopio digital
Celestron para detallar este proceso.

Resultados

La germinacion de las esporas de C. aff.
caracasana se detecté a los 18 dias y
continu6 hasta los 22 dias en el medio
MS al 50% sin carbon activado y
sacarosa, con rifampicina (0,02 mg/L)
(Figura 2A), en los otros tratamientos que
incluian el antifungico orthocide (0,5 g/L)
no se evidencié la germinacién de las
esporas. Los estimativos de la
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germinacion de esporas se realizaron
indirectamente segin el grado de
cobertura de los gametofitos en las 12
cajas de Petri, se usé la escala de Braun-
Blanquet, en la que se combina la
abundancia y la dominancia (Tabla 1), en
donde los indices inferiores (+, 1)
registran la abundancia y los restantes
(d, 2, 3, 4, 5) tienen en cuenta la
cobertura o dominancia (ALCARAZ,
2012). En esta investigacion, esta escala
se modificd, considerando so6lo los
indices 1-5 de acuerdo a los resultados
obtenidos (Tabla 2). Estos datos son
medianas de frecuencias de la
evaluacion de tres repeticiones con
cuatro cajas de Petri cada una.lLa
desinfeccién con etanol de esporangios y
esporas mediante aspersion no causo
efectos adversos en el indice de
germinacion.El patron de germinacion es
del tipo Cyathea (ecuatorial) donde dos
células se forman en la germinacion, una
produce el rizoide y la otra el filamento
germinal. La primera divisién celular se
inicié por una pared paralela al eje polar
de la espora y la elongacion del talo es
un plano paralelo al plano ecuatorial de
la espora. El desarrollo del protalo es de
tipo-Adiantum aunque el desarrollo de
rizoides en la segunda o tercera célula
del prétalo lo hacen similar al tipo
Drynaria (Figura 2E). El desarrollo de la
espora, clorocito y gametofito filamentoso
se aprecian en las figuras 2 B-E. Los
cloroplastos  desarrollados en el
gametofito se observan claramente en la
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figura 2F. Los gametofitos filamentosos

mayores de diez células se observaron a
los 16 dias después de la germinacion.
Las células apicales meristematicas se
desarrollaron a los 21 dias haciéndose
méas complejos hasta la formacion de la
estructura gametofitica cordiforme a los
26 dias (Figuras 3 y 4), asi mismo se
observaron estructuras esféricas sobre la
lamina de los gametofitos identificadas
como anteridios. Treinta dias después de
la formacibn de los gametofitos
cordiformes se observaron estructuras
multigametofiticas derivadas del proceso
de gemacién de células meristematicas
no observadas en este estudio (Figura
4C). La figura 5 resume el tiempo y
estructuras de desarrollo observadas en
Cyathea aff. caracasana.

Discusion

En el presente estudio los tratamientos
que contenian el fungicida Orthocide
inhibieron el proceso de germinacién de
las esporas de Cyathea aff. caracasana.
Los resultados obtenidos son
congruentes con lo expuesto por Dyer
(1979) en lo referente al uso de
mecanismos de control de hongos,
dichos elementos fungicidas aumentan el
tiempo de germinacion y disminuyen la
viabilidad de las esporas de los helechos.
El compuesto activo del orthocide es el
N-(trichloro methylthio) cyclohex-4-ene-
1,2-dicarboximide [C9H8CI3NO2S]. Los
fungicidas de este grupo, al penetrar en
la célula fungica reaccionan
preferentemente con las enzimas que
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contienen  grupos  sulfidrilos  (SH),
también puede reaccionar con grupos de
aminoacidos. Estos fungicidas de igual
forma  pueden inhibir la sintesis de
enzimas que no tienen grupos sulfhidrilo.
La accién fungitéxica de este grupo de
fungicidas esta inherente en el grupo N-
S-CCl;. Los compuestos de este grupo
reaccionan con el tiol y el glutation
(TAVARES-RODRIGUES, 2006). Si se
inhibe el glutation no hay control sobre la
formacion de enlaces disulfuro y las
proteinas se inhiben. Las esporas de
Cyathea aff. caracasana son no
clorofiticas presentando una gran
reserva de lipidos que son transformados
a través del ciclo del glioxilato a
carbohidratos que sirven como fuente de
energia para los inicios de la
germinacion. Se desconoce si Orthocide
inhibe algunas de las enzimas de este
ciclo en las esporas de Cyathea aff.
caracasana.Las variables luz
(fotoperiodo de 12 horas) y pH (5,8)
fueron convenientes para la germinaciéon
de las esporas y el desarrollo del prétalo.
Los valores de pH por debajo de la
neutralidad favorecen la germinaciéon de
las esporas segun lo reportado para
Cyathea atrovirens (RECHENMACHER
et al, 2010). La luz es necesaria para la
formacion del protalo, pero cantidades
elevadas de iluminacion eliminan al
gametofito (HIENDLMEYER y RANDI,
2007). Alrededor del 68,8% (valor medio
del indice de germinacion= 3,75) de las
esporas sembradas en el medio de
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cultivo MS 50% sin carbon activado y

sacarosa, con 0,02 mg/L del antibiético
rifampicina germinaron y completaron su
desarrollo hasta la fase gametofitica.

Durante el desarrollo del gametofito de
Cyathea aff. caracasana se observo que
la diferenciacion del clorocito vy el rizoide
se produce alrededor de los 15-18 dias.
La formacion del gametofito filamentoso
(cinco células) se logra en un tiempo de
cuatro a cinco dias después de la
germinacion. Se evidencio el desarrollo
de rizoides en la segunda y tercera célula
del gametofito filamentoso. La fase
filamentosa del gametofito inici6 a los 16
dias de la germinacion de las esporas, se
aprecio el desarrollo del gametofito en
estado laminar a los 21 dias vy
proliferaciébn gametofitica en forma de
corazébn a partir de la actividad de las
células meristeméticas con incremento
en el nimero de células y expansion
superficial sobre el medio de cultivo.

En lo referente al tiempo de germinacién
de las esporas bajo condiciones de
cultivo in vitro, Page (1979) plante6 que
en la mayoria de especies de
Cyatheaceae la capacidad de
germinacion de esporas disminuye
después de unas pocas semanas de
almacenamiento, lo que es tipico para
plantas tropicales. En este trabajo el
tiempo méaximo de almacenamiento de
los esporangios y esporas fue de cuatro
dias, por lo que se infiere que no afecto
la viabilidad de las mismas.
Adicionalmente, el tiempo requerido para
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la germinacion también depende de la
aplicacion de soluciones desinfectantes,
lo que puede afectar su viabilidad y
poder de germinacion (GOLLER vy
RYBCZYNSKI, 2007). El etanol ha sido
utiizado como complemento a la
desinfestacion de esporas de helechos
con NaOCI, pero en tiempos muy cortos
y sumergiendo las muestras de las
esporas (CAMLOHA y GOGALA, 1992;
GONZALEZ et al, 2006). Dyer (1979)
probé6 numerosas  soluciones de
esterilizacion entre ellas el NaOCI, Ca
(OCL)2.4H,0 y concluyé que la mayoria
de desinfectantes de hongos y bacterias
extienden el tiempo requerido para la
germinacion de esporas y disminuyen su
viabilidad. En esta investigacion se usé
etanol al 70% como agente de
esterilizacion, lo que permiti6 obtener
resultados satisfactorios en la viabilidad
de las esporas para la germinacion, la
cual se evidencié a los 22 dias de la
inoculacion de los esporangios y esporas
en los medios de cultivo que contenian
rifampicina, este tiempo fue similar al
reportado para Cibotium glaucum (Sm.)
Hook. And Arn., Cyathea dealbata (G.
Forest) Sw y Dicksonia sellowiana Hook,
(cuatro semanas) de igual forma para
Cibotium schiedei Schltdl. and Cham y
Cyathea robertsiana (F. Muell.) Domin.
(cinco semanas) (GOLLER y
RYBCZYNSKI, 2007), ademéas este
procedimiento permiti6 mantener las
cajas de Petri libres de contaminantes
bacterianos. Salisbury y Ross (1994),

Bistua:Revista de la Facultad de Ciencias Basicas. 2013 .11 (2):74-84. Narvaez-Parra E. X, Jerez-Jaimes J. H, ,Mantilla-Serrano J.E.ETAPAS DE DESARROLLO IN
VITRO DEL GAMETOFITO DEL HELECHO ARBORESCENTE Cyathea aff. caracasana (KLOTZSCH) DOMIN.

ISSN 0120-4211 74-84



81
argumentan que la exposicion de las

esporas a tiempos prolongados con
etanol puede alterar la composicion
quimica de la pared celular, la membrana
y por lo tanto la germinacion. El tiempo
de exposicion (60 s) de las esporas al
etanol no altero la estructura interna.

El porcentaje de germinacién de esporas
del 69% (IG: 3,7) permite inferir que los
métodos utilizados fueron adecuados
para el estudio de la germinacion vy
desarrollo de gametofitos de Cyathea aff.
caracasana.

La proliferacién de gametofitos debida a
la extension de los cultivos en medios
carentes de sacarosa y envejecidos (mas
de dos meses) fue observada en
Cyathea aff. caracasana, encontrandose
gametofitos libres y mudltiples, proceso
que ocurre de forma similar en Cyathea
robertsiana  segun lo reportado por
Goller y Rybczynski (2007) quienes
consideraron esta estrategia para la
obtencion de material vegetal como
Optima para la propagacion y estudios de
desarrollo en pteridofitos arborescentes.
A partir del conocimiento de las
caracteristicas de germinacién, los
estados de desarrollo del gametofito, las
condiciones de los medios de cultivo, el
efecto de los fungicidas y las variables
fisico quimicas analizadas en esta
investigacion, se continuaran los estudios
para determinar el proceso de formacién
de esporofitos y estandarizar el cultivo in
vitro de Cyathea aff. caracasana.
Conclusiones
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Se reconstruyeron las secuencias de las
fases de desarrollo del gametofito de
Cyathea aff. caracasana.

La germinacion in vitro de esporas de
Cyathea aff. caracasana se presentd en
el tratamiento con el medio de cultivo MS
al 50% sin carbo6n activado y sacarosa,
con el antibiético rifampicina (0,02 mg/L).
Los tratamientos con el antifangico
orthocide (0,5 g/L) inhibieron el proceso
de germinacion.

El protocolo de desinfeccibn de
esporangios y esporas con aspersiones
de etanol resulté adecuado para la
germinacion y para mantener libres de
patégenos los medios de cultivo.

Se obtuvo el desarrollo in vitro de esta
especie hasta la fase gametofitica a los
48 dias.

Las variables pH, fotoperiodo vy
temperatura fueron apropiadas para los
procesos de germinacion de las esporas,
formacion y desarrollo de gametofitos.

La formacibn de  multigametofitos
promete ser una estrategia para la
reproduccién in vitro de C. aff.
Caracasana
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Figura 1. Lugar de coleccion de las pinas
fértiles de Cyathea aff. caracasana.

Tabla 1. Escala de abundancia-dominancia

de Braun-Blanquet

indic
e

Significado

R

Un solo individuo,
cobertura despreciable

Més individuos,
cobertura muy baja

Cobertura menor del 5%

Cobertura del 5-25%

Cobertura del 25-50%

Cobertura del 50-75%

(20 B (VR ISR

Cobertura igual 0
superior al 75%
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Figura 2. Desarrollo del gametofito de Cyathea

aff. caracasana. A, Esporangio con esporas y
prétalos en. B, C, D, E y F, fases de desarrollo del
prétalo. Clo: clorocito, E: espora trilete. Gam: gametofito.
Ri: rizoide. Nétese los cloroplastos en las células del
gametofito en estado filamentoso y rizoides en E'y F.

Fig . Etapas de desarrollo en la formacién de gametofitos en
Cyathea aff. caracasana. Nétese que 30 dias después de la formacion
de gametofitos cordiformes aparecen multigametofitos por gemacion.
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