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Introduccién

El cultivo de tejidos es una técnica en la cual se pueden aislar una porcion de cierta
planta, otorgandole de manera artificial las condiciones fisicas y quimicas apropiadas
para que las células puedan expresar de manera correcta su maximo potencial, es por lo
que se necesita durante este proceso adoptar una estricta condicion de asepsia para que
los cultivos se mantengan libres de contaminacién microbiana (SAGARPA, 2017).

Entonces estas técnicas representan una ayuda para ciertas especies donde su
propagacion usual lleva mucho tiempo o complicaciones, una de estas plantas son los
helechos que pertenecen a uno de los grupos vasculares que se denominan pteridofitas,
y estos se caracterizan por tener un ciclo de vida con alternancia de generaciones
independientes y de vida libre, esto quiere decir que presentan una fase asexual o
esporofitica (esporas) y la sexual o gametofitica (Pérez & Jaramillo, 1993).

Se tienen estimaciones de 10,000 especies de helechos a nivel mundial, siendo Brasil el
pais con mayor proporcion con 1,200 especies registradas. En México se cuenta con un
registro de 1,014 haciéndole acreedor del 10% de la biodiversidad mundial, siendo el
Estado con mayor numero de endemismos Oaxaca con 13 especies seguido de Chiapas
con 8, Guerrero y Nuevo Ledn con 7, Veracruz 5. (Martinez & Ramos, 2014).

Platycerium bifurcatum conocido como cacho de venado o cuerno de ciervo, que destaca
una alta belleza, pero en cuestion de reproduccién tiene un costo elevado en los viveros.
Con todos los métodos convencionales por separacion de los brotes solo se pueden
conseguir tasas de multiplicacién muy bajas, debido primordialmente a la necesidad de
un periodo de recuperacion usualmente largo entre los cortos, y a las pocas plantas por
planta madre que se pueden obtener (Gomez & Paez, 2013).

Cyrtomium falcatum o conocido coloquialmente como helecho japonés, acebo o aureola
pertenece a la clase Filicopsida, del orden Polypodiales y a la familia Dryopteridaceae
(Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente, 2013).

Se trata de un helecho perenne que presenta un rizoma erecto dolor marrén claro que se
encuentra cubierto de escamas lanceoladas, con apice acuminado marron oscuro.
Formando un monticulo redondeado con frondes de hasta 80 cm de alto por 1 metro de
ancho (Fichas especies invasoras Espafia, 2013).

Blechnum L. es un género con aproximadamente 150 especies que se encuentran
distribuidas a nivel mundial. En el continente americano se cuentan aproximadamente
50, las cuales se localizan especialmente en selvas lluviosas, barrancas, bosques,
paramos, lo largo de rios o arroyos (Ramos, et al. 2006).



Platycerium bifurcatum, Cyrtomium falcatum y Blechnum son especies reconocidas y
buscadas por su valor ornamental. Especificamente para Platycerium b, haciendo
busquedas en mercados y viveros estos oscilan entre los $1,500.00 el mas joven hasta
$15,000.00 el mas grande de edad, asi como de tamafio (Gomez, 2005), por su alta
belleza dentro del mercado de plantas ornamentales debido a su caracteristicas frondas
(hojas) que son apreciadas para ya que son usadas para adornar el exterior, patios o
jardines, pero presentan un problema para su reproduccidn, ya que este tiene un costo
elevado para los viveros. Cyrtomium falcatum de igual manera de ha distribuido a lo largo
del mundo por su gran potencial como ornamental, pero tiene ciertas limitantes y requiere
cierto ambiente para su facil reproduccion (Fichas especies invasoras Espafia, 2013).
Blechnum tambien muestra una importancia basada en la ornamentacion del perisporio
en la caracterizacion de especies y grupos de afinidad intragenéricos y con otros géneros
de Blechnaceae (Rolleri et al, 2012). Es asi como con los métodos convencionales como
la separacion de brotes solo se consiguen tasas de multiplicacion muy bajas y que pocas
plantas se pueden obtener (Gémez & Paez, 2013). Es por lo que se pretende trabajar en
la germinacidon de esporas de estos helechos debido a que se obtienen en cantidades
muy grandes (mas de 1000 esporas/mg) por lo que hay mayores posibilidades de tener
mayor numero de plantas ayudando en la parte de obtencidn de ejemplares y en la parte
economica los viveristas que se encargan de distribuir esta especie, haciéndole mas facil
su venta (Gémez & Paez, 2013).

Objetivo General

Germinar esporas de helechos ornamentales: Platycerium bifurcatum, Cyrtomium
falcatumy Blechnum.sp.

Objetivos Particulares

-Establecer un cultivo aséptico de esporas.

-Germinar las esporas.

-Determinar las condiciones para la obtencion de esporofitos.
Metodologia:
Origen del material

Las esporas fueron obtenidas de frondas fértiles de plantas madre de Plantycerium
bifurcatum, obtenidas de dos fuentes principales; un jardin particular de la Ciudad de
México (Pf1) y del Jardin Botanico del Bosque Chapultepec (Pf2), Cyrtomium falcatum y
Blechnum.sp fueron donadas por un jadin particular de la Ciudad de México. Todo el



material vegetativo fueron recogidos al presentar un grado 6ptimo de maduracion
evidenciado por su coloracion castafio oscuro.

Germinacion y establecimiento de prétalos.

Antes del establecimiento de los helechos se realizé la preparacion de los medios de
cultivo: Se utilizé6 el medio Murashige y Skoog (MS), que contienen nitrato de amonio
(NH4NO3), cloruro de calcio (CaCl2), sulfato de magnesio (MgSQ,), fosfato de potasio
(K2HPO4), nitrato de potasio (KNO3), reguladores de crecimiento agar y azucar (Figs. 1

Figura 2. Medio MS en frascos de siembra

Figura 1. Medio MS

Para la siembra aséptica se seccionan los extremos de las frondas que contienen los
esporangios y se lavan con agua y jabon, Luego se procede a enjuagar con agua
corriente varias veces. Este procedimiento se realizo en distintas fechas debido a la
obtencién de el material vegetal; la primera siembra se hizo con Platycerium bifurcatum
(Pf1) (Fig. 3) el 25 de septiembre de 2023, la segunda fue Cyrtomium falcatum el 1° de
septiembre de 2023 (Fig. 3), el tercero fue Platycerium bifurcatum (Pf2) el 21 de
septiembre de 2023 (Fig. 3) y una segunda siembra el 31 de octubre de 2023 (Fig. 3) y
por ultimo se sembro Blechnum el 17 de noviembre de 2023 (Fig. 3).

A) Platycerium C) Platycerium bifurcatum.
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B) Cyrtomium
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Para la desinfestacién se realizdé de la misma manera para cada vez en que se realizo
las siembra (Fig 4.), dentro de la campana de flujo laminar, en la cual habia frascos de
precipitado (Fig 5.), en donde se sumergieron las frondas en alcohol al 70% durante 50
segundos después del tiempo se retird el alcohol del material para proceder a sumergirlo
en cloro al 30%% por de 4 minutos. Después de esto se hicieron enjuagues con agua
destilada (Fig 6.) para quitar todo rastro de Cloro para seguir con la siembra en el medio
MS.

Figura 4.
Desinfeccion en
campana de flujo.

Figura 5. Vasos de precipitado
que contenian Cl y Alcohol.

Figura 6. Enjuague de las
frondas con agua destilada

En la siembra dentro del medio de cultivo, se hizo con la ayuda de la pinza y el bisturi de
manera que la fronda quedaba de manera vertical para raspar con el bisturi el area donde
se encontraban los soros y fueran depositados en el medio MS de manera homogénea.
Después se sellaron los frascos que contenian el medio y se pasaron al cuarto de
incubacion con 16 hrs de luz y 8 hrs de oscuridad a una temperatura de 24+1°C.

extrajeron los soros.
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Figura 8. Sellado e incubacion

Para la siguiente fase de esporofitos se realiz6 de manera semejante a la propuesta por
Garcia (2013);

Obtencion de esporofitos

De los gametofitos formados después la primera siembra de Platycerium bifurcatum estos
se seccionaron en segmentos de aproximadamente 2 cm (Fig 9) y se colocaron en
medios de cultivo MS, afiadiéndole 10 ml de agua salina esterilizada previamente (Figura
10). Se volvieron a ubicar en el cuarto de incubacion (Fig 11).

' igura 9. Segmentacin para la siembra de
gametofitos

Figura 10. Riego con agua salina estéril.




Figura 11. Incubacion

Actividades realizadas

» Elaboracién de medios de cultivos para los helechos trabajados ( Platycerium b.,
Cyrtomiun f. y Blechnum) y otras especies como Droseras, Bromelias, Cactus, Vid
silvestre, Pitahaya, entre otros.

Establecimiento de los helechos trabajados.

Mantenimiento de las especies dentro del Laboratorio de Cultivo de tejidos.
Limpieza y esterilizacion del material de laboratorio.

Conocimiento de la utilizacion de los instrumentos dentro del laboratorio como
Autoclave, campanas de flujo, instrumentaria, potenciometro, etc.

» Toma de datos de las especies de helechos a trabajar.

YV V VYV

Metas alcanzadas

» Se establecieron los helechos con asepsia
» Germinacién de la mayor parte de material vegetal

Resultados y Discusion

Aproximadamente entre los 19 a 25 dias después de la siembra algunos de los soros
empezaron a germinar en las especies Platycerium b (UAM) con un porcentaje del 88.8%
(Fig 11.) (8/9 frascos) esto difiere un poco con lo obtenido por Gémez & Paez (2013) que
obtuvieron un 100% de germinacion, seguido con 100% de brotes en Cyrtomiun f. (20/20



frascos) y Blechnum (19/19 frascos) (Fig 11.) siendo igual a lo presentado por Vélez
(2015) donde todas las esporas germinaron. Los que no obtuvieron germinacion en
ninguno de los frascos de cultivo fue Platycerium b. (Imagen 12.) proporcionados por el
Jardin botanico de Chapultepec, siendo dos rondas de siembra en las cuales se
contabilizaron 24 frascos en cada una (Ver Grafica 1).

% DE GERMINACION DE LAS ESPECIES POR

FRASCO
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Grafica 1. Porcentaje de germinacion de Platycerium b (UAM), Platycerium b (Chapultepec),
Cyrtomium f., y Blechnum.
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Figura 11. Soros germinando
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Figura 12. Soros no germinados

De los frascos que no germinaron algunos de ellos tuvieron contaminacion ( Fig 13.), del
total de las especies el que tuvo una mayor incidencia fue Platycerium bifurcatum donado
por el Jardin botanico de Chapultepec en la segunda ronda de siembra, este presentd un
87.5% de sus frascos (Grafica 2), también en esta mismo material vegetal en la primera
ronda se tuvo un 83.3% de contaminados, de ahi pasamos con la especie Cyrtomiun
falcatum con un 15%, el tercero fue Platycerium b,. con un 11.1%, y el que no presentd
ningun contaminado fue Blechnum en esto se difirid con la investigacion realizada por
Vélez (2015) donde no hubo ninguno contaminado, ademas que también comparado con
lo obtenido en Garcia (2013) y Gomez & Paez (2013) hay uan relevante diferencia ya que
en estas no hubo contaminados mayores al 30%.
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Grafica 2. Porcentaje de frascos contaminados en cada especie.



Imagen 13. Ejemplo de contaminados.

Teniendo la mayoria de los frascos contaminados se procedio a realizar la identificacion
de estos agentes, por lo cual se tomaron 9 frascos mayormente representativos de todos
los que se tenian y se analizaron en el laboratorio de Fitopatologia con ayuda del Doc.

David Montiel que es el encargado, este se ubica en la misma Universidad Autonoma
Metropolitana Unidad Xochimilco.

De estas pruebas se pudo reconocer tres tipos de hongos: Cladosporium, Alternaria y
Torula (Fig 14); ademas también se pudo encontrar una bacteria de levadura (Fig 14).
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Flgura 14. Hongos presentes en los contaminados

Alternaria Torula

Pt

Figura 15. Levadura

De las especies que germinaron, solo los que empezaron a formar los gametofitos o
protalos a los 40 dias después de la germinacién Platycerium b (Fig 16) y a los 53 dias
después de la germinacién Cyrtomium f (Fig 17). Este intervalo de formacién de
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gametofitos coincide con Garcia (2013) y Gémez & Paez (2013) que tuvieron un rango
de hasta 60 dias en los cuales empezaron a brotar dichos protalos.

Figura 16. Proétalos de Platycem b.

Figura 17. Proétalos de Cyrtomium f.

Y con respecto a la generacién de esporofitos primero surgieron los de Cyrtomium f a
los 24 dias después de aparecer los gametofitos (Fig 18), y por el lado de Platycerium b
se trasplantdé a medio MS nuevo y se le aplico 10 ml de agua destilada estéril, después
de este trasplante empezaron a brotar los esporofitos a los 22 dias después (Fig 19).
Estos resultados se alejan a los reflejados en Vélez (2015) que los obtuvo a los 12 dias
después de tener a los esporofitos, pero también hay que mencionar que en el articulo
de Garcia (2013) se obtuvieron gametofitos a los 45 dias, asi que podriamos decir que
en esta presente investigacion se encuentra en un rango intermedio conforme a las
demas investigaciones comparadas.

S

Figura 18. Esporofitos de Cyrtomium f.
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Figura 19. Esporofitos de Platycerium b.

Conclusion

Del material vegetal utilizado y de las especies con que se trabajaron solo Platycerium
bifurcatum (jardin particular), Cyrtomium falcatum y Blechnum lograron germinar en los
medios de cultivo MS, teniendo brotes aproximadamente entre los 19 a 25 dias después
de la siembra en cada fecha en que se realiz6. Los uUnicos soros de Platycerium
bifrucatum que no presentaron ningun cambio y parecieron estar en letargo fue el material
obtenido por el Jardin botanico de Chapultepec, siendo dos rondas de siembra en la cual
ninguna dio resultados.

Todo el proceso de siembras, realizadas en distintas fechas, fueron hechas con la
adecuada asepsia y en condiciones idoneas (luz y temperatura) proporcionadas por el
cuarto de incubacion. Pero se presentaron contaminados, siendo la segunda ronda de
Platycerium b obtenido de Chapultepec y la primera ronda de este con 87.5% y 83.3% de
contaminados, en cambio el que fue el mas bajo en contaminacion es de la misma
especie Platycerium b (jardin particular) con un 11.1%, y el que no tuvo ningun percance
fue Blechnum donde cada frasco germino sin contratiempos.

Con respecto a los gametofitos y esporofitos tenemos que solo dos especies lograron
inducirlos, Platycerium bifurcatum (jardin particular) presento a los 40 dias después de la
siembra los prétalos, después de esto, fueron cambiados a medios nuevos de MS,
ademas se les anadid 10 ml de agua esterilizada, entonces después de este trasplante
alos 22 dias empez6 a generar sus esporofitos. En cambio, Cyrtomium falcatum presentd
sus gametofitos a los 53 dias después de la siembra, estos no se cambiaron de medio
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por ningun motivo y tampoco se le hizo un riego con agua estéril si no que en el medio
de un inicio a los 24 dias después de la aparecieron los esporofitos.
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