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RESUMEN

En este trabajo se estudian las caracteristicas de los estomas en tres especies
del género Selaginella del estado de Guerrero (S. galeottii, S. rhizophoray S.
sertata); de las hojas de estas especies se ofrecen datos de indice estomatico,
tiro de estomas y morfometria de los mismos. Se discute la relevancia
taxonomica, ecoldgica y fisiolodgica de estos datos. Este estudio forma parte del
proyecto "Flora de Guerrero" que se lleva a cabo en el Laboratorio de Plantas
Vasculares de la Facultad de Ciencias, UNAM.



INTRODUCCION

El presente estudio constituye una aportacion al campo de la Anatomia Vegetal,
disciplina cientifica que ha tenido grandes aplicaciones en éareas como la
Taxonomia, la Fisiologia y Ecologia Vegetales y la Farmacognosia, entre otras
(Cutter, 1978); su elaboracion obedece a la necesidad que existe de impulsar
los estudios anatémicos para obtener conocimiento basico que ayude a resolver
problemas en éstas y otras areas relacionadas con la Botanica.

En este trabajo se eligio estudiar las caracteristicas de los estomas, pues
tales estructuras son uno de los mas importantes caracteres anatémicos de la
epidermis de las plantas; asimismo, se decidid realizar dicho estudio en tres
especies de Selaginella del estado de Guerrero considerando, por un lado, que
este tipo de estudios es escaso en dicho género y, por otro lado, que en este
estado de la republica el género Selaginella se encuentra muy bien

representado ya que se ha reportado la presencia de mas de veinte especies
(Lorea y Velazquez, 1998).

Este estudio estomatico queda circunscrito al marco del proyecto "Flora
de Guerrero" que actualmente se desarrolla en el laboratorio de Plantas
Vasculares de la Facultad de Ciencias, UNAM:; la informacion agui generada se
espera que sea de fa mayor utilidad en los aspectos taxonomico, ecologico y
fisioldgico y que contribuya al conocimiento de las plantas de este estado. De la
misma forma y no en menor grado, se espera genere interés en la realizacion de
trabajos relacionados con las caracteristicas de estomas y ofras estructuras
vegetales de la flora de nuestro pais.



ANTECEDENTES

DESARROLLO HISTORICO DE LA ANATOMIA VEGETAL

La mayoria de las plantas vasculares se compone de un nimero determinado
de organos y cada uno de éstos esta constituido de distintos tejidos. El estudio
de la estructura interna de estas partes de la planta es conocido como Anatomia
Vegetal (Cutter, 1978).

Dado que la Anatomia Vegetal es una disciplina cientifica que se basa en
la Microtecnia [el arte y la ciencia de preparar tejidos y células para ser
estudiados con el microscopio y que involucra basicamente la obtencion de
laminillas (Jones, 1987)] y en la Microscopia [disciplina que trata de los
microscopios, que son instrumentos que proveen directamente de mapas a
detalle de una muestra a resoluciones superiores a aquellas obtenibles por
observacion directa (Slayter y Slayter, 1992})], es posible afirmar que tiene sus
inicios desde que estas dos metodologias se desarrollaron por primera vez.

El primer microscopio reconocido fué el que desarrolio Robert Hooke
(1635-1703) (Aguilar, Coutifio, Salinas, 1996) y se dice que podia amplificar los
objetos en 30 veces su tamario, de modo que los detalles revelados fueron
pocos. No obstante, con este instrumento, Hooke fue capaz de observar en una
pieza de corcho estructuras que en la actualidad se conocen como celulas,
nombre que é! did, obteniendo dos planos de corte de la muestra (Fahn, 1990;
Bracegirdle, 1987). El resultado de tales estudios se publicé en 1665, en el
brillante libro denominado “Micrographia” (Aguilar, Coutifio, Salinas, 1996;
Metcalfe y Chalk, 1979).

Otro de los pioneros en el uso del microscopio fue Anton van
Leeuwenhoek, quien en el afo de 1674 desarrolld un microscopio con
capacidad de amplificacién de 275 veces el tamafio del objeto observado, con lo
que pudo definir mejor la forma de estructuras como corpusculos sanguineos,
cabello, microorganismos del sarro de |os dientes, espermatozoides, entre otras
(Bracegirdle, 1987). En el campo de la Botanica estudid cristales en fris y
punteaduras de vasos en lefio secundario (Metcalfe y Chalk, 1979). No
obstante, Leeuwenhoek fue un tanto discreto en cuanto a sus métodos y en
todos sus escritos es poco lo que se conoce de su técnica de preparacion de



muestras. Muchos de sus insirumentos se vendieron hacia el afio de 1747
(Bracegirdle, 1987).

La Anatomia Vegetal, como una disciplina cientifica, es uno de los
campos mas antiguos de la Boténica, habiendo iniciado con los estudios
microscopicos de Nehemia Grew [su obra “The Anatomy of Plants”, fué la mas
importante de sus tres publicaciones (Metcalfe y Chalk, 1979)] v Marcello
Malpighi (con "Anatome Plantarum”) hacia 1671 (Cutter,1978; Mauseth, 1988;
Metcalfe y Chalk, 1979).

El trabajo de Grew involucré descripciones cuidadosas y bien ilustradas
de material vegetal, pues consideraba que la Anatomia Vegetal debia incorporar
estudios comparativos, estacionales y de desarrollo de toda la planta (Cutter,
1978). Demostré que cada clase de planta que investigd tenia su estructura
distintiva por medio de la cual podia ser reconocida (Metcalfe y Chalk, 1979).

Posteriormente, autores como Schleiden, von M&hl y Schulze publicaron
trabajos hacia 1838 y 1850, referentes a pruebas histoguimicas; por ejemplo,
Schieiden usé acido sulflrico y yodo para dar una reaccion colorida azul con las
paredes vegetales celuldsicas; von Méh! informo también del uso de yodo y sus
reacciones con diferentes iejidos vegetales, mientras que Schulze publicd la
famosa reaccidn de yoduro de cloro y zinc, trabajo después del cual se generd
un gran interés por las pruebas histoquimicas entre los botanicos, siendo menos
interesantes para los zotlogos (Bracegirdle, 1987). Hugo von Mohl, por otra
parte, publico en 1852 “Principles of the Anatomy and Physiology of the
Vegetable Cell", donde reconocio por primera vez el protoplasma vegetal y
demostré que los haces vasculares estan constituidos por xilema y floema
{(Metcalfe y Chalk, 1979).

En 1854, a Hartig se le acredita hacer del dominio popular el proceso de
tincidn y, aunque ya se conocen otros colorantes como el rubio, indigo y palo de
tinte, en un principio se uso exclusivamente el carmin, siendo referido por Hartig
como "la solucién de pigmento” (Bracegirdle, 1987). Algunos otros autores como
Mirbel (1776-1834), Nageli (1817-1891), Vesque (1848-1895), von Sachs (1832-
1897) y de Bary (1831-1888) son a quienes se debe [a reintroduccion del estudio
de la estructura vegetal en inglaterra (Metcalfe y Chalk, 1979) y en virtud de
todos estos trabajos, desarrollados a finales del siglo XIX, es que la Anatomia
Vegetal logra un gran auge en Europa.

Ya en el siglo XX, continda e! desarrollo de la Anatomia Vegetal con un
enfoque sistematico, siendo uno de los representantes el aleman Radikofer



(1829-1927), quien pertenece a los precursores en el uso de caracteres
anatomicos en la clasificacion de las plantas, como lo demuestra su trabajo con
el genero Serjania de la familia Sapindaceae (Metcalfe y Chalk, 1979). A su vez,
uno de los discipulos de Radlkofer, que fué Hans Solereder, siguid en esta
misma linea y publico el libro “Systematic Anatomy of the Dicotyledons” en 1908
(Metcalfe y Chalk, 1979).

El desarrolio de la Anatomia Vegetal en América, tuvo sus inicios hacia
mediados de este siglo, siendo uno de los pioneros Jeffrey (1866-1952) en los
Estados Unidos. Otro investigador importante es Bailey, cuyas publicaciones
fueron recopiladas en forma de un libro en 1954 (Metcalfe y Chalk, 1979). Al
mismo tiempo, hubo influencias de este tipo de estudios en la India, en donde P.
Maheshwari (1904-1968), que era profesor de Botanica en Delhi, fungié como
promotor del estudio de la Anatomia Comparada la que, reconocid, estaba
fuertemente ligada al campo de la Embriologia, especialidad de este
investigador (Metcalfe y Chalk, 1979).

Los avances de la Anatomia Vegetal a partir de |la segunda mitad del
siglo XX han sido mas lentos en comparacién con aguellos que tuvo en sus
albores; no obstante, en algunos paises se han hecho numerosos trabajos de
investigacion anatdomica como en los Paises Bajos y en los paises
escandinavos, ademas de Suiza, Japon y lo que antes era la Union Soviética
(Metcalfe y Chalk, 1979).

EPIDERMIS

La epidermis es un sistema de células de estructura y funcién variadas, que
constituye el recubrimiento del cuerpo primario de la planta, es decir, la capa
mas externa de las hojas, partes florales, frutos, semillas, tallos y raices (Esau,
1977; Fahn, 1990; Mauseth, 1988). En virtud del arreglo de las células que la
componen y de la presencia de una cuticula [capa de material ceroso (cutina),
compuesto por polimeros derivados de lipidos, relativamente resistente, que las
cubre e impregna (Bowes, 1998; Fahn,1990)], la epidermis ofrece soporte
mecanico, sobre todo en la zona del tallo; en la raiz, las paredes celulares de las
células epidermicas son delgadas y se reconoce por la presencia de pelos
radiculares (Mauseth, 1988), que son indicio de que la epidermis de las raices
jovenes se especializa para la absorcién. La epidermis es ademas un sitio de
recepcion de luz, involucrado en los movimientos foliares circadianos y en la
inducciéon fotoperiodica pero, sobre todo, constituye la interfase entre la planta y
el ambiente externo (Esau, 1977; Mauseth, 1988)



A menudo, el tipo celular mas abundante dentro de la capa epidérmica v
que presenta variacion considerable en tamario y forma es la célula epidérmica
ordinaria; estas células varian en volumen, aunque usualmente son de forma
tubular y siempre integran una capa compacta que no deja espacios
intercelulares (Esau, 1977; Fahn, 1990; Willmer, 1983). En los organos
alargados, son paralelas al eje mayor del 6rgano vegetal, aungue en érganos
foliares tienen orientacién perpendicular a ellos. Estas células contienen

cloroplastos que por lo regular desarrollan pocos grana y son, por tanto,
deficientes en clorofila (Esau, 1977).

Para el caso especifico de las hojas, la epidermis evita la perdida
excesiva e incontrolable de agua, reduce la infeccion en las mismas por esporas

de hongos y por bacterias, al tiempo que minimiza el dafio mecanico (Willmer,
1983; Mauseth, 1988).

Existen estructuras asociadas a las células epidérmicas que constituyen
verdaderos apéndices o prolongaciones de éstas y son los denominados
tricomas (Esau, 1977; Rudall, 1994). Estos derivados epidérmicos incluyen
pelos glandulares (secretores) y no glandulares, papilas y los pelos absorbentes
de las raices. Pueden ocurrir en todas las partes de la planta y persistir durante
toda su vida, o bien desprenderse en etapas tempranas del desarrollo;
asimismo, pueden ser unicelulares o multicelulares (Fahn, 1990). Aunque los
tricomas varian extensamente en estructura dentro de los grupos vegetales, son
a veces lo suficientemente uniformes en un taxon dado como para ser usados
como caracteres de importancia taxonémica (Esau, 1977), aunque debe tenerse
en cuenta que algunas veces se presentan diferentes tipos en las hojas de un
mismo individuo o en una misma hoja (Rudait, 1994).

Otras celulas derivadas de la epidermis,
son las células guarda (1), asi como las
celulas subsidiarias o accesorias (2) (Esau,
1977, Willmer, 1983), que en conjunto forman
el complejo estomatico o estoma (Fig. 1),
estructura anatémica de principal atencién en
este estudio.

2

Fig. 1. Compleje estomatico: 1, células
guarda; 2, células subsidiarias (tomado de
Fahn, 1890).



ESTOMAS

Los estomas son aberfuras (poros o aperturas estomaéticos) en la epidermis,
formados por dos células especializadas, las células guarda o células oclusivas,
que rodean al poro central; se encuentran cominmente en partes aéreas de la
planta (raramente en raices) y pueden abrir y cerrar el poro para controlar e}
intercambio gaseoso entre la planta y su ambiente (Esau, 1977; Fahn, 1990;
Rudall, 1994; Cronquist, 1961, Willmer, 1983).

En la hoja actdan como portales para la entrada de CO, en la fotosintesis
y para la salida de vapor de agua que puede ser usado para enfriamiento
evaporativo de la hoja. El torrente transpiratorio puede también facilitar la toma y
transporte de sales necesarias para la nutricién de la planta (Willmer, 1983)

La ubicacién de los estomas en epidermis, varia en los distintos grupos
vegetales. En la mayoria de las angiospermas monocotiledéneas y en las
gimnospermas, se localizan en filas (Willmer, 1983; Foster y Gifford, 1974); en
las angiospermas dicotiledéneas se presentan en las partes florales, incluyendo

pétalos, sepalos, estambres y gineceo, asi como en glumas, paleas y lemas de
inflorescencias de gramineas (Willmer, 1983).

Estas estructuras han sido reconocidas en todas las pteridofitas; en el
genero Psilofum se han descrito estomas grandes localizados principalmente en
surcos entre los bordes del eje; en Lycopodium también existen grandes
estomas en sus hojas y tallos; en Equisetum los estomas estan confinados a
surcos longitudinales de los tallos aéreos; en los helechos, los estomas son

grandes y abundantes en las hojas y a menudo sélo estan en la superficie
inferior (Willmer, 1983).

En muchas plantas el estoma esta flanqueado o rodeado por células que
difieren en forma, dimensién, estructura y a veces en contenido, de las demas
células epidérmicas (Esau, 1977). Estas células distintas se llaman células
subsidiarias del estoma, células accesorias o células acompanantes y son
células especializadas de la epidermis, que participan en los cambios osméticos
involucrados en los movimientos de las células guarda (Esau, 1977; Willmer,
1983; Baranova,1987).

Autores como Solereder en 1908 y Rohweder et al. en 1971, han aplicado
el término “células subsidiarias” a todas las células que directamente rodean a
las células guarda, independientemente de su forma y el término “células
acompanantes” a todas las otras células epidérmicas que rodean a las células



guarda, pero no estan en contacto con ellas. No obstante, tal aplicacion a estos
términos no es convencional y ha caido en desuso (Baranova, 1987).
Actualmente, Fryns-Claessens y Van Cotthem (1973) han definido a ias células
subsidiarias o acompafiantes como aquellas que rodean a las células guarda y
claramente difieren de las otras células epidérmicas y, a las células vecinas,
como a las que estan inmediatamente rodeando a las células guarda y que no
difieren en forma y estructura del resto de las células epidérmicas.

El término estoma a veces designa al poro y células guarda {Cronquist,
1961), en otfras ocasiones sdlo se refiere al poro: sin embargo, muchas
ocasiones indica a todo el complejo estomatico que se ha definido formalmente
como las células guarda y subsidiarias o anexas que conjuntamente rodean al
poro (Mauseth, 1988). Del mismo modo, Fahn (1990) menciona el concepto de
aparato estomatico como sinénimo de complejo estomatico, argumento que
comparte con Baranova (1987).

Para fines practicos, a lo largo de este trabajo, las células acompafiantes
seran tratadas como sindnimos de células subsidiarias, asimismo, sera
considerado de forma indistinta el término "estoma" que "complejo estomatico".

CLASIFICACION DE LOS ESTOMAS

Existen distintos criterios para la clasificacién de los diferentes tipos de estomas
y la utilidad que ofrecen depende del objetivo de quien los utilice. Son
fundamentalimente dos los criterios que se han usado, a saber: el criterio
ontogenético de clasificacion de los estomas, que proporciona informacién
acerca del origen de las células guarda y las subsidiarias y que fué propuesto
por Pant en 1965 (Fryns-Claessens y Van Cotthem, 1973; Baranova, 1987) y el
criterio morfologico, que se basa en el arreglo de las células acompanantes
alrededor de las células guarda; este criterio fué propuesto por Metcalfe y Chalk
en 1950 y se utiliza para fines taxonémicos (Baranova, 1987; Willmer, 1983).

La formacién de un estoma comienza con la divisién de alguna de las
células del protodermo [meristemo primario o tejido meristematico que da lugar
a la epidermis (Esau, 1977)]. De las células resultantes una se constituye en una
célula grande y la ofra en una pequefa. La célula grande se desarrolia en una
célula epidérmica ordinaria y no se distingue de las células epidérmicas
restantes después de cierto tiempo. La célula pequefia contiene un citoplasma
mas denso y puede de nuevo dividirse desigualmente o producir directamente el
par de células guarda; es a esta célula a la que se denomina inicial estomatica o

meristemoide (Fryns-Claessens y Van Cotthem, 1973; Willmer, 1983: Foster y
Gifford, 1974).



Willmer (1983), asi como Fryns-Claessens y Van Cotthem (1973) vy
Baranova (1987) reportan que, con base en la relacién ontogenética de las
células guarda y las células acompafantes, Pant formulé tres categorias

destacables (Fig. 2):
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comun e

Yigl Meso-

. . -] < dlocytic @
2.-Perigeno: tipo de estoma en el |,
. w

que todas las células  gjs{mrresi .\
acompafantes o vecinas derivan = | “*°

independientemente de la célula
madre de la célula guarda, quien
se divide soélo una vez para

UNILABRATE

{Anemio typel

Plagiogyria

formar las dos células guarda:

ésto es, que las células guarda y free

las celulas acompafiantes no
tienen origen comuan

Tetrocenlron
trpe

Reasherus
trpe

3.-Mesoperigeno: estoma que
presenta celulas acompafantes

QOO QOQI

OWEerQQE

MESOPERIGENOQOUS

GOSN D )

i . . PERIGENOUS
origen mesodgeno y las ofras

sl@lpBee)0)e)=!

con origen dual, una de ellas de O

Ll
I

perigeno; es decir, que por lo _
menos una célula acompafiante Fig. 2. Tabla de Pant de los principales

tipos

. . . ontogeneticos de estomas (tomado de Fryns-Cl s
tiene un origen comdn con la 9 S (to © Fryns-Liassens y

- Van Cotthem, 1973)
célula guarda

La segunda clasificacion, de Metcalfe y Chalk, incluye cuatro tipos de
estomas y vino a sustituir ia terminologia propuesta por Vesque en 1889; este
autor fué quien formuld la primera clasificacién de estomas en dicotiledéneas
(Baranova, 1987 y 1992) y dié a cada tipo de estomas el hombre de la familia de
plantas en que caracteristicamente se presentaba de acuerdo a sus
observaciones (tipos ranunculaceo, cruciferaceo, cariofilaceo y rubiaceo)
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De acuerdo con Willmer (1983) y Baranova(1987), los cuatro tipos de
estomas en esta nueva clasificacion son (Fig. 3):

-Anomocitico: estoma rodeado por un nilmero ~ L LA
limitado de células que son indistinguibles en A/ ‘ )
tamano o forma del resto de la epidermis, lo que '/j)\%

significa que no estan presentes las células <

subsidiarias. En la clasificacion de Vesque,
corresponde al tipo ranunculaceo (Fig. 3a). T

-Anisocitico: estoma rodeado por tres células de las ?/ { -
que una es distintivamente mas pequefia que las |} ) D)

otras dos. Asi, las células guarda estan rodeadas
por tres células subsidiarias de distintos tamarios.
De acuerdo a Vesque son del tipo cruciferaceo
(Fig. 3b). Y

Y.,__z,_._
-Diacitico: estoma encerrado por un par de células / g

subsidiarias cuya pared comin estaen angulos
rectos respecto al eje mayor del estoma. - -
Corresponde al tipo cariofilaceo de Vesque (Fig.

3¢). i |
Y
\
por una o mas células subsidiarias paralelas al eje @V ( @
mayor del poro y células guarda. También — ] | \r/_

: |
conocido como el tipo rubiaceo segin Vesque -
(Fig. 3d). ey \

;
{ ! /

NG A

Fig. 3. Tipos de estomas segun Ia
clasificacion morfolégica de Metcalfe
Chalk: a, anomociticos; b, anisociticos;
¢, diaciticos; d, paraciticos (tomado de
Esau, 1977).

L)

-Paracifico: estoma acompafiado de cada lado

En virtud de que las clasificaciones de estomas con antelacién expuestas
estan basadas fundamentalmente en estudios con angiospermas y dado que el
presente estudio se lleva a cabo con pteridofitas, es conveniente mencionar los
tipos de estomas que han sido reportados en otras plantas a fin de ver en qué
grupos se encuentra un mayor parecido con los aqui revisados.
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Foster y Gifford (1974) y Baranova (1992} reportan que la clasificacién de
Florin (1931, 1833) hace alusién a los estomas de gimnospermas y se basa en
estudios ontogenéticos con este grupo de plantas; reconoce dos tipos de
estomas: haploquélico, que se encuentra en Coniferales, Ginkgoales, Cycadales
y en parte de los Gnetales ( especificamente en Ephedra); sindetoquélico, que
se encuentra en algunos miembros de los Gnetales, como en los géneros
Welwitschia y Gnetum, asi como en el orden fosil Bennettitales. En el tipo
haploquélico la celula madre de las células guarda se divide sélo una vez,
produciendo las dos células guarda. En el tipo sindetoquélico una célula
primordial se divide produciendo inicialmente dos células, una se corta en el
tercio medio y se convierte en la célula madre de las células guarda, de tal
suerte que las células guarda y las células subsidiarias laterales se originan de
una misma celula inicial.

Hacia 1870, Van Cotthem descubrié cinco tipos nuevos de estomas en
helechos (Baranova, 1992), a saber (Fig. 4):

-Hipocitico: Dos células subsidiarias con un poro en su
pared anticlinal comun, arriba del cual las células guarda
yacen en posicion diacitica (Fig. 4a).

-Pericitico: Células guarda rodeadas por una sola célula
subsidiaria; estoma no ligado con la célula subsidiaria por
una pared anticlinal (Fig. 4b)

-Desmocitico: Células guarda rodeadas por una sola célula
subsidiaria, pero con una pared celular anticlinal entre el

estoma y la célula subsidiaria. Unién principalmente polar
(Fig. 4c).

-Polocitico: Estoma unido al lado distal (marginopolar) de Ia
celula subsidiaria, de tal modo que esta célula subsidiaria
tiene forma de herradura (Fig. 4d).

-Estaurocitico: Estoma rodeado por cuatro (a veces tres o
cinco) células subsidiarias similares con paredes
anticlinales arregladas de forma cruzada a las células
guarda; las celulas subsidiarias estdn mas o menos Fig. 4. Tipos de estomas
elongadas radialmente (Fig. 4e). segin Van Cotthem: a,
hipecitico; b, pericitico: ¢,
desmocitico; d, polocltico;
e, estaurochtico (tomado de

Fryns-Claessens y Van
Cotthem, 1873)
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TIPOS DE HOJAS EN RELACION A LA POSICION DE LOS ESTOMAS

El nimero de estomas por unidad de area es variable incluso en diferentes
partes de la misma hoja y en diferentes hojas de la misma planta. Pueden
ocurrir en ambas caras de la hoja o sélo en una de ellas (Esau, 1977). En
muchas coniferas, se encuentran en las dos superficies de la hoja, pero en
ciertos taxa se restringen a la cara adaxial (superior) o abaxial (inferior) (Esau,
1977). En las hojas de muchas plantas herbaceas se encuentran en las dos
superficies, pero generalmente son pocos estomas en la superficie superior. Por
ejemplo, en la hoja de Pinus estan en ambas superficies, por lo que la hoja se
denomina "anfiestomatica". Las hojas con estomas sélo en ia superficie inferior,
que se encuentran cominmente en especies arbdreas, se denominan
"hipostomaticas” y un ejemplo de ellas son las pertenecientes a Pseudotsuga
(Foster y Gifford, 1974; Willmer, 1983). La disposicion de los estomas en las

caras foliares sera un punto de interés, aunque no preponderante, en el
presente trabajo.

CLASIFICACION DEL GENERO Selaginella (Cronquist, 1961)

e A
PDaat A

. |Orden Selagineliales

Familia Selaginellaceae

e

L P
et

R Género Selaginella
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CARACTERISTICAS DE LA FAMILIA Selaginellaceae [Tomado de Ogura, 1972]

Esta familia contiene un género vivo, Sefaginella y uno fosil, Selaginellites; el
primero incluye cerca de 700 especies. Sus tallos son usualmente delgados y
pueden ser de erectos a rastreros y su vastago fértil puede crecer erecto. Se
ramifican dicotémicamente y aparentemente muestran ramificacion simpodial.
En algunas especies las hojas son isdfilas y surgen en espiral, pero en la
mayoria de las especies son aniséfilas y arregladas en grupos dorsiventrales: en
este Ultimo caso, el vastago puede ser aplanado. En algunas especies, como en
S. tamariscina, numerosos fallos se juntan fuertemente para formar un grueso
"tallo falso”, en el que cada tallo crece libremente y en su parte superior los
tallos y sus ramas se esparcen en forma de una corona. Aungue muchos de los
tallos o ramas son mas bien finos, pueden ser muy robustos; en tal caso, los
tallos pueden perdurar en condiciones de sequia, como en el caso de S.
involvens, S. bryopteris y S. tamariscina. Las raices surgen de las ramificaciones
de los tallos y se ramifican dicotdmicamente.

Algunas especies de Selagineliites, los fésiles que muestran fa forma de
Selaginella, han sido descritos para el paleozoico desde hace tiempo, pero sus
detalles fueron desconocidos hasta mediados de este siglo, cuando se describié
Ja estructura anatémica en una especie, Selaginellites crassicinctus.

DESCRIPCION DEL GENERO Selaginella [Tomado de Mickel y Beitel, 1988]

Plantas terrestres o epipétricas, raramente epifiticas, postradas y rastreras a
algunas veces ascendentes o por completo erectas, de poco a muy ramificadas;
tallos con hojas pequefias muy abundantes, iséfilas y fuertemente imbricadas,
arregladas en espiral en muchas filas, o mas cominmente aniséfilas en cuatro
filas, dos laterales o ventrales con mayor esparcimiento y dos medianas o
dorsales adpresas y ascendentes en el lado superior del tallo, y hojas axilares
en las axilas de las ramas; rizéforos (raices) ya sea basales o a partir de los
nudos (ramificaciones), ramificados dicotdmicamente al tocar el suelo; hojas
orbiculares a lineales con una sola vena y una ligula diminuta, hojas
frecuentemente terminadas en una punta a modo de pelo o cabello (seta),
completas a ciliadas-denticuladas, glabras o raramente hispidas en la superficie
superior de la hoja; esporangios sésiles, generalmente en estrobilos de cuatro
caras en posicién terminal en las ramas, las espordfilas en cuatro filas y
débilmente modificadas con respecto de las hojas vegetativas, usualmente
monomorficas, raramente dimérficas; heterospoéricas, micrésporas vy
megasporas en esporangios separados pero dentro del mismo estrébilo;
microsporangios con cientos de micrésporas (de 10 a 31 6 63 um de diametro);

megasporangios con cuatro grandes megasporas (150-1500 um de didametro);
esporas tetraédricas-globosas.
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Sefaginella probablemente tiene 600-700 especies, en su mayoria de
regiones tropicales. Se han reconocido dos grupos principales, uno que contiene
a las especies isofilas, que estan principalmente en regiones secas de México y
el oeste de Estados Unidos y el otro que abarca a las especies aniséfilas, que
representan por mucho la porcién mas grande del género y son de bosques

humedos tropicales.

DESCRIPCION DE LAS ESPECIES ESTUDIADAS [Tomado de Mickel y Beitel,

1988]

Selaginella galeottii Spring (Fig. 5).
Tallos erectos a  suberectos,
enraizados en el tercio inferior, 3

mm diam., articulados, no |

flageliformes, no  estoloniferos,
estraminosos; rizéforos rectos, ca.
0.4-0.5 mm diam.; anisofila a todo lo
largo; hojas laterales ovadas a
oblongas-ovadas, hasta de 4.5 mm

de longitud en el talio principal, 3-4 |

mm de longitud en las ramas,

rematando o disminuyendo en un @
apice agudo, base truncada a i
subauriculada, con unién central a |
un angulo de 45°, margen con pocos

cilios, largos sélo en la base, por |
otra parte entero, margen |
basiscopico recurvado, superficie |
inferior algo lustrosa; hojas medias !
ovadas o lanceoladas, acuminadas, |
base auriculada casi igual, con |

algunos cilios en las auriculas, con

uno o dos setas en cada auricula;

esporéfilas monomérficas, verdes, §
ascendentes, nervaduras centrales |
no denticuladas, margenes |
denticulados; megasporangios
simples en la base del estrébilo; 38
megasporas blancas a café claro, !
ca. 350 pm diam., con paredes muy 3

reticuladas, blancas; micrésporas
crema a beige palido, con espinas .

cercanas entre si.

Fig. &. Vista dorsal del tallo articulado de S. galeotl,
donde se nota la anisofilia a todo lo largo. Las micréfilas
medias (m) tienen la cara adaxial en contacto con el tallo
y son muche mas pequefias que las micrdfilas laterales
(1% estas dlitimas se separan mas del tallo y tienen la cara
adaxial expuesta hacia arriba
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Selaginella rhizophora Baker (Fig. 6). |
Tallos erectos a suberectos, 9-18 cm |
de longitud y hasta 0.8 mm de diam., |
enraizandos en la base, no|
articulados, ramas ocasionalmente |
flageliformes, ocasionalimente
estoloniferas; rizéforos 0.1-0.2 mm §
de diametro; anisdéfita a todo lo largo, |
hojas membranosas, glabras, con
superficie lisa, plateadas debajo;
hojas  laterales  estrechamente
oblongas, hasta de 2.5 mm de
longitud, apice agudo, base redonda [
con union subcentral, margen ciliado §
en la mitad basal del borde
acroscopico y base del extremo de |
borde basiscopico, de otro modo
dimindtamente  denticulado, con
idioblastos esparcidos; hojas medias |§
ovadas, largo-aristadas, base con
una aurfcula, margen con borde
estrecho y blanco, largo-ciliadas, con |
cilios que varian en longitud a lo |
largo de toda la hoja; hojas axilares
estrechamente  oblongas, largo-
ciiadas en la mitad inferior,
exauriculadas; estrébilos con 1 mm
de ancho, 3-4 mm de longitud; 3
esporofilas monoméorficas y de dos
colores (las dos filas supetiores
(medias) son verdes, las filas
inferiores (laterales) son incoloras),
ascendentes, simétricas, con

> ON Fig. 6. Vist ;
margen  corto-ciliado vy  quilla J ista dorsal del tallo no articulado de .

rhizophora. Las micréfilas medias {m) benen tricomas
en

estre*:cha, nervadura central el margen Yy su cara adaxial esta en contacto con el tailo.

denticulada cerca de la punta; Las micrfilas laterales () son mas grandes que las

megasporangios  en dos filag Mmedias y se localizan muy proximas entre sf; su cara
ventrales, megésporas blancas, ca. adaxial esta expuesta hacia arriba.

200-250 pm de diametro, con

reticulacién somera; microsporas

rojo-naranjas, con papilas estrechas

y a veces capitadas.




Selaginella sertata Spring (Fig. 7).
Tallos suberectos, enraizando en €l

cuarto inferior de la planta y en la |
porcion flageliforme, generalmente |
de 10-20 cm de longitud, ca. 1 mm |
de diametro, articulado, flageliforme |
en el apice; anisdfila por arriba de ia |
primera rama del tallo; hojas |
laterales oblicuamente oblongas, 3-4 §
mm de longitud, dpice de afinado a |

agudo, base truncada con union

central, casi en angulo rectc con j
respecto al tallo, margen corto- |

ciliado hacia la base, denticulado;

hojas medias oblicuamenie ovado- |
lanceoladas, muy acuminadas, base |
con una sola auricula peltada, |
margen ciliado; hojas axilares ||

lineares-oblongas, auriculadas con

aurfculas divergentes, ciliadas en la |

mitad inferior, denticuladas en la
porcion superior; espordfilas
monomorficas, verdes, ascendentes;
megasporangios solitarios en la
base del estrébilo; megasporas

grises, ca. 500 um de diametro, |

reticuladas con pocas © escasas
excrecencias, micrésporas  color
crema, espinosas.

16

Fig. ?..Ta_tllo articulado de S. sertata visto dorsalmente.
Las micréfilas medias (m) son morfologicamente muy
similares a las micrdfilas laterales (1), sélo difieren en que

el apice de las micréfilas medias es notoriamente
acuminado.

ESTUDIOS SOBRE ESTOMAS EN Sefaginella Y OTRAS PTERIDOFITAS

A la fecha, se ha reportado que en las hojas de S. breyneii, S. convoluta y S.
mucosa, los estomas son de tipo anomocitico, estando ausentes en ellos las
células acompafiantes (Barros, Mancilha, Santos y Sa, 1994). Estas especies, al
igual que las del presente estudio, son anisofilas, por lo que se espera que
existan también similitudes morfolégicas en el tipo de estomas.
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Por otro lado, en diversos estudios con Selaginella, se sabe que cambia
el plano de division de la célula madre de las celulas guarda, con respecto al
resto de las celulas epidérmicas, para lo que se madifica la disposicion de los
filamentos de actina de su citoesqueleto de radial a longitudinal, recobrandose la
disposicion radial en el fin de la division celular. En este proceso de division, los
cloroplastos de la ceélula madre de las células guarda participan como

organizadores centriolares (Brown y Lemmon, 1985; Cleary, Brown y Lemmon,
1992, 1983).

En estudios con otras pteridofitas, Baranova (1992) sefiala la clasificacion
de 5 tipos de estomas para helechos formulada por Van Cotthem, la cual se
basa en la disposicion de la pared de las células guarda, respecto a la pared de
las células acompanantes. Asimismo, Rolleri et al. (1991), reportan los tipos de

estomas en Angiopteris, Danaea y Marattia, colocandolos dentro de Ia
clasificacion de Van Cotthem.

IMPORTANCIA DEL GENERO Selaginella

Las tres especies de Selaginella fueron elegidas para desarrollar el presente
trabajo en consideracion a la gran importancia que este género tiene en distintos
rubros cientificos. La utilizacion de estas plantas es conocida en los estudios
médicos para el desarrollo de drogas antitumorales, como agentes
intermediarios del factor de necrosis tumoral (TNF) vy el factor Meth A-DTH, que
son algunos de los encargados de desencadenar muerte celular en células
tumorales (Chao-Zhi y Dai-Kemin,1996; Xu-Q, et al.; 1989; Mori-H, et al.; 1988;
Janssen, et al.,1993), ademas de su utilizacion en experimentos para el
tratamiento de la diabetes en ratas (Miao-Naiquan, et al., 1996).

Por otro lado, Selaginella es un taxon clave para entender los eventos
tempranos en la diversificacion de las plantas terrestres, incluyendo a las
pteridofitas (grupo al que pertenece el género) y a las espermatofitas (plantas
con semilla) (Renzaglia, Dengate y Bernhard, 1998). El registro fosil de
Selaginella data del carbonifero y sus representantes actuales estan distribuidos
alrededor de todo el mundo. Su amplia distribucién puede deberse en gran parte
a la adquisicion de heterosporia morfolégica [produccion de dos tipos de
esporas que se encuentra asociada a cambios profundos en la morfologia de la
generacion gametofitica (Cronquist, 1961)], hecho que le ha conferido distintas
formas de liberacion de sus esporas obteniendo alcances de colonizacion a
mayores distancias con respecto a helechos homospéricos, al tiempo que es un
fendmeno que se piensa di¢ la pauta para la formacion de la semilla (Renzaglia,
Dengate y Bernhard, 1998; Filippini, Holderegger y Schneller, 1997).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el tipo de estomas presentes en las especies Selaginella galeottii, S.
rhizophora y S. sertata (Selaginellaceae) asi como la morfometria de estomas y
el indice estomaético en cada una de ellas, estableciendo Ia correlacion de tales
datos anatdémicos con las implicaciones taxonémicas, ecolbgicas y fisiologicas a
fin de acrecentar el conocimiento que se tiene sobre estas especies vegetales.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Obtener el indice estomatico, el tipo de estomas y datos morfométricos de los
mismos, de cada una de las especies.

* Comparar el indice estomatico, dentro de cada una de las especies, entre
hojas de diferente tipo.

» Establecer las implicaciones taxonémicas, ecolégicas v fisiologicas que los
distintos indices estomaticos y la morfologia de los estomas confieren a las
especies que los poseen.
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MATERIAL

A fin de realizar el presente trabajo se utilizaron fragmentos de seis ejemplares
de plantas pertenecientes a tres especies del género Selaginella (S. galeottii, S.
rhizophora y S. sertata) obtenidos del material recolectado en el laboratorio de
Plantas Vasculares de la Facultad de Ciencias, UNAM. Dichos ejemplares se
incluyen en la coleccion de plantas det proyecto "Flora de Guerrero" vigente en
el laboratorio antes citado y se encuentran en proceso de herborizacion, para
integrarse despues al herbario de esta facultad (FCME).

En cada uno de los ejemplares, se trabajé con los distintos tipos de hojas
micréfilas que se presentan; teniendo en consideracion que las tres especies
son aniséfilas. Fue similar el tratamiento que recibieron todas ellas, consistiendo
en la aplicacion de las técnicas de réplica (en pegamento transparente de

secado rapido y en silicon fluido para impresiones dentales) y de
transparentacion.

£l material de herbaric empleado en este trabajo, se encontrd
debidamente determinado y etiquetado. En seguida se enuncian los datos de
recolecta de cada ejemplar, especificdndose nombre cientifico, nombre del
recolector, nimero de recolecta, localidad, condiciones de crecimiento, fecha en
que fueron recolectados, entre otros datos.

(1)Selaginelfa galeottii Spring

Municipio de Atoyac de Alvarez

Localidad: 1 km adelante de Nueva Delhi carretera de Atoyac a Puerto de! Gallo
Altitud: 1300 msnm

Tipo de Vegetacién: Bosque mesdfilo (primaria)

Informacién ambiental: Ladera Este, sombreado en suelo color pardo rojize
Asocciada a Lobeliaceae y Compositae

Forma biolégica: Hierba de 0.20 m

Abundante

Recolectada el 2 de mayo de 1984

Recolector: E. Velazquez. Numero de recolecta: 366

(2) Selaginella galeottii Spring

Municipio de Atoyac de Alvarez

Laocalidad: 4 km adelante de El Molote camino a Puerto del Gallo

Altitud; 1410 msnm

Tipo de Vegetacion: Restos de Bosque Mesdéfilo (secundaria)

informacion ambrental: Ladera, en suelo de color amarillo con fase pedregosa
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Asociada a Solanaceae, Rubiaceae y Ericaceae

Forma bioldgica: Hierba de 0.50 m

Abundante

Recolectada el 15 de marzo de 1983

Recolector: G, Lozano Valdez. Numero de recolecta: 185

{3)Selaginella rhizophora Bak.

Municipio de José Azueta

Localidad: Al sur del caserio La Vainilla

Altitud: 250 msnm

Tipo de Vegetacion: Bosque Tropical Subcaducifolio (primaria)
Informacion ambiental: Ladera del camino

Forma bioldgica: Hierba

Abundancia regular

Recolectada el 28 de octubre de 1989

Recolectores: C. Gallardo, F.Lorea y A.Hanan. Numero de recolecta: 236

(4)Selaginella rhizophora Bak.

Municipio de San Marcos

Localidad: Canada al oeste de Agua Zarca

Altitud: 440 msnm

Tipo de Vegetacion: Bosque Tropical Subcaducifolio
Informacién ambiental: A lo large de! camino en suelo profundo
Asociada a Melastomataceae, Gesneriaceae y Polypodiaceae.
Forma biolégica: Hierba

Abundancia regular

Recolectada el 21 de agosto de 1985

Recolector: E. Velazquez, NUmero de recolecta: 631

(D)Selaginella sertata Spring

Municipic de José Azueta

Localidad: Al sur del caserjo La Vainilla

Altitud: 250 msnm

Tipo de Vegetacion: Bosque Tropical Subcaducifolio (primaria)
Informacion ambiental: Ladera del camino

Forma biolégica: Hierba de 0.10 m

Abundancia regular

Recolectada el 28 de octubre de 1989

Recolectores: C. Gallardo, F.Lorea y Avila. Numero de recolecta: 76

(6)Selaginella sertata Spring
Municipio de Atoyac de Alvarez

Localidad: Al norte del Rio Santiago entre la desviacion a E! Porvenir y Santiago de la Union
Altitud: 730 msnm

Tipo de Vegetacion: Bosque Tropical Subcaducifolio (primaria)

Informacion ambiental: Ladera Norte con cafetales en suelo negro profundo con mucha hojarasca
Forma bioldgica: Hierba de 0.25 m

Abundante

Recolectada el 27 de julio de 1984

Recolector: E.Veldzquez. Numero de recolecta: 451
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UBICACION DE SITIOS DE RECOLECTA

El estado de Guerrero esta situado al sur de la Republica Mexicana sobre el
Océano Pacifico y se localiza entre los 16°18' y 18°48' de latitud norte y los
98°03' y 102°12' de longitud oeste; su extension territorial es de 64,282 km?, que
corresponden al 3.3% del territorio nacional; limita al norte con los estados de
Mexico y Morelos, al noroeste con Michoacéan, al noreste con Puebla y al este
can Oaxaca (SEPLAP, 1985).

Este estado esta localizado en una zona fundamentalmente intertropical,
sin embargo, dada la variacion altitudinal en su superficie, permite la existencia
de multiples tipos climaticos y, por tanto, de variados tipos de vegetacion. En el

caso de las especies aqui estudiadas, todas son de zonas de abundante
humedad.

En la Fig. 8 se presenta la ubicacién, frente a la costa del océano Pacifico
que tienen los sitios de recolecta de los ejemplares de las tres especies de
Selaginella empleadas en este trabajo.

Fig 8. Ubicacion de sitios de recolecta de los ejemplares de Selaginefla empleados en este
trabajo. (1) S. galeottii EV.366; (2) S. galeotti LNV.195; (3) S. rhizophora G.L.H. 236; (4) S.
rhizophora EV. 631; (56) S. sertata G.L.A. 78, (8) S. sertata E.V, 451.



22

METODOLOGIA

DIAGRAMA DE FLUJO

COMPILACION DE INFORMACION BIBLIOGRAFICA SOBRE ASPEGTOS
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ESPECIES ESTUDIADAS EN ESTE TRABAJO. INVESTIGACION EN
TRABAJOS YA REALIZADOS SOBRE CARACTERISTICAS DE ESTOMAS EN
ESTAS Y OTRAS ESPECIES DEL GENERO.

FIJACION DE LOS EJEMPLARES HERBORIZADOS CON
ALCOHOL AL 70% EN FRASCOS INDIVIDUALES CON DATOS
DE RECOLECTA.

/

TECNICA DE REPLICA TECNICA DE
TRANSPARENTACION

OBSERVACION DE LAMINILLAS AL MICROSCOPIO, CONTEQ DE ESTOMAS Y
CELULAS EPIDERMICAS EN CAMPO DE 40X. OBTENCION DE INDICE
ESTOMATICO Y TIPO DE ESTOMAS. MEDICION DE LARGO Y ANCHO DE LOS
ESTOMAS CON REGLILLA DE OCULAR MICROMETRICO.

REGISTRO DE MEDIDAS LIMITE (1) Y PROMEDIO (X) DE LOS |
ESTOMAS Y DE LA PROPORCION DE ESTOMAS EN AMBAS
CARAS DE LOS DOS TIPOS DE HOJAS.

OBTENCION DE FOTOMICROGRAFI[AS
DE CAMPOS ESCOGIDOS

ANALISIS Y DISCUSION DE
RESULTADOS
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TECNICA DE REPLICA

Antes de proceder a la realizacion de las técnicas, los fragmentos de los seis
ejemplares herborizados fueron fijados. El proceso de fijacion consistié en poner
cada uno de los fragmentos de los ejemplares en agua hirviente durante 5
minutos, colocandose posteriormente en frascos individuales con etanol al 70%,
teniendo cada frasco la informacion de recolecta de cada ejemplar.

El uso de réplicas transparentes es un método conveniente para el
estudio microscopico de superficies (Sampson, 1961). En este caso la técnica
de réplica fué hecha de dos modos, con dos tipos diferentes de material, unc de
ellos consistid en un pegamento transparente de alta adhesividad y secado
rapido, mientras que el otro consistid en un silicon fluido para impresiones
dentales. Todo ello fué utilizado para obtener impresiones de las micréfilas
laterales al tallo, es decir, las mas grandes, pues las hojas mas pequefias o
medias se colapsaron rapidamente al separarlas del tallo o fueron facilmente
embebidas por el material en que se colocaron para sacar la impresion.

El primer modo en que se realizé esta técnica fué empleando un pegamento
transparente de secado rapido de la siguiente manera:

« Se coloco una pequefa gota del pegamento sobre un portaobjetos y sobre
ella, inmediatamente después, la microfila cuya impresién se deseé abtener,
con la cara correspondiente (haz o envés) hacia abajo; se utilizaron unas
pinzas de relojero (de punta fina) para desprender la micréfila del tallo. Antes
de colocar fa micréfila sobre el pegamento, ésta debié estar perfectamente
seca, sin llegar a colapsarse.

* Se presiond ligeramente la micréfila sobre €l pegamento, cuidando que ésta
no fuese embebida en el mismo.

» Despues de cerca de treinta segundos se retird la micréfila del pegamento
una vez seco, para ello se usaron las pinzas de relojero, cuidando de no
romper la micréfila y no daftar la impresion.

e Se colocé un cubreobjetos sobre la impresién asi obtenida, sellandolo al
portaobjetos con barniz para ufias, transparente.

La segunda forma en que se realizd esta técnica fué con ayuda de material
dental para impresiones de precision (marca "Exactoden”). Dicho material esta

hecho a base de silicon fluido, que fué preparado mezclando Ila base con el
endurecedor:
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» Una vez preparada la pasta, ésta se extendid y se colocd la microfila del
ejemplar herborizado sobre ella y se presioné la cara de la micréfila gue se
replicaria (haz o enveés).

* Se dejo secar la pasta hasta que la micréfila se desprendia con facilidad Yy no
sufria dafios (tiempo aproximado de treinta segundos). De este modo se
obfuvo la impresion de la micréfila o negativo de ta muestra. Habiendo
obtenido un molde con el negativo de cada micréfila, se colocd cada uno de
ellos sobre un papel absorbente a fin de eliminar el exceso de humedad,
dejandolos secar durante un tiempo cercano a una semana.

» Al cabo del tiempo de secado del molde, se colocod sobre el negativo de la
muestra una delgada capa de barniz para ufias y se dejé secar cerca de diez
segundos.

e Se retird cuidadosamente la capa de barniz ya seco con unas pinzas de
relojero y se colocd sobre un portaobjetos. El barniz constituyd la impresion
en positivo de la micréfila.

+ Finalmente fue puesto un cubreobjetos sobre el positivo de la micréfila y se
sellé al portaobjetos con barniz para ufias, transparente.

Eltipo de técnica de réplica en que se empled el pegamento transparente
ofreci6 la ventaja de ser mucho mas econdmico que en Ia que se uso el silicon
fluido para impresiones dentales (material de alto costo); ademas, la técnica en
que se usd el pegamento fue mas directa, pues permitié obtener una gran
cantidad de laminillas con menos material y €n un menor periodo de tiempo. No

obstante, el empleo del silicon facilita obtener muchas réplicas de una misma
micréfila.

TECNICA DE TRANSPARENTACION

Dado que las hojas micrdfilas de las tres especies con las que se trabajé difieren
en tamano y posicion dentro de un mismo individuo, es decir, son anisdfilas, la
técnica de transparentacion se eligié para tratar a las hojas que se localizan en
la porcidn media al tallo, que son las mas pequerias.

Originalmente, se habia planteado usar la técnica de disociado mecanico,
la cual involucra la separacion de la epidermis del organo que se quiera
estudiar, seguida de la transparentacion y tincién de la misma (D'ambrogio de
Argueso, 1986). Sin embargo, en este caso no fue realizada la separacion de

las epidermis de las hojas a estudiar, debido al reducido tamano de dichas
hojas.
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Se realizé entonces la técnica de transparentacion de la siguiente manera:

s Se colocd una gota de blanqueador comercial (hipoclorito de sodio) en uno de
los extremos de un portaobjetos y en ella se embebid la micréfila, de tal modo
que la cara a observar quedara opuesta a la superficie del portaobjetos.

e Una vez transparentada la microfila, después de un intervalo de tiempo de
entre cinco y diez minutos, se retird el blanqueador con papel secante.

s Se agregd sobre la micréfila una pequefa gota de colorante diluido (Azur A
French al 0.1%).

» Se retird el colorante con papel secante al transcurrir un tiempo cercano a
siete minutos.

» Se agregd una cantidad reducida de jalea glicerinada en el otro extremo del
portaobjetos y se calentd hasta derretirla, embebiendo en ella después la
micréfila ya tefiida.

» Se colocd un cubreobjetos sobre la jalea, conciluyendo asi el montaje de la
micréfila.

+ Se aplicd una capa de barniz para ufias en las orillas del cubreobjetos para
sellarlo.

Las laminillas obtenidas gracias a estas dos técnicas permitieron
determinar el indice estomatico y tipo de estomas de cada especie estudiada,
asi como obtener los datos morfométricos de los estomas. Asimismo, de
campos escogidos, se obtuvieron fotomicrografias con ayuda de un
fotomicroscopio Karl Zeiss.

INDICE ESTOMATICO

Para obtener el nimero de estomas por unidad de area foliar en las respectivas
caras de las micréfilas de Selaginella, se procedié a contar todos los estomas
que se observaron en un campo de 40X en un microscopio fotdénico marca
Nikon. Del mismo modo, sin modificar el campo visual, se contaron todas las
celulas epidérmicas observadas que diferian de los estomas. Algunos conteos
se realizaron en campo oscuro, para poder evidenciar las paredes de las células
epidérmicas, pues éstas son muy delgadas.

Una vez obtenidos los datos numéricos, de cada una de las caras de los
distintos tipos de micrdfilas en todos los ejemplares, se calculd para ellas el

indice estomatico, utilizando la féormula propuesta por Salisbury en 1928
(Willmer, 1983):
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.LE. = (N.E/N.E.+N.C.E.)x100

donde: 1.E.= indice estomético; N.E.= nlimero de células estomaticas por unidad

de area foliar, N.C.E.= nimero de células epidérmicas ordinarias por unidad de
area foliar.

TIPO DE ESTOMAS

Se observaron cuidadosamente los estomas y las células epidérmicas ordinarias
de las micréfilas en todas las laminillas en objetivo de 40X y se determind el tipo
de estomas mediante su comparacién con las ilustraciones que Baranova (1987)
y Esau (1977) reportan para los tipos morfolégicos de estomas.

DATOS MORFOMETRICOS

A fin de determinar las medidas de los estomas en las micréfilas estudiadas se
empled una reglilla de ocular micrométrico; todas las medidas se realizaron en el
campo de 40X. En aquellas preparaciones donde fueron observados un buen
nimero de estomas, se midid un minimo de treinta estomas; en las que la
abundancia de estomas fue regular se midieron sélo diez vy, si eran escasos los
estomas, en algunas preparaciones se midieron todos los estomas observados.
Las medidas de los estomas se tomaron de la siguiente manera:

L= largo= eje mayor del estoma
A= ancho= eje menor del estoma

Todas las medidas fueron multiplicadas por el factor de calibracion del
microscopio en el objetivo de 40X (en este caso de 0.38 pm/u.0.), para que los

resultados estuviesen dados en micrometros, de acuerdo a Ia siguiente
ecuacion:

Tamano (um)=# u.o. x factor de calibracién (um/u.o.)
donde: u.0.= unidades oculares
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RESULTADOS

TIPO DE ESTOMAS

En todos los ejemplares se observé que los estomas son de tipo anomocitico,
de acuerdo con la clasificacidn propuesta por Metcalfe y Chalk (1979), pues las
células epidérmicas asociadas a los estomas no presentaron diferencias
morfologicas respecto al resto de las células de la epidermis, de modo que, al
no haber células acompanantes, el estoma estuvo representado Gnicamente por
las células guarda. Con ello, el aparato o complejo estomatico en todas las
especies estudiadas estuvo conformado por dos células guarda rodeando al

poro central y las células vecinas son similares al resto de las células
epidérmicas.

OBSERVACIONES CORRESPONDIENTES A LAS MICROFILAS LATERALES
(GRANDES)

En S. galeottii (E.V. 366) no se observaron estomas en el haz (cara adaxial) de
las hojas laterales; lo mismo sucedié con el segundo ejemplar de S. galeottii
(Lozano Valdez 196) en el que sélo se encontraron los estomas en el envés
(cara abaxial) de las hojas laterales. En esta cara de las hojas laterales de
ambos ejemplares, son numerosos los estomas, sobre todo hacia la zona de la
vena media de la micréfila, region donde se distribuyen en filas transversales
muy proximas entre si, teniendo cada una de estas filas de 4 a 5 estomas de
longitud, formando una gran franja longitudinal de estomas en la parte central de
la microfila (Fig. 9). En estos mismos ejemplares se observaron algunos
estomas diseminados en el resto de la lamina foliar (superficie de la micréfila),
pero son mucho menos numerosos que |0s que estan hacia el centro. Por lo
anterior puede decirse que las hojas laterales (las de mayor tamario en toda la
planta) de Sefaginella galeottii no presentan estomas en el haz.

Respecto a S. rhizophora (Gallardo, Lorea, Hanan 238), los estomas que
se presentaron en la cara abaxial {(envés) de las hojas laterales, estuvieron
distribuidos mayoritariamente hacia la vena media; ahi forman filas
transversales de tres estomas de longitud, lo que significa que presentan
aproximadamente la misma disposicidon que en el envés de las microfilas
laterales de S. galeottii, salvo que son menos abundantes que en aquella (Fig.
10). En la cara adaxial (haz) se presentan sdlo escasos estomas, cuya
distribucién se circunscribe al extremo izquierdo de {a superficie, sitio en el que
se encuentran diseminados (Fig. 11).
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El segundo ejemplar de esta misma especie, es decir, S. rhizophora
(E.V.631) también presenta estomas en el envés, ubicados en filas
transversales de 4 6 5 estomas en la parte de la vena media. No se observaron
estomas hacia la periferia de la superficie foliar (Fig. 12). En el haz de las hojas
de este ejemplar se observaron sdlo algunos estomas ubicados hacia el extremo
izquierdo de la superficie de {a microfila; por lo que puede afirmarse que
Selaginella rhizophora presenta estomas en ambas caras de sus hojas laterales
con la particularidad de que son inconspicuos en la cara adaxial o haz.

En relacidon a S. sertata (Gallardo, Lorea, Avila 78), se presentan estomas
en el envés, con disposicion similar a la de la cara abaxial de las especies
anteriores, es decir, se forman filas transversales de 2 a 3 estomas de longitud,
a todo lo largo de la vena media. También se encontraron algunos hacia el resto
de la lamina foliar (Fig. 13). Los estomas en la cara adaxial son muy escasos,
apenas llegan a ser diez.

Para S. serfata (E.V 451), se observaron estomas en el envés con
disposicion en filas transversales con 4 a 5 estomas de longitud vy restringidos a
la zona de la vena media (Fig. 14), asimismo, se encontraron algunos estomas
dispersados en la periferia de la superficie foliar. En la cara adaxial de las
microfilas laterales de este mismo ejemplar no se presentan estomas.

Fig. 9. S. galeottii. 9a, células epidérmicas en la cara adaxial, donde no se presentan estomas
(Esc.1em=539um). 9b, cara abaxial, estomas distribuidos hacia la zona de la vena media, donde
forman una franja de 4 a 5 estomas de espesor (Esc.1em=7.69um). 8¢, estomas anomociticos,
en el centro de la superficie abaxial de las micréfilas laterales (9¢; Esc. lem=2.48um).
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Fig. 10. S. rhizophora: 10a y 10 b, estomas anomociticos distribuidos hacia la vena media de la
cara abaxial de las microfilas laterales (Esc.1ecm=6.17pm).

Fig. 11. S. rhizophora: estoma localizado hacia la orilla de la superficie adaxial
(Esc.1cm=1.88um).
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Fig. 12. S. rhizophora: células epidérmicas hacia el extremo de la superficie abaxial. Es notoria su
forma regularmente isodiamétrica y su pared celular ondulada (Esc.1cm=3.03um).



30

13a

Fig. 13. S. serfata: 13a (Esc.lcm =2.48um) y 13b (Esc.1cm=3.03um), filas longitudinales de
estomas anomociticos en la cara abaxial. Es notorio que la franja de estomas en Ia vena media
es menos gruesa que en las otras especies.

Fig. 14. S. sertata . franja central de estomas en la superficie abaxial. En esta region es donde se
localiza la mayor proporcion de estomas (Esc.1cm=2.03um)

OBSERVACIONES CORRESPONDIENTES A LAS MICROFILAS MEDIAS
(PEQUENAS)

En el envés de las hojas medias de S. galeoitii (E.V. 366) los estomas son
numerosos, aunque en menor cantidad que los de las hojas laterales de este
mismo ejemplar; no obstante, presentan la misma disposicion que aquelios (Fig.
15), sucede del mismo modo en S. galeottii (Lozano Valdez 195), teniéndose
incluso la misma disposicion en filas transversales hacia la vena media (Fig. 16).
En la cara adaxial no se presentan estomas (Fig. 17).

Las hojas medias de S. rhizophora (Gallardo, Lorea, Hanan 236) exhiben
estomas en ambas de sus superficies, teniendo casi la misma abundancia, asi
como la disposicion, que es también similar a la de los casos anteriores. Esto
quiere decir que, mientras en el envés son numerosos los estomas, en el haz
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son regularmente numerosos y en ambas caras se ubican en mayor proporcién
hacia la vena media (Fig. 18). Ocurre lo mismo con los estomas en las hojas
medias de S. rhizophora (E.V. 631), pues también presenta estomas en las dos
superficies (Fig. 19).

’

Respecto a S. serfata (Gallardo, Lorea, Avila 76), ésta presenta estomas en las
dos caras de sus hojas medias, con la disposicidn ya expuesta para los casos
anteriores (Fig. 20), sin embargo, su abundancia es regular, pues no son
escasos, pero no liegan a ser freinta. Se observa el mismo comportamiento en
S. sertata (E.V. 451) (Fig. 21).

153 T 15b

Fig. 15. Estomas localizadas hacia la vena media en ia cara abaxial de las micréfilas medias de
S. galeottii (E.V. 366). Su disposicién es similar a la de las microfilas laterales, pero es menor la
intensidad de la franja (15a; Esc.1cm=2.48um). Es claramente notable el caracter anomocitico de
estos estomas (18b; Esc.1cm=1.88um); se localizan células oclusivas (o) y células vecinas {v).

Fig. 16. Franja de estomas al centro de la cara abaxial de las micréfilas medias de S. gafeottii
(LV.195) (16a; Esc.1cm=3.03um), con la misma disposicion que en 8. galeottii (E.V. 366). En
este ejemplar los estomas son también anomociticos (16b; Esc.1cm=1.89um).
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Fig. 17. Superficie adaxial de las micréfilas medias de S. galeotti, donde no se presentan
estomas. Hacia la izquierda se observa el haz vascular (hv), que corresponde a la vena media,
en el centro de la micréfila (Esc.1cm=3.03um).

18a 18b

Fig. 18. Superficie abaxial en microfilas medias de S. rhizophora. Los estomas se distribuyen
mayoritariamente hacia la vena media (18a; Esc.1cm=2.48um) y se encuentran muy proximos

entre si (18b; Esc.icm=1.8%um). En ambos casos puede notarse el haz vascular (hv) (vena
media).

19a 1¢b

Fig. 19. Estomas en las micréfilas medias de S. rhizophora (E.V. 631). En la cara adaxial los
estomas se distribuyen hacia la vena media (19a; Esc.1cm=2489m), pero se encuentran
regularmente separados, estando mas cercanos entre si en la cara abaxial (17b;
Esc.1cm=1.88um).
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20a 20b

Fig. 20. En S. sertata (G.L.A. 76) se presentan estomas tanto en la cara adaxial (20a;
Esc.1cm=2.48um) como en la abaxial (20b; Esc.1cm=2.48um) con disposicion y abundancia
similares en ambas caras.

21a 21b

Fig. 21. Estoma anomacitico localizado hacia el centro de la superficie adaxial en una microfila
media de S. serfata (E.V. 451) (21a; Esc.1cm=1.89mm). En la figura 21b (Esc.1cm=5mm) se
muestra la cara abaxial de una microfila media de este mismo ejemplar en donde se aprecia un
estoma (s) y los tricomas unicelulares (t) hacia el margen (margen denticulado).

Cabe sefalar que todas las microfilas de todos los ejemplares poseen un
mesofilo [tejido fotosintético de una hoja, localizado entre sus dos capas de
celulas epidérmicas (Esau, 1977; Mauseth, 1988)] extremadamente delgado,
cualidad que fue aprovechada para realizar |a técnica de transparentacion en las
hojas medias de todos los ejemplares, siendo incluso posible observar los haces
vasculares al interior de las mismas. Asimismo, se observaron prolongaciones a
modo de tricomas, localizados en el margen de las microfilas y orientados hacia
el apice de las mismas (Fig. 22); ésto es lo que desde el punto de vista de Ia
morfologia externa se denomina "margen denticulado”.
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22a

22b

Fig. 22. El escaso grosor del mesofilo permite ver caracteres coma el haz vascular {hv} al interior
de la micréfila (22a; Esc.1cm=3.03um). Se observan tricomas unicelulares (t} que conforman el
margen denticulado de las microfilas medias de algunos ejemplares, como en S. rhizophora y S,
sertafa (22b; Esc.1cm=3.03um).

En las figuras 23 y 24 se muestran dos cuadros comparativos que describen la
proporcion y tamario de los estomas, asi como el indice estomatico, para ambos
tipos de hojas en haz y envés de todos los ejemplares. Los datos de estos
cuadros exponen, ademas del tamafio promedio de los estomas en las
micréfilas de todos los ejemplares, el tamafio limite que los estomas pueden
tener, o bien, el intervalo en el que se sitlan sus dimensiones, pues en trabajos
similares han sido expuestos de esta manera (Rolleri et al., 1991), sélo que en
esta ocasion, tal parametro esta simbolizado por la letra 2.
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En las figuras 25, 26, 27 y 28, se presentan los graficos en que se
comparan los valores de indice estomatico para ambas caras de los dos tipos de
microéfilas en todos los ejemplares de las tres especies de Selaginelfa.

El primer grafico muestra que el indice estomatico en la cara adaxial de
las microfilas laterales de S. rhizophora fué de 1.88 para el ejemplar (Gallardo,
Lorea, Hanan 236) y de 5.71 para S. rhizophora (E.Velazquez 631), datos muy
distintos entre si; siendo que el indice estomatico para S. serfata (Gallardo,
Lorea, Avila 76) fue de 4.3. Se reportan sélo estos tres datos debido a que son
los Unicos ejemplares cuyas micrbfilas laterales presentaron estomas en el haz.

En el segundo grafico se aprecian los indices estomaticos en la cara abaxial o
envés de este mismo tipo de micréfilas, sélo que esta vez es para todos los
ejemplares. Puede verse que los dos ejemplares de S. galeottii difieren en 3.1
unidades, mientras que los correspondientes a S. rhizophora difieren en 7.15
unidades y los de S. sertata en 7 unidades.

Los valores de indice estomatico en las caras adaxiales de las micréfilas medias
se comparan en el tercer grafico, en donde puede verse que S. rhizophora
(Gallardo, Lorea,Hanan 236) tiene un valor de 15.93, en relacion al de 12.69 de
S. rhizophora (E. Velazquez, 631). S sertata (Gallardo, Lorea, Avila 76) muestra

un indice estomatico de 18.92, al tiempo que en S. sertata (E. Velazquez 451)
es de 10.16.

Una dltima comparacion, que se hace entre los indices estomaticos del enves
de las microfilas medias, es la del cuarto grafico, en donde se nota que S.
galeottii (E. Velazquez 366) con indice estomético de 37.5, difiere en 9.73
unidades con el de 27.77 de S. galeottii (Lozano Valdez 195). Se presenta una
diferencia de 5.64 unidades entre los dos ejemplares de S. rhizophora y una
diferencia de 2.44 unidades entre los ejemplares de S.serfafa.

Debe notarse que los valores mas altos para el indice estomatico se localizan en
S. galeottii, siguiendo en orden descendente S. rhizophora y S.sertata, especies
que presentan menor indice estomatico en promedio, aunque tienen estomas en
ambas caras de sus dos tipos de micréfilas.
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Fig. 25. indice estomatico en la cara
adaxial de las microfilas laterales

C38. rhizophora (G,L,H 236)
ES. rhizophora (E.V. 31}
EBS. serfata (G,L,A 76)
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Fig. 26. indice estomatico en la cara abaxial
de las micrdéfilas laterales
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Figs. 25 y 26. Graficos que comparan los valores de Indice estomatico en la cara adaxial de las
micréfilas laterales de S. rhizophora (ejemplares G,L,H 236 y EV. 631)y S. sertata (G,L.A 76), asl

como los de ia cara abaxial de este mismo tipo de micréfilas de todos los ejemplares,
respectivamente.
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Fig. 27. Indice estomatico en la cara adaxial
de las microfilas medias
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Fig. 28. indice estomatico en la cara abaxial
de las micréfilas medias
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Figs. 27 y 28. Gréficos que comparan los valores de Indice estomatico en la cara adaxial de las
microfilas medias de S. rhizophora (ejemplares G.LH 236 y E.V. 631) y de S. sertata (ejemplares
G.LA 76y EV 451), asl como los de la cara abaxial de este mismo tipo de microfilas de todos fos
elemplares, respectivamente.
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DISCUSION

ASPECTOS TAXONOMICOS

Los ejemplares de las tres especies del género Selaginella que se estudiaron en
este trabajo presentaron estomas anomociticos, de acuerdo con la clasificacion
de Metcalfe y Chalk (Willmer, 1983; Baranova, 1987), estomas que
corresponden al tipo ranunculdceo en la clasificacién formulada por Vesque
(Baranova, 1987; Willmer, 1983) pues, como ya ha sido expuesto, los estomas
estuvieron representados Unicamente por las células guarda y el poro central,
estando ausentes las células acompafantes.

Estos resultados son congruentes con los reportados por Barros,
Mancilha, Santos y Sa (1994), quienes informaron que S. breyneii, S. convoluta
y S. mucosa presentan también estomas anomociticos.

Al parecer, el tipo de estomas es el mismo en todas las plantas de este
genero hasta ahora estudiadas, sin embargo, serd necesario el estudio
anatomico de los estomas en otras especies que presenten caracteristicas
diferentes a las de este trabajo. Por ejemplo, seria recomendable la observacian
de ejemplares isofilos, a fin de ver si difiere el tipo de estomas en ellos respecto
a las especies incluidas en éste y otros trabajos, ya que S. breyneii, S. convoluta
y S. mucosa, al igual que los ejemplares del presente estudio, son especies
anisdfilas (Barros, Mancilha, Santos y Sa, 1994; Mickel y Beitel, 1988).

Cabe mencionar que seria posible el empleo de técnicas mas elaboradas
que las empleadas en este trabajo para reconocer si los estomas anomociticos
de estas especies de Selaginella pueden entrar en ofra clasificacién, por
ejemplo, aquella propuesta por Van Cotthem en 1970 (Baranova, 1992) para
estomas de helechos y, de este modo, el tipo de estomas constituya un caracter
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a considerar para discernir taxondmicamente a las especies dentro de este
género. Tales técnicas involucrarian observaciones periddicas sobre la
ontogenia de los estomas para visualizar de qué manera se originaron las
céluias guarda o cudles son sus posibles planos de division en la epidermis de
las microfilas de estas plantas.

Actualmente se han realizado estudios en algunas especies de
Selaginelfa respecto a la ontogenia de los estomas a nivel de microscopia
electrénica y microscopia confocal, habiéndose descubierto que la célula madre
de las células guarda, al momento de realizar su dltima mitosis, cambia
significativamente la disposicién de sus microtibulos y sus filamentos de actina
de radial a longitudinal (Cleary, Brown y Lemmon, 1993), con lo que el plano de
esta Gitima division es perpendicular al de las divisiones anteriores. En este
proceso de divisién, los plastidios de la céiula madre de la célula guarda migran
hacia los polos centriolares, fungiendo como orientadores de la division (Cleary,
Brown y Lemmon, 1992; Brown y Lemmon, 1985). Finalmente, los microtubulos
y filamentos de actina, adoptan nuevamente la disposicion radial que induce
esta misma disposicidbn a las microfibrillas de la pared celular de las células
guarda una vez constituidas y les da su caracteristica forma arrifionada (Cleary,
Brown y Lemmon, 1993; Taiz y Zeiger 1991).

Es de sefalarse que las observaciones de! desarrolic de los estomas
que se proponen habran de realizarse al nivel de resolucion del microscopio
optico, alternativamente a las técnicas de microscopia ya desarrolladas, pues de
esta manera podria determinarse de que linea celular proviene la célula madre
de las células guarda vy, al mismo tiempo, qué influencia ejercen las células de la
epidermis para que se lleve a cabo la formacion de un estoma.

Por otro lado, se sugiere que la morfologia del resto de las células
epidérmicas no puede tomarse en cuenta como un caracter de importancia
taxondémica, pues mientras algunos atfores sefialan que las células de la
epidermis foliar de las especies iséfilas de Sefaginella son alargadas y en las
especies anisdfilas son mas bien poligonales o cortas (Gopalakrishnan y Ravi,
1990), en el presente trabajo no se encontraron diferencias substanciales a este
respecto entre las especies, pues en casi todas las hojas, estas células son
alargadas; siendo que en la cara adaxial de las hojas medias de las tres
especies son cortas o casi isodiamétricas.
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CLAVE SUGERIDA PARA DETERMINACION DE LAS TRES ESPECIES DE
Selaginella CONSIDERADAS EN ESTE TRABAJO

En el principio de esta actividad se le dié poca importancia al tipo de hojas en
funcidon de la presencia de estomas en cualesquiera de sus caras, ya sea en
ambas, sélo en la adaxial, o sélo en la abaxial. No obstante, es posible gue éste
sea el Unico caracter diferencial entre S. galeottii, S. rhizophora y S. sertata. Es

por tal motivo que se sugiere una clave de tipo dicotdmico para determinacion
de estas especies en funcién de este atributo.

1 .-Estomas anomociticos en micréfilas laterales hipostomaticas............... 2
1'.-Estomas anomociticos en micréfilas laterales anfiestomaticas............. 2'

2 -Microfilas laterales hipostomaticas compartiendo el tallo con hojas medias
RIPOSTOMALICAS. ..ot S. galeottii

2'-Micrdfilas laterales anfiestomaticas compartiendo el tallo con hojas medias
anfiestomaticas

3 .-Micréfilas laterales con escasos o nulos estomas en la cara adaxial y
nUMerosos en la cara abaxial...........oocooooei o 4

3".-Micrdéfilas laterales con abundancia regular de estomas en ambas de sus
CBIES...iiiiiii it Ninguna de las especies en este estudio

4 .-Micréfilas medias con abundancia regular de estomas en ambas de sus

CAAS. .. e ee e S sertata
4'.-Microfilas medias con abundancia regular de estomas en la cara adaxial y
estomas numerosos en la cara abaxial..............cc.oocvveieoeec S. rhizophora

ASPECTOS ECOLOGICOS

Los ejemplares de la especie Selaginella galeottii fueron recolectados en dos
diferentes localidades, donde la vegetacién preponderante esta reconocida
como Bosque Mesdfilo de Montafa que, de acuerdo con J. Rzedowski (1988)
corresponde a un clima himedo de altura y dentro del conjunto de las
comunidades que viven en las zonas montafiosas ocupa sitios mas hdamedos
que otro tipo de bosques, como son los de pino-encino; asimismo, son mas
calidos que los bosques de abetos, pero mas frescos que los bosques
tropicales. En estos mismos ejemplares, ambos tipos de microfilas fueron
hipostomaticas, ésto es, que los estomas se encontraron Gnicamente en la cara
inferior (abaxial) o en el envés de ellas, con lo que es posible decir gue no son la

mayor cantidad de estomas que puede tener, su distribucién es limitada, aunqgue
el indice estomatico sea alto.
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Ei hecho de que las plantas de esta especie presenten pocos estomas a
lo targo de su cuerpo vegetativo, puede obedecer a que en la comunidad en que
se desarrollan la precipitacion media anual es superior a los 1000 mm , liegando
a ser frecuentemente de hasta 3000 mm, siendc que el nimero de meses secos
al afio es menor de cuatro o inclusive es nulo (Rzedowski, 1988); todo ésto
origina que haya fuertes neblinas y alta humedad atmosférica, razén que indica
que estas plantas posiblemente tengan baja tasa transpiratoria, no viéndose en
la necesidad de eliminar agua hacia el medio externo; de ahi que, aunque el
indice estomatico registrado en esta especie sea el mas alto en este estudio,
tanto en sus microéfilas laterales como en sus micréfilas medias, la distribucion
limitada de sus estomas es congruente con la alta humedad del medio.

La regién en donde se recolectaron los ejemplares pertenecientes a la
especie Selaginella rhizophora tiene como tipo de vegetacion la denominada
Bosque Tropical Subcaducifolio, que se caracteriza porque al menos la mitad de
sus arboles pierden las hojas durante la época de sequia, caracter que
comparte con el bosque tropical caducifolio; sin embargo, tiene muchos
componentes siempre verdes, lo que comparte con el bosque tropical
perennifolio, por lo que se dice que es un tipo de vegetacion intermedio
(Rzedowski, 1988). Las microfilas laterales en los ejemplares de S. rhizophora
tienen estomas en ambas de sus caras, es decir, son anfiestomaticas, aunque
se presenten considerablemente menos estomas en la cara superior (adaxial) o
haz, que en la cara inferior (abaxial) o envés. Por su parte, también las
microfilas medias son anfiestomaticas, s6lo que en su cara abaxial los estomas
SON POCO Mas NUMercsos que en la cara adaxial de las micréfilas laterales.

Es posible que la presencia de micréfilas anfiestomaticas, tanto laterales
como medias, esté directamente relacionada con las condiciones pluviales de la
comunidad en que habita S. rhizophora, pues segln Rzedowski (1988), la
precipitacidon media anual es de 1000 mm a 1600 mm, e incluso menor y el
periodo de sequia se comprende en cinco o siete meses en todo el afio; no
obstante, la humedad atmosférica se mantiene elevada, por lo que la tasa
transpiratoria podria ser relativamente alta, respecto a la de S. galeottii, pues se
tiene una distribucién estomatica mucho mas extendida que en aguella.

Se ha dicho que las plantas que viven en ambientes xerofiticos tienen
indices estomaticos menores que aquellas habitantes de los lugares mas
humedos (Willmer y Fricker, 1996}; si bien S. rhizophora no se distribuye en
ambientes xerofiticos, si fue encontrada en lugares menos himedos que S.
galeottii, hecho que corresponde al menor indice estomatico que presentan las
hojas de S. rhizophora.
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Los ejemplares de la especie S. sertafa fueron recolectados, al igual que
los de S. rhizophora, en Bosque Tropical Subcaducifolio, por lo que para esta
especie las condiciones de humedad son también altas, a pesar de que se
presenten pocas iluvias en todo el afio o con regular frecuencia. Ambos tipos de
microfitas son también anfiestomaticas en S. sertata, aunque en el ejemplar E.V.
451 no hayan sido observados estomas en la cara superior de las microfilas
laterales. El| indice estomatico es, en promedio, menor que en las
correspondientes microfilas de S. rhizophora, aunque no lo suficiente como para
considerario mucho menor.

La tasa transpiratoria en S. sertata puede ser similar a la de S. rhizophora
pues, ademas de compartir la disposicion de los estomas en sus microfilas y el
tipo de vegetacion en que se desarrollan, es muy parecido entre ellas el
intervalo altitudina! en el que se distribuyen; éste va de los 250 msnm hasta
menos de 750 msnm, con lo que se infiere que ambas especies podrian tener
ademas, los mismos requerimientos hidricos. S. galeottii difiere a este respecto,
pues su intervalo altitudinal se sittia entre los 1300 y los 1410 msnm. Este factor
podria contribuir a que S. galeottii difiera también en sus requerimientos
hidricos, respecto a las dos especies mas parecidas entre si, que son S.
rhizophora y S. sertata. De acuerdo con la clasificacién propuesta por Samson y
Tan (1992), que relaciona a las especies de Selaginella con su capacidad de
liberar agua al medio externo, S. galeottii puede ser una especie higréfita, pues
aunque tiene alto indice estomatico en sus micréfilas, los estomas no estan
ampliamente distribuidos, lo que ia hace retener mas agua. Al mismo tiempo, S.
rhizophora y S. sertata pueden ser especies mesdfitas, pues aunque tienen un
indice estoméatico menor, poseen una distribucién estomatica mas amplia, lo que
permite que el agua tienda mas a salir.

Es por lo anterior, que S. galeottii probablemente tenga requerimientos
hidricos menos estrictos que S. rhizophora y S. serfafa, en ello son diferentes.
No obstante, la tasa transpiratoria de las tres especies podria parecerse, pues
aunque en e! bosque mesofilo las lluvias son mas abundantes que en el bosque
tropical subcaducifolio, en ambas regiones es alta la humedad del ambiente, lo
que podria favorecer que las tres especies tendieran a transpirar con la misma
frecuencia, siendo que en S. galeottii probablemente se pierda gran cantidad de
agua por las caras inferiores de las micréfilas y no se pierda agua por las caras
superiores, mientras que en S. rhizophora y en S. sertata, lo mas probable es
que se pierda poca agua por las caras inferiores de las micrdfilas, pero también
se pierde un poco por las caras superiores, con ésto se infiere que la tasa de
transpiracion podria ser similar en las tres especies, sdélo que por las
condiciones en que viven y por su distribucion estomatica, las especies tendrian
la transpiracion repartida de distinto modo en las microéfilas.
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Por otro lado, es sabido gque otras especies de Selaginella, como S.
helvetica, en su asociacion con ofras plantas encuentran buen aporte de agua y
consiguen gran amplitud territorial en ambientes donde la precipitacién pluvial es
escasa (Theurillat y Latour, 1996}, por tanto, dicha asociacion puede constituir
una buena estrategia para S. rhizophora y S. serfata en su captacion de agua,
sobre todo con especies arboreas (Santoso y Syam, 1985). Sin embargo, de
acuerdo con los datos de recolecta, las especies del presente trabajo cuentan
con distribucion abundante, con lo que se piensa que las asociaciones de estas
especies con ofras plantas no son en realidad tan profundas pues, de ser asi,
correrian el riesgo de que otras plantas vasculares acaparen algunos de los
recursos minerales y la luz, pudiendo tener reduccidén en su tasa fotosintética y
en la sintesis proteica, como se ha reportado en S. lepidophyifa (Van Auken y
Bush, 1992; Eickmeier, 1986).

Se sabe que algunas especies de Selaginella estan bien ubicadas en
sustratos como roca madre y arcillas, donde tienen buen aporte de calcio en
zonas xericas (Macroberts y Macroberts, 1993) y, aunque las especies aqui
estudiadas crecen en suelos someros o profundos y son de ambientes
himedos, su distribucion es igualmente exitosa. Esto concuerda con lo que se
dice de que Selaginella es un genero por lo general de ambientes xéricos y
presenta poca resistencia a las bajas temperaturas (Bannister, 1984), pero que
en muchas ocasiones puede servir para reconocer regiones de tipo hiimedo o
frio (Lal y Negi, 1997; Baker et al., 1989; Garcia y Robertsson, 1992).

Por todo lo anterior puede afirmarse que, pese a las posibles diferencias
en el reparto de la transpiracion entre las especies S. galeottii, S. rhizophoray S.
sertata, en funcion de sus ambientes y en su proporcion de estomas, las tasas
de transpiracién que se infiere son similares, indican que tales especies se

encuentran bien adaptadas a los ambientes en que viven y por ello han podido
lograr su colonizacion.

ASPECTOS FISIOLOGICOS

La respuesta fisiolégica de los estomas dentro del cuerpo vegetal esta influida
directa o indirectamente por distintos factores ambientales, entre los que pueden
citarse la cantidad y calidad de la luz, la concentracién de CO, atmosférico, la

temperatura y la humedad relativa o presidon de vapor, asi como los
contaminantes (Willmer y Fricker, 1996).

Para el caso particular de las plantas del genero Selaginella, factores
como la humedad y la temperatura del ambiente parecen jugar un papel
preponderante en la actividad de los estomas, que se refleja en la capacidad de
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regular el agua dentro de la planta. Algunos individuos de este género, como los
de la especie S. lepidophylla, desarrollan la estrategia de enroscar sus tallos,
cuando fa humedad del medio es baja y la temperatura es alta (Eickmeier, 1986)
obteniendo tolerancia a estas condiciones de desecacion. En esta especie se ha
observado capacidad para resistir periodos prolongados de sequia, recobrando
la capacidad fotosintética y la integridad de las membranas de sus células
cuando las condiciones mejoran (Marten y Eickmeier, 1987, Eickmeier, 19886;
Platt, Oliver y Thomson, 1994). Sin embargo, esta especie es poiquilohidrica y
se distribuye fundamentalmente en sitios xéricos de elevada altitud (Lebkuecher
y Eickmeier, 1992 y 1993; Eickmeier, 1988} lo que significa que tiene escasa
capacidad de regulacién hidrica en funcién de las condiciones del ambiente en

que habita, caracteristicas que la hacen diferente de las especies tratadas en el
presente estudio.

No obstante, a pesar de estas diferencias, lo gque es seguro es que en S.
galeottii, S. rhizophora y S. sertata, operan las mismas condiciones que en S.
lepidophyila, para la regulacion hidrica, ésto es, que la humedad y la
temperatura del ambiente son los factores que estimulan la accién de los
estomas en el control del agua al interior de la planta, pues se ha visto que
incluso el proceso fotosintético, indispensable para que la planta viva, es
modificable y dependiente de estos factores, al menos en este género
(Eickmeier, 1986; Lebkuecher y Eickmeier, 1991; Eickmeier, Casper y Osmond,
1993). Sélo debe tenerse en cuenta que, dado que las tres especies del
presente estudio habitan en lugares himedos y de temperaturas relativamente
bajas, pueden no verse afectadas en su capacidad de retener agua al mismo
grado que S. lepidophylla, inclusive aunque la cantidad de estomas en apertura

por unidad de superficie foliar en estas tres especies pudiese provocar su
deshidratacion.

Otro de los factores de importancia en el estimulo de la apertura
estomatica es la concentracion de CO; en el ambiente y que determina la toma
de este gas hacia el interior de la planta para las reacciones fotosintéticas
(Willmer y Fricker, 1986; Dennis y Turpin, 1990) y que es capaz de modificar la
actividad de la maquinaria enzimatica fotosintética, ademas de la velocidad de
reaccion en la sintesis de proteinas cuando hay un déficit de este gas dentro de
las células vegetales de algunos ejemplares de Sefaginella (Harten y Eickmeier,
1986; Eickmeier, 1988). Es por ello que estas plantas deben asegurar la entrada
de la cantidad adecuada de CO, por sus estomas. Sin embargo, la apertura de
los estomas para la captacién de CO; no debe excederse al puntc que se
alcance la deshidratacién por la salida de agua a través del poro estomatico
pues, como se sabe, por cada molécula de CO; que ingresa a la planta, se

pierde un gran nimero de moléculas de agua (Willmer y Fricker, 1996:
Salisbury, 1994).
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Para S. galeottii, cuyo indice estomatico es el mas alto de este estudio en
sus dos tipos de micrdfilas, es posible que la relacién [CO;] que ingresa/[H20]
que sale, esté equilibrada, pues la apertura estomatica (que en esta especie
ocurre sélo en la cara inferior de sus micréfilas) estd muy extendida en la
superficie foliar, hecho que podria permitirle captar el CO; suficiente para la
fotosintesis y, aunque por ello podria perder demasiada agua, el exceso de
humedad del ambiente aseguraria que tal pérdida sea minima o no ocurra.

Algo similar podria ocurrir con S. rhizophora y S. sertata, debido a que
puede ser que su tasa transpirateria sea parecida a la de S. galeottii y, a pesar
de que el indice estomatico es menor en estas dos especies y la humedad
relativa del ambiente donde viven es menor que en donde se distribuye S.
galeottii, la presencia de hojas medias anfiestomaticas podria conferirles la
facultad de captar la cantidad de CO; que requieren. Por otro lado, aunque la
humedad del ambiente en que habitan estas dos especies es relativamente

baja, no fo es tanto como para provocar en ellas una pérdida excesiva de agua
cuando los estomas se abren.

Por otra parte, en virtud de que las células del meséfilo en las microfilas
de estas tres especies de Sefaginella son muy escasas 0 poco numerosas, es
posible que la difusion de CO, en todo este tejido fotosintético cubra
uniformemente los requerimientos que metabélicamente las células tienen de

este gas y probablemente por ello no tengan problemas por déficit de CO,
intracelutar.
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CONCLUSIONES

Los estomas que se presentan en todas las micréfilas de las especies
Selaginella galeottii, Selaginella rhizophora y Selaginella sertata son
anomociticos y no constituyen un caracter ponderable para discernirlas
taxonomicamente. En cambio, a2 posicidn de los estomas en las distintas caras
en ambos tipos de micrdfilas de estas especies podria utilizarse como
caracteristica taxonomica distintiva entre estas especies.

Los indices estomaticos de distinto valor entre los ejemplares de S.
galeotlii respecto a los de S. rhizophora y S. sertata (dos especies gue son muy
parecidas entre si), asi como las diferencias en el clima, principalmente en
cuanto a humedad relativa y temperatura media anual de los ambientes en que
viven, pueden ser indicativos de que el proceso de evapoiranspiracion en estas
plantas esta repartido de distinta forma. No obstante, la distribucién diferencial
de los estomas en las caras foliares de las microfilas de estas plantas, que es lo
que las hace diferir taxonémicamente, puede originar que la tasa transpiratoria
neta de las tres especies sea muy parecida, con lo que podria afirmarse que

tanto S. galeottii como S. rhizophora y S. sertata se encuentran bien adaptadas
a los sitios donde habitan.

Por otro lado, el dinamismo correcto de la fotosintesis de estas plantas,
que se refleja en su distribuciébn abundante en el sustrato en el que se
desarrollan, indica que los niveles de captacion de CO; que estas plantas tienen
pueden ser de los mas adecuados, pudiendo estar ademas bien sincronizada la
apertura estomatica dedicada a la entrada de CO; con aquella por la que se
pierde agua; esto Gltimo, debido en gran parte a las altas humedades relativas
de la atmoésfera en los habitats de estos organismos.
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PROYECCIONES A FUTURO

Aun quedan diversas cuestiones por resolver acerca de los estomas de ias
hojas microfilas de las especies del género Selaginefla, sobre todo aquellas
relacionadas con su fisiologia y ecologia, sin dejar del lado la participacion de
estos caracteres anatomicos dentro de la taxonomia del grupo.

No es claro aun si en todas las especies de este género se presentan
estomas anomociticos v si la distribucion de los estomas en ambas caras de sus
microfilas es similar. Asimismo, se desconoce en qué magnitud influye el indice
estomatico de estas plantas sobre su tasa transpiratoria y su efectividad para
realizar la fotosintesis.

Para responder a fales interrogantes, sera necesario llevar a cabo
trabajos que tengan los siguientes objetivos:

» Observar el tipo de estomas en otras especies del género.
» Determinar el indice estomatico en mas especies de este género.

» Describir la distribucion de los estomas en las superficies de las micréfilas en
otras especies.

* Determinar la tasa transpiratoria en especies de Selaginella, tanto a nivel de
campo como en invernadero.

o Determinar en estas especies la eficiencia fotosintética, cuantificando |a
cantidad de CO; consumido.

Una recomendacién importante desde el punto de vista de este trabajo es
la de usar en otros proyectos especies istfilas del género Selaginelia, o bien,
otras especies anisofilas que habiten ambientes diferentes (en cuanto a
vegetacion, condiciones climaticas, altitud, etc.) a las especies agui incluidas.
Probablemente con ello a futuro se logre tener una vision mas integral de las

caracteristicas morfolégicas y de comportamiento ecofisiolégico de los estomas
de este interesante grupo vegetal.

Bl T N e
B M U s
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