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Resumen

La familia Dryopteridaceae es una de las familias mas diversas de helechos, y que de acuerdo a
los recientes analisis filogenéticos basados en datos moleculares se considera una familia
monofilética, aunque las sinapomorfias morfo-anatdbmicas no han sido definidas exitosamente
debido a que los estudios anatomicos dentro de la familia son escasos. Por esta razon, esta tesis
tuvo como objetivo analizar y describir la anatomia de la hoja de Arachniodes denticulata,
Dryopteris wallichiana, Elaphoglossum peltatum y Polystichum mickelii del estado de Hidalgo,
con la finalidad de contribuir al conocimiento morfo-anatdmico de la familia Dryopteridaceae e
identificar caracteres anatomicos que contribuyeran a definir a la familia y delimitar
anatobmicamente a las subfamilias. Ademas, se realiz6 un estudio molecular de las especies
estudiadas, con el objetivo de robustecer los resultados morfo-anatomicos presentados.

Para la descripcion de los ejemplares, se tomaron medidas de la morfologia externa de las hojas y
se construy6d un dendograma que reflejo el grado de similitud entre las hojas de las especies
estudiadas. En la parte anatdmica se realizaron cortes a mano libre y cortes histolégicos de
peciolo, raquis y ldmina para observar los tejidos que las conforman, asi como, aclarados de las
pinnas con NaOH para observar los tipos de venacion y laminillas con el desprendimiento de
cuticula e indumento para describir los patrones epidérmicos, estimar densidades epidérmicas,
describir los tipos de estomas y el indumento. Para el analisis molecular se realizé la extraccion
del ADN mediante el método CTAB 2%, se amplificO y secuenci6é con base en los protocolos
establecidos para estos procedimientos, y posteriormente se analizO mediante el Método
Bayesiano para obtener el cladograma correspondiente.

En las cuatro especies se pudieron identificar caracteres anatomicos similares que ayudan a
definir a la familia, y que principalmente se encuentran en el sistema vascular del peciolo como
son la presencia de numerosos haces vasculares, rodeados por la banda circumendodermal y el
xilema en forma de hipocampo. No obstante, tanto la morfologia externa, como la anatomia de
estas especies, revelaron dos grupos bien definidos; el primero formado por Elaphoglossum
peltatum y que se caracteriza por presentar hojas dimorficas, soros acrosticoides, estomas
copolociticos y un comportamiento de los haces vasculares diferente al resto de las especies
estudiadas. El segundo grupo esta formado por Arachniodes denticulata, Dryopteris wallichiana
y Polystichum mickelii y se caracteriza por tener hojas monomorficas, soros redondeados,
estomas anisociticos y un comportamiento de los haces vasculares del peciolo y raquis similar
entre ellos.

Para estas especies los grupos obtenidos con base a los resultados morfo-anatdmicos coinciden
con los clados que se obtuvieron mediante el analisis molecular y podrian ser Utiles para definir a
dos de las subfamilias de Dryopteridaceae, ya que a la subfamilia Elaphoglossoideae la
representa Elaphoglossum peltatum, mientras que la subfamilia Dryopteridoideae esta
representada por Arachniodes denticulata, Dryopteris wallichiana y Polystichum mickelii.



Introduccion

Los helechos son un grupo de plantas vasculares que junto con las licofitas (licopodios,
Selaginella e Isoétes) cominmente se conocen como “pteridofitas”. Se caracterizan por no formar
flores, ni producir frutos o semillas, dispersarse mediante esporas y tener un ciclo de vida en el
que las fases esporofitica y gametofitica son independientes y de vida libre, siendo la fase
esporofitica la fase dominante (Mendoza y Pérez, 2009; Moran, 2014).

Son muy diversos en formas y tamafos, pueden medir desde unos cuantos milimetros como los
géneros Azolla y Salvinia, o hasta 20 metros como en el género Cyathea (Martinez y Ramos,
2014). Son perennes, no tienen crecimiento secundario en el tallo y pueden ser plantas herbaceas,
arbustivas o arborescentes. De acuerdo a su forma de vida, pueden ser terrestres, epipétricas,
epifitas, hemiepifitas, escandentes o trepadoras, acuaticas y subacuaticas (Tejero-Diez y Mickel,
2004; Muniiz et al., 2005).

Se encuentran en casi todos los habitats terrestres, excepto en algunas zonas aridas, la Antartida y
algunas islas remotas. Su riqueza presenta un gradiente latitudinal pronunciado donde entre el 75
y el 85% de las especies se encuentra en los tropicos, una zona en América, que comprende el
sureste de México, Las Antillas, Centroamérica y la region tropical de los Andes; y la otra en el
Viejo Mundo, en el sureste de Asia y Malasia. La region tropical de Africa y las zonas templadas
muestran una diversidad moderada, mientras que la menor riqueza se encuentra en climas secos y
en las regiones articas (Kreft et al., 2010; Tejero-Diez et al., 2014).

Ademas, presentan un patrén de diversidad a lo largo de un gradiente altitudinal, se pueden
encontrar desde los manglares al nivel del mar, hasta en la vegetacién alpina a mas de 4,000 m de
altitud (Bhattarai et al., 2004; Acebey et al., 2015). Sin embargo, las montafias tropicales son las
que presentan mayor diversidad de helechos, a elevaciones intermedias entre 1,800-2,400 m,
debido a la combinacidén entre alta humedad y temperaturas moderadas (Kessler, 2010; Tejero-
Diez et al., 2014).

En Mexico, los bosques mesofilos de montafia son los que presentan mayor riqueza y diversidad
de helechos y licofitas, seguidos por los bosques tropicales perennifolios y subperennifolios, los
bosques de pino-encino, bosques de coniferas, bosques tropicales caducifolios, humedales,
matorral xerofilo y pastizales (Tejero-Diez et al., 2011; Tejero-Diez et al., 2014; Acebey et al.,
2015).



Ciclo de vida

Presentan un ciclo de vida con alternancia de generaciones, cada una independiente y de vida
libre: 1) la fase sexual o gametofitica, es hapliode (n), generalmente pequefia, sin tejidos
especializados y es la que produce los gametos; 2) la fase asexual o esporofitica, es dipliode (2n),
representa la fase dominante, es la fase que produce las esporas y estd formada por raiz, tallo y
hojas (Tejero-Diez y Mickel, 2004).

La mayoria de los helechos son homosporicos, es decir, producen un solo tipo de esporas como
resultado de la meiosis, y cuando estas esporas germinan se desarrolla un gametofito bisexual.
Solo dos grupos de helechos acuaticos (Marsileaceae y Salviniaceae) son heterosporicos, por lo
que producen dos tipos de esporas, microsporas que se forman en los microsporangios y
megasporas producidas en megasporangios, como resultado, el gametofito de estas plantas es
unisexual, dado que las microsporas dan origen a gametofitos masculinos, mientras que las
megasporas daran origen a los gametofitos femeninos (Evert y Eichhorn, 2013).

En un helecho leptosporangiado homospdrico, las esporas se producen por meiosis en los
esporangios, los cuales se encuentran agrupados en soros en el envés o en los margenes de las
hojas de un esporofito adulto. Eventualmente, las esporas son liberadas y se dispersan con la
ayuda del viento o el agua. Una vez que se han establecido, germinan y desarrollan una plantula
de apenas unos centimetros de tamafo. Estas plantulas llamadas prétalos, corresponden a la fase
gametofitica, son fotosintéticas, presentan rizoides en la superficie ventral y pueden tener una
sola capa de células de grosor, la mayoria tiene forma de corazon, algunos otros son gruesos con
forma irregular (Evert y Eichhorn, 2013; Moran, 2014; Mauseth, 2014) (Figura 1).

En la parte ventral del prétalo o gametofito se encuentran los érganos sexuales o gametangios. En
un gametofito bisexual se producen ambos tipos de gametangios; los masculinos o anteridios,
encargados de producir los anterozoides y los gametangios femeninos o arquegonios que
producen la ovocélula. Cuando han madurado los anterozoides multiflagelados nadan hasta el
cuello del arquegonio y ocurre la fecundacion de la ovocélula. El cigoto comienza a dividirse y el
embridn crece y se diferencia en un esporofito adulto, es decir, una planta con raiz, tallo y hojas.
Durante un tiempo el esporofito obtiene los nutrientes del gametofito, pero una vez que ha
alcanzado el nivel de fotosintesis suficiente para mantenerse por si mismo, el gametofito muere.
Entonces se forman hojas con soros, en donde los esporangios llevan a cabo la meiosis para
producir las esporas y se repite el proceso (Evert y Eichhorn, 2013; Moran, 2014) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida de un helecho leptosporangiado homospérico. (Tomado y modificado de Mauseth, 2014).

Morfologia y anatomia de las hojas en los helechos

Las hojas de los helechos también se conocen como frondas, son megéafilas y representan la parte
mas conspicua del esporofito, su gran superficie permite capturar la luz del sol de manera mas
efectiva con respecto a las hojas microfilas de las licofitas. Se originan a partir del meristemo
apical del rizoma y el tipo de desarrollo que presentan se conoce como vernacion circinada.
Existe una gran diversidad de hojas en los helechos, la mayoria son monomdrficas y tienen un
solo tipo de hojas; sin embargo algunas especies presentan dimorfismo foliar, es decir, unas hojas
son estériles y llevan a cabo la fotosintesis, mientras otras son fértiles y se encargan de la
produccion de esporas. No obstante, todas las hojas estdn compuestas por un peciolo y una
lamina (Evert y Eichhorn, 2013; Mauseth, 2014).



Peciolo: Su funcion es dar soporte, pero en algunos casos también es fotosintético.
Puede ser lustroso, glabro, presentar escamas, pelos o espinas, ser acanalado, terete o
alado, de color verde, pardo o purpura. La mayoria presenta lineas de aireacion o
neumatoforos en la parte lateral del peciolo que permiten la difusion del aire hacia el
parénquima debajo de la linea (Lin y DeVol, 1977; Mendoza y Pérez, 2009; Vasco et al.,
2013).

La anatomia del peciolo y raquis es similar a la del rizoma, consta de una epidermis que
es la capa mas externa y suele presentar pelos o escamas. El cortex y la médula
constituidos por colénguima, esclerénquima y/o parénquima, en algunos casos también se
presentan tejidos secretores (Ogura, 1972). De acuerdo con Lin y DeVol (1977) la
distribucion del esclerénquima resulta ser un caracter anatdbmico importante, debido a que
puede encontrarse en el cértex, ya sea por debajo de la epidermis, agrupado en masas
oscuras dispersas o0 rodeando los haces vasculares en forma de banda.

El sistema vascular estd compuesto por uno 0 mas haces vasculares, cada uno rodeado por
el periciclo y la endodermis. EI nimero, forma y arreglo de los haces vasculares no solo
son variables entre las diferentes especies, sino también a lo largo del mismo peciolo,
ademas, la forma del xilema y su arreglo con respecto al floema son caracteristicas
importantes en la taxonomia de los helechos (Ogura, 1972; Lin y DeVol, 1977; Vasco et
al., 2013).

Debido a la diversidad que se presenta en el sistema vascular de los helechos, Ogura
(1972) definié que existen helechos monostélicos, en los cuales el peciolo presenta un
solo haz vascular que puede tener distintas formas: circular, eliptico, semicircular, en
forma de “V”, “C” o “H”; helechos distélicos (con dos haces vasculares), polistélicos (con
3 0 més haces vasculares) y hasta helechos con numerosos haces vasculares arreglados en
circulos concéntricos, que se conocen como policiclicos.

Lamina: Puede ser simple o entera, estar dividida en pinnas o incluso subdividida
en pinnulas. Presenta un eje primario llamado raquis, el cual es una extension del peciolo,
el eje principal de una pinna se llama costa, mientras que el de una pinnula se llama
costula. Los pelos y escamas pueden estar presentes o ausentes, ser muy abundantes y
llegar a tener gran variedad de formas (Ogura, 1972; Wagner y Smith, 1993; Vasco et al.,
2013; Evert y Eichhorn, 2013).

Anatomicamente, la mayoria de las hojas maduras son bifaciales y presentan superficies
abaxial y adaxial bien definidas. La epidermis puede contener algunos cloroplastos y
cristales de oxalato de calcio, las células epidérmicas abaxiales suelen ser mas elongadas
que las adaxiales, generalmente los estomas se localizan Unicamente en la superficie
abaxial, sin embargo, en algunos casos se encuentran en la superficie adaxial o en ambas
superficies. ElI mesofilo se diferencia en un tejido en empalizada adaxial y tejido



esponjoso abaxial, pero algunos helechos Unicamente presentan un meséfilo esponjoso,
mientras que otros carecen de él (Ogura, 1972; Vasco et al., 2013).

Soros: Son las estructuras reproductoras de los helechos y se encuentran en
el envés de la lamina o en los margenes de ésta, incluso en hojas modificadas.
Estan formados por un conjunto de esporangios y pueden tener distintas formas,
como son: lineares, redondeados, elipticos o arrifionados y ser de color amarillo,
anaranjado, pardo o negro. En algunos géneros los soros estan cubiertos por una
membrana derivada de la epidermis de la lamina, llamada indusio (Evert y
Eichhorn, 2013).

Esporangios: Contienen a las esporas, dependiendo de su estructura,
origen y desarrollo pueden ser eusporangios o leptosporangios, lo cual es de gran
importancia para clasificar a los helechos. La mayoria de los helechos presenta
leptosporangios, es decir, los esporangios se originan a partir de una sola célula de
la superficie, que se divide periclinalmente para producir una célula interna y una
externa. La célula externa es la que dara origen al esporangio, dividiéndose varias
veces para formar el pie, la capsula y el anillo del esporangio. La pared madura de
la capsula consiste en una sola capa de células, ademas, el nimero de esporas que
se produce es pequefio y multiplo de 4, cominmente 64 (Evert y Eichhorn, 2013;
Mauseth, 2014; Moran, 2014).

Los helechos eusporangiados son aquellos cuyos esporangios se originan por
divisiones periclinales de varias células en la superficie de la hoja, dando como
resultado una capa interna de células y una externa. La capa interna prolifera en el
tejido esporogeno, el cual daré origen a las células que se convertiran en esporas;
mientras que la capa externa se desarrolla en la pared del esporangio, y que tendra
varias células de grosor. Este tipo de esporangio es mas grande, masivo y produce
cientos o miles de esporas en comparacién con los leptosporangios (Mauseth,
2014; Moran, 2014).

Esporas: La mayoria de los géneros presentan esporas que van de 20 a 50 um de
longitud. Dependiendo de la manera en que se divide el esporocito durante la
meiosis, las esporas pueden ser triletes 0 monoletes. Las esporas triletes son
tetraedricas con la cara distal hemisférica o esferoidal, tienen simetria radial y una
apertura con forma de “Y”. Se consideran como el tipo mas antiguo ya que
aparecen temprano en el registro fosil, ademas, estan presentes en las familias de
helechos menos derivadas. En cambio, las esporas monoletes tienen forma
elipsoidal, presentan simetria bilateral, tienen una cicatriz pequefia en su lado
concavo y son el tipo de espora mas abundante (Tryon y Lugardon, 1991; Moran,
2014).



Presentan dos capas protectoras, la capa interna o exosporio y la capa externa o
perisporio. Esta capa externa puede ser muy elaborada en algunos helechos, estar
ornamentada con pliegues, verrugas, espinas, tener alas o estar perforada. Pueden
ser de diferentes colores, la mayoria son marrones o negras, pero algunas son
verdes o amarillas. El tipo de espora, su ornamentacion y color son especificos
para cada especie de helecho y resultan importantes para su identificacion y
clasificacion (Moran, 2014).

Filogenia y clasificacion de los helechos

Actualmente, los helechos se consideran un grupo monofilético, que junto con Psilotum y
Equisetum conforman el clado Monilofita (Figura 2), este nombre proviene del latin moniliformis
que significa cuentas de collar y hace referencia a la presencia del xilema mesarco en el tallo, con
el protoxilema restringido a l6bulos en el centro del xilema, semejando un collar (Pryer et al.,
2004).

Con base en la filogenia del linaje de las plantas vasculares o Traqueofitas, las Monilofita son el
grupo hermano del clado Lignofita, el cual se caracteriza por el desarrollo de madera a partir del
cambium vascular, e incluye al clado de las Espermatofitas, las cuales se distinguen por la
presencia de semillas, y circunscribe a las angiospermas y gimnospermas (Pryer et al., 2004;
Simpson, 2010; Mauseth, 2014) (Figura 2).

Juntos, Monilofita y Lignofita, forman el clado Eufilofita, caracterizado por tener hojas megafilas
asociadas a una laguna foliar y esporangios terminales. EI grupo hermano de Eufilofita es
Licofita, cuya caracteristica principal es la presencia de hojas microfilas y es donde se encuentran
los géneros Selaginella, Lycopodium e Isoétes (Pryer et al., 2004; Simpson, 2010; Mauseth,
2014) (Figura 2).

Las clasificaciones mas recientes de las pteridofitas propuestas por Smith et al. (2006),
Christenhusz et al. (2011) Ruggiero et al. (2015) y el PPG | (2016) sugieren dos clases con 14
ordenes, 51 familias y 337 géneros. La clase Lycopodiopsida (licofitas) que comprende tres
ordenes (Lycopodiales, Isoetales y Selaginellales), con tres familias, 18 géneros y
aproximadamente 1,338 especies; y la clase Polypodiopsida donde se reconocen cuatro subclases
(Equisetidae, Ophioglossidae, Marattiidae y Polypodiidae), con 11 o6rdenes, 48 familias, 319
géneros y aproximadamente 10,578 especies. Sin embargo, autores como Kessler (2010),
Mehltreter (2010) y Acebey et al. (2015) proponen que la diversidad de pteridofitas a nivel
mundial puede llegar a 15,000 especies.
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Figura 2. Filogenia propuesta para las plantas vasculares o Traqueofita.

En México se tienen registradas 1,030 especies de helechos y licofitas, incluyendo nuevas
especies y nuevos registros. Se encuentran distribuidos en aproximadamente 132 géneros y
representan alrededor del 4.4% de la flora vascular del pais, calculada en 23,424 especies (Mickel
y Smith, 2004; Tejero-Diez et al., 2014; Villasefior, 2004).

Los estados de la Republica Mexicana con mayor diversidad de pteridofitas, son Oaxaca,
Chiapas, Veracruz, Guerrero, Puebla e Hidalgo (Pérez et al., 2013). Este ultimo, cuenta con
alrededor de 140 especies, distribuidas en 50 géneros y 21 familias. Las familias presentes en
Hidalgo con mayor nimero de especies son: Pteridaceae (69 spp), Dryopteridaceae (40),
Polypodiaceae (33), Thelypteridaceae (15), Aspleniaceae (14) y Athyriaceae (11) (Ramirez y
Sanchez, 2007).



Filogenia y clasificacion de la familia Dryopteridaceae

Dryopteridaceae es una familia monofilética circunscrita en el clado de los Eupolypodios I, junto
con familias como Davalliaceae, Lomariopsidaceae, Oleandraceae, Polypodiaceae vy
Tectariaceae. Este clado se caracteriza por tener de 3 a 10 haces vasculares en la base del peciolo,
con excepcion de helechos de talla pequefia que tienen uno o dos haces vasculares, generalmente
los dos haces adaxiales son de mayor tamafio y en algunos casos las bandas de xilema presentan
un gancho (Schneider et al., 2004; Smith et al., 2006; Schuettpelz y Pryer, 2007; Liu et al., 2007,
Moran, 2014) (Figura 3).

Las clasificaciones recientes de Smith et al. (2006, 2008), Christenhusz et al. (2011) y el PPG |
(2016), basadas en estudios moleculares y morfoldgicos, ubican a la familia Dryopteridaceae
dentro de la clase Polypodiopsida, subclase Polypodiidae, orden Polypodiales.

Smith et al. (2006, 2008) reconocia alrededor de 1,700 especies, distribuidas entre 40 y 45
géneros; sin embargo, Zhang et al. (2013) y el PPG | (2016) estiman que existen alrededor de
2,115 especies y 26 generos. EI 80% de las especies se encuentra distribuidas en solo cuatro
géneros: Elaphoglossum (600 spp.), Polystichum (500), Dryopteris (400) y Ctenitis (125).

Dentro de la familia numerosos estudios filogenéticos basados en datos morfoldgicos y
secuencias de marcadores de ADN del cloroplasto, como rbcL, atpA, atpB, rps4-trnS, trnG-trnR,
trnL-trnF, reconocen cinco clados: 1) helechos dryopteridoides, I1) helechos polybotryoides, I11)
helechos lastredpsidos, 1V) helechos bolbitidoides, y V) el género Stigmatopteris (Liu et al.,
2007, 2015; Schuettpelz y Pryer, 2007; Moran et al., 2010; Labiak et al., 2014; Moran y Labiak
2015, 2016; Le Péchon et al., 2016).

Christenhusz et al. (2011) y Zhang et al. (2013) consideraban dos subfamilias, Elaphoglossoideae
y Dryopteridoideae. Sin embargo, las propuestas mas recientes de Liu et al. (2015) y el PPG |
(2016) reconocen tres subfamilias monofiléticas (Figura 4), que son:

1) Polybotryoideae: Constituida por aproximadamente 98 especies en siete geéneros:
Cyclodium, Maxonia, Olfersia, Polybotrya, Polystichopsis, Stigmatopteris y Trichoneuron.
Tienen rizomas cortos o largamente rastreros a trepadores, hojas dimorficas 0 monomorficas,
simples a 4-pinnadas, soros redondeados o acrosticoides (Schuettpelz y Pryer, 2007; Liu et al.,
2015; Moran y Labiak, 2015, 2016; PPG I, 2016).

2) Elaphoglossoideae: Con alrededor de 883 especies en 11 géneros: Arthrobotrya,
Bolbitis, Elaphoglossum, Lastreopsis, Lomagramma, Megalastrum, Mickelia, Parapolystichum,
Pleocnemia, Rumohra y Teratophyllum. Se caracterizan por una tener rizomas rastreros, algunos
presentan un haz vascular ventral elongado, hojas dimorficas o0 monomorficas, generalmente muy
divididas, soros redondeados o acrosticoides, algunos con glandulas amarillentas en la lamina
(Schuettpelz y Pryer; 2007; Moran et al., 2010; Labiak et al., 2014; PPG I, 2016).



3) Dryopteridoideae: Conformada por el clado de los helechos dryopteridoides. Con
aproximadamente 1,128 especies en seis géneros: Arachniodes, Ctenitis, Cyrtomium, Dryopteris,
Phanerophlebia y Polystichum. Son terrestres, tienen rizomas erectos, hojas monomorficas y
soros redondeados (Little y Barrington, 2003; Liu et al., 2007; Lu et al., 2007; Schuettpelz y
Pryer, 2007; Sessa et al., 2012; Moran, 2014; Le Péchon et al., 2016, PPG I, 2016).
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Figura 3. Filogenia de las Traqueofita propuesta por el PPG | (2016) para la clasificacion de los helechos. La familia
Dryopteridaceae se encuentra circunscrita en el clado de los Eupolipodios I.
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Figura 4. Filogenia de la familia Dryopteridaceae basada en los datos de tres marcadores de DNA del cloroplasto,
atpA, atpB y rbcL. Se aprecian las subfamilias monofileticas propuestas para la clasificacion dentro de la familia:
Elaphoglossoideae, Dryopteridoideae y Polybotryoideae, asi como los géneros circunscritos en cada subfamilia.
Imagen tomada de Liu et al. (2015).

Caracteristicas de la familia Dryopteridaceae

Dryopteridaceae es una de las familias mas diversas de helechos leptosporangiados, sus
miembros usualmente son terrestres y de talla media, aunque también los hay epipétricos,
hemiepifitos o epifitos. Presentan rizomas dictiostélicos, escamosos, rastreros, trepadores,
ascendentes o erectos; hojas no articuladas, monomorficas o dimorficas; peciolos escamosos, con
numerosos haces vasculares, redondeados, arreglados en forma de anillo; laminas usualmente
oblongas, deltoides, pentagonales, lanceoladas, ovadas o lineares, simples a 5-pinnadas, raquis y
costas sulcados adaxialmente, los surcos decurrentes; venas pinnadas o bifurcadas, libres o
anastomosadas; soros redondos con o sin indusio, acrosticoide en algunos taxa; indusio redondo-
reniforme o peltado, pie del esporangio con 3 hileras; esporas reniformes, monoletes, perisporio
alado; x= 41 (Smith et al., 2006; Liu et al., 2007; Zhang et al., 2013).

La distribucion de la familia es cosmopolita, la mayoria de sus especies se encuentran en los
tropicos, pero tiene representantes en las regiones templadas. En México esta familia esta
ampliamente representada por un gran numero de especies que se encuentran en altitudes que
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van de los 50- 2,900 m, la mayoria de las especies se concentran en el sureste, principalmente en
los estados de Chiapas, Oaxaca, Veracruz, Puebla e Hidalgo, este Gltimo cuenta con siete géneros
de la familia, que son: Arachniodes, Ctenitis, Dryopteris, Elaphoglossum, Lastreopsis,
Megalastrum y Polystichum (Mickel y Smith, 2004).

Muchas especies son de importancia ornamental, como son Ctenitis pentangularis, Dryopteris
villosa, Elaphoglossum longifolium, Polystichum acrostichoides y Rumohra adiantiformis.
Algunos helechos del genero Dryopteris tienen importancia medicinal y alimenticia como son
Dryopteris filix-mas que es utilizado como vermifugo, D. crassirhizoma que se usa en el
tratamiento de ulceras, contusiones, quemaduras y torceduras, D. fragans cuyas hojas se utilizan
como sustituto de té y D. austriaca que también se usa como alimento (Mufiiz et al., 2007;
Simpson, 2010).

Descripcion de las especies bajo estudio
Arachniodes Blume

Es un género de helechos terrestres que contiene entre 50 y 60 especies, las cuales se distribuyen
principalmente en las zonas tropicales y subtropicales del mundo; la mayor diversidad se
encuentra en Asia y las Islas del Pacifico, para México, Centroamérica y Sudamérica se
reconocen cuatro especies, la principal de ellas es Arachniodes denticulata (Smith, 1993; Hai et
al., 2013).

Arachniodes denticulata (Sw.) Ching

Terrestre; rizoma erecto o decumbente, escamas del rizoma pardas, lineares-lanceoladas; frondas
agrupadas; peciolo 12-32 cm de largo, 1/3-1/2 la longitud de la fronda, castafio, glabro, pero
usualmente con escamas pardas, lineares en la base; lamina 12-30 cm de longitud, 8-26 cm de
ancho, deltada a pentagonal, 3-5-pinnada, usualmente 4-pinnada en la base; pinnas alternas, 8-14
pares, pediculadas, el par basal alargado basiscopicamente; segmentos oblanceolados, base
cuneada, margen fuertemente dentado; raquis y costas glabros o con unos pocos tricomas
esparcidos, rojizos, sin o raramente escamosos, los surcos adaxiales glabros por dentro;
nervaduras conspicuas, glabras; soros redondeados; indusio, reniforme, glabro, persistente
(Mickel y Beitel, 1988; Moran, 1995).

Es una especie con amplia distribucion en América, presente desde México (Chiapas, Guerrero,
Hidalgo, Oaxaca, Puebla y Veracruz); Centro y Sudamérica, incluyendo Cuba y Jamaica. Se
encuentra en bosques mesofilos de montafia, bosques de pino, bosques de pino-encino, en
altitudes de 1,000 a 2,900 m (Mickel y Beitel, 1988; Mendoza et al., 1999; Mickel y Smith,
2004).
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Dryopteris Adans.

Es un género morfolégicamente muy diverso, la mayoria de las especies son terrestres, sin
embargo, se conocen algunas especies epifitas. Incluye aproximadamente 400 especies, presentes
en todos los continentes, con excepcion de la Antartida, se distribuyen en regiones tropicales,
templadas y boreales, pero presenta mayor riqueza de especies en los bosques templados (Moran,
1995; Sessa et al., 2012; Zhang et al., 2012; Wu et al., 2013).

Dryopteris wallichiana (Sprengel) Hylander

Terrestre; rizoma erecto, densamente escamoso, escamas concoloras, lanceoladas; frondas 45-135
cm de longitud; peciolo (8-)15-30 cm de largo, usualmente ¥4(-1/3) o menos la longitud de la
fronda, escamoso, escamas lineares, abundantes, pardo oscuras, margenes ciliados o enteros;
lamina (30-)50-100(120) cm de largo, (12-)18-28 cm de ancho, 1-pinnado-pinnatifida a 2-
pinnada, oblonga-lanceolada; raquis densamente escamoso, escamas similares a las del peciolo;
pinnas 20-40 pares, alternas, cortamente pediculadas, lineares, las basales ligeramente reducidas,
equiléateras; segmentos oblongos a cuadrados, margenes enteros, apice truncado, denticulado;
costas y costulas con escamas linares abaxiales; indusio orbicular-reniforme, pardo oscuro,
glabro, contraido en la madurez (Moran, 1995; Mickel y Smith, 2004; Wu et al., 2013).

Se distribuye ampliamente alrededor del mundo, desde México (Ciudad de México, Chihuahua,
Chiapas, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacén, Querétaro, Tamaulipas, Veracruz);
Centroamérica y Sudamérica hasta India, China, Japdn, Taiwan, Filipinas y Hawai. Se localiza en
bosques mesofilos de montafia, bosques caducifolios, bosques de pino-encino, en altitudes que
van desde los 1,500-3,150 m (Moran, 1995; Mickel y Smith, 2004).

Elaphoglossum Schott ex J. Smith

Es uno de los géneros mas grandes y complejos de helechos, la mayoria difiere en la forma de la
hoja, venacion y habito del rizoma, sin embargo, los caracteres con mayor importancia
taxondmica son las escamas del rizoma y las frondas. Se reconocen méas de 600 especies, cerca
del 75% se encuentran en las zonas tropicales de América (Rouhan et al., 2004; Skog et al.,
2004; Xing et al., 2013).

Elaphoglossum peltatum (Sw.) Urb.

Con base en el estudio morfoldgico de Mickel y Atehortta (1980) vy los estudios filogenéticos de
Skog et al. (2004) y Rouhan et al. (2004) esta especie pertenece a la seccién Squamipedia, la cual
se caracteriza por tener frondas pequefias (menos de 15cm de longitud), rizomas largamente
rastreros, escamas pajizas y filopodios ausentes.

Epifito; rizoma rastrero; escamas del rizoma lanceoladas, pardo-amarillentas; frondas dimorficas,
separadas; frondas estériles 3-15 X 2.5-5 cm; peciolo % la longitud de la fronda, verde a pajizo
esparcidamente escamoso; lamina flabelada, indivisa o dividida dicotdbmicamente 6 veces,
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segmentos lineares; las superficies con unas pocas escamas pequefias, pardo-amarillentas; lamina
fértil casi indivisa, generalmente 2-lobada (Mickel, 1995, Mickel y Smith, 2004).

Se distribuye en la region tropical de América, en México (Jalisco, Guerrero, Hidalgo, Veracruz,
Puebla, Oaxaca y Chiapas), Centroamérica, norte de Sudamérica y las Antillas. Se encuentra en
bosques mesofilos de montafia y selvas altas perennifolias, entre los 500 y 2,500 m (Mickel y
Beitel, 1988; Mickel, 1995; Mickel y Smith, 2004).

Polystichum Roth.

Uno de los géneros més grandes de la familia, son helechos terrestres, con alrededor de 500
especies que se distribuyen en las regiones templadas, subtropicales, areas montafiosas y alpinas
del hemisferio Norte, principalmente en el Sur y Suroeste de Asia, Norteamérica, México, Centro
y Sudamérica (Zhang y Barrington, 2013; Le Péchon et al., 2016).

Polystichum mickelii A. R. Smith

Terrestre; rizoma erecto; escamas del rizoma bicoloras, pardo claro con una linea media pardo
oscuro, alargadas, margen eroso-dentado hacia la punta, mezcladas con escamas parecidas a
pelos; frondas agrupadas, 60-110 cm de longitud; peciolo de 17-50 cm de largo, cerca ¥ la
longitud de la fronda; base del peciolo con escamas ovadas, erosas-denticuladas en los éapices,
mezcladas con escamas parecidas a pelos, denticuladas, escamas grandes bicoloras pardo claro
con una linea media pardo oscuro; hoja ovada-atenuada, coriacea, 30-60 cm de largo, 12-35 cm
de ancho; raquis con escamas parecidas a pelos; pinnas pinnadas, de 25-30 pares; pinnulas +
enteras con una auricula acroscopica deltada, o en las pinnas mas grandes un lobulo libre,
eliptico, en la base de las pinnulas, que se vuelve fuertemente dentado distalmente, margen
basiscopico entero a ligeramente dentado a crenulado o ligeramente lobado, con lébulos
fuertemente ascendentes; nervaduras libres; costas y costulas con escamas fibrilosas abaxiales,
adaxialmente glabro; superficie abaxial de la hoja glabra, venas con escamas parecidas a pelos
esparcidos; superficie adaxial y venas glabras; soros pequefios, sin indusio, no confluentes en la
madurez (Mickel y Beitel, 1988; Barrington, 1995; Mickel y Smith, 2004).

Se localiza en selvas altas perennifolias y bosques himedos de México (Veracruz, Oaxaca y
Chiapas), Guatemala y Honduras, entre los (450-)700-2500 m (Mickel y Beitel, 1998; Mickel y
Smith, 2004).
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Antecedentes

Desde los primeros estudios descriptivos en el siglo XVII, que con ayuda del microscopio
compuesto permitieron conocer la estructura de la célula vegetal, la anatomia vegetal ha tenido
avances considerables convirtiéndose en una disciplina fundamental en estudios fisiologicos,
sistematicos y paleobotanicos (Rudall, 2007). Actualmente, con el surgimiento de la biologia
molecular, los datos anatémicos deben integrarse a los datos moleculares, morfoldgicos,
palinoldgicos, citologicos, fisioldgicos, quimicos, entre otros, para permitir la construccion de
una clasificacion de las plantas mas natural (Cutler et al., 2007).

Los estudios anatomicos en helechos, especialmente aquellos relacionados con la anatomia del
sistema vascular en el rizoma y el peciolo, han sido de gran importancia para ayudar a dilucidar
las relaciones entre los distintos grupos y proponer un sistema para su clasificaciéon. Sobresalen
las publicaciones de Bower (1923-1928), quien realiz6 un tratado comparativo entre un gran
numero de helechos tanto eusporangiados como leptosporangiados, en el que incluia informacién
sobre la morfologia y anatomia del sistema vascular del rizoma y el peciolo, asi como datos sobre
el desarrollo de las estructuras reproductoras y del gametofito. Ogura (1972) abordé la anatomia
comparada del rizoma, la raiz y la hoja de distintos helechos y licofitas, haciendo énfasis en la
forma del sistema vascular y el tipo de estele presente en el peciolo.

White (1974) sefial6 que hasta esa época la mayoria de los estudios anatbmicos comparativos se
habian centrado en la descripcion de los 6rganos vegetativos, principalmente en la organizacién
del meristemo del vastago, los patrones del tejido vascular y la ontogenia de los estomas, no
obstante sugirio la importancia de realizar estudios comparativos mas amplios y profundos que
pudieran ser aplicados en la sistemética de los helechos. Lin y DeVol (1977, 1978) resaltaron la
importancia del peciolo en la taxonomia de helechos y describieron una serie de caracteres
anatomicos y morfol6gicos del mismo, que aun resultan de gran utilidad en la sistematica de los
helechos, debido a que delimitan familias y géneros, como son: el nimero de haces vasculares, su
arreglo y la configuracion de las bandas de xilema en cada haz vascular, asi como la distribucion
del esclerénquimay la presencia o ausencia de surcos, estructuras de aireacion e indumento.

Dentro de los helechos eusporangiados, se ha descrito la anatomia del rizoma y fronda de géneros
como: Archangiopteris (Mengascini, 2002), Danaea (Rolleri, 2004), Marattia (Rolleri et al.,
2001; Lavalle, 2007), asi como la anatomia del peciolo y la epidermis de las distintas partes de la
hoja de Angiopteris evecta (Srivastava, 2008).

En los helechos leptosporangiados se han realizado estudios anatomicos de las familias:
Aspleniaceae (Mitsuta et al., 1980; Umikalsom, 1992; Ferrari, 2009), Athyriaceae (Umikalsom,
1992), Polypodiaceae (Zlotnik, 1991; Ferrari, 2009), Pteridaceae (Gracano et al., 2001), y
Thelypteridaceae (Mazumdar, 2013).
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Los géneros que cuentan con estudios morfoldgicos y/o anatdmicos del esporofito o de la fronda,
se encuentran: Adiantum (Resmi et al., 2016), Anemia (Ribeiro et al., 2007), Asplenium (Khare y
Shankar, 1989; Chaerle y Viane, 2004), Blechnum (Rolleri et al., 2008, 2012a, 2012b),
Cheilanthes (Herrera, 1993; Hernandez et al., 2008), Cystodium (Sen y Mittra, 1966), Dryopteris
(Hernandez et al., 2006), Elaphoglossum (Bell, 1951; Guantay y Hernandez, 1995; Feio et al.,
2013), Oleandra (Amoroso y Pava, 1991), Polybotrya (Moran,1987), Polypodium (Tejero-Diez,
2005; Tejero-Diez et al., 2010), Polystichum (Roux y Van Wyk, 2000), Tectaria (Velasquez,
1983), Thelypteris (Zavaro et al., 1995) y Woodwardia (Lucansky, 1981), la mayoria de estos
estudios describe la anatomia del sistema vascular en el peciolo, asi como el mesdfilo, la
epidermis e indumento de la lamina.

Mientras que las especies en las que se han hecho estudios anatdmicos del esporofito son:
Acrostichum aureum (Lobo y Krishnakumar, 2014), Adiantopsis chlorophylla (Hernandez y
Rodriguez, 2010), Blechnum cordatum (Prada et al., 2008), Cheilanthes pilosa (Hernandez et al.,
2011a), Ctenitis melanosticta (Hernandez et al., 2007, 2009), Diplazium expansum (Hernandez et
al., 2009), Doryopteris concolor (Hernandez et al., 2010), Doryopteris lorentzii (Teran et al.,
2009), Elaphoglossum balansae (Rodriguez y Lavalle, 2011), Elaphoglossum luridum (Minardi
et al., 2014), Llavea cordifolia (Paniagua, 2005), Pellaea ternifolia (Albornoz y Hernandez,
2005), Pleopeltis minima (Hernandez et al., 2012a), Thelypteris palustris (Bercu y Bercu, 2008)
y Trachypteris pinnata (Hernandez et al., 2011b).

Estudios anatémicos en la familia Dryopteridaceae

Existen numerosos trabajos relacionados con la anatomia de los helechos en los que se han
incluido algunas especies de la familia. Ogura (1972) y Lin y DeVol (1977, 1978) reconocieron
que las especies de Dryopteridaceae presentan tres o mas haces vasculares en el peciolo,
arreglados en forma de arco, con dos haces adaxiales de mayor tamafio y los menores entre ellos,
ademas, la configuracion del xilema en los haces mayores, es en forma de hipocampo, es decir,
con los extremos curvados adaxialmente.

Hernandez (2007) y Hernandez et al. (2012b) describen la anatomia del peciolo de varias
especies de helechos, entre ellas algunas de Dryopteridaceae, enfocandose en el origen y la
composicion de la banda circumendodermal que rodea a los haces vasculares, y proponen que su
presencia es una caracteristica importante para la sistematica de los helechos, principalmente para
las familias del clado de los Eupolypodios, entre ellas Dryopteridaceae.

También es posible encontrar estudios méas especificos que describen algun aspecto anatémico o
fisiologico de una especie en particular, por ejemplo el estudio de Nasrulhaq y Duckett (1991)
que detalla la anatomia de la lamina de Terathophyllum rotundifoliatum y reporta dimorfismo en
los cloroplastos presentes en las células epidérmicas. El estudio de Zhang y He (2009), donde
describen la anatomia de la epidermis de la hoja de Polystichum weimingii, como herramienta
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para diferenciarlo de P. discretum. O el de Minardi et al. (2014) quienes describen la anatomia de
la fronda de Elaphoglossum luridum y su respuesta ante el estrés hidrico.

También se encuentran trabajos que describen la anatomia y/o morfologia del esporofito de
especies como: Ctenitis melanosticta (Hernandez et al., 2007) y Elaphoglossum balansae
(Rodriguez y Lavalle, 2011). Asi como de varias especies de los géneros: Dryopteris (Hernandez
et al., 2006), Elaphoglossum (Guantay y Hernandez, 1995; Feio et al., 2013), Phanerophlebia
(Yatskevych, 1996) y Polybotrya (Moran, 1987). Ademas, hay un estudio que describe la
epidermis y el indumento de varias especies del género Elaphoglossum (Lavalle y Rodriguez,
2010).

Los estudios comparativos entre especies de distinto género son escasos, destacandose el estudio
en el que se describe la anatomia foliar de algunas especies africanas de Polystichum y se
compara con especies de Arachniodes, Cyrtomium y Dryopteris (Roux y Van Wyk, 2000).
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Justificacion

La familia Dryopteridaceae es una de las familias de helechos mas diversas, se considera una
familia monofilética muy bien sustentada por los datos moleculares, sin embargo, no se han
logrado identificar y definir exitosamente las sinapomorfias morfo-anatomicas de la familia
debido a que la informacién anatémica disponible es escasa y solo se limita a géneros como
Dryopteris, Ctenitis o Elaphoglossum.

Por ello, la presente tesis es un estudio comparativo de la anatomia foliar de cuatro especies de
distinto género (Arachniodes denticulata, Elaphoglossum peltatum, Dryopteris wallichiana y
Polystichum mickelii) del estado de Hidalgo, con la intencion de aportar informacion anatémica y
morfoldgica de la familia que pueda ayudar a la descripcién de la misma. Asi mismo,
Elaphoglossum peltatum, Dryopteris wallichiana y Polystichum mickelii se encuentran dentro de
los géneros con mayor nimero de especies de la familia, por lo que se espera contribuir al
conocimiento anatomico de estos generos.

Adicionalmente, al trabajo morfo-anatobmico de esta tesis se incluye un pequefio analisis
filogenético de las especies aqui tratadas, con el que se pretende robustecer la informacion
morfologica y anatomica presentada en esta tesis.

Objetivo general

Analizar y describir morfo-anatémicamente la hoja y los soros de las especies Arachniodes
denticulata (Sw.) Ching, Elaphoglossum peltatum (Sw.) Urb., Dryopteris wallichiana (Sprengel)
Hylander y Polystichum mickelii A. R. Sm., del estado de Hidalgo.

Objetivos particulares

e Describir los patrones vasculares del peciolo y el raquis.

e Describir la anatomia de la lamina.

e Analizar el patron de distribucion de los estomas, obtener la densidad estomatica y definir
los tipos de estomas e indumento que se presentan en cada especie.

e Describir la morfologia del soro y la ornamentacion del perisporio de las esporas.

e |dentificar los caracteres anatomicos que se presentan a nivel de familia y reconocer las
caracteristicas anatomicas que contribuyan a definir anatdmicamente a las subfamilias.

e Realizar la comparacion anatémica de las cuatro especies con la filogenia obtenida por
andlisis molecular.
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Metodologia

La metodologia empleada en esta tesis puede ser dividida en: a) trabajo de campo, para el cual se
realizaron tres visitas a las localidades previamente seleccionadas del estado de Hidalgo, con el
fin de obtener ejemplares de herbario, ejemplares fijados, ejemplares frescos y esporas; y b)
trabajo de laboratorio, en donde se realiz6 el procesamiento del material biol6gico obtenido en
campo para su identificacion, obtencion de preparaciones y fotografias necesarias para la
descripcion anatomica y morfoldgica de cada una de las especies, asi como la extraccion del
ADN para la realizacion del analisis molecular.

Trabajo de campo

De acuerdo a las técnicas de colecta de helechos, se eligieron hojas adultas con soros, con ayuda
de una navaja se cort6 el peciolo, tan abajo y pegado al rizoma como fue posible. En cada visita
se colectaron aproximadamente cinco muestras por especie. Algunas de estas hojas fueron
prensadas inmediatamente con el propésito de servir como ejemplares de respaldo.

El resto de las hojas colectadas fueron destinadas para la obtencion de material fresco y material
fijado.

Las hojas destinadas como material biologico fresco, se pusieron dentro de bolsas de plastico con
un poco de agua, se cerraron perfectamente, se etiquetaron y se almacenaron en un lugar fresco
para que se conservaran en buen estado.

De las hojas que serian fijadas, se cortaron los peciolos en fragmentos de aproximadamente 1 cm,
separandolos en parte basal, media y base de la lamina, a las ldminas se le cortaron las pinnas
fértiles; todas las muestras, incluyendo el raquis se almacenaron por separado en frascos con
FAA (formaldehido, &cido acético glacial y alcohol etilico) y se etiquetaron perfectamente.

Ademas, algunas pinnas fértiles se reservaron para obtener esporas, para lo cual se cortaron
pinnas de las hojas y se guardaron en sobres de papel, perfectamente sellados de las orillas con
cinta adhesiva para evitar que las esporas se salieran, los sobres se almacenaron junto con los
ejemplares prensados.

Trabajo de laboratorio

Con el material colectado en campo se realizaron diversas técnicas para la obtencion de datos. Se
realizo cada procedimiento con cada una de las especies y pueden ser enlistados de la siguiente
manera:
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Identificacion y montaje de ejemplares

Con el proposito de tener ejemplares de respaldo, los ejemplares prensados en campo se pusieron
en la secadora por aproximadamente dos semanas, posteriormente se identificaron con la ayuda
de claves dicotomicas, se montaron y etiquetaron de acuerdo a las técnicas de herbario.

Medicion de ejemplares y construccion de dendograma

Con el fin de reportar el tamafio y la forma de las hojas se midieron las hojas de 10 ejemplares
herborizados de cada especie. Las caracteristicas que se tomaron en cuenta se enumeran a
continuacién, ademas, con los datos obtenidos se calculd el rango y los promedios para cada
caracter.

1) Largo de la hoja 8) Ancho de la lamina en el apice
2) Largo del peciolo 9) Largo de las pinnas basales

3) Diametro del peciolo 10) Largo de las pinnas medias

4) Largo de la lamina 11) Largo de las pinnas apicales
5) Numero de pinnas 12) Ancho de las pinnas basales
6) Ancho de la lamina en la base 13) Ancho de las pinnas medias

7) Ancho de la lamina en la parte media 14) Ancho de las pinnas apicales

Con las medidas obtenidas y que se enlistan arriba, se construy6 una matriz basica de datos y se
analizo con el software de computadora NTSYSpc version 2.21h y mediante distancia euclidiana
se obtuvo un dendograma en donde se reflejo el grado de similitud del tamafio y forma de la hoja
de las cuatro especies.

Preparaciones temporales de derivados epidérmicos

Para describir los derivados epidérmicos a lo largo del peciolo y lamina, se realizaron
preparaciones temporales del indumento del peciolo, raquis y lamina. Con ayuda de una navaja se
desprendia el indumento de las hojas frescas y se colocaba sobre el portaobjetos junto con una
gota de agua, posteriormente se montaban con jalea glicerinada y se colocaba el cubreobjetos. La
observacion de las preparaciones y obtencion de las fotografias se realizd con la ayuda de un
microscopio estereoscopico Leica EZ4 HD con camara y posteriormente se realizaron las
descripciones correspondientes.

Cortes frescos de peciolo y raquis

Las bolsas con hojas frescas, se conservaron dentro del refrigerador hasta el momento de su
tratamiento. Para ello, se realizaron cortes a mano del peciolo y raquis, a diferentes niveles como:
base y parte media del peciolo, base de la lamina, raquis y parte superior del raquis. Los cortes se
observaron bajo el microscopio estereoscopico Leica EZ4 HD con cémara, se obtuvieron las
fotografias y describieron los patrones vasculares en el peciolo y raquis.
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Con el fin de evitar desperdiciar material, los restos de peciolo y raquis, se cortaron en
fragmentos pequefios (1 cm) y se fijaron en FAA como material de reserva.

Desprendimiento de cuticula

Con la finalidad de describir los patrones epidérmicos y los tipos de estomas presentes en la
lamina, se obtuvieron réplicas de la epidermis de la ldmina, mediante el desprendimiento de la
cuticula. Para ello, se colocd una capa delgada de esmalte para ufias transparente en la superficie
abaxial o adaxial de pinnas preferentemente frescas, una vez seca se desprendid con ayuda de
cinta adhesiva y se colocd sobre un portaobjetos para su observacion y obtencion de las
fotografias correspondientes bajo el microscopio fotonico Leica DM750 con cdmara Leica ICC50
E.

A partir de las fotografias adquiridas fue posible medir el tamafio de las células epidérmicas, asi
como de las células oclusivas, mediante el manejo del software de computadora LAS EZ version
3.4.0. (Leica Application Suite).

Las imagenes de los patrones epidérmicos se obtuvieron con el software Adobe Photoshop CS6
version 13.0 x32, usando las fotografias obtenidas como plantilla y dibujando sobre ellas los
contornos celulares.

Para el conteo estomatico se calcul6 el area de las fotografias, usando como referencia la reglilla
que aparece en cada una de ellas. Se calculd un area de 1 mm? y se contaron todos los estomas
que estuvieran completamente dentro. Para el porcentaje de cada tipo de estomas, se contd cada
tipo estomatico dentro del &rea y se calcul6 el porcentaje con respecto al conteo total de estomas.

Técnica histolégica

Las muestras fijadas de cada helecho (peciolo y hoja con soro) se deshidrataron en alcohol etilico
en las siguientes concentraciones (30, 50, 70, 85, 96 y 100%) por un tiempo de 48 hrs en cada
alcohol. Los cambios de xilol-etanol, xilol-parafina 2:1, xilol-parafina 1:1, xilol-parafina 1:2 y
parafina se realizaron cada 12 hrs, se mantuvieron en parafina por dos semanas y se incluyeron.
Los bloques de parafina fueron cortados transversalmente para obtener cortes histologicos de 7
um de grosor con un micrétomo rotatorio Leica RMZ2165, Los cortes se desparafinaron por
aproximadamente 30 min, se tifieron con la tincién doble de safranina-verde rapido, y fueron
montados en resina sintética. Una vez que la resina estuvo seca, las preparaciones se limpiaron y
observaron bajo el microscopio fotonico Leica DM750 con camara Leica ICC50 E, se obtuvieron
las fotografias correspondientes y se realiz6 la descripcion de la anatomia del peciolo, raquis o
lamina.
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Aclarado de lamina con soro

Algunos fragmentos de las pinnas fijadas se colocaron en una solucién de NaOH al 5% hasta que
se tornaron pardas, después se mantuvieron en una solucién de NaClO al 50% hasta que
estuvieran transparentes. Una vez transparentes, se deshidrataron con alcohol etilico en las
siguientes concentraciones (30, 50, 70, 85 y 96%) y se tifieron con verde rapido. Posteriormente,
las muestras se deshidrataron con alcohol etilico a concentraciones de 96 y 100%, se les colocd
unas gotas de la solucién de xilol-etanol-aceite de clavo, luego xilol y por ultimo se montaron en
resina sintética.

Al secar la resina, las preparaciones se limpiaron y se observaron en el microscopio foténico
Leica DM750 con camara Leica ICC50 E, se tomaron las fotografias correspondientes y se
describieron los patrones de venacion, el soro y los esporangios.

Obtencion de esporas

Al igual que los ejemplares prensados, los sobres obtenidos en campo se colocaron dentro de la
secadora por dos semanas. El contenido de cada sobre se estrujo para fragmentar aun mas el
material y favorecer la liberacion de las esporas, Se tamizo el contenido con un tamiz de malla
metéalica con poros de 0.074 mm de diametro, de esta manera se eliminaron los residuos de hojas,
escamas, fragmentos de esporangios etcétera, las esporas que se obtuvieron se conservaron en
frascos dentro del refrigerador.

Para medir el tamafio de las esporas se realizaron preparaciones en fresco, con un pincel se
tomaron las esporas y se dejaron caer sobre una gota de agua en un portaobjetos, se coloco el
cubreobjetos y se observaron bajo el microscopio foténico Leica DM750 con camara Leica
ICC50 E se tomaron fotografias de varios campos y con ayuda del programa de computadora
LAS EZ versidn 3.4.0. (Leica Application Suite) se midio el largo y ancho de 30 esporas al azar.

Para describir la ornamentacion de las esporas, se obtuvieron microfotografias mediante
Microscopia Electronica de Barrido (MEB). Para ello, se montaron las esporas en los
portamuestras para MEB, espolvoreando las esporas con un pincel de pocas cerdas sobre la cinta
conductora. Se recubrieron utilizando la evaporadora de carbono y oro y se mantuvieron en un
ambiente seco colocandolas en una camara con gel de silice. Las muestras se observaron en el
Microscopio Electronico de Barrido Hitachi SU1510 y se obtuvieron las microfotografias, con las
cuales fue posible realizar la descripcion de su ornamentacion.
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Analisis molecular

Extraccion, amplificacion y secuenciacion del ADN

La extraccion del ADN se realizd6 mediante el método CTAB 2X (Tris 10 mM pH8.0; EDTA
20 mM, pH 8.0; CTAB 2; NaCl 1.4 M). En un mortero se colocaron fragmentos 3-4 g de la pinna
fresca con 750 ul del amortiguador CTAB 2X y se disgregd el tejido hasta integrar
completamente con la solucion. La muestra se almacend en un tubo eppendorf y se incubd en
bafio maria a 85°C por 1 hora, mezclando cada 15 minutos. Transcurrida la hora de incubacion,
se agregaron 1000 ul de cloroformo isoamilico, se agito la mezcla y se centrifugo a 10,000 rpm
durante 15 minutos a 4°C; la fase acuosa se transfirid a un tubo eppendorf nuevo, se le agregaron
500 ul de isopropanol frio y se refriger6 por una hora. Nuevamente, la muestra se centrifugd a
10,000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente, se descartd el sobrenadante. La pastilla
se lavo con 1 ml de etanol al 70%, se centrifugé por 5 minutos y se dejo secar. Para evaluar la
concentracion del ADN gendmico que se extrajo, se resuspendid la pastilla en 100 ul de agua y se
procedi6 a cuantificar el ADN mediante un analisis de espectrofotometria, utilizando el
espectofotometro para microplacas Epoch (BioTek).

La amplificacion del ADN genomico se realizé mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés) para tres secuencias de ADN del genoma del cloroplasto, elegidas
por su utilidad en estudios previos de la familia Dryopteridaceae: rbcL, psbA-trnH y trnL-F
(Hasebe et al., 1995; Geiger y Ranker, 2005; Liu et al., 2007, 2015; Zhang y He, 2010; Sessa et
al., 2012; Le Péchon et al., 2016). Cada region se amplifico en un volumen final de 25 pL que
contenia 1x buffer, 0.8 mM dNTPs mix, 20 pmol de cada primer, 2 unidades de GoTaq DNA
(Promega, USA) y 100 ng del ADN molde, en un termociclador Thermal Cycler PXE 0.2.

Los productos de la amplificacion se evaluaron mediante electroforesis por 1 hr a 87 V/cm3 en
un gel de agarosa 1.5%, con buffer TAE (Tris Acetate-EDTA), tefiido con Gel red (Biotium,
USA) y se observaron con un transiluminador UVP TMW-20 whithe light/UV. Los productos de
la PCR se purificaron con el kit de purificacion ExoSAP-IT (Ahymetrix, USA) y se secuenciaron
usando Bigdye terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystem) y el secuenciador
automatizado Applied Biosystems 3730xI DNA analyzer (Applied BioSystems, USA).

Alineamiento de las secuencias y analisis filogenético

El analisis, edicion y ensamble de las secuencias de ADN se realizé mediante el software BioEdit
version 7.2.6.1 (Hall, 1999). Se realiz6 una busqueda para comparar las secuencias consenso de
cada gen con aquellas depositadas en el GenBank usando la herramienta de basqueda BLAST. Se
obtuvieron secuencias de referencia del gen psbA-trnH, cuyos nimeros de acceso se muestran en
el Cuadro 1, para las especies Elaphoglossum peltatum y Polystichum mickelii no se encontraron
secuencias de este gen, por lo que se eligieron las especies, Elaphoglossum yoshinagae y
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Polystichum braunii. Como grupo externo se eligié a la especie Asplenium monanthes, con base
en la filogenia y clasificacion propuestas por Smith et al. (2006) y Schuettpelz y Pyer (2007).

El alineamiento de las secuencias se realizo con el software BioEdit version 7.2.6.1, mientras que
el arbol filogenético fue inferido mediante el Método Bayesiano con ayuda del software para
computadora MrBayes version 3.2., con parametros estandar y 10,000,000 de repeticiones.

Cuadro 1. Numeros de acceso de GenBank correspondientes con las secuencias del gen psbA-
trnH utilizadas en este estudio.

Especie psbA-trnH
Arachniodes denticulata JN189425
Dryopteris wallichiana JN189388
Elaphoglossum yoshinagae AB575802
Polystichum braunii KX068891
Asplenium monanthes JQ767647
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Resultados

La identificacion de los ejemplares colectados revela que se trata de las especies: Arachniodes
denticulata, Dryopteris wallichiana, Elaphoglossum peltatum y Polystichum mickelii (Figura 5A-
D). En el Cuadro 2 se mencionan algunos datos de colecta, asi como las localidades donde se
realizaron las colectas.

Figura 5. Especies en campo. A. Arachniodes denticulata. B. Dryopteris wallichiana. C. Elaphoglossum peltatum.
D. Polystichum mickelii.
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Cuadro 2. Datos de colecta de las especies estudiadas.

Especie Habitat Habito de Localidad | Coordenadas/ Fecha
crecimiento Altitud
A. denticulata Terrestre Herbéaceo La Virgen, 20°01°33.5” N 17-Nov-12
municipio 98°37°57.0° W
de Tlanchinol 1,535 m
A. denticulata Terrestre Herbéaceo nggfé\se 21°01 i17'8 “N 14-Oct-16
municipio, 9803852;‘3” w
de Tlanchinol ’ m
D. wallichiana Terrestre Herbéaceo “La Cantera”, | 20°40°14.5” N 9-Oct-11
municipio 98°40°07.6” W
de Zacualtipan 2,032 m
D. wallichiana Terrestre Herbaceo “La Cantera”, | 20°4020.2” N 15-Oct-16
municipio 98°40°09.7” W
de Zacualtipan 2,071 m
E. peltatum Epifito Herbéaceo La Virgen, 20°01°33.5” N 17-nov-12
municipio 98°37°57.0”° W
de Tlanchinol 1,535m
E. peltatum Epifito Herbéaceo Reserva 21°01°16.7 N 14-Oct-16
Tegolome, 98°38'43.6 W
municipio 1541 m
de Tlanchinol
P. mickelii Terrestre Herbaceo Lontla, 21°01'49.0” N 8-Oct-11
municipio 08°38°22.2 W
de Tlanchinol 1,459 m
P. mickelii Terrestre Herbéaceo ngg?(;\rﬁle, 21°01°16. 4 N 14-Oct-16
municipio 980318;2‘223'5 w
de Tlanchinol ’ m

A continuacion, se presentan los resultados de cada una de las especies, iniciando por la
descripcion morfoldgica de la hoja, indumento y patrones de venacion, seguidos de la anatomia
del peciolo y raquis, ldmina con soro y por ultimo, la descripcion de las esporas. EI dendograma y
el arbol filogenético obtenidos se presentan al finalizar las descripciones morfo-anatomicas de las

cuatro especies.
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Arachniodes denticulata
Morfologia de la hoja

Hojas: Monomorficas, 17.2-43.5 cm de longitud. Peciolo: Mas corto que la lamina o ambos con
la misma longitud, delgado, 1-2 mm x 8-24.5 cm, castafio, lustroso, con escamas pardo oscuro en
la base. Lamina: 7.7-19 x 5.5-19 cm, deltada a pentagonal, 2-3 pinnada, 4 pinnada en las pinnas
basales; pinnas alternas, 13-17 pares, pediculadas, pinnas basales mas grandes que las pinnas
medias; pinnulas alternas, pediculadas, pinnulas basales basiscopicas de las pinnas basales mas
grandes que el resto, 2.1-5.7 x 0.8-2.7 cm; segmentos oblanceolados a oblongos, margen entero
en la base a serrado-espinuloso en el apice; raquis y costas glabros, los surcos adaxiales glabros;
nervaduras glabras, conspicuas; soros discretos, sobre la superficie abaxial, redondeados,
mediales a supramediales; indusio reniforme, glabro, persistente o caedizo (Cuadro 3 y Figura
6A-F).

Cuadro 3. Medidas de las hojas de los ejemplares herborizados.

Diametro | Numero | Largo | Largo | Largo | Ancho de la lamina Largo de las pinnas Ancho de las pinnas
d?ll . de (]16 l a d?ll l’de _la Base | Parte | Apice | Basales | Medias | Apicales | Basales | Medias | Apicales
peciofo pinas Qja | peclolo ) lamima (cm) | media | (cm) (cm) (cm) (cm) (em) | (cm) (cm)
(mm) (cm) (cm) (cm) (cm)
1-2 13-(15)- | 17.2- | 8-(14)- 7.7- 5.5- 2.7- 0.5- 2.6- 1.9- 0.5- 2.4- 0.7- 0.1-
17 (27.7)- | 245 | (13.7)-|(13)-| (5)- | (0.7)-| (7.7)- | B.1)- | (0.7)-12| (4.6)- | (1.1)- | (0.2)-03
43.5 19 19 8.9 1 12.5 58 7.5 1.7

Patréon de venacion: Los segmentos presentan una venacion libre, con venas conspicuas, la vena
primaria ligeramente mas gruesa, simples o una vez bifurcadas, las venas estériles terminan cerca
del margen, mientras que las venas fértiles terminan al llegar al receptaculo del soro (Figura 6D-
F).

Indumento: Unicamente la base del peciolo muestra escamas lanceoladas o linear-lanceoladas,
de diferentes tamarios, fibrilosas, concoloras, pardo oscuro, con margen ciliado a eroso-
denticulado (Cuadro 4 y Figura 6F).
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Figura 6. Arachniodes denticulata. A. Ejemplar completo herborizado, se aprecia el rizoma, peciolo y lamina. B.
Acercamiento de la lamina. C. Detalle de la lamina, superficie adaxial, se aprecian surcos y lamina glabros. D.
Detalle de la superficie abaxial, se aprecia la venacion simple, soros e indusio. E. Aclarado de hoja, margen serrado-
espinuloso en el apice de los segmentos y venas libres, bifurcadas. F. Indumento de la base del peciolo con escamas
lanceoladas, pardo oscuro.
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Cuadro 4. Indumento que se observan en la base del peciolo de Arachniodes denticulata.

Descripcion de las escamas | Tamaiio | Imagen

Base del peciolo

Lanceoladas, con apice acuminado, 4-10x 1-2

fibrilosas, concoloras, pardo oscuro, mm

basifijas, margen eroso-denticulado,
algunas con cilios en la base.

Linear-lanceoladas, con apice acuminado, | 3-5.5x 0.3-
fibrilosas, concoloras, pardo oscuro, 0.7 mm
basifijas, margen ciliado en la base a

eroso-denticulado en el &pice.

2 mm

Anatomia de la hoja

Peciolo y raquis: En corte transversal el peciolo es ligeramente terete en la base y en forma de
“V” en el apice del raquis, tiene un surco adaxial que surge en el peciolo y se extiende hacia el
raquis (Figura 7).

Cuticula delgada y lisa. Epidermis simple, con células de pared moderadamente engrosada a muy
engrosadas, de forma circular a cuadrada, con inclusiones en el lumen celular (Figura 8C).

Cortex formado por colénquima y parénquima, el promedio de las medidas polares es de 487-640
um en la base del peciolo y de 156-290 um en el raquis. Debajo de la epidermis se observa el
colénquima con células que tienen paredes engrosadas o ligeramente engrosadas, de forma
pentagonal a poligonal, e isodiamétricas, algunas con contenido en su lumen y sin espacios
intercelulares; en la base del peciolo se observan de ocho a 11 estratos de colénquima, en la parte
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media del peciolo de tres a seis estratos y de dos a cuatro estratos en el raquis. Se presentan dos
sitios laterales, que corresponden con las lineas de aireacion en los que se interrumpe el
colénquima y se encuentran celulas pequefias de parénquima. Subyacentes al colénquima se
encuentran células de parénquima grandes, isodiamétricas a irregulares, de paredes delgadas, con
abundantes granulos de almidon y espacios intercelulares pequefios (Figura 8A-D).

El sistema vascular estd compuesto por un estele de tipo polistélico, en el que se observan haces
vasculares anficribales, de forma ovalada, arreglados en forma de arco, los dos haces de mayor
tamafio se encuentran hacia la cara adaxial y entre ellos los pequefios. EI niUmero de haces varia a
lo largo del peciolo, en la base se presentan cuatro haces, en la parte media del peciolo el nimero
de haces vasculares se reduce a tres, en la base del raquis se presentan uno o dos haces, por
altimo, en el raquis Gnicamente se observa un solo haz vascular (Figuras 7 y 8A-E).

Los haces vasculares se encuentran rodeados por una capa de células pequefias rectangulares con
paredes radiales ligeramente engrosadas, las cuales corresponden con la endodermis. El periciclo
estd compuesto por una o dos capas de células, la mayoria con contenido en su lumen. En los
haces de mayor tamafio puede observarse xilema en forma de hipocampo, es decir, que termina
en un gancho curvado hacia adentro, mientras que los haces de menor tamafio tienen xilema en
forma alargada. El floema estd compuesto por células pequefias con paredes delgadas, algunas
con contenidos oscuros en el lumen de la célula. En la parte media del peciolo los haces
vasculares estan rodeados por un estrato de células rectangulares, grandes, de tamafio similar, que
presentan engrosamientos en la pared periclinal interna y que se extiende a las paredes
anticlinales en forma de “U”, de color pardo oscuro debido a la presencia de taninos, conocida
como banda circumendodermal. La base del peciolo puede o no presentar la banda
circumendodermal, sin embargo, presenta una médula con células de paredes engrosadas, de
color pardo oscuro (Figura 8E).
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Figura 7. Sistema vascular del peciolo y raquis de Arachniodes denticulata. A- C. Cortes frescos transversales de
peciolo y raquis. A. Base del peciolo con cuatro haces vasculares y una masa de células con taninos en la médula. B.
Parte media del peciolo con tres haces vasculares, rodeados por la banda circumendodermal. C. Raquis con un haz
vascular rodeado por la banda circumendodermal. D. Diagrama del sistema vascular del peciolo y raquis donde se
observan numerosos haces vasculares en la base del peciolo y se reducen hacia el raquis, arreglados en forma de arco
y el xilema en hipocampo.
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Figura 8. Cortes histologicos transversales de peciolo y raquis de Arachniodes denticulata. A. Base del peciolo, se
aprecia el cortex, el sistema vascular y la médula con células con engrosamientos de taninos. B. Base del peciolo, se
observa la epidermis, el cortex con colénquima y parénquima, el haz vascular con xilema y floema C. Detalle de la
epidermis uniestratificada con paredes ligeramente engrosadas y colénquima con células de paredes engrosadas. D.
Detalle del sistema vascular en la base del peciolo, se observan cuatro haces vasculares con el xilema en hipocampo
y floema, la médula con células de paredes engrosadas con depdsitos de taninos. E. Base del raquis, se aprecia la
epidermis uniestratificada, el cértex con colénquima y parénquima, el haz vascular con xilema en hipocampo y
floema, rodeado por la banda circumendodermal con células de paredes engrosadas taninos. F. Acercamiento del
raquis, se aprecia el haz vascular con xilema en hipocampo, floema y rodeado por la banda circumendodermal.
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Lamina: En vista superficial el modelo epidérmico adaxial presenta células epidérmicas
alargadas con radios celulares que van de 2-5:1, el tamafio promedio es 128 x 40 um, muestran
un contorno sinuoso con ondas distantes, amplias y poco profundas. La superficie abaxial
presenta células mas largas que anchas, mas grandes que las de la superficie adaxial, su tamafio
promedio es de 145 x 48 pm y tienen un radio celular de 2-4:1, su contorno es sinuoso, con ondas
frecuentes, amplias y profundas (Figura 9A-C).

Estomas en la superficie abaxial de los segmentos, presentan una densidad promedio de 22
estomas por mm?, el tamafio promedio de las células oclusivas es de 53 pm; las células oclusivas
se encuentran rodeadas por dos, tres o cuatro células subsidiarias, por lo que los tipos de estomas
presentes son diaciticos, anisociticos, tetraciticos y anomociticos respectivamente; el porcentaje
que le corresponde a cada tipo es de 57% para los de tipo anisocitico, 24% para los de tipo
tetracitico, 16% para los anomociticos y 3% para los diaciticos (Figura 9B, C).

Los cortes transversales de los segmentos muestran una epidermis simple, con cuticula delgada y
sin cristales; la superficie adaxial tiene células grandes de forma rectangular y redondas, y células
pequerias cubicas o redondas, de paredes ligeramente engrosadas, al nivel de los haces vasculares
hay células cubicas pequefias de paredes muy engrosadas; las células de la superficie abaxial son
de menor tamafio con respecto a las células de la superficie adaxial, de forma rectangular y
cubicas a nivel de los haces vasculares, las paredes son ligeramente engrosadas a muy engrosadas
a nivel de los haces vasculares, los estomas se encuentran en la superficie abaxial, al mismo nivel
de la epidermis (Figura 10C, D).

El mesofilo esta formado por cuatro a seis capas de células de parénquima esponjoso, las células
son de forma irregular, presentan espacios intercelulares amplios y abundantes cloroplastos
(Figura 10C, D).

Los haces vasculares tienen un arreglo similar al de los haces vasculares de menor tamafio del
peciolo y raquis, presentan una vaina del haz, con células isodiamétricas de distinto tamafio y sin
engrosamientos en sus paredes celulares; endodermis con células rectangulares y con abundante
contenido en su lumen celular; periciclo compuesto por una sola capa de células irregulares que
presentan contenido oscuro en su lumen; floemay xilema (Figura 10C, D).

Estructuras reproductoras: Los aclarados de las pinnas muestran que los soros son mediales a
supramediales, se localizan en la parte terminal de las venas, alimentados por una sola vena y
esporangios con un anillo vertical. En corte transversal el soro es inserto, con un receptaculo
amplio y un indusio con insercion central (Figura 10A, B, E).

Esporas: Monoletes, color pardo oscuro, elipsoidales. El tamafio promedio es de 48 x 31 um,;
lesura de ?/; a % de la longitud. Ornamentacion del perisporio equinada con crestas delgadas,
irregulares y numerosas perforaciones de diametro variable, los bordes de las crestas equinados
(Figura 11A-D).
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Figura 9. Epidermis Arachniodes denticulata. A. Desprendimiento de cuticula superficie adaxial, se aprecian
células epidérmicas sinuosas con ondas poco profundas. B. Desprendimiento de cuticula superficie abaxial, se
observan células epidérmicas de contorno sinuoso con ondas profundas y estomas anisociticos y tetracitico.
C. Modelo epidérmico a) superficie adaxial y b) superficie abaxial.
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Figura 10. Ldmina de Arachniodes denticulata. A y B. Aclarados de pinulas. A. Soro redondeado, en la parte
terminal de la vena, venacién simple, bifurcada. B. Detalle de esporangios con anillo vertical y esporas. C-E. Cortes
histoldgicos transversales de los segmentos. C. Epidermis uniestratificada y meséfilo con parénquima esponjoso. D.
Epidermis, meséfilo con parénquima esponjoso y nervadura con xilema, floema y endodermis con contenido oscuro

en el lumen y una capa de células en la vaina del haz. E. Corte transversal de lamina con soro, se aprecia un
receptaculo amplio, de numerosas células, indusio con insercidn central y esporangios.
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Figura 11. Esporas monoletes, elipsoidales de Arachniodes denticulata, con ornamentacion del perisporio equinada
con crestas delgadas y numerosas perforaciones. A. Vista ecuatorial. B. Vista proximal. C. Vista distal. D.
Acercamiento del perisporio.
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Dryopteris wallichiana

Morfologia de la hoja

Hojas: Monomorficas, 46-103 cm de longitud. Peciolo: Mas corto que la ldmina, 0.5-1 cm x 12-
28 cm, castafio oscuro, densamente escamoso, escamas lanceoladas, pardo oscuro. Lamina: Tres
a cuatro veces la longitud del peciolo, 34-76 x 14-28 cm, ovado-lanceolada, 1-pinnado-
pinnatifida o completamente 2-pinnada en la base de la pinnas mas grandes; pinnas opuestas a
subopuestas, de 32-42 pares, cortamente pediculadas, pinnas medias méas grandes que las basales,
hasta 14.5 x 2.4 cm; pinnulas oblongas, apice redondeado a truncado, margen revoluto, entero a
denticulado en el apice; raquis y costas densamente escamosos, surcos adaxiales escamosos;
nervaduras escamosas; soros discretos, en la superficie abaxial, redondeados, mediales o
submediales; indusio reniforme, pardo, glabro, contraido en la madurez exponiendo a los
esporangios (Cuadro 5y Figura 12A-E).

Cuadro 5. Medidas de las hojas de los ejemplares herborizados de D. wallichiana.

Didmetro | Niimero | Largo | Largo | Largo Ancho de la lamina Largo de las pinnas Ancho de las pinnas
pe(iiglo pij?lias %Zjl: pcif(lllo l:;lrflilj?a Base Par[_e Apice | Basales | Medias | Apicales | Basales | Medias | Apicales
(mm) (cm) (cm) (cm) (cm) | media | (cm) | (cm) (cm) (cm) (cm) | (cm) (cm)

(cm)
5-(6)-8 32- 46- 12- 34- 8 14- 0.4- 3.8- 6.5- 0.3- 1.2- 1.4- 0.1-

(37)-42 | (75.5)- | 2L.6)- | (54.3)- (13.-5)- (21.2)- | (0.6)-| (6.8)- | (10.6)- | (0.9)-0.6 | (1.6)- | (1.8)- | (0.2)-0.3
103 28 76 195 | 28 09 | 102 | 145 2.3 24

Patron de venacion: Segmentos con venas libres, conspicuas, vena primaria mas gruesa, una a
dos veces bifurcadas, terminando muy cerca del margen (Figura 12E).

Indumento: El peciolo y raquis presenta escamas lanceoladas o linear lanceoladas con un apice
acuminado, de diferentes tamafos, fibrilosas, concoloras pardo claro, sin embargo, hay regiones
en las que las células exhiben un contenido oscuro, que les da la apariencia de ser bicoloras, los
margenes pueden ser enteros, eroso-denticulados o ciliados. Las escamas de los surcos adaxiales
del raquis y las costas, asi como las que se encuentran en las venas y la superficie abaxial de la
hoja son lineares con apice acuminado, fibrilosas, concoloras, pardo claro, basiscopicas y margen
ciliado (Cuadro 6 y Figura 12B-F).
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Figura 12. Hoja de Dryopteris wallichiana. A. Ejemplar herborizado donde se observa el peciolo y la Iamina. B.
Acercamiento de la lamina, se aprecian las pinnas con soros. C. Indumento de la base del peciolo. D. Acercamiento a
las escamas lineares en el surco adaxial del raquis. E. Acercamiento al indumento en la superficie abaxial. F. Detalle

del soro, se aprecia el indusio, esporangios e indumento.
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Cuadro 6. Indumento del peciolo, raquis y costas que se observa en Dryopteris wallichiana.

Descripcion de la escama | Tamafo | Imagen

Parte proximal del peciolo

Lanceoladas a linear-lanceoladas, con 14-22 x 1-4
apice acuminado, fibrilosas, concoloras, mm
pardo claro con regiones pardo oscuro,
basiscOpicas, margen entero a eroso-
denticulado.

Linear-lanceoladas, con apice acuminado, | 3-10 x 0.3-
fibrilosas, concoloras, castafo claro, 1 mm
basiscopicas, margen ciliado en la base a
eroso-denticulado o entero en el apice.

\ ' 2 mm
»

Parte distal del peciolo, raquis y costas

Linear-lanceoladas, con apice acuminado, 10-19 x 1-
fibrilosas, concoloras, pardo claro con 1.5mm
regiones pardo oscuro, basiscopicas,
margen ciliado en la base a eroso- 2.3-10.5 x
denticulado o entero en el apice. 0.3-0.8mm

2 mm
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Surcos adaxiales del raquis y costas, venas

Lineares con apice acuminado, fibrilosas, | 0.5-4 x 0.1-
concoloras, pardo claro, basiscépicas, 0.4 mm
margen ciliado.

Anatomia de la hoja

Peciolo y raquis: En corte transversal el peciolo es semi-terete en la base y en forma de “V” en
el apice del raquis, presenta un surco adaxial que comienza en el peciolo y se extiende hacia la
parte apical del raquis (Figura 13).

Cuticula delgada y lisa. Epidermis simple, con células de pared ligeramente engrosada, de forma
circular a cuadrada, algunas con contenido en su lumen (Figura 14D).

Cortex formado por colénquima y paréenquima, el promedio de las medidas polares es de 658-810
um en la base del peciolo y de 220-550 um en el raquis. El colénquima debajo de la epidermis
presentan células con paredes ligeramente engrosadas a engrosadas, isodiamétricas, algunas con
contenido oscuro en su lumen y sin espacios celulares entre ellas; en la base del peciolo se
observan de 11-16 estratos, y en el raquis se observan de seis a diez estratos. Se presentan dos
zonas laterales en las que se interrumpe el colénquima y se encuentran células pequefias de
parénquima, que corresponden con las lineas de aireacion. Subyacente al colénquima se
presentan células parenquimaticas grandes, isodiamétricas, con paredes delgadas, protoplasto con
abundantes granulos de almidon y con espacios intercelulares pequefios entre ellas. El
parénquima medular estd compuesto por células muy grandes de forma irregular, con paredes
celulares delgadas, algunas con contenido en su lumen y espacios intercelulares pequefios (Figura
14A-D).

El sistema vascular estd compuesto por un estele de tipo polistélico, en el que se observan haces
vasculares anficribales, circulares, arreglados en forma de arco, con los dos haces de mayor
tamafio en la cara adaxial y entre ellos los pequefios. EI nimero de haces es variable a lo largo del
peciolo y raquis pero en general tiende a reducirse hacia el raquis, en la base varia de diez a ocho,
incluso pueden presentarse once haces, en la parte media del peciolo y la base del raquis el
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numero varia entre siete y ocho haces, mientras que en el raquis van de cinco en la parte media a
uno en la parte apical (Figuras 13 y 14A-E).

Los haces vasculares estan rodeados por la banda circumendodermal compuesta un estrato de
células isodiamétricas, rectangulares o cuadradas, de distinto tamafio, que presentan
engrosamientos de color pardo oscuro debido a la presencia de taninos, en su pared periclinal
interna y en las paredes anticlinales en forma de “U”, algunas células presentan engrosamientos
en sus cuatro paredes celulares. La endodermis estd formada por una sola capa de células
pequerias rectangulares, con paredes radiales ligeramente engrosadas. El periciclo estd compuesto
de una a cuatro capas de células, la mayoria con contenidos oscuros en el lumen. Los haces de
mayor tamafio presentan Xilema en forma de hipocampo, mientras que los haces de menor
tamario tienen xilema en forma alargada. EIl floema estd compuesto por células pequefias con
paredes de diferente grosor, algunas con contenidos oscuros en el lumen de la célula (Figura 14A,
B, C, E, F).
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Figura 13. Sistema vascular en el peciolo y raquis de Dryopteris wallichiana. A- C. Cortes frescos transversales
de peciolo y raquis. A. Base del peciolo con 11 haces vasculares. B. Parte media del peciolo con ocho haces
vasculares, rodeados por la banda circumendodermal y el xilema en hipocampo en los dos haces mayores. C. Raquis
con cinco haces vasculares. D. Diagrama del sistema vascular del peciolo y raquis en donde se muestra el
comportamiento de los haces vasculares que van disminuyendo hacia el raquis.
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Figura 14. Cortes histologicos transversales de peciolo y raquis de Dryopteris wallichiana. A. Base del peciolo, se
aprecia el cortex con colénquima y parénquima, el sistema vascular con ocho haces vasculares y la médula con
células grandes de parénquima. B. Raquis donde se distingue el cortex, el sistema vascular con cinco haces
vasculares formados por xilema y floema, y rodeados por la banda circumendodermal. C. Base del raquis,
acercamiento al cértex donde se ven las células del colénquima y del parénquima y un haz vascular con xilema en
hipocampo y floema, rodeado por la banda circumendodermal. D. Parte media del peciolo, detalle de la epidermis
uniestratificada, con células de paredes engrosadas y colénquima con células con engrosamientos en sus paredes. E.
Base del peciolo, detalle del haz vascular mayor, donde se aprecia el xilema, floema, periciclo, endodermis y la
banda circumendodermal con sus depdsitos de taninos. F. Parte media del peciolo, detalle del haz vascular menor, en
donde se aprecia el xilema, floema, periclo y la banda circumendodermal con los depoésitos de taninos.
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Lamina: En vista superficial el modelo epidérmico adaxial muestra células alargadas que poseen
radios celulares de 1.5-4:1, su tamafio promedio es de 79 x 32 um, contorno sinuoso con ondas
distribuidas regularmente, de amplitud variable y con poca 0 mediana profundidad. La superficie
abaxial con células alargadas que tienen radios celulares de 1.5-3.5: 1, el tamafio promedio es de
77 x 34 um, contorno sinuoso, las ondas frecuentes, muy profundas y con poca amplitud (Figura
15A-C).

Estomas localizados en la superficie abaxial de los segmentos, en una densidad promedio de 73
estomas por mm?, el tamafio promedio de las células oclusivas es de 42 um; las células oclusivas
se encuentran rodeadas por dos, tres, cuatro, cinco y hasta siete células subsidiarias, por lo que
los tipos de estomas presentes son polocitico, anisocitico, tetracitico y anomocitico; el porcentaje
que corresponde a cada tipo es 54% para el tipo anisocitico, 21% para el tipo polocitico,
anomocitico con un 13% y tetracitico con el 12% (Figura 15B, C).

Los cortes transversales de las pinnulas muestran una epidermis simple con cuticula delgada, sus
células tienen paredes celulares ligeramente engrosadas y no presentan cristales; en la superficie
adaxial son grandes, de forma rectangular y cuadradas a nivel de los haces vasculares, en la
superficie abaxial son de menor tamafio con respecto a las células de la superficie adaxial, de
forma rectangular a cuadrada al nivel de los haces vasculares, los estomas se encuentran en al
mismo nivel de la epidermis (Figura 16C, D).

El mesofilo estd compuesto por dos o tres capas de células de parénquima en empalizada, sus
celulas son pequefias con abundantes cloroplastos, y entre cinco y siete capas de parénquima
esponjoso, con células de forma irregular, espacios intercelulares muy amplios y cloroplastos;
debajo de la epidermis adaxial y a nivel de los haces vasculares se presentan dos capas de células
isodiamétricas pequefas con paredes engrosadas posiblemente colénquima (Figura 16C, D).

Los haces vasculares tienen un arreglo similar al de los haces vasculares de menor tamafio del
peciolo y raquis, presentan una vaina del haz con células isodiamétricas de diferente tamafio, las
cuales muestran engrosamientos de color pardo en sus paredes periclinal interna y anticlinales;
endodermis de células rectangulares pequefias, algunas con contenido oscuro en su interior;
periciclo de una sola capa de células isodiamétricas de diferente tamafio, algunas con contenido
color marrén; floema y xilema (Figura 16C, D).

Estructuras reproductoras: Los aclarados de las pinnas muestran que los soros son mediales o
submediales, se encuentran en la parte media de las venas, alimentados por una sola vena y
esporangios con un anillo vertical. Los cortes transversales muestran el soro inserto, con un
receptaculo amplio y un indusio con insercion central (Figura 16A, B, Ey F).

Esporas: Monoletes, color pardo oscuro, elipsoidales. El tamafio promedio es de 51 x 32 um;
lesura de %/; a % de la longitud. Ornamentacién del perisporio rugulado con pliegues gruesos y
altos (Figura 17A-D).
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Figura 15. Epidermis Dryopteris wallichiana. A. Desprendimiento de cuticula superficie adaxial, se observan
células epidérmicas de contorno sinuoso con ondas de profundidad variable. B. Desprendimiento de cuticula
superficie abaxial, se aprecian células epidérmicas de contorno sinuoso con ondas profundas y estomas anisociticos y
anomociticos. C. Modelo epidérmico a) superficie adaxial y b) superficie abaxial.

45



TR '?‘f
NS -

AL 3 M

Figura 16. Lamina de Dryopteris wallichiana. A, B. Aclarados de pinnulas con soros. A. Soro redondeado en la
parte media de la vena, venacion simple, bifurcada. B. Detalle de los esporangios con anillo vertical y esporas. C-F.
Cortes histolégicos transversales de pinnula. C. Epidermis uniestratificada, la abaxial con estomas y el meséfilo con

parénguima en empalizada y esponjoso. D. Epidermis, mesofilo con parénquima diferenciado y nervadura con
xilema, floema, endodermis y las células de la vaina del haz con paredes con depdsitos de taninos. E. Panordmica de
la hoja con soro. F. Acercamiento del soro, el receptaculo es amplio, con numerosas células, el indusio tiene
insercién central y los esporangios con el anillo vertical.
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Figura 17. Esporas monoletes, elipsoidales de Dryopteris wallichiana. A. Vista ecuatorial. B. Vista proximal. C.
Acercamiento del perisporio.
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Elaphoglossum peltatum

Morfologia de la hoja

Hoja: Dimorficas; hojas fértiles ligeramente mas largas que las estériles, de 5-10.2 cm de
longitud, mientras que las hojas estériles de 4-10.4 cm. Peciolo: Mas largos que las Iaminas en
ambos tipos de hojas, delgados, de 1 mm x 4.4-9.1 cm el de la hoja fértil, 1 mm x 2.5-7.4 cm el
de la hoja esteéril, esparcidamente escamoso, las escamas pardo claro, amarillentas. Lamina: La
estéril mas ancha que larga, 1.5-3.2 x 2.1-5.3 cm, flabelada, dividida dicotomicamente hasta 6
veces; lamina fértil ligeramente mas ancha que larga, de 0.6-1.2 x 0.7-1.4 cm, casi indivisa,
generalmente 2-lobada; margen entero; nervaduras glabras, conspicuas; soros acrosticoides
(Cuadro 7 y Figura 21A-F).

Cuadro 7. Medidas de las hojas de los ejemplares de E. peltatum.

Diametro del | Largo de la Largo del Largo de la | Ancho de la
peciolo (mm) | hoja (cm) peciolo (cm) | lamina (cm) | lamina (cm)
Hoja esteril 1 4-(7.4)-10.4 | 2.5-(5)-7.4 | 1.5-(2.4)-3.2 | 2.1-(3.5)-5.3
Hoja fertil 1 5-(7.7)-10.2 | 4.4-(6.7)-9.1 | 0.6-(1)-1.2 | 0.7-(1.2)-1.4

Patron de venacion: Venas libres, conspicuas, que se ramifican dicotomicamente y terminan sin
tocar el margen (Figura 18C, E).

Indumento: El peciolo y la ld&mina presentan escamas pequefias, deltadas a ovado-lancoladas,
fibrilosas, pardo claro o amarillentas, con margen ciliado en la base y eroso-dentado o entero en
el apice (Cuadro 8 y Figura 18B, D).

Cuadro 8. Indumento del peciolo y lamina que se observa en Elaphoglossum peltatum.

Descripcion de las escamas | Tamaio | Imagen

Peciolo y superficie abaxial de la limina

1.2-1.8 x 0.6-
0.8 mm

Deltadas a ovado-lanceoladas,
concoloras, pardo claro o amarillentas,
peltadas, margen ciliado en la base a eroso-
dentado en el &pice.
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Figura 18. Elaphoglossum peltatum. A. Ejemplar de herbario, se observan el rizoma, las hojas estériles y la hoja
fértil. B. Peciolo con escamas deltadas. C-E. Hoja estéril. C. Superficie adaxial sin indumento. D. Superficie abaxial
con escamas deltadas. E. Aclarado de hoja, se aprecia margen entero y venacion simple. F. Hoja fértil con soro
acrosticoide, se aprecian los esporangios.
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Anatomia de la hoja

Peciolo de la hoja estéril: En corte transversal el peciolo de la hoja estéril es terete en la base,
hacia la parte media se presentan dos alas laterales que se extienden hasta la base de la lamina,
ademas de que en la base de la lamina se aprecia un ligero surco adaxial (Figura 19).

Cuticula delgada y lisa. Epidermis simple, con células de pared engrosada, pequefias,
isodiamétricas o cuadradas; generalmente las células de la epidermis de las alas del peciolo son
grandes, semicirculares o isodiamétricas (Figura 20B, D).

Cortex formado por colénquima y parénquima, el promedio de las medidas polares es de 225 um
en la base del peciolo y de 262-284 um en la base de la ldmina. Debajo de la epidermis, el
colénquima presentan celulas con paredes muy engrosadas, de forma isodiamétrica a poligonal;
en la base del peciolo se presentan entre tres y cinco estratos; mientras que en la base de la lamina
se observan de uno a tres estratos en la superficie adaxial y de dos a cuatro estratos en la
superficie abaxial. Debajo del colénquima se encuentran paréngquima con células isodiamétricas,
de diferentes tamanos, espacios intercelulares pequefios y grandes entre ellas, con paredes
delgadas y abundantes cloroplastos arreglados en forma de cuentas de rosario alrededor del
protoplasto. En las alas, debajo de la epidermis Unicamente se observa parénquima constituido
hasta por cinco estratos de células, de igual manera las células son de diferentes tamafios,
isodiamétricas, con paredes delgadas, presentan abundantes cloroplastos, con el mismo arreglo
que en el resto del parénquima (Figura 20B y D).

El sistema vascular estd formado por un estele de tipo distélico, en el que se observan dos haces
vasculares anficribales, de forma circular y de igual tamarfio, los cuales permanecen constantes
desde la base del peciolo hasta la base de Iamina (Figura 19 y Figura 20B, D y E).

Los haces vasculares estdn rodeados por la banda circumendodermal formada por estrato de
células isodiamétricas, de tamafios diferentes, con engrosamientos hialinos en su pared periclinal
interna y en algunas también en sus paredes anticlinales. La endodermis estd formada por una
sola capa de células pequefias rectangulares, con paredes radiales ligeramente engrosadas. El
periciclo esta compuesto por una sola capa de células cuadradas, algunas con contenido oscuro en
su lumen. El xilema se arregla en forma de hipocampo, presentan un pequefio gancho ligeramente
curveado hacia el centro. El floema esta compuesto por células de distinto tamafio, con paredes
de diferente grosor, algunas con contenidos oscuros en su lumen (Figura 20D y E).

Peciolo hoja fértil: Los cortes transversales del peciolo de la hoja fértil igualmente revelan un
peciolo terete en la base, semiterete en la parte media y en forma de “U” justo antes de comenzar
la lamina. Tanto la base del peciolo como la parte media muestran una epidermis, cortex y
sistema vascular con caracteristicas similares a las que se describen para el peciolo de la hoja
estéril. Sin embargo, la base de la lamina resulta particularmente diferente ya se observa que el
numero de haces vasculares aumenta a cuatro, ademas de que los engrosamientos de las células
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que rodean los haces vasculares no son hialinos, sino que son de color pardo oscuro (Figura 19 y

Figura 20A, Cy F).
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Figura 19. Sistema vascular en el peciolo de la hoja estéril y de la hoja fértil de Elaphoglossum peltatum A- C.
Diagrama y cortes frescos transversales del peciolo de la hoja estéril. A. Diagrama del sistema vascular del peciolo
de la hoja estéril, se mantienen dos haces vasculares en todo el peciolo. B. Corte fresco de la parte media del peciolo,
se observan dos haces vasculares. C. Corte fresco de la base de la lamina. D-F. Diagrama y cortes transversales del
peciolo de la hoja fértil. D. Corte fresco de la base del peciolo con dos haces vasculares. E. Corte histolégico de la
base de la lamina, se aprecian cuatro haces vasculares, rodeados por la banda circumendodermal con depésitos de
taninos. F. Diagrama del sistema vascular del peciolo de la hoja fértil, en la base del peciolo se observan dos haces

los cuales aumentan a cuatro antes de comenzar la ldmina.
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Figura 20. Cortes histologicos transversales de peciolo de la hoja estéril y la hoja fértil de Elaphoglossum peltatum.
A. Base del peciolo de la hoja fértil, donde se observa la epidermis, cdrtex formado por colénquima y parénquima y
el sistema vascular con dos haces vasculares. B. Base de la lamina de la hoja estéril, se aprecia la epidermis,
colénquima, parénquima y el sistema vascular. C. Base de la lamina de la hoja fértil, se presentan cuatro haces
vasculares rodeados por la banda circumendodermal con depésitos de taninos. D. Base de la lamina de la hoja estéril,
la epidermis es uniestratificada, cértex con colénquima y parénquima y un haz vascular con xilema, floema,
periciclo, endodermis y banda circumendodermal. E. Base del peciolo de la hoja estéril, detalle del parénquima y los
haces vasculares con xilema en hipocampo, floema, periciclo, endodermis y banda circumendodermal con paredes
engrosadas y sin depdsitos de taninos. F. Parte media de la hoja estéril, se observa la epidermis uniestratificada,
colénquima, parénquima y un haz vascular rodeado por la banda circumendodermal con depésitos de taninos.
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Lamina: La vista superficial de la lamina estéril muestra un modelo epidérmico en donde se
pueden observar células epidérmicas alargadas y células epidérmicas cuadradas en ambas
superficies. La superficie adaxial con células epidérmicas alargadas que tienen un tamafio
promedio de 105 x 42 um y radios celulares que van de 1.5-3.5:1, las células cuadradas poseen
un tamafio promedio de 60 X 49 um y un radio celular de 1-1.5:1; todas las células presentan
contorno sinuoso, las ondas estan distribuidas irregularmente, de amplitud variable y poca
profundidad. La superficie abaxial con células alargadas que tienen un tamafio promedio de 100 x
43 um y radios celulares van de 2-3:1, las células cuadradas tienen un tamafio de 68 x 57 um y un
radio celular que va de 1-1.5:1; todas las células tienen contorno sinuoso, las ondas son
uniformes, de media amplitud y poca profundidad (Figura 21A, B).

La vista superficial de la hoja fértil muestra un modelo epidérmico en la superficie adaxial con
células poligonales a subpoligonales, generalmente mas largas que anchas, con un tamafio
promedio de 154 x 82 um vy radios celulares que van de 1,5-2.5:1, con contornos casi rectos
(Figura 21C).

Estomas en la superficie abaxial de la ldmina, con una densidad promedio de 19 estomas por
mm?, las células oclusivas tienen un tamafio promedio de 56 um, la mayoria de las células
oclusivas se encuentran rodeadas por una célula subsidiaria generalmente méas grande que las
otras dos o tres células subsidiarias y que rodea casi por completo al estoma, en algunos casos
existe una celula subsidiaria adicional que envuelve parcialmente a la primera, por lo que los
tipos estomaticos y sus porcentajes correspondientes son: polocitico con el 41.1% y copolocitico
con el 48.2% respectivamente. Adicionales a estos tipos de estomas se encuentran estomas de
tipo diacitico con el 8.9% y anomocitico con el 1.8%, este Ultimo con cuatro o cinco células
subsidiarias (Figura 21B, C).

Los cortes transversales de la lamina estéril tienen una epidermis simple con cuticula delgada, sus
células tienen paredes delgadas y no presentan cristales, en la superficie adaxial son grandes,
isodiamétricas a rectangulares, mientras que en la superficie abaxial las células son de menor
tamafio con respecto a las células de la superficie adaxial, son de forma rectangular, circular o
cuadrada y los estomas se encuentran al mismo nivel de la epidermis (Figura 22A-D).

El mesofilo esta formado por una capa de células de parénguima en empalizada, con células
grandes y abundantes cloroplastos arreglados en forma de cuentas de rosario alrededor del
protoplasto, y entre tres y cuatro capas de parénquima esponjoso, con células de distintos
tamafos, de forma isodiamétrica, espacios intercelulares amplios y cloroplastos con el mismo
arreglo en forma de cuentas de rosario; debajo de la epidermis adaxial y a nivel del haz vascular
se presentan células de paredes muy engrosadas y forma irregular (Figura 22A-D).

Los haces vasculares tienen un arreglo similar al de los haces vasculares del peciolo, se
encuentran rodeados por una vaina del haz cuyas células son isodiamétricas, de diferente tamafio
y presentan un engrosamiento hialino en su pared periclinal interna; endodermis con una sola
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capa de células rectangulares pequefias; periciclo de una sola capa de células isodiamétricas;
floema y xilema (Figura 22A-D).

Los cortes transversales de la lamina fértil muestran una epidermis simple con cuticula delgada,
las células epidérmicas presentan paredes delgadas, son grandes e isodiamétricas en la superficie
adaxial, mientras que en la superficie abaxial son mas pequefias, rectangulares a isodiamétricas
(Figura 23A-C).

El mesdfilo estd formado hasta por siete capas de parénquima clorofilico esponjoso, de células
grandes, isodiamétricas, con espacios celulares pequefios (Figura 23A-C).

Los haces vasculares presentan una vaina de células isodiamétricas grandes, las cuales pueden o
no tener un ligero engrosamiento hialino en su pared periclinal interna; endodermis formada por
una capa de células rectangulares con engrosamientos en sus paredes radiales; periciclo formado
por una capa de células isodiamétricas de parénquima con abundantes amiloplastos; floema y
xilema (Figura 23C).

Estructuras reproductoras: El soro es acrosticoide, es decir, cubre toda la superficie de la
lamina fértil. En corte transversal es posible observar que el pie de los esporangios surge a partir
de la epidermis abaxial y esta formado por tres células, ademéas se aprecian parafisos entre los
esporangios (Figura 23A, B, D).

Esporas: Monoletes, color negro, globosas. Tienen un tamafio promedio de 76 x 55 um; lesura
de 1/2 a 2/3 de la longitud de la espora. Ornamentacion del perisporio equinulado, con pliegues
anchos y bajos (Figura 23D, Figura 24A-D).
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Figura 21. Epidermis Elaphoglossum peltatum. A, B. Desprendimiento de cuticula de la hoja estéril. A. Superficie
adaxial, se observan células epidermis de contorno sinuoso con ondas de poca profundidad. B. Superficie abaxial, se
aprecian células epidérmicas de contorno sinuoso con ondas poco profundas y estomas copolociticos. C. Modelos
epidérmicos a) superficie adaxial de la hoja estéril b) superficie abaxial de la hoja estéril y c) superficie adaxial de la
hoja fértil.
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Figura 22. Cortes histologicos transversales de la hoja estéril de Elaphoglossum peltatum. A. Panordmica de la
lamina, se aprecian la epidermis, mesofilo diferenciado y sistema vascular. B. Detalle de la [amina a nivel de la
nervadura, se aprecia el haz vascular con xilema, floema y endodermis, rodeado por la banda circumendodermal,
mesdfilo con parénquima en empalizada y esponjoso, epidermis adaxial y abaxial. C. Acercamiento a la epidermis y
el meséfilo con parénquima en empalizada y esponjoso. D. Acercamiento a un estoma en la epidermis abaxial y
parénquima esponjoso.
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Figura 23. Cortes histologicos transversales de la hoja fértil de Elaphoglossum peltatum. A. Vista panoramica de la
lamina, se observan la epidermis abaxial y adaxial, el meséfilo con parénquima esponjoso y los esporangios. B.
Acercamiento de la lamina, se distingue la epidermis, meséfilo con parénquima esponjoso y esporangios con anillo
vertical y esporas en su interior. C. Nervadura de la hoja, se observa el xilema, floema, periciclo, endodermis y una
vaina del haz con engrosamientos de su pared periclinal interna. D. Acercamiento de las esporas.
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Figura 24. Esporas monoletes, elipsoidales de Elaphoglossum peltatum. A. Vista ecuatorial. B. Vista proximal. C.
Vista distal. D. Acercamiento del perisporio.
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Polystichum mickelii

Morfologia de la hoja

Hojas: Monomorficas, de 54.5- 96 cm de longitud. Peciolo: Més corto que la 1dmina, de 24.5-37
cm de longitud, castafio oscuro, densamente escamoso. Lamina: De 30-64 x 18-28 cm en la parte
media, 2- pinnada, ovado-lanceolada; pinnas opuestas en la base a subopuestas o alternas en la
parte media y apice de la lamina, de 28-42 pares, cortamente pediculadas, pinnas basales mas
pequefias que las pinnas medias; pinnulas lanceoladas, cortamente pediculadas, opuestas en la
base a subopuestas en la parte media, con un l6bulo basal acroscépico, las basales acroscépicas
ligeramente mas grandes que el resto; margen entero en el lado basiscdpico de los segmentos y en
el lado acroscopico crenado en la base a serrado-espinuloso; raquis y costas escamosos, surcos
adaxiales escamosos; nervaduras escamosas; soros discretos, en la superficie abaxial,
redondeados, mediales; sin indusio (Cuadro 9 y Figura 25A-F).

Cuadro 9. Medidas de las hojas de los ejemplares herborizados de P. mickelii.

Diametro | Nimero | Largo | Largo | Largo | Ancho de la lamina Largo de las pinnas Ancho de las pinnas
dFl . de de 1 a dFl .de .la Base | Parte | Apice | Basales | Medias | Apicales | Basales | Medias | Apicales
peciolo | pinnas | hoja | peciolo | lamina (cm) | media | (em) | (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
(mm) (cm) (cm) (cm) (cm)
3-(5)-6 28- 54.5- | 24.5- 30- 8- 18- 1.5- 4.5- 8.5- 0.9- 1.3- 1.8- 0.4-
(34)-42 | (77.6)- | (29.7)- | (47.8)-| (14)- | (21.3)- [ (1.8)- | (B.2)- [ (11.9)-| (1.3)-2 | (2)-2.5 | (2.2)- | (0.6)-1
96 37 64 21 28 2 12.2 16.5 2.8

Patron de venacion: Pinnulas con venas libres, conspicuas, la vena primaria ligeramente mas
gruesa que las secundarias, simple o una vez bifurcada, venas estériles terminando cerca del
margen, venas fértiles terminan al llegar al receptaculo del soro (Figuras 25D, Fy 29A).

Indumento: El peciolo y raquis exhiben una gran diversidad de formas y tamafios de escamas,
las hay desde linerares y lanceoladas, hasta deltadas y aracniformes, clatradas, concoloras o
bicoloras, pardo oscuro, pardo claro y pardo, la mayoria son basifijas, pero también las hay
peltadas, por lo regular los margenes son ciliados pero los hay eroso-denticulados y enteros.
Generalmente las escamas de la parte proximal del peciolo son lanceoladas u ovado-lanceoladas,
pardo oscuras en el centro con pardo claro en los margenes, mientras que en la parte distal del
peciolo y el raquis, las escamas son linear-lanceoladas y deltadas con apices largamente
acuminados, concoloras, pardo claro. En las costas Unicamente se presentan escamas lineares,
pardo claro (Cuadro 10 y Figura 25A-D y E).
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Figura 25. Polystichum mickelii. A, B. Ejemplares herborizados. A. Ejemplar completo con rizoma, peciolo y
lamina. B. Acercamiento a la lamina. C. Escamas lanceoladas, pardo oscuro en la base del peciolo. D. Escamas
lanceoladas, deltadas y aracniformes en el raquis. E. Aclarado de pinna, margen entero en la base a serrado-
espinuloso en el apice y venacion simple, bifurcada. F. Acercamiento de los soros, se aprecian los esporangios.
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Cuadro 10. Indumento del peciolo y raquis de Polystichum mickelii.

Descripcion de la escama \ Tamaiio |

Imagen

Parte proximal del peciolo

Lanceoladas a ovado-lanceoladas, con 10-17 x

apice acuminado, clatradas, bicoloras, con | 1.5-3 mm
una banda pardo oscuro en el centro y los

margenes pardo claro, basifijas, con

margen ciliado a eroso- denticulado.
Deltado-aracniformes, clatradas, bicoloras, | 0.7-1.5 X %
pardo oscuro en el centro y pardo claro en 0.5-1.5
los méargenes, basifijas, margen con cilios mm

largos.

1 mm

Par

te distal del

eciolo

Lanceolada a ovado-lanceoladas,
clatradas, bicoloras, pardo oscuro en el
centro y el margen pardo claro, basifijas,
margen entero, eroso-denticulado, algunas
con cilios largos en la base.

5.8-17 x
1.2-3mm
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Linear-lanceoladas, con apice largamente | 9-11x 1-
acuminado, bicoloras, pardo claro en el 1.5 mm
centro con el margen pardo, basifijas,
margen con cilios cortos en la base a
eroso-denticulado en el &pice.
Deltadas, con apice acuminado, clatradas, 2.4-4 X
bicoloras, pardo claro en el centro y 0.8-1.3
margen pardo, basifijas, margen mm
cortamente ciliado a eroso-denticulado.
Deltadas con &pice largamente acuminado, | 0.7-1.2 X
clatradas, concoloras, pardo, basifijas, 0.5-0.6

margen con cilios largos.
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acuminado, concoloras, pardo claro,
peltadas, margen con cilios largos.

Aracniformes, algunas con épice 0.5x0.3-
0.5

0,2 mm

Linear-lanceoladas, con apice acuminado, 2
fibrilosas, concoloras, pardo claro,
basifias, margen con cilios largos en la

base a eroso-denticulado en el apice.

5-3.5x
0.4-0.6

apice acuminado, clatradas, bicoloras,
pardo claro en el centro con los margenes

pardo, basifijas, margen con cilios cortos
eroso-denticulado.

a

0,5 mm
-
Raquis
Lanceoladas a ovado-lanceoladas, con 45-10x
0.8-1.6
mm

1 mm
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Lineares a linear-lanceoladas, con apice | 3-10 x 0.3-
largamente acuminado, fibrilosas, 1 mm
concoloras, pardo claro, basifijas, margen
ciliado a eroso-denticulado.
- - }
Aracniformes a deltado-aracniformes, 1-2x0.4-1 X
apice largamente acuminado, clatradas, mm
concoloras, pardo claro, basifijas, con
margen ciliado en la base a eroso-
denticulado en el &pice.
1 mm
Costas
Lineares a linear-lanceoladas, con apice 2.5-3x
largamente acuminado, fibrilosas, 0.4-0.6
concoloras, pardo claro, basifijas, margen mm
ciliado a eroso-denticulado.
0,5 mm
A
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Anatomia de la hoja

Peciolo y raquis: En corte transversal el peciolo es ligeramente cuadrado en la base y con forma
de “V” en la parte apical del raquis, con un surco adaxial que comienza en el peciolo y se
extiende hacia la parte apical del raquis (Figura 26 A-D).

Cuticula delgada y lisa. Epidermis simple, con células de pared engrosada, forma isodiamétrica y
con contenido oscuro en su lumen (Figura 27D).

Cortex formado por colénquima y parénquima, el promedio de las medidas polares es de 610-713
um en la base del peciolo y de 170-385 um en el raquis. Las células del colénquima son
isodiamétricas a poligonales, con paredes engrosadas, contenido oscuro en su lumen y sin
espacios celulares entre ellas; en la base del peciolo esta constituido de 13-18 estratos, mientras
en el raquis se observan entre cinco y 11 estratos. Presentan dos sitios en los que se interrumpe el
colénquima y se encuentran células de parénquima pequefias. Subyacentes a las células de
colénquima, se presenta el parénquima compuesto por células grandes, isodiamétricas, de paredes
delgadas y espacios intercelulares pequefios. La medula estd compuesta por parénquima de
células muy grandes de forma irregular, de paredes celulares delgadas, contenido oscuro en su
lumen y espacios intercelulares pequefios (Figura 27A-D).

El sistema vascular estd compuesto por un estele de tipo polistélico, en el que se observan haces
vasculares anficribales, circulares, arreglados en forma de arco, los 2 haces de mayor tamafio se
encuentran hacia la cara adaxial y entre ellos los pequefios. EI nimero de haces vasculares varia a
lo largo del peciolo y raquis pero en general tiende a reducirse hacia el raquis, en la base, parte
media del peciolo y base del raquis hay entre siete y cinco haces, en la parte media raquis se
presentan cinco o seis haces, mientras que en la parte apical hay entre dos y tres haces (Figura
26).

Los haces vasculares estan rodeados por la banda circumendodermal que consta de un estrato de
celulas de diferentes tamafios y formas, con engrosamientos color pardo oscuro, en su pared
periclinal interna que se extienden a las paredes anticlinales en forma de “U”. La endodermis esta
formada por una sola capa de células pequefias rectangulares, con paredes radiales ligeramente
engrosadas y contenido oscuro en su lumen. El periciclo estd compuesto de dos a tres capas de
células, algunas con contenido oscuro en su lumen. En los haces de mayor tamafio el xilema se
arregla en forma de hipocampo, mientras que los haces de menor tamario tiene forma alargada. El
floema esta compuesto por células pequefias, con paredes delgadas, unas pocas con contenido
oscuro en su lumen (Figura 27E, F).
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Figura 26. Sistema vascular en el peciolo y raquis de Polystichum mickelii. A- C. Cortes frescos transversales de
peciolo y raquis. A. Base del peciolo con seis haces vasculares, rodeados por la banda circumendodermal. B. Parte
media del peciolo con seis haces vasculares. C. Raquis con cinco haces. D. Diagrama del sistema vascular del
peciolo y raquis, en donde se muestra una reduccién en el nimero de haces vasculares hacia la parte distal del raquis,

los haces arreglados en forma de arco y con xilema en hipocampo.
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Figura 27. Cortes histologicos transversales de peciolo y raquis de Polystichum mickelii. A. Base del peciolo, donde
se observa el cortex formado por colénquima y parénquima y el sistema vascular con siete haces vasculares. B.
Raquis, se aprecian el cdrtex y el sistema vascular. C. Base del raquis, crtex formado por colénquima y parénquima
y el haz vascular formado por xilema en hipocampo, floema, periciclo y endoermis, rodeado por la banda
circumendodermal con depositos de taninos. D. Base del peciolo, epidermis uniestratificada con celulas engrosadas,
y colénquima. E. Base del peciolo, detalle del haz vascular mayor en donde se observa el xilema, floema, periciclo,
endodermis con células con contenido oscuro y la banda circumendodermal con depositos de taninos. F. Haz
vascular menor en el raquis, formado por xilema, floema, periciclo, endodermis con células con contenido oscuro en

su lumen y la banda circumendodermal con depositos de taninos.
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Lamina: En vista superficial el modelo epidérmico adaxial muestra células alargadas cuyos
radios celulares van de 2.5-4.5:1, el tamafio promedio de las células es de 120 x 35 um, su
contorno es sinuoso, con ondas de amplitud variable, distribuidas irregularmente y poca
profundidad. La superficie abaxial con células de forma variable, la mayoria alargadas, con
radios celulares de 2-4:1, el tamafio promedio es de 103 x 40 pum, su contorno es Sinuoso, con
ondas frecuentes, de amplitud y profundidad variable (Figura 28A-C).

Estomas en la superficie abaxial de las pinnulas, presentan una densidad promedio de 62 estomas
por mm?, el tamafio promedio de las células oclusivas es de 51um; las células oclusivas se
encuentran rodeadas por dos, tres, cuatro o cinco células subsidiarias, por lo que los tipos de
estomas presentes son diacitico, anisocitico, tetracitico y anomocitico, los porcentajes de cada
tipo de estoma son: 56.9% para el tipo anisocitico, 20.7% para el tetracitico, 14.3% para el
anomocitico y 8.1% para el tipo diacitico (Figura 28B-C).

Los cortes transversales de las pinnulas exhiben una epidermis simple con cuticula delgada, sus
células tienen paredes celulares delgadas y no presentan cristales; en la superficie adaxial las
células son grandes e isodiamétricas, mientras que las de la superficie abaxial son de menor
tamafio con respecto a las células de la superficie adaxial e isodiamétricas, los estomas se
localizan al mismo nivel de la epidermis (Figura 29C-E).

El mesdfilo estd formado por una o dos capas de células de parénquima en empalizada, sus
células son pequefias y con abundantes cloroplastos que se localizan en la periferia del
protoplasto, y entre cuatro y cinco capas de parénquima esponjoso, con células de distintos
tamafios, de forma isodiamétrica, espacios intercelulares amplios y pocos cloroplastos. A nivel
del haz vascular, debajo de la epidermis abaxial se presentan tres capas de células con paredes
engrosadas (Figura 29C-E).

Los haces vasculares tienen un arreglo similar al de los haces vasculares de menor tamafio del
peciolo y raquis, presentan una vaina del haz con células isodiamétricas de diferente tamafio, sin
engrosamientos en sus paredes celulares; endodermis con células rectangulares y contenido
oscuro en su lumen celular; periciclo de una sola capa de células irregulares, algunas con
contenido oscuro en su lumen; floema y xilema (Figura 29C-E).

Estructuras reproductoras: Los aclarados de las pinnas muestran que los soros mediales a
supramediales y se localizan en la parte terminal de las venas; los esporangios tienen un anillo
vertical. En corte transversal el soro es exindusiado, con receptaculo plano, de una o dos capas de
células (Figura 29A, B, E).

Esporas: Monoletes, color pardo, elipsoidales. El tamafio promedio es de 45 x 33 um; lesura %2
de la longitud de la espora. Ornamentacion del perisporio equinulada, con crestas delgadas y
pliegues gruesos, irregulares, muestra numerosas perforaciones de didmetro pequefio, los bordes
también equinulados (Figura 30A-D).
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Figura 28. Epidermis de Polystichum mickelii. A. Desprendimiento de cuticula superficie adaxial, se observan
células epidérmicas alargadas de contorno sinuoso y ondas poco profundas B. Desprendimiento de cuticula
superficie abaxial, se aprecian células epidérmicas de contorno sinuoso con ondas variables y estomas anisociticos.
C. Modelo epidérmico a) superficie adaxial y b) superficie abaxial.
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Figura 29. Lamina de Polystichum mickelii. A, B. Aclarados de pinnula con soros. A. Soro redondeado en la parte
terminal de la vena y venacidn simple, bifurcada. B. Esporangios con anillo vertical y esporas en su interior. C-E.
Cortes histolégicos transversales de pinnula. C. Epidermis adaxial, estoma en la epidermis abaxial y meséfilo con
parénquima en empalizada y esponjoso. D. Panordmica de la lamina con soro. E. Acercamiento al nivel del soro, se
aprecia el meséfilo, la nervadura con xilema, floema y endodermis y soro con un receptéaculo plano, de pocas células,
sin indusio.
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Figura 30. Esporas monoletes, elipsoidales de Polystichum mickelii. A.Vista ecuatorial. B. Vista proximal. C. Vista
distal. D. Acercamiento del perisporio.

71



Analisis morfologico de las hojas

El anélisis de la matriz basica de datos sobre las medidas de las hojas, proporcioné un
dendograma que reflejo el grado de similitud de la forma y tamafio de las hojas entre las cuatro
especies estudiadas.

En el dendograma con los 48 ejemplares medidos correspondientes a las cuatro especies
estudiadas, se consider6 una distancia euclidiana de 1.52 para determinar a los grupos con
caracteristicas morfologicas similares y se definieron tres grupos: el grupo | formado por las
hojas de E. peltatum; el grupo Il formado por los subgrupos que corresponden con los ejemplares
de D. wallichiana y P. mickelii; y por ultimo, el grupo Il conformado por los ejemplares de A.
denticulata (Figura 31).
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Figura 31. Dendograma que muestra el grado de similitud entre el tamafio y la forma de la hoja de las cuatro
especies estudiadas. Amarillo: Grupo | formado por E. peltatum. Rojo: Grupo Il compuesto por D. wallichiana y P.
mickelii. Azul: Grupo | formado por A. denticulata.

Como se observa en el dendograma al grupo | lo conforman tanto las hojas fértiles como las
hojas estériles de los ejemplares de E. peltatum, es la especie que morfolégicamente presenta las
hojas mas diferentes en tamarfio y forma, los caracteres que podrian explicar estas diferencias son
el largo de la hoja, asi como el largo del peciolo y de la l1dmina, debido a que las hojas de esta
especie son pequefias, con peciolos y laminas cortos (Figura 31).

El grupo Il lo componen los subgrupos de P. mickelii y D. wallichiana, y demuestra las
semejanzas morfologicas en la forma y tamarfio de las hojas de estas especies. Este grupo puede
estar definido por los caracteres del ancho de la parte media de la Iamina y el largo de las pinnas
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medias, y concuerda con la forma de la hoja observada en estas especies, ya que ambas tienen
hojas ovado-lanceoladas o elipticas, en donde la parte media es mas ancha que la parte basal y la
parte apical. Los ejemplares de cada especie se encuentran bien delimitadas formando dos
subgrupos que corresponden a las dos especies, posiblemente los caracteres que discriminan entre
las dos especies son el ancho de las pinnas basales y el ancho de las pinnas medias, las cuales son
ligeramente méas grandes en P. mickelii que en D. wallichiana (Figura 31).

Por altimo, el grupo 111 esta formado por los ejemplares de A. denticulata, y que con base en el
dendograma las hojas de este grupo tienen mas semejanzas con las hojas de P. mickelii y D.
wallichiana que con las de E. peltatum. El caracter que podria explicar mejor a este grupo es el
ancho de las pinnas basales, ya que los ejemplares de esta especie presentan pinnas basales mas
anchas, debido a que tienen pinnulas basales basiscopicas mas largas que el resto, lo que le da la
forma deltada o pentagonal a la hoja (Figura 31).
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Analisis molecular

La alineacion de las tres secuencias del cloroplasto (rbcL, psbA-trnH y trnL-F) para las cuatro
especies se analizé mediante el Método Bayesiano, el cladograma obtenido mostré buen soporte
al manejar valores de 0.8 a 1 y una desviacion estandar de 0.002.

En el cladograma inferido se aprecian dos clados bien definidos, que son: A) el clado
comprendido por las especies E. peltatum y E. yoshinagae; y B) el clado que comprende a las
especies Arachniodes denticulata, Dryopteris wallichiana y a las especies del género
Polystichum, P. mickelii y P. braunii como su grupo hermano (Figura 32).

AR

JN189425Arachniodes denticulata

DR
1
: JN189388Dryopteris wallichiana
B
4[ P1
9
KU244832Polystichum munitum
— E1
A

AB575802Elaphoglossum yoshinagae

JQ767647Asplenium monanthes

Figura 32. Arbol filogenético de las cuatro especies de Dryopteridaceae estudiadas en esta tesis, inferido mediante el
Método Bayesiano. El clado A estd compuesto por Elaphoglossum peltatum y E. yoshinagae; mientras que el clado
B lo conforman A. denticulata, D. wallichiana, Polystichum mickelii y P. braunii. AR= Arachniodes denticulata,
DR= Dryopteris wallichiana, P1= Polystichum mickelii y E1= Elaphoglossum peltatum. Con base en el trabajo de
Smith et al. (2006) se eligi6 a Asplenium monanthes como grupo externo.
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Analisis de Resultados

Morfologia de la hoja

El tamafio de las hojas varia entre las cuatro especies, los ejemplares méas pequefios son los de
Elaphoglossum peltatum cuyas hojas miden entre 4 y 10.5 cm de largo, mientras que las hojas de
mayor tamafio las presenta Dryopteris wallichiana con entre 46 y 103 cm de longitud. Las hojas
monomorficas se presentan en A. denticulata, D. wallichiana y P. mickelii; en A. denticulata las
hojas son deltadas a pentagonales, 2-4-pinnadas, las pinnas méas grandes se encuentran en la parte
proximal de la lamina, generalmente las pinnulas basiscépicas de las pinnas basales son mas
grandes que el resto, lo que le da la forma pentagonal a la fronda, el peciolo suele ser del mismo
tamafio que la lamina. En D. wallichiana y P. mickelii la forma de sus hojas es lanceolada-
eliptica y generalmente el peciolo es mas corto que la lamina, las pinnas mas grandes se
encuentran en la parte media de la fronda; en D. wallichiana la hoja es 1-pinnado-pinnatifida
algunas veces 2-pinnada en las pinnas mas grandes, mientras que en P. mickelii es 2-pinnada. En
E. peltatum las hojas son dimdrficas, por lo que las hojas estériles son flabeladas, hasta 6 veces
dividida y las hojas fértiles son pequefas, lobadas, generalmente mas largas que las estériles
(Cuadro 11).

El soro es discreto y redondeado en A. denticulata, D. wallichiana y P. mickelii, los dos primeros
presentan indusio reniforme, en D. wallichiana es persistente, pero en A. denticulata puede ser
caedizo, mientras que en P. mickelii no se presenta indusio. E. peltatum es la Gnica especie que
muestra un soro acrosticoide, es decir, que los esporangios estan presentes en toda la superficie
abaxial de la lamina fértil (Cuadro 11).

Las cuatro especies muestran un patron de venacién libre, con venas conspicuas, que terminan
cerca del margen, la vena media es ligeramente mas gruesa que las secundarias. La vena media es
simple y se divide dicotomicamente en E. peltatum, mientras que en A. denticulata y P. mickelii
las venas secundarias son simples y bifurcadas una vez, y en D. wallichiana son dos o tres veces
bifurcadas (Cuadro 11). En las pinnulas fértiles, las venas terminan en el receptaculo del soro en
A. denticulata y P. mickelii, entre la costula y el margen, mientras que en D. wallichiana las
venas continan hasta cerca del margen.

El indumento es diferente en cada una de las especies por su forma, color y tamafio de las
escamas. E. peltatum presenta escamas pequefias, de 1.2-1.8 x 0.6-0.8 mm, deltadas, peltadas,
fibrilosas, concoloras, pardo claro-amarillentas que se distribuyen esparcidamente en el peciolo
de ambas hojas y en la superficie abaxial de la lamina estéril. El resto de las especies
generalmente tienen escamas ovado-lanceoladas a lineares, grandes de 4-22 x 0.8-4 mm, y
pequefias de 0.5-5.5 x 0.1-1 mm; en el caso de P. mickelii también se presentan escamas deltadas
o aracniformes, pequefias de 0.5-2.4 x 0.3-1.5 mm. En A. denticulata se distribuyen Unicamente
en la base del peciolo, pero que en D. wallichiana y P. mickelii se encuentran en el peciolo,
raquis, costas y superficie abaxial de la ldmina. A. denticulata y D. wallichiana muestran escamas
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similares al ser fibrilosas, basifijas, concoloras rojizas, pardo oscuro o pardas, sin embargo la
mayoria de las escamas de D. wallichiana tienen células con contenido oscuro en su lumen lo que
les da la apariencia de ser bicoloras. Las escamas de P. mickelii son las que presentan mayor
diversidad de formas, son clatradas, concoloras pardo claro, o bicoloras pardo oscuro con pardo
claro, la mayoria basifijas, pero también las hay peltadas (Cuadro 11).

Cuadro 11. Caracteres morfologicos de la hoja

A. denticulata D. wallichiana E. peltatum P. mickelii
Tipo de Monomorfica Monomorfica Dimorfica Monomorfica
hoja
17.2-(27.7)-43.5 | 46-(75.5)-103 x 14- Hoja Hoja 54.5-(77.6)-96 x 18-
Tamaiio de x 5.5-(13)-19 (21.2)-28 cm estéril: 4- | feértil: 5- (21.3)-28 cm
la hoja (7.4)-10.4 | (7.7)-10.2
x 2.1-(3.5)- x 0.7-
5.3cm (1.2)-1.4
cm
Forma de Deltada a Lanceolada o Hoja Hoja Lanceolada o
la hoja pentagonal, 2-4 | eliptica, 1-pinnado- estéril fértil eliptica, 2-pinnada
pinnada pinnatifida flabelada | indivisa o
dos
lobada
Tipo de Discreto, Discreto, Acrosticoide Discreto, redondeado
soro redondeado redondeado
Indusio Presente Presente, reniforme Ausente Ausente
Venacion | Simple, bifurcada Bifurcada Simple Simple, bifurcada
Escamas Escamas Escamas deltadas a | Escamas linerares,
lanceoladas o0 | lanceoladas, linear- | ovado-lancoladas, lanceoladas, deltadas
linear- lanceoladas o | fibrilosas, pardo claro o | y aracniformes,
lanceoladas, lineares, fibrilosas, | amarillentas, peltadas, | clatradas, concoloras,
Indumento | fibrilosas, concoloras, algunas | margen ciliado en la | bicoloras, pardo
concoloras, pardo | presentan  células | base y eroso-dentado o | oscuro-pardo claro,
oscuro, basifijas, | con contenido | entero la mayoria basifijas,
con margen | oscuro en su lumen, pero también las hay
ciliado a eroso- | basifijas, = margen peltadas, margenes
denticulado entero, eroso- ciliados, eroso-
denticulado 0 denticulados y
ciliado enteros
Escamas grandes: | Escamas grandes: Escamas pequefias: Escamas grandes:
4-10 x 1-2 mm 10-22 x 1-4 mm 1.2-1.8 x 0.6-0.8 mm 4.5-17 x 0.8-3 mm
Tamaiio de | Escamas Escamas pequefias: Escamas  pequefias
las escamas | pequefias: 3-5.5 x | 0.5-10 x 0.1-1 mm lineares:
0.5-0.7 mm 2.5-10x 0.3-1 mm

Escamas
deltado-
aracniformes: 0.5-4 x
0.3-1-5 mm

pequefias
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Anatomia del peciolo y raquis

Todos las especies tienen una epidermis uniestratificada con cuticula delgada, debajo se presenta
el cortex formado por colénquima y parénquima, el mayor numero de capas de colénquima se
presentan en la base del peciolo y va disminuyendo hacia el raquis, Elaphoglossum peltatum es
el gue muestra el menor nimero de capas, entre tres y cinco hileras en la base del peciolo, y de
dos a cuatro en la base de la lamina, mientras que Dryopteris wallichiana y Polystichum mickelii
son los que presentan el mayor nimero de capas, de 11-18 hileras en la base del peciolo y de
cinco a 11 hileras en el raquis (Cuadro 12).

Al igual que el nimero de hileras de colénquima, el nimero de haces vasculares es mayor en la
base del peciolo y se va reduciendo conforme se avanza hacia el raquis en A. denticulata, D.
wallichiana y P. mickelii. La base del peciolo de D. wallichiana muestra el mayor nimero de
haces, entre ocho y 11 cordones, P. mickelii tiene entre cinco y siete haces, y por dltimo, A.
denticulata con cuatro haces. En E. peltatum se mantienen dos haces vasculares a lo largo de todo
el peciolo de la hoja estéril, mientras que en la hoja fértil se observan dos haces en la base del
peciolo y aumenta a cuatro haces antes de comenzar la Idmina (Cuadro 12).

Todas las especies presentan la banda circumendodermal rodeando los haces vasculares, sin
embargo, en A. denticulata puede estar ausente en la base del peciolo. Los depdsitos de esta
banda son color pardo oscuro en A. denticulata, D. wallichiana y P. mickelii, pero en E. peltatum
son de color hialino en la hoja estéril, y de color pardo oscuro a partir de la mitad del peciolo en
la hoja fértil. La endodermis es de una sola capa de células en todas las especies, con
engrosamientos en sus paredes radiales. El periciclo puede ser una sola capa de células como en
E. peltatum, o tener hasta cuatro capas de células como en D. wallichiana. El xilema se encuentra
rodeado por el floema, las células del protoxilema se ubican en la periferia del metaxilema. En
los haces de mayor tamafio de A. denticulata, D. wallichiana y P. mickelii el xilema presenta un
gancho curvado adaxialmente, Ilamado xilema en hipocampo, mientras que en E. peltatum
también se presenta aunque no es tan evidente (Cuadro 12).

Unicamente la base del peciolo de A. denticulata presentan células de paredes engrosadas, color
pardo oscuro ubicadas en la médula.
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Cuadro 12. Caracteres anatémicos del peciolo.

A. denticulata D. E. peltatum P. mickelii
wallichiana
b=8-11 b=11-15 Hoja Hoja fértil b= 13-18
Numero de hileras de pm= 3-6 pm=9-12 estéril b=3-4 pm= 10-14
colénquima en el r=2-4 r=6-10 b=3-5 pm=1-4 r=6-11
cortex pm= 2-5 bl=1-3
bl=2-4
b=4 b=8-11 Hoja Hoja fértil b=5-7
Numero de haces pm=3 pm 7-8 estéril b=2 pm= 5-7
vasculares br=1-2 br=7-8 b=2 pm=2 br=5-7
r=1 pmr=25 pm=2 bl=4 pmr=5-6
ar=1 bl=2 ar=2-3
Si. Si. Si. Si. Si.
Puede no Depositos Depositos Depositos Depositos
Banda presentarse en | pardo oscuro hialinos hialinos en la pardo oscuro
circumendodermal la base del base del peciolo,
peciolo. pardo oscuro en
Depositos el resto del
pardo oscuro peciolo
Periciclo 1-2 1-4 1 1-3
Xilema Hipocampo Hipocampo Hipocampo, poco evidente Hipocampo

b= base del peciolo, pm= parte media del peciolo, bl= base de la [dAmina, r= raquis, br= base del raquis, pmr= parte
media del raquis, ar= &pice del raquis.

Anatomia de la lamina

La epidermis muestra un patron sinuoso con ondas de distribucion, amplitud y profundidad
variable en todas las especies estudiadas, ademas los patrones también difieren entre ambas
superficies de la misma lamina; generalmente la epidermis adaxial tiene ondas amplias y de poca
profundidad, mientras que la epidermis abaxial presenta células con ondas de menor amplitud y
profundad. El tamafio promedio de las células epidérmicas es mayor en la superficie adaxial que
en la superficie abaxial en D. wallichiana, E. peltatum y P. mickelii, pero en A. denticulata son
las células epidérmicas abaxiales las que tienen mayor tamafio promedio. D. wallichiana muestra
las células epidérmicas mas pequefias, mientras que la epidermis adaxial de la lamina fértil de E.
peltatum presenta las células mas grandes, con un patrén poligonal a subpoligonal, de paredes
rectas (Cuadro 13).

Las hojas de las cuatro especies son hipostomaticas, es decir, los estomas se localizan en la
superficie abaxial de la ldmina. Los estomas de tipo anisocitico son los mas abundantes en
Arachniodes denticulata, Dryopteris wallichiana y Polystichum mickelii, aunque también los hay
tetraciticos, polociticos y anomociticos; en Elaphoglossum peltatum los estomas méas abundantes
son los copolociticos pero pueden presentarse polociticos y diaciticos. En cuanto al tamafio de los
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estomas y la densidad estomatica D. wallichiana es el que exhibe los estomas mas pequefios, con
células oclusivas de 42 pm, y la mayor densidad de estomas con 73 estomas por mm?; por el
contrario E. peltatum tiene los estomas méas grandes (56 um) y la menor densidad estomaética con
19 estomas por mm? (Cuadro 13).

En corte transversal, las cuatro especies muestran una epidermis simple con cuticula delgada, las
células epidérmicas son de forma variable, van de rectangulares a cuadradas o isodiamétricas, no
presentan cristales y sus paredes celulares estan ligeramente engrosadas. Las células epidérmicas
de la superficie adaxial son de mayor tamafio con respeto a las células epidérmicas abaxiales. El
mesofilo estd compuesto por parénquima en empalizada y parénquima esponjoso en D.
wallichiana, P. mickelii y la hoja estéril de E. peltatum; mientras que en A. denticulata y la hoja
fértil de E. peltatum Unicamente esta compuesto por parénquima esponjoso. EI nimero de capas
de parénquima en empalizada varia de uno a tres, siendo E. peltatum en donde se observa solo
una capa y D. wallichiana el que presenta hasta tres capas. Con respeto al parénguima esponjoso,
el nimero de capas va de tres a siete, siendo la hoja estéril de E. peltatum en donde se presentan
la menor cantidad, mientras que D. wallichiana y la hoja estéril de E. peltatum presentan la
mayor cantidad (Cuadro 13).

Los haces vasculares de las hojas de las cuatro especies muestran un arreglo similar al que
presentan en los haces de menor tamafio del peciolo y raquis de cada especie. Presentan una vaina
del haz con células isodiamétricas de tamafio variable, en Dryopteris wallichiana y
Elaphoglossum peltatum se presenta un engrosamiento en la pared periclinal interna de las
celulas, similar a lo que se observan en la banda circumendodermal en los haces del peciolo, en
D. wallichiana estos engrosamientos son pardo oscuro, mientras que en E. peltatum son hialinos.
Arachniodes denticulata y Polystichum mickelii no presentan engrosamientos en las células de la
vaina del haz, sin embargo, la endodermis de estos dos helechos presenta células con contenido
oscuro en su lumen, lo que da la apariencia de una vaina del haz con engrosamientos en la pared
periclinal interna de las células. La endodermis estd compuesta de una sola capa de células
rectangulares pequefias, a diferencia de las de A. denticulata y P. mickelii, la endodermis de las
hojas de D. wallichiana y E. peltatum no presenta células con contenido oscuro. El periciclo esta
formado por una sola capa de células de diferente tamafio, algunas pueden tener contenido
marron y xilema rodeado por el floema (Cuadro 13).

Los soros de A. denticulata y D. wallichiana presentan un receptaculo amplio con varias capas de
células y un indusio con insercion central, en P. mickelii los soros no tienen indusio y el
receptaculo es plano con una o dos capas de células. E. peltatum es el Gnico con un soro
acrosticoide en donde los esporangios se localizan en toda la superficie abaxial de la ldmina y
surgen de la epidermis (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Caracteres anatémicos de la lamina.

A. denticulata D. wallichiana E. peltatum P. mickelii
Adaxial: 128 x 40 Adaxial: 79 x 32 Adaxial:105 x 42 | Adaxial: 120 x 35
Tamaiio de um pm pm pm
células Abaxial: 145 x 48 Abaxial: 77 x 34 Abaxial: 100 x 43 | Abaxial: 103 x 40
epidérmicas um pm pm um
Adaxial fértil: 154
x 82 um
Tamaiio de 53 um 42 pm 56 um 51 pm
células oclusivas
Densidad 22 x mm? 73 x mm? 19 x mm? 62 x mm*
estomatica
Anisocitico, Anisocitico, Copolocitico, Anisocitico,
Tipos de estomas tetracitico, polocitico, polocitico, tetracitico,
anomocitico y anomocitico y diacitico y anomocitico y
diacitico tetracitico anomocitico diacitico
Capas de No 2-3 Estéril: 1 1-2
parénquima en Fértil: No
empalizada
Capas de 4-6 5-7 Estéril: 3-4 4-5
parénquima Fértil: 7
esponjoso
Células de la No Si, depdsitos pardo Si, depositos No
vaina con 0scuro hialinos
paredes
engrosadas
Endodermis 1 capa con 1 1 1 capa con
contenido oscuro contenido oscuro
en su lumen en su lumen
Soro Con receptaculo Con receptaculo Esporangios surgen | Con receptaculo
amplio e indusio amplio e indusio de la epidermis plano,
con insercion con insercion exindusiado

central

central
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Esporas

Las cuatro especies exhiben esporas monoletes y elipsoidales, en Arachniodes denticulata,
Dryopteris wallichiana y Polystichum mickelii son de color pardo oscuro mientras que en
Elaphoglossum peltatum son de color negro. Las esporas mas pequefias se presentan en P.
mickelii con un tamafio promedio de 45 x 33 um y las mas grandes las presenta E. peltatum con
un tamafio promedio de 76 x 55 um (Cuadro 14).

La ornamentacion del perisporio es reticulada en Arachniodes denticulata y Polystichum mickelii,
las crestas son delgadas con bordes equinados y perforaciones de diferente diametro en A.
denticulata, mientras que en P. mickelii se presentan crestas delgadas y pliegues gruesos, con
bordes equinulados y perforaciones de diametro pequefio. En Dryopteris wallichiana la superficie
es rugulada con pliegues gruesos y elevados. Por ultimo, en Elaphoglossum peltatum la
superficie es equinulada con pliegues anchos y bajos (Cuadro 14).

Cuadro 14. Esporas

A. denticulata D. wallichiana E. peltatum P. mickelii
Color Pardo oscuro Pardo oscuro Negro Pardo
Forma Elipsoidal Elipsoidal Elipsoidal Elipsoidal
Tamafio 48 x 31 um 51 x 32 ym 76 X 55 um 45 x 33 um
Equinada con crestas Rugulada con Equinulada con Equinulada, con
Ornamentacion | delgadas, irregulares | pliegues gruesosy | pliegues anchosy | crestas delgadasy
del y numerosas elevados bajos pliegues gruesos,
perisporio perforaciones de irregulares,
didmetro variable, los numerosas

bordes de las crestas
equinados

perforaciones de
diametro pequefio,
los bordes también
equinulados
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Discusion
Morfologia de la hoja

Tanto las observaciones de la morfologia externa, la morfometria y el dendograma (Cuadro 11y
Figura 31) corroboran que Elaphoglossum peltatum es el helecho que mas difiere del resto de las
especies aqui estudiadas al tener hojas dimorficas y soros acrosticoides, ademas, en el
dendograma se encuentra formando el grupo | por ser los helechos de talla mas pequefia, hasta
10.5 cm de longitud, con ldminas que van de 1-3 cm de largo.

Por el contrario, las especies Dryopteris wallichiana, Polystichum mickelii y Arachniodes
denticulata son monomorficas y presentan soros redondeados y discretos, de acuerdo al
dendograma corresponden a los grupos Il y I, en donde los ejemplares de Dryopteris
wallichiana y Polystichum mickelii forman el grupo IlI, debido a que morfol6gicamente son
similares en el tamafio de las hojas que van de 46-103 cm y en la forma al presentar frondas en
donde las pinnas medias son méas grandes que las basales, son lanceoladas-elipticas, 1-pinnada-
pinnatifida a 2-pinnadas. Por ultimo, los individuos de Arachniodes denticulata corresponden al
grupo 111 y se caracterizan por tener hojas en donde las pinnas basales son mas grandes que las
pinnas medias, dandole la forma deltada-pentagonal, 3-pinnada.

Todas las especies presentan venacion libre con venas simples y/o bifurcadas varias veces
(Cuadro 11), este tipo de venacion ya ha sido reportada para los géneros de las especies
estudiadas, Arachniodes, Polystichum, Dryopteris, Elaphoglossum (Roux y Van Wik, 2000;
Hernandez et al., 2006; Rojas, 2007), y también en Ctenitis melanosticta (Hernandez et al.,
2007). No obstante, en géneros que pertenecen a la misma familia como Phanerophlebia y
Polybotrya la venacion puede ser libre o anastomosada (Moran, 1987; Yatskievych, 1996),
mientras que en Cyrtomium solo se menciona venacién anastomosada (Roux y Van Wik, 2000).

La diversidad de escamas, su tamafio y ubicacion es diferente en cada una de las especies
(Cuadro 11), E. peltatum Unicamente tiene escamas pequefias fibrilosas, deltadas y peltadas,
mientras que P. mickelii muestra la mayor diversidad de escamas, al tener escamas de distintos
tamanos, clatradas, bicoloras, lineares-lanceoladas, basifijas y escamas pequefias deltadas o
aracniformes, peltadas. A. denticulata y D. wallichiana muestran escamas fibrilosas, linear-
lanceoladas a ovado-lanceoladas y basifijas de distintos tamafios. Estos tipos de escamas
coinciden con lo que mencionan previamente Moran y Riba (1995) y Mickel y Smith (2004) para
las mismas especies en Flora Mesoamericana y The Pteridophytes of Mexico, sin embargo en
esta tesis se describieron con mayor detalle los tipos de escamas presentes en D. wallichiana y P.
mickelii quienes presentan la mayor diversidad de escamas.

Cabe resaltar que el indumento ha sido de gran importancia taxondémica dentro de
Dryopteridaceae, ya que en géneros como Elaphoglossum la diversidad de escamas ha permitido
definir diferentes secciones dentro del género como lo hicieron Mickel y Atheortla (1980), e
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incluso es de ayuda en la identificacion de especies en géneros como Polystichum,
Elaphoglossum y Phanerophlebia donde la variedad de escamas reducidas es Util para distinguir
entre las especies (Barrington, 1989, Guantay y Hernandez, 1995, Yatskievych, 1996 y Lavalle y
Rodriguez, 2010). Sin embargo, hay que tomar en cuenta que el indumento no es Unico de
Dryopteridaceae y también resulta Util para distinguir entre varias familias de helechos como
Marattiaceae, Cyatheaceae, Pteridaceae o Polypodiaceae (Rolleri et al., 1991; Moran y Riba,
1995).

Anatomia del peciolo y raquis

Las cuatro especies estudiadas presentan similitudes en la anatomia del peciolo y raquis, como
son la epidermis uniestratificada, cortex formado por colénquima y parénquima, y especialmente
algunas caracteristicas del sistema vascular como son numerosos haces vasculares en el peciolo,
la presencia de una banda circumendodermal rodeando los haces vasculares y el xilema en
hipocampo, las cuales ya han sido utilizadas para definir a la familia por varios autores como
Ogura (1972), Lin y De Vol (1977, 1978), Smith et al. (2006), Hernandez et al. (2012) y Moran
(2014) (Cuadro 12).

En esta tesis se definio como colénquima a las células de paredes engrosadas del cortex por la
presencia de protoplasto en el interior de éstas y difiere de lo que ha sido reportado para
Elaphoglossum, Polystichum, Dryopteris y Ctenitis melanosticta en donde se describe como
esclerénquima (Guantay y Hernandez, 1995; Roux y Van Wik, 2000; Hernandez et al., 2006;
Hernandez et al., 2007); sin embargo, no se descarta la posibilidad de que en hojas mas adultas se
pueda presentar esclerénquima. Polybotrya es uno de los géneros dentro de Dryopteridaceae en
donde también se reporta la presencia de colénquima (Moran, 1987).

Existen diferencias en el nimero de capas de colénquima del cortex en las cuatro especies,
unicamente D. wallichiana y P. mickelii presentaron un nimero similar de capas (Cuadro 12). Es
posible que este caracter se encuentre influenciado por el tamafio de la fronda, la edad y el habitat
de la planta, como lo menciona Roux y Van Wik (2000), y por lo tanto E. peltatum al ser el
helecho de menor talla muestra el menor nimero de capas de colénquima, mientras que D.
wallichiana y P. mickelii exhiben mayor cantidad de capas por ser helechos de mayor tamafio.

Con respecto al sistema vascular se observa que A. denticulata, D. wallichiana y P. mickelii
tienen un patron de haces vasculares similar, en donde el mayor nimero se aprecia en la base del
peciolo y tiende a disminuir conforme se aumenta de nivel en el peciolo y raquis. En E. peltatum
se observa que en la hoja estéril se mantiene el mismo ndmero en todo el peciolo y en la hoja
fértil el nimero aumenta antes de comenzar la lamina (Cuadro 12). Roux y Van Wik (2000)
explican que la variacion en el nimero de haces vasculares a lo largo del peciolo y raquis, puede
deberse al tamafio de las frondas o a diferencias en el nivel al que se realizan los cortes, ya que
existe variacion en la cantidad de haces en distancias pequefias debida a la fusion y separacién de
los haces vasculares. Ademas, es posible que el aumento de haces vasculares que se observa en la
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hoja fértil de E. peltatum se encuentre relacionado con la forma casi indivisa de la hojay a la
necesidad de inervar mejor la hoja.

Todas las especies tienen diferencias en el nimero de haces vasculares de la base del peciolo
(Cuadro 12), siendo D. wallichiana quien tiene el mayor nimero de haces vasculares al presentar
de ocho a once haces y difiere ligeramente de lo reportado por Hernandez et al. (2006) quienes
indican que esta especie presenta entre ocho y nueve haces; a pesar de ello, Roux y Van Wik
(2000) y Hernandez et al. (2006) reportan que en el namero de haces vasculares en el género
Dryopteris es muy amplio y puede variar de tres a mas de 12 haces en la base del peciolo, por lo
tanto el nimero de haces vasculares reportados en esta tesis se encuentra dentro del rango del
género. A. denticulata con cuatro haces y P. mickelii con entre cinco y siete haces vasculares
exhiben un numero que concuerda con lo reportado por Roux y Van Wik (2000) para estos
géneros, quienes mencionan de cuatro a seis haces para Arachniodes y de dos a nueve haces en
Polystichum. Por altimo, E. peltatum es quien tiene el menor nimero de haces vasculares, tanto
la base del peciolo de la hoja estéril como de la hoja fértil presentan dos haces vasculares, que
difieren de lo reportado por Hernandez et al. (2012b) para la misma especie, ya que los autores
mencionan la presencia de tres haces vasculares en la base del peciolo. No obstante, los estudios
anatomicos de Guantay y Hernandez (1995), Herndndez (2012b) y Feio et al. (2013) reportan que
en el género Elaphoglossum el numero de haces vasculares en la base del peciolo es variable, y
generalmente va de dos a cinco haces; por lo tanto, la presencia de menos de tres haces
vasculares en la base del peciolo observada en esta tesis, posiblemente se debe al tamafio de las
frondas, ya que como lo han reportado Guantay y Hernandez (1995), Roux y Van Wik (2000) y
Schuettpelz y Pryer (2007) algunos helechos pequefios de Elaphoglossum, Polystichum,
Hypodematium y helechos grammitidos Unicamente poseen uno o dos haces vasculares en el
peciolo, con relacion a helechos de su mismo género pero de mayor talla que presentan
numerosos haces vasculares.

El estele observado en esta tesis para A. denticulata, D. wallichiana y P. mickelii (Cuadro 12) fue
descrito por Ogura (1972) como un polistele del tipo Aspidium que se caracteriza por presentar
numerosos haces vasculares redondeados o ligeramente elongados que van reduciéndose
gradualmente a lo largo del peciolo y el raquis, se encuentran arreglados en forma de arco, con
los dos haces de mayor tamafio adaxiales y el xilema con un gancho adaxial que le da forma de
hipocampo. Este estele es caracteristico de Dryopteridaceae y se encuentra en varios géneros
como Dryopteris, Bolbitis, Elaphoglossum, Phanerophlebia y Ctenitis melanosticta (Hernandez,
et al., 2006; Hernandez, 2007; Hernandez et al., 2007, 2012b). Ogura (1972) también define el
estele presente en E. peltatum como un diestele del tipo Onoclea caracterizado por presentar dos
haces vasculares y xilema en hipocampo. No obstante, es importante destacar que Polybotrya
difiere de las demas Dryopteridaceae por el arreglo de sus haces vasculares en forma de omega,
ademas, de que el estele tipo Aspidium también esta presente en géneros que no pertenecen a la
familia como Blechnum, Davallia, Lomariopsis, Nephrolepis, Tectaria y Woodwardia (Ogura,
1972; Lin y DeVol, 1978; Hernandez, 2007), mientras que los miembros de la familia
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Polypodiaceae exhiben numerosos haces vasculares pero no presentan el xilema en forma de
hipocampo (Zlotnik, 1991; Tejero, 2005), o algunas especies de Diplazium y la familia
Thelypteridaceae poseen dos haces vasculares con xilema en forma de hipocampo (Hernandez et
al., 2009; Mazumdar, 2013).

La banda circumendodermal que rodea a los haces vasculares del peciolo y raquis, esta presente
en todas las especies estudiadas (Cuadro 12). En A. denticulata, D. wallichiana y P. mickelii los
engrosamientos son de color pardo oscuro, mientras que en E. peltatum son hialinos o de color
pardo oscuro. Ogura (1972) y Lin y DeVol (1977, 1978) describieron a estas células como
esclerénquima y por lo tanto la llamaron banda esclerosada, o banda cortical por encontrarse en el
cortex. En cambio, Hernandez (2007) estudio el origen y la composicion de esta banda y reportd
que los engrosamientos son celuldsicos y se encuentran impregnados por taninos, no contienen
lignina o suberina, por lo que proponen llamarla banda circumendodermal, por su origen,
posicion y composicion. En este trabajo, se propone que en E. peltatum es posible que estos
engrosamientos sean Unicamente de celulosa y no contengan depoésitos de taninos, de ahi su color
hialino, por lo que se tifien de verde con la tincion doble safranina-verde rapido.

Entre las principales funciones de esta banda se encuentran la de proteger los haces vasculares de
patdgenos y servir como tejido mecanico, ademas, cabe destacar que aunque la banda
circumendodermal ya ha sido reportada en numerosos géneros de la familia como Polybotrya,
Elaphoglossum, Dryopteris, Ctenitis, Bolbitis, Phanerophlebia, Polystichum (Moran, 1987;
Guantay y Hernandez, 1995; Hernandez et al., 2006; Hernandez et al., 2007; Hernandez et al.,
2012b), no se considera Unica de la familia ya que también se ha reportado en otros géneros del
clado de los Eupolipodios | como Woodwardia, Campyloneurum, Pleopeltis, Polypodium y
Tectaria (Lucansky, 1981; Zlotnik, 1991; Tejero, 2005; Hernandez et al., 2012b). Hernandez et
al. (2012b) menciona que la presencia de esta banda tanto en familias del clado de los
Eupolipodios |  (Davalliaceae, Lomariopsidaceae, Nephrolepidaceae, Oleandraceae,
Polypodiaceae y Tectariaceae) como de los Eupolipodios Il (Athyriaceae, Blechnaceae,
Cystopteridaceae y Thelypteridaceae), sugiere que su ocurrencia tiene importancia evolutiva
dentro de los helechos polipodiaceos y que tuvo su origen antes de la divergencia del clado de los
Eupolipodios.

Una caracteristica importante que se observé en este estudio fue que A. denticulata es la Unica
especie que presenta una masa de células con engrosamientos de color pardo oscuro posiblemente
depdsitos de taninos, en la médula de la base del peciolo (Figura 8A y D). La presencia de este
tejido en la médula del peciolo no ha sido reportada en otros miembros de la familia; sin
embargo, Ogura (1972) menciona que en especies como Pteridium aquilinum se presentan masas
de esclerénguima embebidas en el cortex, lo mismo que Lin y DeVol (1977) quienes mencionan
que en Dryopteridaceae y Athyriaceae es comun encontrar masas de esclerénquima dispersas en
el cortex.
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Anatomia de la lamina

Con excepcidn de la epidermis adaxial de la lamina fértil de E. peltatum que presenta un modelo
poligonal a subpoligonal, las cuatro especies muestran un patrén epidérmico sinuoso (Figuras 9,
15, 21 y 28), que difiere entre las especies e incluso entre la epidermis adaxial y abaxial de la
misma hoja, en la frecuencia, profundidad y amplitud de las ondas, asi como en el tamafio y
forma de las células epidérmicas. Generalmente las células abaxiales son mas pequefias y tienen
paredes mas sinuosas, con respecto a las células adaxiales (Cuadro 13). Sin embargo, estas
observaciones son similares a los modelos epidérmicos que se han descrito en numerosos géneros
de helechos, como Polybotrya, Angiopteris, Adiantum, Pityrogramma, Pteris, Marattia,
Doryopteris, Elaphoglossum, Anemia, Asplenium, Blechnum y Cheilanthes (Moran, 1987; Rolleri
et al., 1991; Gracano et al., 2001; Rolleri et al., 2001; Teran et al., 2009; Lavalle y Rodriguez,
2010; Lujan et al., 2011) en donde la mayoria de los autores reportan patrones poligonales,
subpoligonales y sinuosos en la epidermis adaxial, mientras que en la epidermis abaxial solo se
presentan patrones sinuosos que varian en la amplitud, profundidad y frecuencia de las ondas.

Aunque, Lavalle y Rodriguez (2010) mencionan que en Elaphoglossum los modelos epidérmicos
son importantes como un caracter diagnostico a nivel especifico, considero que el uso de los
modelos epidérmicos como un caracter taxondmico debe manejarse con precaucion, debido a que
autores como Stace (1965) y Van Cotthem (1970) demostraron que tanto la forma de las células
epidérmicas como su tamafio, son caracteres variables que estan influenciados por factores
ambientales y ecoldgicos como la intensidad de luz, la humedad del suelo y el aire, asi como por
la edad de la hoja, la posicion de las hojas en el tallo y de la posicion de las células en la hoja.
Ademas, Kato e Imaichi (1992) encontraron que las células epidérmicas son mas sinuosas en
especies que se encuentran en lugares con mayor humedad, y Gracano et al. (2001) mencionaron
que los helechos que se encuentran en lugares sombreados o la superficie abaxial de la lamina
que regularmente recibe menos luz, exhiben células con paredes mas sinuosas, en comparacion
con aquellos helechos y/o superficies que estan expuestas a una mayor cantidad de luz, en donde
se observan células con contornos rectos o ligeramente sinuosos.

Aunque el tamafio de los estomas y la densidad estomatica es diferente en cada una de las
especies estudiadas, la caracteristica que tiene mayor relevancia es el tipo de estoma, ya que en A.
denticulata, D. wallichiana y P. mickelii predominan los estomas anisociticos, mientras que en E.
peltatum son los estomas copolociticos (Cuadro 13). Estos tipos de estomas difieren de los
estomas polociticos y anomociticos que han sido identificados en Arachniodes, Polystichum,
Dryopteris, Ctenitis y Elaphoglossum (Roux y Van Wik, 2000; Herndndez et al., 2006;
Hernandez et al., 2007; Lavalle y Rodriguez, 2010), sin embargo, estas diferencias se deben
principalmente a la clasificacion empleada para identificar los estomas, ya que la clasificacion
utilizada en este estudio fue la de Prabhakar (2004) y que toma en cuenta el nimero y arreglo de
las células subsidiarias, a diferencia de las clasificaciones de Van Cotthem (1970) y Sen y De
(1992) que describieron los tipos de estomas basados en su ontogenia y reportaron que el tipo de
estoma que predomina en la familia Dryopteridaceae, asi como en la mayoria de las familias de
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helechos es el polocitico, el cual se caracteriza por la presencia de una célula subsidiaria en forma
de herradura que cubre parcialmente a las células oclusivas.

En A. denticulata y la hoja fértil de E. peltatum se observo la presencia del mesoéfilo unifacial,
caracteristica observada en especies de Dryopteridaceae, para el género Polybotrya y las especies
Teratophyllum rotundifolium y Ctenitis melanosticta (Moran, 1987; Nasrulhaq y Duckett, 1991;
Hernandez et al., 2007). Por otro lado, D. wallichiana, P. mickelii y la hoja estéril de E. peltatum
presentaron el mesodfilo bifacial, lo cual corresponde con lo descrito para Elaphoglossum vy
Dryopteris (Guantay y Hernandez, 1995; Herndndez et al., 2006), asi como en géneros que no
pertenecen a Dryopteridaceae como Pleopeltis y Doryopteris (Ferrari, 2009; Teran et al., 2009).
Segun Gracano et al. (2001), los helechos que se encuentran en lugares sombreados tienden a
presentar un mesofilo indiferenciado y con menos capas de células, en comparacion con los
individuos que se localizan en lugares soleados que suelen presentar un mesdéfilo dorsiventral,
con mayor numero de capas celulares, por lo tanto, las variaciones observadas en el tipo de
mesofilo pueden deberse al lugar en donde habitan estos helechos.

Esporas

Las cuatro especies presentan esporas monoletes, elipsoidales con diferencias en la
ornamentacion del perisporio que permiten distinguirlas entre si, pero cabe mencionar que es
posible que exista ligera variacion en la ornamentacion del perisporio dentro de las esporas de
cada especie (Cuadro 14). La superficie y ornamentacion del perisporio de las especies aqui
estudiadas corresponde con lo descrito por Tryon y Lugardon (1991), para los géneros a los que
pertenecen, en Dryopteris la mayoria de las especies presenta una superficie rugulada con
pliegues anchos y continuos, al igual que lo que se observd en D. wallichiana. Para A. denticulata
los autores describieron una ornamentacion equinulada, con crestas comprimidas y perforadas,
semejante a lo que se observo en este estudio; sin embargo, en la mayoria de las especies de
Arachniodes se describen esporas similares a los que se presentan en Dryopteris. De igual
manera, la ornamentacion de P. mickelii concuerda con lo descrito por los autores para el género,
en donde la mayoria de las especies muestran un perisporio con pliegues o crestas comprimidas,
equinuladas, fenestradas o equinadas.

Por altimo, las esporas de E. peltatum corresponden con lo descrito por Moran et al. (2007) para
las especies de Elaphoglossum seccion Squamipedia, las cuales se caracterizan por presentar una
superficie equinulada con pliegues anchos, sin perforaciones, y que pueden distinguirse de las
esporas de secciones como Pachyglossa y Setosa en donde pueden presentarse crestas o pliegues
anchos, con perforaciones y espinas, o de Lepidoglossa en donde se presentan pliegues anchos,
sin perforaciones ni espinas.

La ornamentacion del perisporio resulta ser un caracter de suma importancia no solo para la
identificacién de las especies estudiadas, sino para los helechos en general, sin embargo, las
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similitudes, en el caso especifico de la ornamentacién de las esporas de Arachniodes con las de
Dryopteris y Polystichum, han ayudado a sustentar las relaciones entre los tres géeneros.

Analisis filogenético

El cladograma inferido a partir de las tres secuencias de cloroplasto (rbcL, psbA-trnH y trnL-F)
para las cuatro especies estudiadas (Figura 32), coincide con lo reportado por numerosos autores
que han estudiado las relaciones filogenéticas de la familia como Liu et al. (2007, 2015),
Schuettpelz y Pryer (2007), Moran y Labiak (2015) y Le Péchon et al. (2016). Sin embargo, el
principal aporte de este trabajo es el analisis de las secuencias obtenidas de especies mexicanas.

Los dos clados que se observan en el cladograma obtenido en este estudio corresponderian con
dos de las tres subfamilias propuestas por Liu et al. (2015) y el PPG | (2016). El clado A esta
formado por las especies del género Elaphoglossum y corresponderia con el clado de la
subfamilia Elaphoglossoideae, en donde también se encuentran circunscritos géneros como
Bolbitis o Megalastrum; mientras que el clado B compuesto por las especies de Polystichum,
Arachniodes denticulata y Dryopteris wallichiana, coincide con el clado de la subfamilia
Dryopteridoideae, en donde también se incluyen géneros como Ctenitis, Cyrtomium vy
Phanerophlebia por mencionar algunos.

Estos resultados moleculares sirvieron para robustecer los resultados morfo-anatdmicos
presentados en esta tesis, ya que tanto morfo-anatdmicamente como molecularmente las cuatro
especies aqui estudiadas forman dos grupos bien definidos que coinciden con la filogenia de la
familia y corresponden con las subfamilias Elaphoglossoideae y Dryopteridoideae. EI primer
grupo estad compuesto tnicamente por Elaphoglossum peltatum, quien muestra diferencias morfo-
anatomicas que lo hacen el més diferente de los helechos, y que incluyen el tipo de hojas, su
forma y tamafio, asi como el tipo de indumento, tipo de soro, nimero de haces vasculares en el
peciolo y tipo estomas. El segundo grupo estd compuesto por Arachniodes denticulata,
Dryopteris wallichiana y Polystichum mickelii los cuales comparten caracteristicas morfo-
anatémicas similares como son el tipo de hoja, tipo de soro, haces vasculares numerosos y tipo de
estomas. No obstante, las cuatro especies tienen caracteres morfo-anatomicos similares tanto en
el peciolo como en la lamina, como son la venacion simple, haces vasculares rodeados por una
banda circumendodermal que puede o no tener depoésitos de taninos, Xilema en forma de
hipocampo y esporas monoletes, elipsoidales.
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Conclusiones

Este estudio contribuydé al conocimiento morfo-anatomico de la familia ya que aportd
informacion que permitié reconocer semejanzas anatomicas entre las especies estudiadas,
principalmente en el sistema vascular del peciolo, como son un xilema en hipocampo, la
presencia de la banda circumendodermal y numerosos haces vasculares en la base del peciolo.

Ademas, para estas especies se identificaron caracteristicas mofo-anatomicas que podrian ser de
ayuda para delimitar anatdbmicamente a las subfamilias a las que corresponden, ya que en el caso
de Elaphoglossum peltatum se presentan hojas dimorficas, soros acrosticoides, estomas
copolociticos y un patron y comportamiento diferente en los haces vasculares del peciolo.
Mientras que Arachniodes denticulata, Dryopteris wallichiana y Polystichum mickelii
presentaron mayor semejanza morfo-anatomica entre ellas, resaltando caracteristicas como las
hojas monomaorficas, soros discretos y redondeados, estomas anisociticos y un patrén similar de
los haces vasculares del peciolo y raquis.

Los resultados morfo-anatdmicos aqui mostrados, en especial los que se mencionan en el parrafo
anterior podrian apoyar y soportar los resultados del analisis molecular realizado, el cual también
coincide con la filogenia y propuestas de clasificacion de Liu et al. (2015) y el PPG | (2016),
situando en todos los casos a E. peltatum dentro del clado de la subfamilia Elaphoglossoideae, y
agrupando a A. denticulata, D. wallichiana y P. mickelii en un grupo gque corresponderia con la
subfamilia Dryopteridoideae.
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