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Resumen 

Los helechos forman parte de las especies que habitan los bosques húmedos de montaña (BHM). 

En este tipo de vegetación, existen helechos arborescentes que desempeñan funciones ecológicas 

relevantes. México cuenta con 14 especies, la mayor riqueza de especies registrada de helechos 

arborescentes. La disminución de las poblaciones de Cyathea bicrenata Liebmann han contribuido 

a su clasificación en la NOM-059-ECOL-2010, como especie en riesgo de extinción. Entre los 

factores que han mermado las poblaciones de esta especie, están la recolecta ilegal. El objetivo de 

este trabajo, fue generar el protocolo para la germinación in vitro de esporas de C. bicrenata, con el 

fin de obtener esporofitos para su conservación como especie con protección especial (Pr). Se 

concluyó que el mejor desinfectante de esporas de C. bicrenata fue el NaOCl al 35 % con tiempo de 

exposición de 5 y 10 min. En estos tiempos de exposición se presentó una exitosa germinación.  
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Abstract 

Ferns are part of the species inhabiting temperate rain forests (TRF). Mexico has 14 species; the 

greatest registered affluence of dendriform fern species. The decrease of Cyathea bicrenata 

Liebmann populations has contributed to its classification in the NOM-059-SEMARNAT-2010 as 

endangered species. Illegal harvesting is among the factors that have diminished this species' 

population. This work's goal was to generate a protocol for in vitro germination of spores of C. 

bicrenata, aiming for the obtainment of sporophytes for its conservation as a species with special 

protection. It was concluded that the best disinfectant of C. bicrenata spores was NaOCI at 35 % with 

an exposition time of 5 and 10 min. In these times of exposition, a successful germination was 

presented.  
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Introducción 

 

En México y el mundo, la mayor 

riqueza de especies de helechos se encuentra 

en la zona ecológica templada húmeda, entre 

los 1000 y 2000 m s.n.m. área que incluye al 

bosque mesófilo (BMM) (Kluge et al. 2006; 

Carvajal-Hernández & Krömer 2015). Los 

helechos arborescentes constituyen un 

componente conspicuo del bosque húmedo 

de montaña (también conocido como bosque 

mesófilo de montaña) de las regiones 

tropicales y subtropicales del mundo (Pérez et 

al. 2014).  En este tipo de vegetación, 

desempeñan funciones ecológicas 

relevantes, por ejemplo, sus rizomas aéreos 

son excelentes forofitos de otras especies de 

helechos, algunos de los cuales son 

indicadores de ecosistemas en buen estado 

de conservación (p. ej. las familias 

Grammitidaceae e Hymenophyllaceae) 

(Álvarez et al. 2012; Krömer et al. 2013; 

Armenta-Montero et al. 2015). Se tienen 

registros de cuatro familias de helechos 

arborescentes en México (Cibotaceae, 

Cyatheaceae, Dicksoniaceae y 

Lophosoriaceae), representadas por 16 

especies (Mickel & Smith, 2004). 

Cyathea bicrenata es una especie de 

helecho arborescente que se distribuye en 

algunos países de América: Costa Rica, 

Ecuador, Guatemala, Honduras, México, 

Nicaragua, Panamá, Venezuela (Moran 2003, 

Grandtner & Chevrette 2013). En México se 

encuentra presente en los estados de 

Guerrero, Hidalgo, Chiapas, Oaxaca, Puebla, 

Tabasco y Veracruz (Mickel & Smith, 2004; 

Mehltreter & García-Franco 2008; García-

Mendoza & Meave, 2011; Vázquez et al. 

2012; Villaseñor et al. 2013; Carvajal et al. 

2014) la cual está sujeta a la categoría de 

protección especial según la norma NOM-

059-ECOL-2010, que se encuentra en el 

marco de la legislación mexicana encargada 
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de la protección ambiental. La disminución de 

las poblaciones de C. bicrenata se asocia a 

varias causas: i) La reducción de su hábitat ii) 

la extracción ilegal de la planta, para fines de 

ornato y; iii) la explotación del “maquique” que 

es la capa de raíces adventicias desarrolladas 

alrededor del tallo, que es utilizado para 

realizar artesanías como macetas o sustratos 

de orquídeas y otros helechos herbáceos 

(Palacios & Flores, 1992). Cyathea bicrenata 

en su ambiente natural produce una gran 

cantidad de esporas (69 esporas por soro) 

(Riba, 1981). A pesar del éxito reproductivo 

reflejado en la cantidad de esporas, en 

recorridos in situ en zonas de Hidalgo, se ha 

observado que las poblaciones se encuentran 

representadas por pocos individuos aislados. 

En su ambiente natural los gametofitos 

desarrollados son muy sensibles a los 

cambios de humedad ambiental, así como a la 

competitividad por nutrimentos y espacio, lo 

que disminuye el número de individuos que 

llegan a la etapa adulta (Palacios & Flores 

1992; Riaño et al. 2015).  

Vargas & Droste (2014) han abordado 

metodologías para conservar o restaurar la 

riqueza genética, que junto con las especies y 

los ecosistemas conforman la biodiversidad. 

La micropropagación es una opción que ha 

tomado auge, teniendo resultados muy 

notables en la propagación de especies cuyo 

estatus es de posible riesgo de extinción 

(Rodríguez-Trejo, 2005). 

La germinación de las esporas en 

cultivo in vitro es una opción que ha permitido 

obtener numerosos gametofitos. Este método 

proporciona condiciones controladas para la 

propagación de esporofitos y el estudio de la 

biología de las especies. Se han realizado 

numerosos métodos de desinfección de 

esporas de helechos, sin embargo, existe una 

pérdida significativa de esporas durante el 

proceso de desinfección, ya sea por 

contaminación del medio donde se cultivan, o 

porque la mayoría de los métodos son de 

arduo procedimiento. Muchos de estos 

métodos son todavía ineficientes en términos 

de tiempo y pérdida de esporas. El método de 

propagación debe ser específico para cada 

género o especie, tomando en cuenta los 

factores externos que pueden provocar 

contaminación, además, se debe considerar 

la viabilidad de la especie, el tiempo de 

almacenamiento, la concentración y el tipo de 

desinfectante. Es por ello que este trabajo 

tiene como objetivo establecer un método 

adecuado y simple para el desarrollo de 

esporas de helechos arborescentes que son 

extraídos del medio silvestre y que se 

pretenden cultivar de forma in vitro.  

 

Materiales y métodos 

Material biológico 

 La recolecta de frondas de C. bicrenata se 

realizó a la orilla de la carretera México-

Tampico en el municipio de Tlanchinol Hgo. 

Se registró la ubicación geográfica del punto 

de muestreo con un GPS (20° 55’ 06’’ N y 98° 

41’ 55’’ E) con una altura registrada de 1476 

m s.n.m.  Se colectaron frondas fértiles, las 

cuales se colocaron en hojas de papel 

periódico. Se guardaron a temperatura 

ambiente a 24 °C ± 4 °C durante tres 

semanas, hasta que se observó dehiscencia 
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de los esporangios que liberaron las esporas. 

Posteriormente, se tamizaron en una malla de 

62 µm. 

 

Métodos de desinfección 

Método de Dyer (1979) 

 El método para la desinfección de esporas 

de helechos de Dyer (1979), consistió en 

pesar 50 mg de esporas que fueron 

depositadas en tubos previamente 

esterilizados a los que se le añadieron 25 ml 

de solución de benomil (1.5 g L-1), se colocó 

en una centrifuga Damon/ IEC modelo 41125 

a 1500 x g durante 5 min.  Posteriormente, se 

utilizó una solución de NaOCl (0.02, 0.04, 

0.06, 1, 2, 35 y 50 %) más dos gotas de tween 

80 y tiempos de exposición de 5, 10, 15 y 20 

min. Se hicieron tres lavados con agua 

destilada esterilizada. 

Método del filtro 

 Consistió en pesar 50 mg de esporas que 

se colocaron en paquetes hechos con discos 

de papel filtro Whatman del número 40 que 

fueron depositados en viales especiales de 

centrifuga previamente esterilizados, se 

añadieron 25 ml de solución de benomil (1.5 g 

L-1), se centrifugaron a 1500 x g durante 5 min. 

Consecutivamente se utilizó una solución de 

NaOCl con dos gotas de tween 80 usando las 

concentraciones de NaOCl (0.02, 0.04, 0.06, 

1,2 y 50 %) y tiempos de exposición de 5, 10, 

15 y 20 min. Se hicieron tres lavados con agua 

desionizada esterilizada.  

 

Método por aspersión de etanol  

 El tercer método empleado fue la 

aspersión de etanol que consistió en pesar 50 

mg de esporas que fueron depositadas en 

discos de papel filtro esterilizado. 

 Se asperjó etanol al 96 % durante 30 min. 

Una vez desinfectadas las esporas con los 

tres tratamientos de desinfección se cultivaron 

en cajas de Petri de 9 cm de diámetro con 

medio de Murashige & Skoog (1962) al 100 % 

con pH ajustado con HCl o NaOH al 1N: 4.0 

4.5, 5.0, 5.5, 6.0 y 6.5. Las cajas de Petri se 

sellaron con plástico. El experimento se 

mantuvo en un cuarto de incubación con una 

temperatura de 24 º C ± 4 º C, con fotoperiodo 

de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad. El 

experimento se realizó por cuadruplicado. 

 

Porcentaje de germinación 

El porcentaje de germinación se 

estimó en cada caja de Petri se utilizaron los 

rangos empleados en la escala de Braun-

Blanquet (1979), según la metodología 

utilizada por Narváez et al. (2013) y Ruíz et al. 

(2015), que consistió en evaluar de manera 

indirecta según el grado de cobertura de 

gametofitos desarrollados en la caja de Petri. 

Se consideró un intervalo de valores de 1 a 5. 

Donde 1= cobertura menor al 5 %; 2= 

cobertura del 5 al 25 %; 3 =cobertura del 25 al 

50 %; 4= cobertura del 50 al 75 % y 5= 

cobertura igual o superior al 75 %. Se estimó 

el porcentaje obtenido por medio de los 

rangos empleados (1 a 5) según la escala de 

Braun Blanquet y se obtuvo la mediana de 

frecuencias. 

 

Desarrollo del gametofito 

Para evaluar el desarrollo de la 

espora hasta la fase de gametofito, se 
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cultivaron las esporas en 20 ml del medio de 

Murashige y Skoog (1962) con pH de 5.7 

(ajustado con solución de NaOH al 1N) en 

cajas de Petri de 9 cm de diámetro (24 

repeticiones). El método utilizado para la 

desinfección de las esporas fue el Dyer 

(1979), con una concentración de NaOCl al 35 

% con un tiempo de exposición de 5 min. 

La observación de los gametofitos se 

realizó durante 43 días, cada semana se 

observaron en un microscopio invertido 

(marca Zeiss Primo vert). Para este 

procedimiento se realizó, una preparación de 

20 gotas de medio MS de las cajas de Petri, 

se tomó una gota y se colocó en un 

portaobjetos, encima de esté un cubreobjetos. 

Se hicieron observaciones con el objetivo de 

40 X y 20 X después de 30 días. El 

seguimiento de su desarrollo inició desde la 

fase de espora hasta la formación del 

gametofito. 

 

Resultados y discusión  

El mejor método para la desinfección 

de las esporas, sin dañar su viabilidad fue el 

método de Dyer (1979), con una 

concentración de NaOCl al 35 % en los 

tiempos de exposición de 5 y 10 min. Es 

importante mencionar que, con este mismo 

método, pero con tiempos de exposición de 15 

y 20 min no existió contaminación del medio. 

Sin embargo, hubo daño en la viabilidad de las 

esporas, por lo tanto, no existió germinación. 

Narváez et al. (2013) concluyeron que la 

exposición de las esporas a tiempos 

prolongados con agentes desinfectantes, 

puede alterar la composición química de la 

pared celular, la membrana y por lo tanto la 

germinación. De acuerdo a Narváez et al. 

(2013) el empleo de soluciones desinfectantes 

puede afectar la capacidad de germinación de 

las esporas, afectando su viabilidad.  Este 

concepto es confirmado por Simabukuro et al. 

(1998) quienes afirman que la esterilización 

química de las esporas puede mermar su 

capacidad de germinación. Por otro lado, 

aunque el método de Dyer fue el método más 

efectivo para la germinación de las esporas, 

resultó ser un método que propiciaba la 

perdida de esporas durante los enjuagues con 

agua estéril. Hua et al. (2009) probaron un 

método de centrifugación similar al de Dyer 

(1979), donde se encontraron con la 

problemática de que las esporas libres en el 

vial tienden a caer cuando se vierte la solución 

de desinfectante y al realizar los lavados con 

el agua estéril. Es importante mencionar que 

sus resultados contrastan con esta 

investigación al reportar 0 % de 

contaminación. 

Al utilizar el método de desinfección 

del “filtro”, no se reportó perdida de esporas 

durante el proceso de desinfección, ya que las 

esporas se mantuvieron dentro de los 

paquetes del papel filtro. Sin embargo, los 

resultados reportan contaminación de hongos 

y bacterias al 100%, por ende, se vio inhibida 

la germinación de esporas. Estos resultados 

contrastan con lo que reportan Hua et al. 

(2009) quienes diseñaron el método del “filtro” 

para la desinfección de esporas de helechos 

de Adiantum reniforme var. Sinense y 

experimentaron con dos tipos de 

desinfectantes (HgCl2 y el NaOCl) y 
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concluyeron que el mejor desinfectante fue el 

NaOCl. Cuando esterilizaron las esporas a 

través de paquetes, reportan que no hubo 

pérdida mayor de esporas, debido a que la 

mayoría de las esporas se mantuvieron dentro 

de los paquetes. Así concluyeron que la 

pérdida de esporas es mínima, no hay 

contaminación y se presentan los mayores 

porcentajes de germinación, de entre 60.8 y 

62.2 %. En el método de aspersión de etanol 

no hubo germinación debido a que presentó 

contaminación del 100 % en todas las 

unidades experimentales. Caso contrario a lo 

que reportan Narváez et al. (2013) que el 

método de aspersión de etanol no causo 

efectos adversos en el índice de germinación. 

Los mejores resultados para la 

estimación de cobertura vegetal se obtuvieron 

conjugando tres variables: el tiempo de 

desinfección, la concentración de NaOCl y el 

pH, se lograron los mejores resultados en pH 

de 5, con un tiempo de exposición de 5 min a 

una concentración de 35 % de NaOCl (Figura 

1). Muchos helechos germinan y se 

desarrollan mejor en pH ligeramente ácido, 

con una temperatura de 25 °C, en condiciones 

húmedas (Nondorf et al. 2003). El pH 

determina la solubilidad y por tanto la 

asimilabilidad o disponibilidad de los 

nutrientes minerales, así como de la 

capacidad que las esporas tomen estos 

elementos para el proceso de germinación. El 

pH juega un rol determinante en la 

germinación de las esporas, por lo que 

esporas cultivadas en pH de 6.0 y 6.5 no 

germinaron (Figura 1).  

 

Figura 1. Índice de cobertura de germinación de esporas de C. bicrenata, en cuatro tiempos de 

exposición en NaOCl (35 %) a diferentes pH. Donde 1= Cobertura menor al 5 %; 2= Cobertura del 5 

al 25 %; 3 =Cobertura del 25 al 50 %; 4= Cobertura del 50 al 75 % y 5= Cobertura igual o superior al 

75 %.  



 

               BioTecnología, Año 2019, Vol. 23 No. 1  28 
 

La germinación de las esporas de C. bicrenata 

se inició a los 30 días después de su cultivo y 

continuó hasta los 46 días. La germinación fue 

ecuatorial del tipo Cyathea formándose dos 

células una de las cuales desarrolla el rizoide 

y la otra el filamento germinal, originando 

filamentos cortos de dos a seis células (Nayar 

& Kaur, 1971; Pérez-García et al. 1995). 

Narváez et al. (2013) reportaron que los 

primeros indicios de germinación de Cyathea 

caracasana se presentaron en un periodo de 

18 a 22 días. El filamento germinativo de C. 

bicrenata es corto con hasta tres rizoides 

(Figura 2b). A los 43 días hubo aparición de 

dos hileras de células que dan origen al 

prótalo (Figura 2c y 2d). A los 53 días se 

presentó la formación laminar. Se formó un 

gametofito cordiforme (Figura 2e). El 

desarrollo del prótalo fue del tipo Adiantum 

(Mendoza et al. 1997), una célula 

meristemática se establece sólo cuando el 

talo tiene cuatro o cinco células de grosor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 2. Desarrollo de la espora hasta la fase de 

gametofito. a) Espora  trilete de C. bicrenata a los 

cuatro días (40 X) b) Espora germinada de C. 

bicrenata a los 30 días después de su cultivo (40 

X) c) Formación de rizoides y desarrollo de 

células de C. bicrenata a los 43 días después de 

su cultivo (20 X) d) Elongación y formación de 

gametofito e) Prótalo a los 53 días f) Masa de 

gametofitos laminares en medio MS sólido g) 

Cultivo de esporas en medio MS con pH 5 en dos 

tiempos de desinfección izq. 5 min, der. 10 min. 
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Conclusiones 

La información generada en este 

estudio nos permitió conocer el desarrollo de 

la espora hasta la fase gametofítica, el pH 

adecuado donde se presentó mayor 

porcentaje de germinación que fue de 5 

seguido por el 5.5, por el contrario los valores 

de pH de 6.0 y 6.5 no inducen la germinación 

de esporas de C. bicrenata. Por lo cual se 

concluye que esta especie prefiere pH 

moderadamente ácido para la germinación y 

el desarrollo de prótalo. Así como, también, el 

mejor método para desinfección de esporas 

que fue el de Dyer con NaOCl al 35 %, y el 

tiempo de exposición del NaOCl entre 5 y 10 

min. Se estableció el protocolo adecuado en 

la desinfección y el cultivo in vitro de Cyathea 

bicrenata. protocolo que puede ser empleado 

en el cultivo in vitro de otros helechos 

arborescentes.  
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