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RESUMEN

La subtribu Ponerinae es un grupo de orquideas neotropicales, perteneciente a la tribu
Epidendreae (Epidendroideae). Comprende 22 especies y cuatro géneros (Helleriella, Isochilus,
Nemaconia y Ponera). En este estudio, se examiné la estructura anatémica foliar de nueve
especies de la subtribu Ponerinae mas Bletia purpurea y Epidendrum nocturnum de las
subtribus Bletiinae y Laeliinae respectivamente, para evaluar el potencial de los caracteres
anatoémicos para reconstruir las relaciones filogenéticas del grupo. Para estudiar los atributos
de la superficie foliar, se utiliz6 la microscopia electrénica de barrido (MEB) y para observar
los tejidos internos se utilizé6 microscopia de luz. Se exploraron las relaciones filogenéticas de
estas especies, mediante andlisis cladisticos de secuencias de ADN, provenientes del genoma
nuclear y del cloroplasto: el espaciador interno transcrito (ITS) y del cloroplasto, el espaciador
intergénico trnHGUG-psbA. Adicionalmente, se analizaron 13 caracteres estructurales. Se
analizaron los cambios evolutivos de los caracteres estructurales, posiblemente ocurridos en
la subtribu Ponerinae, en el marco de la hipétesis filogenética resultante del analisis
combinado. Algunos de estos se discutieron como el tipo de tallo, las marcas en la lamina
foliar y la forma de las flores.

Anatémicamente, los representantes de Ponerinae fueron mas similares a Bletia. purpurea que
a Epidendrum nocturnum. La marca es una depresion de algunas hileras de células que solo
afecta el tejido epidérmico y la prominencia media es un levantamiento del nivel de la ldmina
que bordea un area triangular. Ambas se originan por una presion de la regién de absicién de
una vaina precedente sobre la lJamina siguiente en desarrollo.

En la mayoria de los andlisis, Ponerinae se obtuvo como un grupo monofilético cuyos linajes
corresponden a la clasificacion intragenérica previa. Practicamente todos los caracteres

estructurales se recuperaron como sinapomorfias en varios niveles.

Palabras clave: Ponerinae; Orchidaceae; anatomia foliar, marca; filogenia; ITS;

trnHGUG-psbA.



ABSTRACT

The subtribe Ponerinae is a group of Neotropical orchids that belongs to the
Epidendeae tribe (Epidendroideae). It comprises 22 species and four genera (Helleriella,
Isochilus, Nemaconia and Ponera). In this study, the foliar anatomical structure of nine species
from this subtribe in addition to Bletia purpurea and Epidendrum nocturnum, from the subtribes
Bletiinae and Laeliinae, respectively, were examined for the evaluation of the character
potential in the reconstruction of phylogenetic relationships of the group. To study the
attributes of the foliar surface we used the Scanning Electron Microscopy (SEM) and to
observe the internal tissues we used the Light Microscopy. The phylogenetics relationships of
the species cited above were explored, through the cladistics analysis of DNA sequences from
nuclear and chloroplast genome: the internal transcribed spacer (ITS) and the trnHGUG-psbA
intergenic spacer. Additionally, 13 structural characters were analyzed. The evolutionary
change of structural characters, that possible occurred in the subtribe Ponerinae, were
analyzed under the phylogenetic hypothesis obtain from the combine analysis. Some of these
characters, like stem type, foliar blade mark, and flower shape, were discussed.
Anatomically, the representatives of Ponerinae were more similar to Bletia purpurea than
Epidendrum nocturnum. The mark is a depression of some rows of cells, that only affect the
epidermal tissue. The medial prominence is an elevation of the blade surface that surrounds a
triangular area. Both of them are originated by oppression of the abscission region of a
preceding sheath on the next developing blade. In most of the cladistics analysis Ponerinae
was obtained as a monophyletic group, and their internal lineages match the previous
intrageneric classification. Practically, all the structural characters were recovered as

synapomorphies at various taxonomical levels.

Key words: Ponerinae; Orchidaceae; foliar anatomy, mark; phylogeny; ITS;

trnHGUG-psbA.
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INTRODUCCION GENERAL

La subtribu Ponerinae es un grupo de orquideas epifitas ampliamente distribuido en
América tropical, comprende 22 especies, repartidas en los géneros Isochilus, H., Nemaconia y
Ponera. Diecinueve de esas especies se localizan en México (Soto, 2005). La distribucion
geografica de la subtribu, con todos los géneros en México y Guatemala y una baja
diversidad en Sudameérica (Fig. 1) sugiere que podria ser un relicto de la flora boreotropical
terciaria de Norteamérica, junto con Coeliinae, Bletiinae y Chysiinae (Soto y Salazar, 2004).
Los miembros de Ponerinae habitan principalmente selvas lluviosas tropicales, bosques
htimedos de encino, pino-encino, pino-encino-Liquidambar y bosque mesofilo de montaria, en
un intervalo altitudinal que va desde 0 a 2800 m s.n.m (Cuadro 1).

Actualmente la subtribu forma parte de la tribu Epidendreae en la subfamilia
Epidendroideae (Chase et al., 2003), clasificacién fundamentada en el estudio filogenético
molecular realizado por van den Berg et al., (2000 y 2005), donde el clado de Ponerinae se

encontré apoyado fuertemente (PB=100) siendo hermano de Bletiinae.

MORFOLOGIA DE LAS ESPECIES DE PONERINAE

Las especializaciones vegetativas y florales de esta subtribu son muy pocas en
comparacién con otras subtribus de Epidendreae, como Laeliinae y Pleurothallidinae, que
presentan un gran numero de especies, gran variedad de formas de crecimiento, de
adaptaciones a diferentes ambientes y de sindromes de polinizacién.

Las especies de Ponerinae son plantas cespitosas con crecimiento simpodial de
apariencia graminoide y presentan raices muy gruesas y carnosas que forman la mayor parte
de la biomasa de la planta. Tienen tallos tipo cafia envueltos totalmente con vainas que con el
tiempo se vuelven escariosas y caedizas y hojas a lo largo de éstos. Las plantas de Ponera son
las mas pequenas y delicadas de los miembros de la subtribu, luego se encuentran las de
Isochilus y N. dressleriana y por ultimo las més robustas y grandes pertenecen al resto de las
nemaconias y las especies de Helleriella, cuyos tallos llegan incluso a ser colgantes debido al
peso de las hojas. Los tallos son simples en Isochilus y Ponera, pero en Helleriella y Nemaconia el
crecimiento es méds complejo porque pueden presentar simpodios erectos que se originan en

los médulos viejos cuando se han caido las hojas. (Fig. 1P).



Cuadro 1. Especies de Ponerinae, distribucién, tipos de vegetacion y altitud. El asterisco (*) indica las especies estudiadas

Especie Distribucion Tipos de vegetacion Altitud m s.n.m

*Helleriella guerrerensis Dressler & Hagsater | Gro. Oax. Bosque mesofilo de montafia | 1800-2400

Helleriella nicaraguensis A.D. Hawkes Gua.: El Salv.; Nic.; Hond.; C.R. Pmo—encmo—/L.z quidambar, N 1250-2200
bosque meséfilo de montaha

*Tsochilus alatus Schitr. Oax., Chis; Gua.; Hond ; El Sal,; Pan, | - ino-encino-Liquidambar, g4 160
bosque meséfilo de montafia
Bosque mesofilo de montafa y

Isochilus. aurantiacus Hamer & Garay Oax., Chis; Gua.; El Salv.; Hond.; Nic. | bosque seco de pino-encino- 1800-2800
Arbutus.
Pino-encino hiumedo,

Isochilus bracteatus (Llave & Lex.) Espejo ex. | Sin., Dgo., Nay., Jal., Col., Mich., edo. | vegetaciéon secundaria 1250-2400

Salazar y Soto-Arenas de Méx., Mor., Gro. y Oax. derivada de bosque mesofilo
de montafa

. Selva alta perennifolia, selva
. . . . Tab., Ver., Oax., Chis., Cam., Q.Roo; . .
Isochilus carnosiflorus Lindl. Gua.; Bel; El Sal.; Hond.; Nic.; C.R, medlana subperennifolia 80-1460

inundable

Isochilus chiriquensis Schltr. Chis.; Pan. Pino-encino, encino y bosque | ;450 550
mesofilo de montafia

* Isochilus langlassei Schitr. Gro. Oax. Pino-encino himedo y bosque 1100-2625

mesoéfilo de montana

* [sochilus latibracteatus A. Rich. & Galeotti

Ver., Pue., Gro., Oax., Chis.; Gua.;

Selva alta perennifolia, selva
mediana subperennifolia,

(60)700-1900

Hond.; Nic.; C.R?. bosque de encino y pino
encino
Isochilus oaxacanus Salazar & Soto Arenas Ver., Pue., Oax. Bosque mesofilo de montaria | 1900-2750
Isochilus unilateralis Robins. Hgo., Qro., S.L.P,, Tam. Bosque de encino, pino-encino 1100-1900

y bosque meséfilo de montaria




*Nemaconia dressleriana (Soto Arenas) van

den Berg, Salazar & Soto Arenas Mor. Bosque de pino-encino 1900-2250
) Bosque mesofilo de montania -

Nemaconia_glomerata (Correll) van den Berg, Oax., Chis; Gua.; El Salv. Liquidambar y bosque mesoéfilo | 1400-2300

Salazar & Soto Arenas de montaiia

*Nemaconia graminifolia (Knowles & Westc.) . . .

van den Berg, Salazar & Soto Arenas Ver., Oax., Chis. Bosque de pino-encino 1400-1980

Nemaconia longipetala (Correll) van den Edo. de Méx... Gro.. Oax Bosque de pino-encino y 2950

Berg, Salazar & Soto Arenas ’ v ' mesofilo de montaria

Nemaconi pellita (Rchb. f.) van den Berg, Chis.- Gua.: El Salv Bosque de encino himedo y 1800-2700

Salazar & Soto Arenas

mesdfilo de montaria

*Nemaconi striata (Lindl.) van den Berg,
Salazar & Soto Arenas

Ver., Tab., Pue., Oax., Chis., Camp.,
Q.Roo; Bel; Gua.; Nic.; C.R,; Bol,; Bras,;
Per.

Selva alta perennifolia, selva
mediana subperennifolia,
bosque de pino encino

(0) 120-1400

Jal., Col., Gro., Mich., Mor., Edo. de

Bosque de pino-encino y

Ponera exilis Dressler Mé encino hiimedo y bosque 1900-2700
X mesoéfilo de montana
*Ponera juncifolia Lindl. Ver., Pue., Hgo., Oax., Chis; El Salv. Bosque de pino-encino y 1600-2150

bosque meséfilo de montana




La produccién de nuevos brotes a partir de las yemas de renuevo y/o de reserva en la
mayorfa de las orquideas terrestres y epifitas casi siempre es anual, pero parece que las
plantas de Isochilus y Ponera, no siguen este patrén convencional de crecimiento. En estas
plantas, frecuentemente se producen més de un brote en sucesién al afio, pero la periodicidad
con la que normalmente se producen no se conoce. Por tal motivo, y aunado a que una planta
puede presentar varios frentes de crecimiento, se pueden observar brotes de varias edades,
proporcionando a la planta un aspecto prolifico. Por otro lado, generalmente la floracion
ocurre en los brotes que van madurando, debido a que cada médulo tiene crecimiento
determinado.

Las hojas se localizan a lo largo de los tallos, son disticas, arqueadas o rectas, lineares,
lanceoladas o elipticas y generalmente quilladas en el envés. Presentan en todas las especies,
excepto en las especies de Helleriella, una o dos marcas transversales aproximadamente a la
mitad de la lamina foliar; la marca proximal tiene por encima un drea céncava-convexa mas
o menos de forma triangular. Las laminas foliares se encuentran articuladas a vainas foliares
tubulares, ya sea lisas o verrucosas. En Isochilus hay una densidad heterogénea de verrugas a
lo largo de las vainas del tallo; las vainas basales tienen verrugas conspicuas y abundantes (al
igual que las catéfilas que envuelven el rizoma) y las verrugas disminuyen gradualmente en
tamafio y densidad hacia el apice del tallo. En Nemaconia y Ponera generalmente todas las
vainas del tallo son lisas, 0 si son verrucosas mantienen mas o menos la misma densidad y
tamafio de las verrugas.

En Isochilus y Ponera la inflorescencia es apical, simple, distica o subsecunda y en las
especies de H. y Nemaconia es apical y/o lateral y la disposicion de las flores es en espiral. Las
inflorescencias laterales se originan a lo largo de los tallos, en los nudos de las hojas que ya se
han caido y los tallos contintan floreciendo por varios afios (Soto, 2005). En Isochilus las flores
son pequefias, sucesivas o simultaneas, tubulares, de color blanco, rosado, lila, magenta, o
anaranjado. Mientras que en Helleriella., Nemaconia y Ponera, las flores son campanuladas
subglobosas, amarillentas o verdosas con las venas o manchas de color parpura. En Isochilus
las bracteas florales inferiores son semejantes a laminas foliares, mientras que en los demaés
géneros, son ovadas, triangular-ovadas o suborbiculares (Fig. 1. I, F)

Los sépalos laterales estdn unidos entre si en mayor o menor grado y forman un
menton; en Isochilus el sépalo dorsal estd unido a los laterales y éstos estdn unidos entre si a

su vez hasta % partes de su longitud. En Helleriella y Nemaconia los sépalos laterales estan



unidos en la base y al pie de columna y en Ponera los segmentos florales estdn libres. La
superficie exterior de los sépalos puede ser lisa, verruculosa, escamosa o con tricomas. El
labelo es ungitiiculado con callo inconspicuo o ausente y lamina entera o lobada, con
glandulas de néctar en la base. En Isochilus la base del labelo forma un nectario sigmoideo
prominente y en el resto de los géneros el labelo es fuertemente arqueado formando un
nectario somero (Fig. L, C). La columna es semiterete o claviforme, tridentada, sin alas o con
alas inconspicuas, con la antera apical e incumbente. El polinario estd constituido por cuatro
polinios obovoides unidos por caudiculas granulosas.

Actualmente la delimitacién de los géneros y especies en la subtribu Ponerinae es
clara. En Isochilus ha existido cierta confusion en la distincion de las especies, ya que varios de
los taxa ahora reconocidos se consideraban anteriormente sinénimos de I. linearis R. Br.
(Salazar, 2005). Quiza el motivo principal por el que ocurria esto es porque las flores de las
especies de Isochilus son bastante homogéneas y las diferencias entre las especies se
encuentran principalmente en el porte general de las plantas (i.e. tamatio y agregacion de los
modulos y posicién de las hojas con respecto al tallo), las inflorescencias (qué tan compactas
o laxas son) y otras caracteristicas tales, como la relacion entre largo/ancho de la hoja, el color
de las flores y su disposicién (distica o subsecunda) y la forma del nectario, que permiten

identificar con relativa facilidad a los taxa (Salazar, 2005).

JUSTIFICACION DE ESTE TRABAJO

Tradicionalmente la delimitacion de la subtribu Ponerinae, como la de muchos otros
grupos de orquideas (i.e. la Oncidiinae. Dressler 1981; Spiranthinae; Garay, 1982; Burns-
Balogh, 1986) se ha fundamentado exclusivamente en caracteres florales. El caracter
morfolégico utilizado para definir Ponerinae histéricamenteha sido la presencia de un pie de
columna prominente, pero este caracter se presenta también en otros géneros epidendroides,
como Domingoa, Nidema'y Scaphyglottis, pertenecientes a la subtribu Laeliinae (van den Berg et

al., 2005).

Las flores de las orquideas estan adaptadas para la polinizacién y probablemente se
modifican facilmente durante el curso de su evolucién en respuesta a la presiéon de seleccion
ejercida por el polinizador. Por lo tanto, las flores adaptadas al mismo tipo de polinizador

pueden tener apariencia general muy similar, por lo que no es prudente seleccionar un solo



cardcter floral para emitir juicios sobre las relaciones de los taxa, especialmente cuando dicho
caracter estd involucrado en la polinizaciéon (Williams, 1974). Entonces, es necesario
considerar todas las fuentes posibles de informacién y no restringirse a determinados tipos

de caracteres.

El estudio de la forma y estructura interna de los tejidos y 6rganos vegetales es una
fuente clasica de datos utilizada en la sistemdtica de varios grupos de plantas. Estos datos
anatémicos con frecuencia son de gran utilidad para resolver las relaciones filogenéticas, ya
que ayudan a establecer la homologia de los caracteres y a interpretar su polaridad (Stuessy,
1990). En la familia Orchidaceae el estudio de la anatomia vegetativa puede ser ttil a

distintos niveles jerarquicos (Pridgeon, 1999).

Los caracteres anatémicos de la hoja potencialmente ttiles para la determinacion de
las relaciones taxonémicas en las orquideas incluyen atributos de la superficie de las hojas
como grosor de la cuticula, presencia y tipo de tricomas, distribucién de los estomas, y
caracteres internos como la presencia o ausencia, tipo y ndmero de haces vasculares,
presencia de hipodermis, grosor de la pared de las células hipodérmicas, presencia de células
con engrosamientos espiralados en el mesofilo, arreglo del mesofilo, presencia y tipo de

estegmatas (Williams, 1974 ; Pridgeon, 1987; Pridgeon, 1999).

Como se mencioné anteriormente el 90% de las especies de la subtribu Ponerinae se
distribuyen en México y la mayoria de éstas se encuentran cultivadas en la coleccion de
plantas vivas del Herbario AMO y en la colecciéon particular del Dr. Gerardo Salazar y
disponibles para su estudio.

A pesar de que los géneros y las especies de la subtribu Ponerinae se pueden
reconocer facilmente por medio de sus caracteristicas vegetativas y florales, no se han
realizado estudios estructurales de otra indole, por ejemplo sobre morfologia comparativa,
anatomia, biologia reproductiva, entre otros. Por lo tanto, en este estudio se examinaron los
caracteres anatomicos de la hoja, con el objetivo de explorar otro tipo de caracteres
diagnosticos de la subtribu, realizando la caracterizacion anatémica de algunas especies de la
subtribu. Debido al escaso conocimiento acerca de la naturaleza de las marcas en la lamina
foliar, también se estudiaron desde el punto de vista anatémico, compardndolas con la
anatomia de la regién de absicion, porque es la tinica estructura parecida a simple vista a la

marca. Finalmente se determinaron los caracteres variables a través de las especies



estudiadas para optimizarlos en una filogenia molecular y conocer los cambios evolutivos

dentro de la subtribu.

Figura 1. Distribucién, aspecto de las plantas, raices, vainas foliares verrucosas,
inflorescencias y flores en la subtribu Ponerinae. Abreviaturas. C= columna, F= flor, H= hoja,
I = inflorescencia, L= labelo, M= moédulo, P= plantas, R= raices, TR= tallo ramificado,

V= vainas.



En este trabajo las preguntas que se quieren responder son las siguientes: 1) ;Los
caracteres macromorfolégicos y anatémicos de la hoja apoyan el reconocimiento de los
géneros? 2) ;La marca foliar presenta caracteristicas de una regiéon de absiciéon? 3) ;Existen
caracteres anatomicos foliares que constituyan sinapomorfias de grupos de especies
monofiléticas en la subtribu Ponerinae? 4) ;Coémo han cambiado las caracteristicas

anatomicas de la hoja en este clado?

OBJETIVOS

a) Realizar la caracterizaciéon anatémica foliar de especies pertenecientes a los cuatro
géneros de la subtribu Ponerinae y un representante de Bletiinae y otro de Laeliinae con fines
comparativos.

b) Determinar la anatomia de las marcas presentes en la lamina foliar y compararla
con la anatomia de la linea de abscisiéon en los diferentes géneros que comprenden la
subtribu.

¢) Analizar los cambios en la anatomia foliar de los miembros de la subtribu
Ponerinae en el marco de la filogenia molecular y discutir la posible secuencia de cambios

evolutivos ocurridos en este linaje.

ESTRUCTURA DE LA TESIS

Para responder a cada uno de los objetivos planteados, este estudio se dividi6 en tres
capitulos separados, pero complementarios. En cada capitulo se presenta un resumen,
introducciéon, métodos, resultados, discusién y conclusiones y al final se presenta una
discusion y conclusiones generales. El capitulo 1 hace referencia a la anatomia de las laminas
foliares de nueve especies de la subtribu y con fines comparativos se incluy6é una especies del
linaje hermano representado por B. purpurea y otra especie mas lejanamente relacionada que
pertenece a la subtribu Laeliinae, E.nocturnum. En este sentido, se realizaron observaciones de
la superficie foliar en el MEB y ademas de los tejidos internos en microscopia de luz.

En el capitulo 2, nuevamente se retom¢ la anatomia de las laminas foliares, pero
enfocdndose en los cambios anatémicos que ocurren en la transicién de los tejidos de la
marca y fuera de la influencia de la marca, compardandola con la anatomia de la region de

absicién. Asi se pudo evaluar si existia algtin parecido entre los tejidos de la marca y la regién



de absicion. A la luz de estos resultados se realiz6 una propuesta del mecanismo de
formacion de las marcas y su drea asociada, denominada aqui prominencia media.

En el capitulo 3, se examinaron las relaciones filogenéticas de la subtribu Ponerinae,
utilizando dos regiones de ADN, una del genoma del cloroplasto (trnHGUG-psbA), otra del
genoma nuclear (region ITS) y los caracteres que resultaron variables entre los representantes
de la subtribu, los cuales se optimizaron en dicha filogenia para analizar y discutir las vias

mas parsimoniosas de su evolucion.
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CAPITULO 1.

ANATOMIA FOLIAR DE ALGUNOS REPRESENTANTES DE
PONERINAE.

RESUMEN

En este capitulo se presenta la descripcion macromorfolégica de nueve especies de la
subtribu Ponerinae y anatémica de la ldmina foliar y las vainas de estas espcies y de B.
purpurea y E.nocturnum y se identifican los caracteres anatémicos variables asi como los que
posiblemente distinguen a la subtribu y a los géneros. Las muestras se prepararon para
observarse en microscopio electronico de barrido y microscopio de luz. Las células
epidérmicas de ambas superficies son de forma cuadrada, rectangular o poligonal con
paredes anticlinales rectas, con la curvatura de la pared periclinal plana, convexa (de domos
bajos y altos) o concava. Los aparatos estomaticos se encuentran en la epidermis abaxial, son
de tipo anomocitico, y superficiales en la mayoria especies estudiadas, en B. purpurea son
diaciticos y en Nemaconia son tetraciticos y hundidos. La superficie externa de la cuticula se
encuentra revestida por dos estructuras de ceras epicuticulares, las costras y las placas. El
mesofilo es homogéneo, excepto en Nemaconia y E. nocturnum que tienen mesofilo esponjoso
y en empalizada. Se presentan fibras no vasculares solitarias en el mesofilo de la hoja en los
miembros de la sutribu Ponerinae, mientras que en B. purpurea no existen y en E.nocturnum
las fibras estan agrupadas en haces. Los haces vasculares son colaterales y se encuentran en
la parte media del meséfilo en un solo estrato en Ponerinae y en B.. purpurea, pero en
E.nocturnum existen varios estratos. En las especies estudiadas se presentan inclusiones
minerales de oxalato de calcio, incluyendo formas como rafidios, drusas, prismas y

lenticulares y de silicatos en forma de estegmata.
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INTRODUCCION

La subtribu Ponerinae es un grupo de orquideas epifitas exclusivamente neotropical
perteneciente a la tribu Epidendreae dentro de la subfamilia Epidendroideae (Chase et al.,
2003). Los limites y relaciones de la subtribu reconocidos por diferentes taxénomos han
variado considerablemente debido a la escasez de caracteres morfolégicos que la definan. Los
géneros que ahora conforman Ponerinae han sido ubicados anteriormente en Laeliinae
(Dressler, 1993); sin embargo, un estudio filogenético molecular reciente (van den Berg et al.,
2000) mostré que Ponerinae es un grupo monofilético hermano de Bletiinae.

La delimitacion de la subtribu Ponerinae actualmente incluye 22 especies y cuatro
géneros, distribuidos desde México hasta Sudameérica, aunque su centro de diversidad se
encuentra en México (Soto, 2005). Las plantas de Ponerinae son cespitosas con apariencia
graminoide, raices masivas que forman la mayor parte de la planta y tallos delgados como
cafas, envueltos completamente por vainas articuladas a las ldminas de las hojas por una
linea de dehiscencia. Las flores son pequefias, tubulares o campanuladas, presumiblemente
polinizadas por abejas o colibries.

Se han realizado varios trabajos sobre la anatomia de los diferentes grupos de
orquideas, los cuales tratan de anatomia puramente descriptiva o aquellos en que las
caracteristicas anatémicas se utilizan para discutir relaciones filogenéticas en todos los
niveles de la jerarquia taxondmica: a nivel subfamiliar (e.g. Moller y Rasmussen, 1984), tribal
(e.g. Spiranthoideae. Stern et al., 1993), subtribal (e.g. Caladeniinae. Pridgeon, 1994) y genérica
(e.g. Maxillaria. Holtzmeier et al., 1998). Sin embargo, la informacién sobre la anatomia foliar
de la subtribu Ponerinae es escasa y no existen trabajpos anatémicos completos y detallados.
Solo hay algunos reportes dispersos, principalmente de Isochilus. Mébius (1887), Baker (1972),
Williams (1979), y Meller y Rasmussen (1984) publicaron datos anatémicos de la hoja, Weltz
(1897) del tallo y Pridgeon et al. (1983) y Porembski and Barthlott (1988) de la raiz. Pero
ninguno de los autores antes mencionados, documentaron la presencia de las marcas en las
laminas foliares. Osterreich (1965) y Hamer (1981) si lo hicieron e incluso el segundo autor
mostré esquemas de las hojas de Isochilus donde se observan las marcas y las areas
triangulares asociadas a éstas y posteriormente Soto (2005) confirmé la presencia de ambas

estructuras.
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Por lo tanto, el objetivo de este estudio fué realizar la caracterizacién anatémica foliar
de los géneros de la subtribu Ponerinae y un representante de Bletiinae y otro de Laeliinae

para compararlos.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron hojas de nueve especies de la subtribu Ponerinae, B. purpurea (Bletiinae)
y E.nocturnum (Laeliinae) de material obtenido de ejemplares vivos mantenidos en cultivo
(Apéndice 1).

Se colectaron tallos con hojas, los cuales por un lado se prensaron y secaron para
observar las ceras epicuticulares intactas y por otro lado se fijaron en FAA (formaldehido
10%, alcohol 50%, agua destilada 35% y acido acético 5%), al menos durante 24 h para
seccionar fragmentos de 1 cm de longitud de la porcién media de la ldmina y de la vaina
foliar para conservarlos en etanol al 50%. Estos fragmentos se destinaron a dos
procedimientos, uno para microscopia electrénica y otro para microscopia de luz. En el
primer procedimiento, los fragmentos de las laminas se deshidrataron en una serie gradual
de etanol (70%, 80%, 90%, 96% y 100%) y se sumergieron en acetona, colocdndolos por
aproximadamente 3 min en un sonicador y manteniéndolos asi por 48 h. Luego se colocaron
en xilol por un periodo minimo de 24 h, para disolver las ceras epicuticulares. Los fragmentos
secos y los deshidratados se secaron a punto critico, se montaron en portamuestras de
aluminio con cinta adhesiva de doble cara de carbono y se cubrieron con una fina capa de oro
para observarlos bajo un microscopio electrénico de barrido Hitachi F-2460N operado a 15
kV.

En el segundo procedimiento para microscopia de luz se siguié la microtecnia
convencional de inclusién en parafina (Johansen, 1940). Una vez incluidos las muestras se
cortaron transversalmente con un micrétomo rotatorio y se observé que los tejidos se
rompian completamente. Por esta razén, con esta técnica solo se hicieron cortes paradermales
de 20 pm de grosor, los cuales posteriormente se tifieron con safranina-verde rapido y se
montaron con resina sintética

Los cortes transversales se hicieron con las muestras fijadas en FAA, colocadas en

medio de un dos fragmentos de zanahoria como medio de soporte, en el micré6tomo rotatorio,
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obteniendo cortes de 50-60 pm de grosor. Los cortes que se separaron con un pincel y se
colocaron en frascos para deshidratarlos y tefirlos también con safranina-verde rapido por
decantacion, y por ultimo montarlos con resina sintética. Las preparaciones fueron
observadas en un microscopio de luz Olympus BX51.

Para la descripcion y andlisis de la ornamentacion de la pared periclinal de las células
epidérmicas se utilizo la terminologia de Atwood y Williams (1979); para la curvatura de la
pared periclinal se us6 la de Barthlott y Hunt (2000); para la topologia de los aparatos
estomaéticos la de Metcalfe y Chalk (1979) y para las ceras epicuticulares la utilizada por

Barthlott et al. (1998).

RESULTADOS

MORFOLOGIA DE LA HOJA DE PONERINAE

En Ponerinae cada tallo tiene de 10 a 20 hojas disticas en toda su longitud. Las hojas
estdn constituidas por una vaina tubular articulada a la ldmina por una regién de abscision
bien definida a través de la cual se desprenden.

Las laminas foliares en la subtribu Ponerinae son caedizas. En Isochilus y Ponera se
caen alrededor de un tercio a un medio de las hojas localizadas en la base de los tallos y el
resto permanece durante més tiempo, pero en H. guerrerensis y Nemaconia pueden llegar a
caerse hasta tres cuartas partes de las laminas a lo largo del tallo, permaneciendo sélo en la
porcién apical; en este tltimo caso, las inflorescencias laterales se presentan en los nudos de
las hojas que se han caido a lo largo del tallo.

Las vainas foliares més viejas, es decir las que se encuentran localizadas hacia la base
del tallo son escariosas, se deshacen en fibras y se caen, mientras que las vainas mas recientes
son folidceas con una lamina foliar reducida. Algunas veces las venas de las vainas se
encuentran muy resaltadas formando quillas, y otras son casi lisas. No obstante, en casi todos
los miembros de la subtribu, la superficie de las vainas foliares presenta verrugas en
diferentes densidades y tamafios. Las laminas foliares son conduplicadas con la mayoria de
las superficies adaxiales mas o menos presentes en el mismo plano, orientadas hacia la parte
apical del tallo, con la nervadura media conspicua y varias nervaduras secundarias menos

evidentes, todas hundidas en el haz y prominentes a veces formando quillas en el envés.
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Las formas, tamafios y texturas de las laminas presentan cierta variaciéon entre los
representantes de la subtribu (Fig. 1.1). Las mds pequefas pertenecen a Ponera, las cuales son
arqueadas lineares, subcoridceas. Las intermedias de tamafio son las de Isochilus cuyas
laminas son ascendentes y rigidas, lineares, estrechamente lanceoladas o elipticas,
generalmente de color verde. Sin embargo, en I. chiriquensis la ldamina de las hojas superiores
estd coloreada de purpura. Las ldminas més largas son las de Nemaconia, arqueadas, linear-
lanceoladas y cartaceo-coridceas y las mas anchas, coridceo-carnosas, arqueadas y elipticas

son las de Helleriella (Soto, 2005).

i\

Figura 1.1 Variacion en forma y textura de las laminas foliares en la subtribu Ponerinae.

A 1. chiriquensis. B. 1. langlassei. C. 1. unilaterales. D. I. major. E. I. bractetaus. F. I. alatus.
G. L latibracteatus. H. I. aurantiacus. 1. P. juncifolia. J. P. exilis. K. N dressleriana. L. N. striata.

M. N. graminifolia. N. H. guerrerensis.

ANATOMIA DE LA LAMINA FOLIAR

Formas de las células epidérmicas
Las células epidérmicas de la superficie adaxial y abaxial no tienen espacios
intercelulares entre si y estan organizadas en evidentes hileras paralelas al eje longitudinal de

las hojas, con las paredes anticlinales rectas, aunque en la abaxial a veces se pierde la

continuidad de las células por la presencia de los estomas.

15



La mayoria de las células de la superficie adaxial de Isochilus y B. purpurea, son de
forma cuadrada, con alguna que otra de forma rectangular o poligonal (Fig. 1.2 A, B, D). En
ambas superficies de Ponera juncifolia y la superficie abaxial de Isochilus, la mayoria de las
células son rectangulares o poligonales y algunas de forma cuadrada dispersas (Fig. 1.2 C, E).
Las células son de forma rectangular y poligonal en la superficie abaxial de H. guerrerensis y
Nemaconia (Fig. 1.2 F-G) y solo poligonales en la superficie adaxial. Se presentan células
epidérmicas poligonales en ambas superficies de E. nocturnum y en la superficie abaxial de B.

purpurea (Fig. 1.2 H-I).

Figura 1.2. Formas de las células epidérmicas. Imdgenes de MEB. A-D. Epidermis adaxial.
Células cuadradas y/o rectangulares. A. I. carnosiflorus. B. 1. langlassei. C. Ponera juncifolia. E-I.
Epidermis abaxial. E-G. Células rectangulares. E. I. langlassei. F. N. dressleriana. G. N.
graminifolia. H-1. Células poligonales. H. E. nocturnum. 1. B. purpurea. Escala: A, B, E, F, G, I=
100 pm; C= 25 pm; D= 200 pm; H= 25 pm.
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Pared periclinal

La pared periclinal de las células epidérmicas es plana, convexa (de domos bajos y
altos) o céncava. Son planas en ambas superficies de H. guerrerensis (Fig. 1.3. A) y la
superficie adaxial de Nemaconia. Son convexas de domos bajos en ambas superficies de
Isochilus (Fig 1.3. C, F), de P. juncifolia, en la superficie abaxial de Nemaconia y, la adaxial de
B. purpurea en cuya superficie abaxial las paredes periclinales son también convexas, pero de
domos altos. En E. nocturnum las paredes periclinales son céncavas en ambas superficies

epidérmicas (Fig. 1.3. I) y solo en la superficie abaxial de N. dresslerianna.

Ornamentacion de la pared periclinal

Las paredes periclinales de las células epidérmicas en las especies de la subtribu Ponerinae y
E.nocturnum son rugosas en ambas superficies epidérmicas. En las especies estudiadas de
Ponerinae las arrugas o pliegues no tienen ningtin patrén particular, es decir, se encuentran
distribuidas sin direccion especifica (Fig. 1.3. B, D, E). Pero en E. nocturnum los pliegues
tienden a ser mds amplios y perpendiculares al eje longitudinal de las hojas (Fig. 1.3. I).
En B. purpurea las paredes periclinales de ambas superficies epidérmicas son irregularmente
reticuladas, cuya red en algunas areas esta delimitada y en otras es abierta (Fig. 1.3. H). En el
Cuadro 1 se presenta una sintesis de las variantes epidérmicas en cuanto a su forma, pared

periclinal y anticlinal, asi como la ornamentacién en ambas superficies.

17



Figura 1.3. Curvatura y ornamentacién de las paredes periclinales. Imagenes de MEB. A-
B. H. guerrerensis. A. Paredes periclinales planas, superficie adaxial. B. ornamentacién
rugosa. C-D. I latibracteatus. C. Paredes periclinales convexas de domos bajos. D.
Ornamentacion rugosa. E-F. 1. carnosiflorus. E. Paredes periclinales convexas de domos
bajos, superficie adaxial. F. Ornamentaciéon rugosa. G-H. B. purpurea. G. Paredes
periclinales convexas de domos bajos, superficie adaxial. H. Ornamentacién
irregularmente reticuladas, superficie abaxial. I. E. nocturnum, paredes periclinales
céncavas, rugosas con pliegues horizontales, superficie adaxial. Escala: A= 20 um; B, D, E,

H=5um; F, G, I= 10 pm.
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Cuadro 1.1. Caracteristicas de las células epidérmicas observadas en MEB: forma celular,

curvatura de la pared periclinal y ornamentacion en las dos superficies epidérmicas

CURVATURA DE LAS ORNAMENTACION DE LA

ESPECIE PAREDES SUPERFICIE
PERICLINALES ADAXIALY ABAXIAL
ADAX./ABAX.
H. guerrerensis Planas Rugosas, sin patrén definido
) C ded . . ..
Isochilus spp. b;l;zexas ¢ domos Rugosas, sin patrén definido

Planas/ convexas de
domos bajos, excepto
N. dressleriana que es
plana/ céncava
Convexas de domos
bajos

Convexas de domos
bajos/

convexas de domos
altos

Nemaconia spp. Rugosas, sin patron definido

P. juncifolia Rugosas , sin patrén definido

B. purpurea Irregularmente reticuladas

Rugosas, con pliegues

E.nocturnum Coéncavas ;
horizontales

Aparatos estomaticos

Los aparatos estomaticos s6lo se encuentran en la epidermis abaxial, son de tipo
anomocitico, ubicados al nivel de las otras células epidérmicas, en H. guerrerensis (1.4. F)
Isochilus (1.4. A-B), P. juncifolia (1.4. D), E.nocturnum (1.4. E) y la forma de los estomas es
circular con el poro estomético eliptico. B. purpurea tiene aparatos estomaticos diaciticos,
células subsidiarias reniformes, las cuales tienen las paredes anticlinales rectas y las
periclinales convexas, estomas elipticos y el poro estomaético linear (1.4. G).

En los cortes transversales se observa que las células oclusivas estan al mismo nivel
que las células epidérmicas adyacentes, son reniformes, aproximadamente del mismo alto
que las células epidérmicas con unos rebordes cuticulares depositados sobre éstas,
generalmente curveados y casi completamente cerrados en la punta polar del estoma
formando una cdmara estomatica en forma de cantaro (Fig. 1.4. C).

Nemaconia presenta estomas encriptados, tetraciticos, de forma eliptica con el poro
estomatico linear. Las células subsidiarias son rectangulares con las paredes anticlinales
onduladas. (Fig. 1.4. H). En los cortes transversales, se observa que las células oclusivas se

localizan por debajo del nivel de las células epidérmicas contiguas, también son reniformes
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muy pequefas, ca. 1/3 del alto de las células subsidiarias. Los aparatos estométicos
presentan dos camaras estomaticas, la mas pequefia equivalente a la que tienen los estomas
de todos los demds géneros y otra, por encima de ésta, mucho mas amplia, tapizada
completamente por la cuticula y separada por los rebordes cuticulares curveados que estan
sobre las células oclusivas. La cuticula se extiende sobre las epidermis y las células
subsidiarias formando los rebordes cuticulares bien desarrollados que sobresalen hacia la

cavidad estomaética (Fig. 1.4. I).

20um

Figura 1.4. Aparatos estomaticos. C,I. Cortes transversales, el resto imagenes de MEB. A-F.
Anomocitico, al mismo nivel que la epidermis, circular, con poro eliptico. A. I. carnosiflorus.
B-C. I latibracteatus. D. P. juncifolia. E. E. nocturnum. F. H. guerrerensis. G. Diacitico,
B. purpurea. H-I Tetracitico, estomas encriptados. H. N. graminifolia. I. N. striata. Abreviaturas.
RC=Rebordes cuticulares. CEl1= cdmara estomética. CE2 =segunda cdmara estomaética.

Escala: 20 um, excepto C=10 um, E= 40 pm.
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Cuadro 1.2. Caracteristicas de los aparatos estométicos en la subtribu Ponerinae, B. purpurea y

E. nocturnum.

FORMA CELULAS SUBSIDIARIAS
FORMA )
ESPECIE DEL NUMERO/ PARED PARED
ESTOMA
PORO FORMA PERICLINAL ANTICLINAL

H. guerrensis Circular eliptico - - -
Isochilus spp. Circular eliptico - - -
Nemaconia spp. Eliptico linear 4 /rectangulares plana ondulada
P. juncifolia Circular eliptico - - -
B. purpurea Eliptico linear 2/reniformes plana recta
E.nocturnum Circular eliptico - - -

Ceras epicuticulares

La superficie externa de la cuticula generalmente se encuentra revestida por ceras
epicuticulares. En el material estudiado se reconocieron dos arreglos de las ceras
epicuticulares: costras y placas (Fig. 1.5.).

Las costras parecidas a hojuelas se consideran como cubiertas de grosor considerable
(méas de 1 pm) y tamafio variable con ornamentacién mas o menos prominente y dispuestas
de manera paralela a la superficie epidérmica (Barthlott et al., 1998). Las costras se observan
en ambas superficies epidérmicas de todos los representantes de la subtribu Ponerinae,
B. purpurea y E. nocturnum, como una capa mdas o menos continua con la superficie irregular,
rugosa (Fig. 1.5. A). En algunas especies como I. alatus, I. latibracteatus, N.graminifolia y
B. purpurea la cubierta de las costras es casi lisa, sin ornamentacion y fracturada en algunas

areas de la muestra (Fig. 1.5. B, C).

Las placas son los cristaloides de cera mas comunes en las plantas que se proyectan
desde la superficie celular, generalmente con una forma, tamario y orientaciéon caracteristica
(Barthlott et al., 1998). Las placas se encuentran en todas las especies estudiadas en ambas
superficies epidérmicas, localizadas encima de las costras y son estructuras planas, de forma
poligonal o redondeadas, con los bordes redondeados y rara vez con los bordes rectos
(Fig. 1.5. D, F). Generalmente las placas se encuentran paralelas a la superficie o parcialmente

inclinadas y algunas veces se aglomeran, proporcionando el aspecto de un liquen folidceo
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(Fig. 1.5. E). En cuanto a su abundancia y distribucién, las placas varian desde escasas y

aisladas (Fig. 1.5. G) hasta numerosas y agregadas (Fig. 1.5. C-E).

Figura 1.5. Ceras epicuticulares en las laminas foliares. A. N. striata, costras en la superficie
adaxial. B. L. alatus, costras en la superficie adaxial. C. N. graminifolia, costras fracturadas en la
superficie adaxial. D. N. graminifolia, placas en la superficie adaxial. E. N. striata, placas en
superficie adaxial. F. B. purpurea, placas en superficie abaxial. Abreviaturas. C= costras.

P= placas. Escala: A, B, E=5 um: C= 50 pm; D= 25 pm; F= 20 pm.
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CORTES ANATOMICOS

Cuticula. En la subtribu Ponerinae la cuticula varia desde lisa hasta muy verrucosa
(ver ornamentacion pared periclinal). Es mds o menos de igual grosor en ambas superficies
epidérmicas (Cuadro 4). Isochilus, P. juncifolia y B. purpurea tienen la cuticula de ambas
superficies epidérmicas mas delgada (Fig. 1.6. A) que las especies de E. nocturnum,
H. guerrerensis y Nemaconia (Fig. 1.6. B). La cuticula de la superficie abaxial de E. nocturnum,
H. guerrerensis y N. dressleriana es mdas gruesa que en la abaxial. Una situacién contraria se
encuentra en N. graminifolia y N. striata cuyas cuticulas abaxiales son mdas gruesas que las

adaxiales (Cuadro 4).

Epidermis. En seccién transversal las células de todas las especies estudiadas son de
forma rectangular o cuadrada en ambas superficies epidérmicas (Fig. 1.6. A-B; Cuadro 4), con
paredes anticlinales rectas de igual grosor y las paredes periclinales externas ligeramente mas
engrosadas, convexas o planas. Las especies de Isochilus presentan las células mas pequefias,
mientras que H. guerrerensis tiene las células mas grandes, pero ningtin miembro de la
subtribu Ponerinae tiene células epidérmicas tan grande como B. purpurea (Cuadro 1.3). Las
células de la epidermis adaxial son més grandes que en la superficie abaxial, excepto en
B. purpurea donde es a la inversa (Cuadro 3). En B. purpurea las células epidérmicas en la
superficie abaxial tienden a ser algo elipticas porque tienen las paredes periclinales convexas

de domos altos (Fig. 1.6. C).

En la superficie adaxial se presentan células buliformes, en la zona correspondiente a
la vena de mayor didmetro, las cuales son células rectangulares, anticlinalmente alargadas,

presentes en N. graminifolia, N. striata 'y P. juncifolia (Fig. 1.6.D).
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Cuadro 1.3. Grosor de la cuticula y dimensiones de las células adaxiales y abaxiales.

Especie

H. querrerensis

I. alatus

I. carnosiflorus

I. langlassei

I. latibracteatus

N. dressleriana

N. graminifolia

N. striata

P. juncifolia

B. purpurea

E.nocturnum

Cuticula

adaxial

(um)

8.0£1.80

4.4+1.54

4.1+1.06

4.0+0.50

4.5+0.72

7.2+0.67

10.7+1.09

7.8£1.19

4.8+1.04

4.8+1.18

7.2+1.59

Cuticula

abaxial

(um)

7.5%£1.3

4.7+0.58

3.3£0.70

3.240.68

4.5+0.86

6.3+£0.87

11.5+2.09

8.9+£1.57

5.0£1.25

4.5+1.48

6.3+0.90

Alto/ancho
de las células
adaxiales (um)
29.7 + 3.81
434+ 742
132+ 426/
253+ 1.63
16.2 £ 3.01
325+ 453
16.6 £ 247
27.7+ 3.52
13.14£2.58
26.4+3.20
24.941.82
32.745.23
23.8+£3.19
27.043.94
19.742.54
27.9+3.26
25.613.66
34.845.84
47.9+11.32
56.2 +7.23
26.9+6.32
47.0+£7.83

Alto/ancho
de las células
abaxiales (um)
33.2+3.49
44.6+5.93
15.04£3.16/
2444412
10.9+1.28
22.1+1.90
12.52+1.69
18.9+2.08
10.6£1.26
20.3+2.92
26.5+2.18/
612.27
30.2+3.30
28.842.42
22.4+3.37
27.1+3.07
13.0+£2.55
24.743.16
61.6+17.70
58.0+18.53
22.01+5.04
37.0£7.30

No. fibras no
vasculares

por mm?

17

276

310

517

517

52

155

94

172
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20pm

Figura 1.6. Células epidérmicas, mesofilo y haces vasculares. A. I. latibracteatus, células
rectangulares y cuticula delgada (adax.). B. N. dressleriana, células cuadradas con cuticula
muy gruesa (adax.). C. B. purpurea, células elipticas con cuticula delgada (abax). D. N. striata,
células buliformes. E. I. latibracteatus, mesofilo esponjoso. F. P. juncifolia, fibras no vasculares
dispersas en el mesofilo. G. N. striata, fibras no vasculares, luz polarizada. H. Mesofilo
bifacial con parénquima empalizada conspicuo, dos estratos de haces vasculares y cuatro
estratos de haces de fibras no vasculares. I. B. purpurea, haz vascular colateral de la vena de
mayor grosor. Abreviaturas: CB= células buliformes. FNV= fibras no vasculares.
HFNV= haces de fibras no vasculares. HV= haces vasculares. Escala: A=10 um; B, C, E, F, G=
20 pm; D= 100 pm; H= 200 um; I= 50 pm.
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Mesofilo. Es homogéneo, excepto Nemaconia y E. nocturnum que tienen mesofilo
bifacial. El parénquima de las especies de la subtribu Ponerinae y B. purpurea es compacto y
estd formado por 5 a 10 estratos de células clorenquimatosas de paredes delgadas (Fig. 1.6.
E-F). Los primeros 2 6 3 estratos adaxiales a veces tienen células més grandes que los demas
estratos. El parénquima en empalizada de Nemaconia tiene una a dos capas de células
alargadas anticlinalmente que ocupa un tercio de todo el mesofilo en N. graminifolia y

N. striata (Fig. 1.6. D) y algo mas cortas en N. dressleriana.

El mesofilo de E. nocturnum consta de cinco a seis estratos de parénquima en
empalizada laxo, que ocupa poco mas de la mitad del mesofilo y conformado por 10 a 13

estratos de parénquima esponjoso que decrece hacia la epidermis abaxial (Fig. 1.6. H).

Fibras no vasculares. Las fibras no vasculares s6lo estan presentes en los miembros
de la sutribu Ponerinae y en E.nocturnum, pero no en B. purpurea. En Ponerinae estas fibras
son solitarias y se distribuyen generalmente debajo de la epidermis adaxial y estan dispersas
en el mesofilo sin alcanzar la epidermis abaxial (Fig. 1.6. E-F), excepto en Isochilus donde las
fibras no vasculares se localizan en todo el mesofilo. Las fibras no vasculares tienen forma
angular y paredes lignificadas que varian de moderadamente gruesas a muy gruesas
(Fig. 1.6. G), con lumen de reducido a amplio y de un tamafio que puede alcanzar incluso el
de las células del parénquima. La frecuencia de estas fibras es muy variable entre las especies
de la subtribu; por ejemplo, son abundantes (172-517/ mm?) en las especies de Ponera e
Isochilus, pero menos abundantes (< 155/ mm?) en H. guerrerensis y en Nemaconia (Cuadro

1.3).

En E.nocturnum las fibras no vasculares forman cuatro estratos de haces mas o menos
del mismo tamafo alternando entre cada par; dos hacia la superficie adaxial que estan
inmersos en el parénquima en empalizada, y dos més cerca de la superficie abaxial, éstos
altimos incluidos en el parénquima esponjoso (Fig. 1.6. H). Las fibras que los conforman son

mas pequefas y presentan paredes gruesas y el lumen angosto.

Haces vasculares. Los haces vasculares de todas las especies estudiadas son
colaterales. En los representantes de la subtribu Ponerinae y en B. purpurea hay desde 15
hasta 40 haces vasculares por ldmina foliar, incluyendo el haz central (que es generalmente

mas grande que todos los demas). Todos los haces estan distribuidos en la parte media del
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mesofilo y en un solo estrato. Cada haz vascular tiene una vaina de fibras agrupadas en los
polos adaxial-abaxial del haz (Fig. 1.6. I), con células xilematicas entremezcladas con
parénquimaticas hacia el centro del haz y células del floema concentradas, asociadas al polo

abaxial de fibras.

En E.nocturnum existen dos estratos de haces vasculares en la parte media del
mesofilo, el primero estd inmerso en el parénquima en empalizada y tiene haces vasculares
pequenos (aproximadamente 70 um de didmetro) todos casi del mismo tamafio. El segundo
estrato esta localizado en la transicion del parénquima en empalizada al esponjoso y presenta
haces vasculares que se alternan en tamafio, unos pequefios y otros mas grandes (50 a 140 pm

de diametro) Fig. 1.6. H.

Inclusiones celulares. En las especies estudiadas se presentan inclusiones celulares
de oxalato de calcio, incluyendo formas como rafidios, drusas, prismas y lenticulares, asi
como silicatos en forma de estegmata. Los rafidios se encuentran en todas las especies
estudiadas, dispersos en el mesofilo, como idioblastos (Fig. 1.7. A). En las especies de
Nemaconia y en P. juncifolia, los idioblastos son muy notables cuando se observan en los cortes
transversales, mientras que en el resto de las especies éstos son pequefios y escasos, y solo se

observan en los cortes paradermales, ubicaAndolos mediante luz polarizada (Fig. 1.7. B).

Las drusas existen en Ponerinae, pero no en B. purpurea 'y E.nocturnum. En Ponerinae
las drusas son muy abundantes, se localizan en todas y cada una de las células del mesofilo
(Fig. 1.7. C-E). Los cristales lenticulares se encuentran en H. guerrerensis, N. striata, P. juncifolia
en abundancia moderada y en E. nocturnum son muy abundantes (Fig. 1.7. F).

B. purpurea tiene unos cristales de forma intermedia entre los prismas y los estiloides,
ya que son cristales con las puntas romas como las de los prismas pero son mas alargados y
estrechos que las formas convencionales de los prismas. Dichos cristales son escasos y
Unicamente se observan en las células del parénquima que rodean a los haces vasculares
(Fig. 1. 7. G). En todas las especies bajo estudio se encontraron estegmatas cénicos, en las

células asociadas a fibras de los dos polos del haz vascular (Fig. 1.7. H-I).
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Figura 1.7. Inclusiones celulares. Microscopia de luz. B, E, F, G, cortes transversales. A,C,D,I

cortes paradermales. A I. langlassei, idioblastos con rafidios. B. I. latibracteatus, detalle de
rafidios en luz polarizada. C. I. alatus, abundantes drusas observadas en luz polarizada. D. H.
guerrerensis, drusas en luz polarizada. E. I. latibracteatus, detalle de drusas. F. E. nocturnum,
cristal lenticular en luz polarizada. G. B. purpurea, cristalesen luz polarizada. H. I. langlassei,
detalle de estegmata. I. I. carnosiflorus, estegmata en las fibras vasculares. Abreviaturas: CL=
cristal lenticular, D= drusas, E= estegmata, P= prismas, R= rafidios. Escala: A, D, F= 50 um; B,

D, H=20 pm.
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ANATOMIA DE LAS VAINAS FOLIARES

En los cortes transversales de las vainas foliares, los tejidos y su organizacién son
muy semejantes a los de la lJdmina foliar. Las células epidérmicas son de forma rectangular
o cuadrada y el mesofilo consta de 6 a 15 estratos celulares y presentan drusas como
inclusiones celulares, excepto en Nemaconia, H. guerrerensis, B. purpurea y E.nocturnum. En
el mesofilo de la mayoria de las especies se observan espacios lisoesquizégenos de varios
tamarios, entre los haces vasculares, excepto en I. alatus, 1. langlassei y P. juncifolia. (Fig. 1.8.

A).

Los haces vasculares se presentan en la parte media del parénquima, en un solo
estrato en las especies de Ponerinae, en B. purpurea se localizan hacia la superficie abaxial
(Fig. 1.8 C) y en E. nocturnum hay dos estratos de haces, uno de haces vasculares
alternando con haces de fibras no vasculares y otro exclusivamente de haces de fibras no

vasculares (Fig. 1.8. D).

En todas las especies estudiadas los haces vasculares de las vainas foliares tienen
un casquete de cuatro o cinco estratos de fibras en el polo abaxial, asociado a un haz de
células floematicas y el resto del haz lo conforman una mezcla de células del xilema y de

parénquima (Fig. 1.8.E).
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Figura 1.8. Anatomia de las vainas foliares en las especies estudiadas. A. N. dressleriana.
B. B. purpurea, haces vasculares hacia la superficie abaxial. C. E. nocturnum, dos estratos de
haces. D. I. carnosiflorus, haz vascular con un casquete de fibras. Escala: A, B, C= 50 pm; E= 20

um.

DISCUSION

Anatomicamente las hojas de la subtribu Ponerinae son relativamente homogéneas,
pero existen un conjunto de caracteristicas que permiten la distincién entre los géneros, pero
no entre especies. B. purpurea y E.nocturnum son en su anatomia foliar distintivas de los

miembros de la subtribu Ponerinae.

CARACTERISTICAS DISTINTIVAS DE LA SUBTRIBU PONERINAE. Las fibras no
vasculares y la presencia de drusas son dos caracteristicas que se encontraron en todos los

miembros estudiados de la subtribu Ponerinae y se esperaria que también estén presentes en
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las especies restantes. Ambos caracteres podrian interpretarse como sinapomorfias del grupo.
Las drusas son cristales comunes en dicotiledéneas, pero raros en las monocotiledéneas.
Particularmente en las orquideas los reportes de drusas son pocos, y solo se han hallado de
manera escasa 0 moderadamente abundantes en el mesofilo de las hojas de la mayoria de las
especies de Dendrobium seccion Rhizobium (Stern et al., 1994) y de algunas especies de los
géneros Aspasia, Miltonia, Miltoniodes, Notylopsis, Odontoglossum, Oncidium y Sigmatostalix
(Sandoval, en prep. ). La presencia de una drusa en cada una de las células del mesofilo de
los representantes de Ponerinae, representa un hallazgo nuevo a nivel de la familia

Orchidaceae.

Las fibras no vasculares son solitarias, intercaladas en el mesofilo y tienen un
didmetro amplio (15-40 um). En las orquideas generalmente las fibras no vasculares estan
ausentes o se encuentran agrupadas formando paquetes de fibras, llamados haces de fibras
no vasculares, los cuales son de diferente tamafio, forma y posicién en el mesofilo (Pridgeon,
1994; Holltzmeier et al., 1998; Sandoval-Zapotitla y Terrazas, 2001). Sin embargo, existen
reportes escasos de fibras no vasculares solitarias distribuidas en todo el mesofilo, en las
hojas de las especies orquidoides Litrostachys pertusa y Cystorchis aeschernomii y las

epidendroides Angraecum subulatum (Olatunji y Nengim, 1980) y Aranda (Arditti, 1992)

Isochilus y P. juncifolia comparten la presencia de células con paredes periclinales
convexas de domos bajos y los aparatos estomaticos anomociticos, superficiales, con el poro
estomatico eliptico. Al parecer, la Ginica caracteristica que distingue a Isochilus de P. juncifolia
es la presencia de fibras no vasculares inmersas en todo el mesofilo, pero para confirmar si es

una caracteristica constante tendrian que realizarse mas observaciones.

El género Nemaconia y H. guerrerensis comparten las células epidérmicas adaxiales de
forma poligonal y las células epidérmicas de mayor tamafio. Sin embargo, Nemaconia se
distingue de H. guerrerensis y de los demads géneros, por la presencia de los estomas
encriptados, tetraciticos y el parénquima en empalizada de dos a tres estratos. Estos estomas
s6lo se habian descrito en N. striata (Rasmussen, 1987), y en este trabajo también se hallaron
en otras dos especies del género, y a reserva de encontrarlas en las especies restantes del

grupo, se sugiere que los estomas hundidos son una sinapomorfia para el género.

31



B. purpurea y E.nocturnum son diferentes a los miembros de la subtribu Ponerinae,
pero también comparten caracteristicas con éstos. B. purpurea como representante del linaje
hermano de Ponerinae, presenta varias caracteristicas comunes, como las formas de las
células epidérmicas y del mesofilo, el arreglo de los haces vasculares y la presencia de la
estructura de cera epicuticular costra. No obstante presenta caracteristicas distintivas que son
las células epidérmicas abaxiales de forma poligonal con la pared periclinal convexa de
domos altos con ornamentacién irregularmente reticulada, los aparatos estomaticos diaciticos
y cristales de forma intermedia entre los prismas y los estiloides. E. nocturnum difiere por la
presencia de células epidérmicas poligonales en ambas superficies, con paredes periclinales
céncavas, rugosas con pliegues horizontales y el mesofilo bifacial con un parénquima en
empalizada muy desarrollado con varios estratos de haces de fibras no vasculares y

vasculares.

CARACTERISTICAS COMPARTIDAS CON OTROS REPRESENTANTES DE
ORCHIDACEAE. Algunas de las caracteristicas que se encontraron en las especies
estudiadas de la subtribu Ponerinae son comunes en la mayoria de los representantes de la
familia Orchidaceae, como la forma de las células epidérmicas (Pridgeon, 1994; Morris, 1996;
Stern y Judd, 2001; Sandoval-Zapotitla y Terrazas, 2001), la localizacién de los estomas en la
superficie abaxial de las hojas, la presencia de rafidios (Morris, 1996; Holltzmeier et al., 1998;
Pridgeon, 1994; Sandoval-Zapotitla, 2001; Stern et al., 1993; Stern, 1997) y de estegmatas
(Moller y Rasmussen, 1984).

En la familia Orchidaceae a pesar de que los estudios donde se han examinado las
ceras epicuticulares son escasos, Barthlot y Frolich (1983, en Salazar 1998), al estudiar la cera
epicuticular de cerca de 1000 especies, concluyen que la familia se caracteriza por la ausencia
de cristaloides de cera epicuticular y que cuando se presentan son cristaloides no orientados
en forma de bastones o escamas. Salazar (1998) examiné la cera epicuticular de Mormodes
seccion Coryodes encontrando que las especies con hojas no glaucas tienen una cubierta lisa y
continua de cera epicuticular. Sobre esta cera hay granulos poco definidos. Las hojas glaucas
de dichas espcies tienen una estructura mdas compleja, que consiste tanto de escamas
(denominadas aqui costras) no orientadas como de escamas verticales. En la subtribu

Ponerinae, B. purpurea y E. nocturnum se encontraron dos estructuras de ceras epicuticulares
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(costras y placas), pero existe diversidad en su abundancia y distribucion en las dos
superficies epidérmicas, lo cual no se cuantific6 en este estudio.

Se hallaron varios tipos de cristales de oxalato de calcio (rafidios, drusas, prismas y los
intermedios entre los estiloides y prismas) en esta subtribu que es relativamente pequefia en
especies, si se compara con otras subtribus que comprenden la subfamilia Epidendroideae,
donde se han encontrado menos tipos de cristales (i.e. Pleurothallidinae. Pridgeon, 1982;
Catasetinae. Stern y Judd, 2001; Oncidiinae. Stern y Carlsward, 2006). En las orquideas no se
han registrado estiloides y s6lo hay wun reporte de prismas en los tallos de
Plathythelys vaginata (Stern et al., 1993). Los cristales lenticulares incluidos en las células del
mesofilo de H. guerrerensis, N. striata, P. juncifolia y E.nocturnum, no se habian reportado en

algtn otro grupo de orquideas hasta el momento.

A continuacién se discuten algunas de las caracteristicas anatémicas foliares en el

contexto de su posible papel funcional y ecolégico.

Cuticula.- Entre las principales funciones de la cuticula se mencionan: el control de la
transpiraciéon junto con los estomas, el control de la ganancia y pérdida de agua, iones,
solutos organicos polares y gases, el transporte de compuestos lipofilicos con baja volatilidad
y actuar como una barrera contra el ataque de patégenos (Martin y Juniper 1970; Jeffree,
2006). La cuticula usualmente es mds gruesa en plantas que viven en habitats secos y
expuestas a altas intensidades de luz (Martin y Juniper 1970).

Las plantas de Nemaconia habitan en lugares secos (N. dressleriana) o desde ambientes
secos hasta muy htimedos (N. striata) y tienen las cuticulas mas gruesas que todas las especies
estudiadas; mientras que H. guerrerensis crece en bosques mesoéfilos de montaria donde hay
una gran cantidad de humedad ambiental casi todo el dia y durante muchas horas. Por otra
parte, E. nocturnum vive en una amplia gama de habitats, desde bosques tropicales hiumedos,
hasta manglares y sabanas. Los habitas de las tltimas dos especies son menos restrictivos en
la disponibilidad de humedad y presentan cuticulas menos gruesas que en Nemaconia. Todas
estas especies tienen plantas robustas con muchas hojas perennes, con gran area foliar
expuesta a la desecacién por lo que requieren una proteccion adicional (como la cuticula),
para resistir a los periodos de sequia y asi maximizar el area foliar y minimizar la
evapotranspiracion. En cambio, las especies restantes tienen cuticulas més delgadas. Isochilus

y Ponera son plantas cespitosas, mas delicadas y de tallos pequefios, con hojas igualmente
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mas delgadas con menor superficie foliar expuesta a la desecacion. B. purpurea es la tnica
especie terrestre estudiada con hojas deciduas durante la época seca y cormos subterrdneos

que funcionan como 6rganos de almacenamiento.

Ceras epicuticulares.- Las ceras epicuticulares le confieren a la hoja la capacidad de
reducir la pérdida de agua por evaporacion, controlar la transpiracién y el intercambio de
gases, controlar la temperatura bajo insolacién, atenuar la radiaciéon solar de onda corta,
proteger contra la congelacion, repeler el agua y evitar la fijacion de algunos
microorganismos y contaminantes (Barthlott, 1990; Jeffree, 2006). La conservacién del agua en
la planta o la repelencia de ésta por la superficie epidérmica, dependen de la condicién
hidrofilica o hidrofébica de la superficie y la generacién de cierta irregularidad en la
superficie, debido a la presencia de las ceras epicuticulares. Las ceras epicuticulares ofrecen
distintos angulos de contacto entre la superficie foliar y las gotas de agua (Barthlott, 1990). En
H. gquerrerensis e 1. alatus, que habitan lugares con humedad relativa constante y elevada
durante casi todo el dia, es posible que la abundante cera epicuticular en la superficie abaxial,
no desempefia un papel relevante en la conservacién del agua sino tiene la funcion
antagonista, que es repeler el agua para evitar que las hojas estén permanentemente mojadas.
Por otro lado, en Nemaconia, B. purpurea, y E. nocturnum las ceras epicuticulares tal vez acttian

como una barrera que evita la pérdida de agua por evaporacion.

Ponera crece en bosque de pino-encino a veces muy frios y presenta costras de
abundancia moderada en ambas superficies epidérmicas, que pueden actuar para conservar
el agua o para proteger de la congelacion.

Aparatos estomaticos.- Constituyen el mecanismo homeostatico que regula la
absorciéon de CO: y la pérdida de agua, mediante la apertura y cierre del poro estoméatico
(Bidwell, 1979). Todas las especies de la subtribu Ponerinae presentan caracteristicas
xeromorficas como los rebordes cuticulares encima de las células oclusivas, frecuentemente
encontradas en los estomas de las orquideas (Rasmussen, 1987), pero ademas en Nemaconia
hay rebordes cuticulares sobre las células subsidiarias y la presencia de estomas encriptados,

los cudles evitan la pérdida de agua de la planta por evapotranspiracion.

Parénquima en empalizada.- Una de las modificaciones en los tejidos internos de

las hojas de las plantas xerdfitas, es el desarrollo del parénquima en empalizada, que se
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considera como una adaptacion a la alta radiacion a la que estd sometida las plantas y por lo
tanto, protege a los tejidos internos (Shields, 1950). En Nemaconia el parénquima en
empalizada no esta tan desarrollado como en E.nocturnum, ya que esta tltima crece en los

claros de las selvas en ambientes muy soleados en ramas muy expuestas a la luz.

Fibras no vasculares.- Entre las funciones que se le han adjudicado al
esclerénquima en las hojas de las orquideas resaltan dos. Holltzmeier et al. (1998)
propusieron que cuando hay escasez de tejido almacenador de agua y esclerénquima
abundante, éste reduce el dafio a los tejidos durante el estrés hidrico principalmente cuando
los haces de fibras estan confinados a los estratos superiores e inferiores de la hoja. Pero si los
haces de fibras no vasculares estan dispersos en el mesofilo, entonces proporcionan ademas
soporte adicional en las especies donde el tejido almacenador de agua es abundante. Por tales
motivos, parece que en los miembros de la subtribu Ponerinae, las fibras no vasculares
podrian tener ambas funciones, porque se localizan debajo de la superficie epidérmica
adaxial y estan dispersas en el mesofilo. Las hojas de Ponera e Isochilus tienen mas fibras no
vasculares que las de los demas géneros, presuntamente para proporcionarles sostén a las
hojas que son mas delgadas y finas.

Inclusiones celulares.- Debido a que hay una gran diversidad de formas y
distribucién de los cristales de oxalato de calcio, existen varias hipdtesis respecto a su funciéon
en las plantas y aunque la evidencia todavia no es satisfactoria, ésta se ha ido acumulando
para apoyar como posibles funciones: la regulaciéon del calcio, la proteccion o defensa contra
los herbivoros y la destoxificacion de metales, principalmente de aluminio y 4cido oxalico
(Prychid y Rudall, 1999; Webb, 1999Franceschi y Nakata, 2005;). Sin embargo, en la subtribu
Ponerinae no se conoce el o las posibles funciones de los cristales de oxalato de calcio, lo que

resultaria interesante estudira por la abundancia de las drusas en las células del mesofilo.

CONCLUSIONES

Las fibras no vasculares dispersas en el mesofilo y las drusas presentes en tal
abundancia (una por cada célula del mesofilo) se registran por primera vez para la subfamilia
Epidendroideae y tal vez son las sinapomorfias de la subtribu Ponerinae. Los miembros de la
subtribu Ponerinae comparten mads caracteristicas anatémicas con B. purpurea que es el

representante de su grupo hermano que con E.nocturnum que resulté ser la especie mas
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diferente. P. juncifolin es mas parecida a Isochilus que a Nemaconia, pero no existen

caracteristicas anatémicas foliares contundentes que la separen de Isochilus.
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CAPITULO 2.

ESTUDIO ANATOMICO DE LAS MARCAS FOLIARES DE
PONERINAE.

RESUMEN

En este estudio se examind la estructura macromorfologica y anatémica de las marcas
y la prominencia media, presentes en la lamina foliar de todas las especies de Ponerinae,
excepto en H. guerrerensis. Se tomaron laminas foliares de nueve especies de la subtribu que
tienen una marca, dos, o que no la presentan como es el caso de H. guerrerensis y de dos
especies pertenecientes a subtribus cercanamente relacionadas (B. purpurea: Blettinae y
E. nocturnum: Laeliinae) y se prepararon para observarlas con el microscopio electrénico de
barrido y de luz. Los cambios anatémicos encontrados en el drea correspondiente a las
marcas y la prominencia media sélo ocurrieron en la superficie epidérmica e incluyen una
depresion transversal al eje principal de la hoja y un levantamiento del nivel de la ldmina que
bordea un area triangular, en el caso de las marcas y la prominencia media respectivamente.
En ambos casos, los cambios anatdmicos observados son, el acortamiento del tamarnio de las
células, la pérdida de la forma de las células y/o la presencia de células paredes anticlinales
onduladas u oblicuas. Por otra parte, se hipotetiza el posible mecanismo de formacién de
dichas estructuras como el resultado de una presiéon de la region de absicion y la muesca de
una vaina precedente sobre la lamina subsiguiente durante el desarrollo de las hojas.
Anatémicamente la marca se parece a la region de absicion entre la vaina y la lamina foliar en
las etapas tempranas de la diferenciaciéon de la segunda, pero que en las etapas tardias es
completamente diferente porque las hileras de células se comprimen totalmente y suceden
una serie de modificaciones en los tejidos internos, como la formacién de espacios en el
parénquima entre los haces vasculares, originados por lisis y esquizogenia, los cuales al

parecer promueven la dehiscencia de la hoja.
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INTRODUCCION

La lamina de la hoja de todas las especies de Ponerinae, excepto H. guerrerensis, tienen
una o mas marcas transversales rectas o en forma de cufia, localizadas aproximadamente a la
mitad de la lamina o hacia el &dpice. Ademds, en Isochilus y Nemaconia las marcas
frecuentemente estdn asociadas a una area mds o menos triangular, céncavo-convexa,
localizada por encima de las marcas.

La existencia de estas marcas ha pasado desapercibida en estudios anatémicos
previos; por ejemplo Baker (1972) describi6 la anatomia foliar de 39 especies de la subtribu
Laeliinae, donde antes se incluian las especies ahora consideradas como Ponerinae, en el cual
incluy6 a Isochilus linearis y (Ponera) Nemaconia striata, pero no mencioné nada referente a
dichas marcas. Algunos trabajos taxonémicos como los de Osterreich (1965) y Hamer (1981)
han notado la existencia de las marcas, y consideraron que la forma y posicién de las é&reas
asociadas a las marcas parecen ser especificas de cada especie de Isochilus. Recientemente
Soto (2005) menciond la presencia de las marcas y el area asociada a éstas en la descripcion de
la subtribu, indicando que podrian ser una sinapomorfia de Ponerinae.

No existen informacion sobre la naturaleza de las marcas de la ldmina foliar, por lo
que en este capitulo las preguntas a responder son las siguientes: 1) ;qué son las marcas en
las hojas? y 2) ;como se originan las marcas y el area céncavo-convexa?. El objetivo es
determinar la anatomia de las marcas presentes en la lamina foliar en los diferentes géneros
que comprenden la subtribu, asi como investigar y proponer el posible mecanismo de

formacion.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron hojas de nueve especies de la subtribu Ponerinae, a partir de material
obtenido de ejemplares vivos mantenidos en cultivo en el Herbario AMO y en la colecciéon
particular del Dr. Gerardo A. Salazar (Apéndice 1).

Se colectaron tallos con hojas, se fijaron en FAA (formaldehido 10%, alcohol 50%,
agua destilada 35% y acido acético 5%) al menos durante 24 h y se cortaron los siguientes
fragmentos de aproximadamente un centimetro de largo: 1) Fragmentos de tallos con la
porciéon de las vainas foliares que incluyeran la region de absiciéon y otros de las vainas

foliares sin la regién de absicién, preservandolos en GAA (glicerina-etanol-agua destilada,
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1:1:1), para reblandecer los tejidos. 2) Fragmentos de la lamina de las hojas en la zona de las
marcas y la prominencia media y fuera de éstas. Estos se procesaron para microscopia
electrénica de barrido y microscopia de luaz. Los fragmentos de las ldminas con la marca, sin
la marca y de las vainas foliares con la region de la absicién se deshidrataron en una serie
gradual de etanol (50%, 70%, 80%, 90%, 96% y 100%) y se sumergieron en acetona,
colocandolos por aproximadamente 3 min en un sonicador y manteniéndolos asi por 48 h,
colocandolos luego en xilol por un lapso minimo de 24 h para disolver las ceras
epicuticulares. Los fragmentos deshidratados se secaron a punto critico, se montaron en
portamuestras de aluminio con cinta adhesiva de doble cara de carbono y se cubrieron con
una fina capa de oro para observarlos bajo un microscopio electrénico de barrido Hitachi
F-2460N operado a 15 kV.
Debido a que las hojas que se utilizaron para observar la regién de absicién en el
MEB se tomaron a diferentes alturas del tallo de la planta, se consigui6é una secuencia de
diferenciaciéon de la regién de absicion, pudiendo detectar desde las etapas iniciales de
diferenciacion hasta las mas avanzadas y observar los cambios ocurridos en las superficies

epidérmicas adaxial y abaxial.

Las muestras de la lamina con y sin la marca y de las vainas foliares con y sin
region de absicion se cortaron transversalmente con un micrétomo rotatorio, obteniendo
cortes de 50-60 um de grosor, se deshidrataron con etanol de gradaciéon creciente y se
tifieron con safranina-verde rapido (Ruzin, 1999) y por dltimo fueron montados con resina

sintética. Las preparaciones se observaron en un microscopio de luz Olympus BX51.

RESULTADOS

MORFOLOGIA DE LA MARCA EN LA LAMINA FOLIAR MADURA

La hoja comprende dos regiones que son la vaina foliar tubular y la lamina,
ambas separadas por la region de absicion. La lamina de las hojas de Isochilus, Nemaconia
y Ponera, tienen una o dos marcas, localizadas a diferentes alturas, denominadas aqui marca
proximal y marca distal. De las especies estudiadas H. guerrerensis, B. purpurea y E. nocturnum
no tienen marca (Fig. 1 A), Isochilus langlassei, 1. latibracteatus, N. dresslerianna y P. juncifolia
tienen una sola marca y el resto de las Nemaconias e I. alatus e I. carnosiflorus presentan dos

marcas (Cuadro 1).
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Las marcas se perciben mejor por el envés de las hojas, aunque a veces son dificiles de
visualizar en ambas superficies y solo se observan cuando se mueven las hojas para cambiar
la incidencia de la luz y algunas veces son més evidentes en ejemplares de herbario que en
hojas frescas. En las laminas foliares de las dos especies de Ponera es dificil observar la marca,
debido en parte a que las laminas son muy delgadas y la mayoria de las veces sé6lo se nota es
una leve constriccion de la lamina.

La marca proximal tiene forma de cufia (Fig. 2.1. C-F) y casi siempre estd acompafiada
de una pequefia area céncava en el haz y convexa en el envés, localizada por encima de la
marca y asociada a la vena media, llamada aqui prominencia media. La prominencia media
es una area de forma bésicamente triangular en las especies de Nemaconia (Fig. 1E), deltada en
Isochilus alatus e I. carnosiflorus (Fig. 2.1. F) y angostamente triangular en el resto de las
especies de Isochilus (Fig. 2.1. A, D). En Ponera, la forma de la prominencia media es dificil de
distinguir claramente porque las hojas son muy delgadas, siendo a veces algo eliptica y otras
veces irregular (Fig. 2. 1. B).

La marca distal tiene forma de cufia invertida en la mayoria de las especies de Isochilus
y en todas las especies de Nemaconia y es mucho més dificil de distinguir que la marca
proximal, pero en las hojas cercanas al apice del tallo es posible observarla mejor (2.1. D-E).
La marca distal de Isochilus alatus es diferente en su forma, casi solo se puede observar en
material fresco, comprende un pequefo tridngulo a cada lado en los margenes de la hoja,
ambos a la misma altura de la lamina (Fig. 2.1. F).

En las especies de Isochilus y Nemaconia (excepto N. glomerata) la marca proximal
siempre se encuentra en el tercio medio de la lamina, y la distal en el caso de presentar dos
marcas, siempre se localiza en el tercio distal. En Ponera la marca se localiza en el tercio distal

de la ldmina (Cuadro 2.1).
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Cuadro 2.1. Especies de la subtribu Ponerinae, ntimero de marcas, posiciéon de las marcas en

la ldmina foliar y forma de la prominencia media. El asterisco (*) indica las especies

estudiadas anatomicamente.

Especie No de Posiciéon Forma
marcas Marca Marca distal prominencia
proximal media
*H. guerrerensis Dressler y 0 - - -
Hagsater
*L.s alatus Schltr. 2 Tercio medio  Tercio distal ~ deltada
I. aurantiacus Hamer & Garay 1 Tercio medio - angostamente
triangular
I. bracteatus (Llave y Lex.) 2 Tercio medio  Tercio distal —angostamente
Espejo ex. Salazar y Soto- triangular
Arenas
*[. carnosiflorus Lindl. 2 Tercio medio  Tercio distal deltada
I. chiriquensis Schltr. 2 Tercio medio  Tercio distal ~angostamente
triangular
*1. langlassei Schltr. 1 Tercio medio - angostamente
triangular
*I. latibracteatus A. Rich. y 1 Tercio medio - angostamente
Galeotti triangular
I. unilateralis Robins. 1 Tercio medio - angostamente
triangular
*N. dressleriana Soto Arenas 1 Tercio medio - triangular
N. glomerata Correll 2 Tercio Tercio distal ~ triangular
proximal
*N. graminifolia Knowles y 2 Tercio medio  Tercio distal  triangular
Westc.
N. longipetala Correll 2 Tercio medio  Tercio distal  triangular
N. pellita Rchb. £. 2 Tercio medio  Tercio distal  triangular
*N.striata (Lindl.) van den 2 Tercio Tercio distal ~ triangular
Berg, Salazar y Soto Arenas proximal y
medio
P. exilis Dressler 1 Tercio distal - elipsoide o
irregular
* P. juncifolia Lindl. 1 Tercio distal - elipsoide o
irregular
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Figura 2.1. Estructura de la marca en ldminas foliares de especies de Ponerinae.
A. H. guerrerensis, ldmina foliar sin marca. B. Ponera juncifolin, marca proximal.
C. . aurantiacus, marca proximal. D. I. bracteatus, con marca proximal y distal en forma de
cufa. E. N. striata, con marca distal en forma de cufia invertida y la prominencia media

triangular. F. I. alatus, con marca distal formada por dos tridngulos.

MICROMORFOLOGIA DE LA MARCA

Como ya se observé a nivel macromorfolégico las marcas y la prominencia media en
algunos casos se distinguen facilmente y en otros apenas se visualizan. Esto también ocurre a
nivel micromorfolégico en las observaciones realizadas con ayuda del microscopio
electrénico de barrido (Fig. 2.2). Si las marcas se observan a bajos aumentos en el MEB (45 x),
la marca proximal generalmente se aprecia de manera clara (Fig. 2A-C) o se observa como

una leve depresién en Ponera, al igual que las marcas distales de todas las especies que las
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presentan (Fig. 2.2. D-E). En Ponera juncifolia ademaés se presentan algunos plegamientos de la

lamina foliar en sentido paralelo a las venas y a los lados de la prominencia media que se

localizan en el drea circundante a la marca y la prominencia media (Fig. 2.2. F).

Figura 2.2. Marca y prominencia media en la superficie abaxial. A-C. Proximales, evidentes
A. L langlassei. B. N. dressleriana. C. N. striata. D-E. Distal poco evidente sin prominencia
media. D. I. carnosiflorus. E. N. graminifolia. F. Marca con constriccion de la lamina y

prominencia media, P. juncifolia. Escala: 0.5 mm.

La marca es una depresion lineal de la lamina foliar en superficie abaxial, que abarca
algunas hileras de células epidérmicas desde la vena media hasta los margenes (Fig. 2.2.
A-C). La prominencia media en la superficie abaxial es una elevacién de la ldmina foliar en el
drea circundante a la vena media, provocando que de la ldmina sobresalga una forma mas o
menos definida de tridngulo o elipse (Fig. 2.2. A-C).

A mayores aumentos se observaron los cambios en la forma de las células epidérmicas
localizadas en la marca y la prominencia media (Fig. 2.3.). Se observé que las células
epidérmicas ubicadas dentro de la depresion que constituye la marca son mas cortas que las
células fuera de la marca, ademas de presentar las paredes anticlinales algo onduladas u

oblicuas cuando la profundidad de la depresion en la marca es leve o gradual (Fig. 2.3. D-E).
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Si la depresion de la marca afecta pocas hileras (i.e. menos de 5) todas las células
presentan los cambios antes mencionados (Fig. 2.3. A-B), pero si involucra mas hileras los
cambios ocurren sé6lo en las hileras ubicadas al inicio y final de la depresion (Fig. 2.3. C-F).

En la prominencia media la elevacién de la lamina también puede ser somera y
entonces las células son mas cortas y las paredes anticlinales son onduladas u oblicuas, pero
si la elevacion es mayor y abrupta, se observa un cambio drastico de la forma de las células
(Fig. 2.3. G), en las hileras de células que se levantan del nivel general de la ldmina foliar.

En P. juncifolia, esta modificacion de la forma celular también sucede a lo largo de los

plegamientos y toda el drea circunvecina a la prominencia media y la marca, debido a que la

constriccién de la lamina provoca que las células se compriman y cambien su forma (Fig. 2.3.

D-E).

Figura 2.3. Modificaciones celulares en las marcas de las ldminas foliares. A. I. carnosiflorus,
marca proximal. B. Acercamiento de la depresion de pocos estratos de la ldmina foliar.
C. L alatus, marca distal. D Acercamiento de la depresiéon involucrando varios estratos de
células. E. N. graminifolia, células con paredes anticlinales onduladas al inicio de la depresion
en la marca distal. F. I. langlassei, elevaciéon gradual en la prominencia media. G. I. alatus,
elevaciéon subita en la prominencia media. H. P. juncifolia, células sin forma, en la
prominencia media. Las flechas indican la depresion en la marca y la elevacién en la

prominencia media. Escala: 50 pm, excepto A= 100 pm.

46



Al revisar los cortes transversales de zona de depresiéon de la marca y la elevacion de
la prominencia media y compararlos con cortes de la parte media de la hoja (donde no hay
marcas), no se encontr6 ninguna alteracion en los tejidos internos de la hoja (Fig. 2.4.), por lo
que la presencia de la marca y la prominencia media sélo incide a nivel superficial en la

forma de las células epidérmicas como se mencioné anteriormente.

.
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Figura 2.4. Laminas foliares de Ponerinae con marca y sin marca. A-B. I. latibracteatus.
A. Parte media de la hoja, sin marca. B. Con marca. C-D. N. graminifolia. C. Parte media de la
hoja, sin marca. D. Con marca. Las flechas indican la depresion en la superficie de la lamina

foliar. Escala: A, C, D, 50 um; B= 100 pm.

REGION DE ABSICION ENTRE LA LAMINA Y LA VAINA FOLIAR

En las etapas tempranas de diferenciacion de la regiéon de absicién se aprecia un
hundimiento de algunas hileras celulares en la superficie adaxial y en la superficie abaxial, se
observa que en esta zona las hileras de células epidérmicas pierden su linearidad, ademas de

registrarse un leve levantamiento de la ldmina foliar (Fig. 2.5. A-B).
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En las etapas avanzadas de la diferenciacion de la regién de abscision se altera un
mayor nimero de hileras celulares por hundimiento de la superficie adaxial y hay una
compresion de algunas hileras, provocando la formacion de un surco en la region de absiciéon
como una hendidura entra la vaina y la ldmina foliar en la superficie adaxial (Fig. 2.5. C-D).
Por otro lado, en la superficie abaxial se observa un levantamiento cada vez mas conspicuo
hasta conformar un cordén de varias hileras de células, de las que no es posible distinguir las

paredes (Fig. 2. 5. E-F).

Figura 2.5. Region de absiciéon. A-B. Etapa temprana de diferenciacion. A. P. juncifolia
superficie adaxial, hundimiento. B. N. graminifolia superficie abaxial, levantamiento.
C-F. Etapas avanzadas de diferenciacion. C. I. latibracteatus superficie adaxial, hendidura.
D. L carnosiflorus superficie adaxial, hendidura. E. I. latibracteatus superficie abaxial, cordon
de células. F. N. striata superficie abaxial, cordén de células. Escala: A, D= 100 50 um; B, C, E,
F=50 pm.
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VAINAS FOLIARES.

La anatomia de la lamina foliar y las vainas es semejante, excepto en el mesofilo de las
vainas foliares existen espacios lisoesquizégenos y los haces vasculares tienen un solo
casquete de fibras vasculares y no dos como en los haces vasculares de la ldmina foliar (ver
capitulo I, seccion Anatomia de las vainas foliares).

Es importante resaltar que en la mayoria de las especies estudiadas, se encuentran
espacios lisoezquizoégenos en el mesofilo a todo lo largo de la vaina y en otros casos dichos
espacios se restringen a la region de absicion. Dependiendo del grado de maduracién de la
hoja, los espacios son de diferente tamafio y abundancia en la regién de absicion (Fig. 2.6. A-
C) y llegan a agrandarse tanto que forman cavidades amplias. En las hojas viejas,
amarillentas de L. carnosiflorus, ya casi por caer, abarcan incluso el area correspondiente a
dos o tres hileras de células que previamente existian entre los haces vasculares (Fig.
2.6. D-E). Estos espacios son el producto de la separacion y lisis de las células del
parénquima, son de tamarfio variable y de forma irregular (Fig. 2.6. B-E). La lisogenia es el
mecanismo principal mediante el cual se forman dichos espacios, mientras que la
esquizogenia al parecer acttia en algunos casos, previo a la lisogenia y fue comtn en casi
todos los espacios encontrados en Nemaconia dressleriana (Fig. 2.6. F-G).

En las regiones de absicién observadas no se manifest6é otra modificacion anatémica
que nos informara sobre la formacién de la linea de absicién, adn en las hojas basales que

mostraban como indicio de senescencia el amarillamiento de las laminas foliares y que se

presumia en poco tiempo caerian.
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Figura 2.6. Anatomia de las vainas foliares en Ponerinae. A-D y F. . carnosiflorus. E. I. alatus.
G. N. dressleriana. A-C. Hojas maduras. A. Mesofilo sin espacios lisoesquizégenos. B. Espacios
lisoesquizégenos en formacion. C. Espacios lisoesquizogenos mas grandes. D-E. Hojas
amarillentas.  Corte de la region de absicion con espacios lisoesquizogenos muy
desarrollados. F. Espacio formado por esquizogenia. G. Espacio formado por lisogenia.

Abreviaturas. VA=vaina foliar. Ra= regién de absicién. Escala: 50 um, excepto G, F= 20 um.

DESARROLLO DE LAS HOJAS EN EL TALLO DE PONERINAE.

Para investigar posibles mecanismos de formacién de las marcas foliares se disectaron
las hojas en toda la longitud del tallo para examinar la disposicién de las vainas y las laminas
foliares en diferentes estados de desarrollo hasta aproximarse al meristemo apical.

En las plantas de Ponerinae las hojas se localizan a todo lo largo del tallo en un arreglo
distico (Fig. 2.7. A, F). Las vainas foliares envuelven completamente al tallo y son
parcialmente imbricadas, de tal manera que la vaina foliar mas proximal estd envolviendo
cerca de la tercera parte basal de la longitud de la vaina foliar subsiguiente (Fig. 2.7. B). Por lo
tanto, la longitud de cada una de las vainas foliares es equivalente a la mayor parte de dos

entrenudos (Fig. 2.7. C).
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Figura 2.7. Disposicion de las hojas en el tallo de Isochilus carnosiflorus. A. Hojas disticas con
las vainas foliares envolviendo todo el tallo. B. Diseccién de las vainas foliares, mostrando
que la vaina inferior envuelve parcialmente a la superior. C. Cada vaina mide
aproximadamente lo largo de dos entrenudos. D. Vista lateral de la hoja formada por ldmina,
vaina, regién de absicién y la porcion libre de la ldmina denominada “muesca”. E. Vista
frontal de la hoja. F. Hojas a lo largo del tallo de H. guerrerensis. Abreviaturas. L= lamina

foliar. Ra= regién de absicion. M= muesca. V= vaina foliar.

51



La lamina foliar estd unida a la vaina por la mitad o un poco mas del margen apical
de la vaina y la porcién libre de ésta tltima forma una pequeha muesca que al parecer se
relaciona con la formacion de la prominencia media durante el desarrollo de la hoja (Fig. 2.7.
D-F). La hoja desde muy temprano en su desarrollo estd diferenciada en la vaina que es
tubular y la lamina foliar que es conduplicada, pero en ese punto no es posible distinguir la
zona de absicidn, la cual se diferencia conforme crece la hoja.

Las vainas y sus respectivas ldminas foliares se forman sucesivamente, mas alla del
apice del tallo para proteger al meristemo, localizado en el apice del tallo. La hoja mas
reciente que se estd formando se produce por dentro de la vaina foliar de la hoja anterior,
emergiendo del lumen de ésta hasta que rebasa la vaina y entonces la ldmina se abre.

Al revisar con detalle la disposicién de las hojas en diferentes estados de desarrollo se
observé que la forma de la marca en la superficie abaxial de las hojas distales que atin estan
conduplicadas, corresponde aproximadamente a la forma de la linea de abscisién de la hoja
anterior, que es una linea oblicua perpendicular al eje principal de la hoja (Fig. 2.8. A-B) y que
al abrirse la lamina la marca adquiere la forma caracteristica de cufia (Fig. 2.8. E). Cuando
existen dos marcas en la ldmina foliar, la marca distal concuerda con la forma de la linea de
absicion de la segunda hoja anterior y la proximal con la de la hoja inmediata anterior. Esto
siempre es més facil de observar en la hoja conduplicada antes que la ldmina se extienda.

Por otro lado, la amplitud de las muescas es aproximadamente la misma en la
mayoria de las hojas que se encuentran a lo largo del tallo, pero las hojas distales que apenas
se estan desarrollando presentan muescas menos amplias que las anteriores (Fig. 2.8. C-D).
Durante el desarrollo de la hoja la muesca es angosta y se va ampliando, y la presion sobre la

lamina foliar produce una prominencia media triangular.
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Figura 2.8. Comparacion de la marca y la
region de absicion. A. Region de absicion
al lado de la marca. B. Region de absicion
abajo de la marca. C. Muesca angosta de
una hoja joven. D. Muesca amplia en una
hoja mas tardia. E. Lamina expandida
mostrando la  prominencia media.
Abreviaturas. MA= marca. Ra= region de
absicion. MU= muesca. PM= prominencia

media.

53



DISCUSION

POSICION DE LAS MARCAS.- La posicién y el nimero de marcas en la ldmina
madura asi como la forma de la prominencia media son constantes dentro de una especie (i.e.
las laminas de I. langlassei siempre tienen una marca en el tercio medio y la forma de la
prominencia media siempre es angostamente triangular (Cuadro 2.1). Sin embargo, no
permiten identificar cada una de las especies como lo sugiri6 Hamer (1981), porque puede
haber mas de una especie con el mismo nimero de marcas en la misma posiciéon y la misma
forma de la prominencia media. Lo anterior resulta significativo porque implica que existe un
proceso de formaciéon de la marca y de la prominencia media preciso, mediante el cual las
marcas siempre se originan en el mismo lugar de la lamina foliar. Las marcas se presentan
siempre en la misma area de la lamina, tanto en hojas silvestres y cultivadas, por lo tanto no

se modifica por las condiciones de estrés o las condiciones favorables del ambiente.

FORMACION DE LA MARCA Y LA PROMINENCIA MEDIA - Las observaciones
realizadas de la posiciéon y desarrollo de las hojas permiten especular un posible proceso de
formacién de las marcas y la prominencia media en las ldminas foliares.

Como se menciond, hay una gran similitud entre la forma de la marca y la regién de
absicion de una hoja previa, asi como entre la prominencia media y la muesca de la lamina
foliar. Cabe la posibilidad de que la marca sea una impresién de la regién de absicion de una
hoja anterior sobre la ldmina de la hoja en desarrollo, causada por una simple presion
durante el desarrollo de la hoja que afecta inicamente la epidermis de la ldmina foliar. No se
encontraron modificaciones anatémicas en los tejidos internos, como cambios en la forma de
las células o el niumero de estratos en el mesofilo, ni en el nimero de haces vasculares.

La presion antes mencionada se ejerce porque en algiin momento la abertura de la
vaina no es suficiente para que la lamina foliar que estd emergiendo a través de ella pase
libremente y entonces la region de absicién oprime a la nueva ldmina foliar, dejando impresa
su “huella” sobre ésta. Después la abertura de la vaina foliar se ensancha y libera a la lamina
foliar, la cual prosigue su crecimiento en largo y ancho, pero con la marca ya impresa.

Esto resulta facil de entender si se piensa que el tallo y la hojas (vainas y laminas
foliares) que forman el brote estan creciendo simultdneamente en longitud y en amplitud,

pero que en las especies que presentan la marca, dicha sincronizacion se pierde en algin
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momento, porque la parte apical de la vaina, es decir la regién de absicion, no se ensancha
tan rapido como la ldmina foliar que estd emergiendo a través suyo.

En H.guerrerensis la abertura apical de la vaina siempre es méds ancha que la nueva
lamina foliar que se esta desarrollando y surgiendo a través de ella de tal manera que nunca
se ejerce una presiéon y ademds como en E.nocturnum la lamina que emerge a través de la
vaina es angosta y es hasta que estd fuera de la vaina que se ensancha. En cambio, en las
especies que tienen las marcas, las laminas foliares casi emergen de la vaina del ancho final.

En la formacién de una sola marca sobre una ldmina estd involucrada la zona de
abscisién tinicamente de la hoja inmediatamente anterior y en el caso en el que se presentan
dos marcas, estan involucradas las zonas de absiciéon de las dos hojas anteriores. En el tltimo
caso, la marca distal se forma por una presiéon de la primera regiéon de absicién por la que
pasa la hoja que esta desarrollandose y ya que la amplitud de la porcién apical de la lamina
que estd emergiendo atn es poca, la presion es leve, luego que la vaina se amplia la hoja se
alarga hasta alcanzar la siguiente region de absicion y debido a que la ldmina foliar ya
adquirié6 mayor anchura la presiéon de la region de absiciéon es mas intensa para formar la
marca proximal que generalmente estd mas marcada que la distal.

Por otro lado, la porcion apical de la vaina que esta libre de la ldamina foliar, a la que
se denominé aqui “muesca”, es la que tiene que ver con la formacién de la prominencia
media durante el desarrollo de la hoja. Cuando la hoja emerge a través de la vaina de la hoja
anterior, la zona de la vena media de la lamina pasa a través de la muesca, en la cual también
se estd ejerciendo presién. En la forma triangular de la prominencia media se observa como
es que la abertura de la porcién apical de la vaina y también de la muesca va creciendo
conforme emerge la lamina foliar en desarrollo. Cuando la muesca es pequenia, la presion
ejercida sobre la lJamina en este punto forma el dpice del tridngulo de la prominencia media y
después al crecer la muesca la presion traza una linea oblicua paralela al eje principal de la
hoja en desarrollo; cuando se desdobla la lamina foliar delimita un 4rea triangular.

Existen algunas excepciones en las formas de la marca y de la prominencia media,
como en I. alatus, cuyas marcas apicales son dos tridngulos en los mérgenes de la lamina
foliar, en las cuales s6lo ocurrié una leve presion de la region de absicién que apenas marcé
los bordes de la lamina. En Ponera juncifolia la presiéon parece mayor, provocando una
compresion de toda la lamina y formando las constricciones y los plegamientos de la ldmina,

mostrado en la figura 2F.
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Este mecanismo de formacién de las marcas parece ser tan preciso que aquéllas
siempre se originan en las mismas regiones de la ldmina foliar, por lo que la constancia en la
impresion de la marca depende de algunos factores como son el largo de los entrenudos y el
largo y ancho de la ldmina foliar. El largo de los entrenudos y por ende el de las vainas es
mas o menos constante a lo largo de los tallos de las plantas de Ponerinae, por lo que la
presion de la porcion apical sobre una nueva ldmina foliar siempre se hace
aproximadamente a la misma altura de la lamina foliar.

La constancia en la posicion y forma de las marcas y la prominencia media tiene que
ver con el proceso de morfogénesis de las hojas, el cual implica todos los aspectos, desde la
diferenciacién del primordio foliar hasta su maduracién. Sinha (1999) y Dengler (2001) la
dividen en tres fases (1) iniciaciéon del primordio de la hoja; (2) morfogénesis primaria,
término utilizado para describir el proceso de desarrollo que establece la forma basica, la
simetria y las principales subregiones de la hoja y (3) expansién y morfogénesis secundaria,
fase donde se completa el incremento en area y volumen foliar. Por lo tanto, existen
diferentes procesos de morfogénesis, entre las especies que presentan la marca y las que no.
Es decir, las hojas en desarrollo de las especies con marca, casi completan la fase de
morfogénesis secundaria antes de liberarse de las vainas a través de las cuales se elargan,
porque casi emergen de la amplitud de la lJamina madura. En cambio, las hojas en desarrollo
de H. guerrerensis y E. nocturnum solo sufren morfogénesis primaria, durante el lapso que se
encuentran dentro de las vainas y cuando se liberan crecen en area y volumen foliar.

Para consolidar estos resultados y entender mejor si las marcas presentes en la lamina
foliar se forman por la presiéon de una hoja previa sobre la ldmina en desarrollo, se requiere
realizar un trabajo de morfometria del desarrollo de la hoja para ver la correspondencia entre
las fases en las que se libera la ldmina en desarrollo de la vaina y por eso unas especies tienen

marca y otras no, el cudl no se llev6 a cabo en este trabajo.

LA ZONA DE ABSICION Y LA LINEA DE ABSICION. La absicion es la separacion
activa de una hoja a partir de una rama, sin lesionar la planta (Esau, 1982) y es la culminacion
de una serie de eventos que incluye multiples cambios en la estructura celular, metabolismo y
expresion génica. Esto resulta en la disolucion de la lamina media y la hidrélisis de las

paredes celulares y la subsecuente separacion de las células en la zona de absicion

(Rubinstein, 1964; Tansley, 2001).
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En la mayorfa de las plantas la absicion ocurre en una area bien definida, que
comprende células morfolégicamente distintas llamada region de absiciéon (Gawady y Avery,
1950; Rubinstein y Leopold, 1964; Tansley et al., 2001). Las células de la zona de absicién son
tipicamente mds pequefias que las células de regiones adyacentes, cuadradas, con un denso
citoplasma y los elementos traqueoidales son menos desarrollados, con menor depositacion
de lignina (Addicott, 1982; Tansley et al., 2001). Sin embargo, en otros casos las células de la
region de absicion son iguales a las células fuera de tal region, es decir, no hay diferenciacion.
La zona de absicion se diferencia muy temprano en el desarrollo de la hoja y normalmente
permanece detenida en esta condicién hasta que se presentan los estimulos apropiados que
fomentan la diferenciacion de la linea de absicion (Tansley et al., 2001).

Dentro de la region de absicién el proceso de separacion de la ldmina de la vaina, esta
restringido a una estrecha banda de células usualmente referida como la linea de absicién
(Gawady y Avery, 1950; Addicott, 1982). Los estudios microscépicos de gran variedad de
hojas han demostrado que existen una serie de cambios anatémicos involucrados en la
formacion de la linea de absicién, como son 1) rompimiento de las células; 2) divisién celular,
donde las células resultantes secretan las enzimas necesarias para la hidrélisis de las paredes
celulares; 3) diferenciacion celular y 4) rompimiento de las células vasculares (Leinwenber y
Hall, 1959; Webster, 1970).

La region de absicién que separa la vaina de la ldmina foliar de las hojas de Ponerinae,
se diferencia durante el proceso de maduracion de la hoja y estd directamente asociada con el
grado de senescencia foliar. Al examinar varias regiones de absicion a lo largo de tallos para
observarlas en el MEB, se logré captar una secuencia de formacién de la region de separacion
de la ldmina foliar. Las hojas mas jovenes muestran regiones de absicién en etapas tempranas
de diferenciacién, donde hay un leve hundimiento de algunos estratos celulares en la
superficie adaxial y en la superficie opuesta un somero levantamiento. Hay un mayor
hundimiento-invaginacién de las capas celulares en etapas subsecuentes al observar regiones
de absicién cada vez maés cercanas a la base del tallo (es decir, hojas mas viejas).

Pero en los cortes de la region de absicion de las especies estudiadas se observaron
algunas de las modificaciones que suceden durante la formacion de la linea de absicién y se
concluye que en este grupo de orquideas, no existe.

Lo que si se observo en las preparaciones anatémicas de las vainas fue una secuencia

gradual en la mayoria de las especies, desde fases con mesofilo consolidado y espacios
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lisoesquizégenos reducidos hasta aquellas con espacios lisoesquizégenos amplios, los cuales
se forman por dos mecanismos: lisogenia y esquizogenia. En la lisogenia los espacios se
forman porque las células mueren dejando un espacio, mientras que la esquizogenia ocurre
cuando los espacios se forman por crecimiento diferencial y separaciéon de las células
adyacentes a través de la lamina media (Evans, 2003). Ambos mecanismos ocurren en las
especies de Ponerinae.

Si no existe una linea de absicion, entonces ;como es que se separa la lamina foliar de
la vaina? Muy probablemente las cavidades lisoesquizégenas constituyen zonas de debilidad
estructural en la region de absicion, facilitando el desprendimiento de la ldmina foliar. Lo que
se observé en la region de absicion de las hojas amarillentas (senescentes) de 1. carnosiflorus y
que quizd también suceda en las otras especies, fue que los espacios esquizolisogénos
localizados entre los haces vasculares crecen, transformandose en cavidades mucho mas
amplias que en los cortes de las regiones de abscién de las hojas que no tenian dun indicios de

senescencia como amarillamiento de la ldmina foliar.

COMPARACION DE LA MARCA Y LA ZONA DE ABSICION. Las observaciones
realizadas de la marca y la region de absicion permiten sefialar que son parecidas en las
primeras etapas de diferenciacion, en el sentido que ambas involucran un hundimiento-
levantamiento de algunos estratos celulares. Este hundimiento-levantamiento se presenta en
las superficies epidérmicas opuestas; esto es, en la marca el hundimiento es en la superficie
abaxial ,mientras que en la regiéon de absicion es en la adaxial. Ademads, en la ultima
contindan los cambios hasta que las hileras de células se invaginan por completo en la
superficie adaxial, hasta sobresalir en un cordén de células en la superficie abaxial.

Una vez que se ha diferenciado totalmente la regién de absicién, ésta permanece asi
hasta que la senescencia foliar desencadena la absiciéon (Addicott, 1982; Essau, 1982). En otras
plantas se ha observado que esto es promovido por la interaccién de varias hormonas entre
las que se encuentran el etileno, ABA, auxinas y citoquininas (Rubinstein y Leopold, 1964;
Tansley et al.,, 2001).

En cambio, la marca y la prominencia media de la ldmina foliar se forman por un
simple mecanismo de presion de la regién de absicién y de la porcion libre de la lamina foliar

(muesca) de una vaina anterior, debido al crecimiento desigual de la vainas y las ldminas
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foliares en desarrollo y al estrechamiento de la abertura de la vaina a través de la cual emerge
la Idmina foliar.

Otro tipo de marcas foliares, donde la forma y el mecanismo de formacion es
diferente, pero que también ocurre durante el desarrollo del brote se presenta en plantas
como los agaves, donde las hojas se encuentran imbricadas durante el crecimiento de la
planta de manera que los bordes de cada una de las ldminas foliares se graba sobre la hoja
mas externa y al abrir se observan las marcas en cada una de las laminas de la planta
(Cervantes, obs. pers.). En algunas cactdceas existen unas marcas préoximas a las areolas que
parecen formarse también por algin tipo de presiéon durante el desarrollo de la planta, pero

que todavia no han sido estudiadas con detalle (T. Terrazas, com. pers. 2008)

CONCLUSIONES

Las marcas y la prominencia media de las hojas de Isochilus, Nemaconia y Ponera son el
resultado de una presion de la region de absicion y la muesca de una vaina precedente sobre
la lJamina foliar en expansién, ocasionando una depresion transversal al eje principal de la
hoja y un levantamiento del nivel de la lamina que bordea un d&rea triangular. La
diferenciacién de la region de absicién comienza también con una depresion similar pero que
al final se transforma en una invaginaciéon total de los estratos celulares involucrados,
acompafiada de modificaciones en los tejidos internos, lo que no sucede en la marca y
prominencia media.

Las marcas y la prominencia media no tienen las caracteristicas de una regién de
absicion, ni de una linea de absicion, principalmente porque no hay cambios anatémicos
substanciales en los tejidos internos de la lamina foliar. Si nos apegamos al concepto de
absicion que es la separacién de células, tejidos u 6rganos del resto del cuerpo de la planta
nunca ocurre la absicidn de las secciones de las laminas foliares a partir de donde se localizan
las marcas. Por el contrario, en la regiéon de absicién entre la vaina y la lamina foliar, si se
presentan modificaciones en los tejidos internos de la vaina foliar, representados
principalmente por la aparicion o modificacion de la dimensién de los espacios

lisoesquizogénos, lo que al final produce la separacién de la lamina de la vaina foliar.
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CAPITULO 3.
IMPORTANCIA FILOGENETICA DE LA ANATOMIA
FOLIAR DE LA SUBTRIBU PONERINAE.

RESUMEN

En este trabajo se infirieron las relaciones filogenéticas de algunas especies de la
subtribu Ponerinae mediante analisis cladisticos de secuencias de ADN de wuna region
nuclear (ITS) y una regiéon no codificante de los plastidos (espaciador intergénico
trnHGUG-psbA ) asi como datos estructurales, realizdndolos para cada conjunto de datos por
separado y en combinaciéon. Como grupos externos se incluyeron un representante de
Blettinae (B. purpurea) y Laeliinae (E.nocturnum). También se realiz6 la optimizacion de todos
los caracteres estructurales en el marco de la filogenia combinada. En la mayoria de los
analisis, Ponerinae resulté un grupo monofilético cuyos linajes corresponden a la clasificacion
intragenérica previa, que incluye a los géneros Isochilus, Helleriella, Nemaconia y Ponera. Cada

uno de estos clados, incluyendo la subtribu se definen por algunos caracteres morfolégicos.

INTRODUCCION

La subtribu Ponerinae es un grupo de orquideas epifitas y litéfitas exclusivamente
neotropical, perteneciente a la tribu Epidendreae, dentro de la subfamilia Epidendroideae
(Chase et al., 2003). Como resultado de los anélisis filogenéticos moleculares recientes (van
den Berg et al., 2000 y 2005), la circunscripciéon de la subtribu y las relaciones de los géneros
que la componen han cambiado considerablemente. Originalmente el cardcter morfolégico
utilizado para definirla habia sido la presencia de un pie de columna prominente, pero este
caracter es homoplésico y presenta una gradacion, desde pies de columna inconspicuos hasta
bien desarrollados (Dressler, 1993).

Pfitzer (1887) reconocié en Laeliinae dos series de taxa, una llamada Ponerae que
incluia a géneros con pie de columna como Arpophyllum, Isochilus, Ponera, Scaphyglottis y otra
llamada Cattleyeae, con representantes sin pie de columna, entre los que estaban Brassavola,

Laelia, y Meiracyllium. Schlechter (1926) reconocié estos mismos grupos, separando en la
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subtribu Ponerinae a los miembros con un pie de columna bien desarrollado (e.g Domingoa,
Isochilus Ponera y Scaphyglottis) y manteniendo en la subtribu Laeliinae los representantes sin
pie de columna (e.g Barkeria, Cattleya, Encyclia y Epidendrum).

Baker (1972) realiz6é un estudio anatémico de las hojas de 39 géneros de Laeliinae
(incluyendo dos especies que ahora pertenecen a Ponerinae) y sugiri6 un esquema de
relaciones entre los géneros, destacando dos principales grupos o “complejos” de especies
que poseen un pie de columna bien desarrollado, el complejo Domingoa y el complejo
Scaphyglottis.

Dressler (1993) incluyé en Epidendreae las subtribus Sobraliinae, Arpophyllinae,
Meiracylliinae, Coeliinae, Laeliinae y Pleurothallidinae, ubicando los géneros que
actualmente comprenden Ponerinae en la subtribu Laeliinae.

Szlachetko (1991) propuso la subtribu Isochiliinae para un solo género, Isochilus.
Posteriormente, Szlachetko (1995) dividié Laeliinae sensu Dressler (1993) en tres subtribus:
Epidendrinae, Laeliinae y Ponerinae. En la dltima subtribu colocé los géneros con un pie de
columna prominente como Helleriella, Hexisea, Homalopetalum, Nidema, Orleanesia, Ponera,
Reichenbachanthus y Scaphyglottis y ubicé a Isochilus en Laeliinae. Un estudio filogenético
molecular (van den Berg et al., 2000) mostré que Ponerinae como la delimitaron Pfitzer (1887),
Schlechter (1926) y Szlachetko (1995) es polifilética, ya que algunos géneros que también
poseen un pie de columna conspicuo, como Domingoa, Homalopetalum, Jacquiniella y
Scaphyglottis se agrupan con representantes de la subtribu Laeliinae. De acuerdo con van den
Berg et al. (2000 y 2005), Ponerinae es un grupo monofilético que se restringe a los géneros
Helleriella, Isochilus, Nemaconia y Ponera (Fig. 3.1.). Sin embargo, las relaciones hacia el interior
de la subtribu no han sido examinadas en detalle.

Analisis moleculares recientes (van den Berg et al., 2000 y 2005; Soto et al., 2007)
indican ademas que Ponera es parafilética, ya que Ponera exilis Dressler forma el grupo
hermano de Isochilus, con el que comparte la arquitectura vegetativa. Las especies
previamente incluidas en Ponera que no son muy similares a P. exilis y P. juncifolia (la especie

tipo de Ponera) han sido atribuidas a un género distinto, Nemaconia (Soto et al., 2007).

En este estudio se exploraran las relaciones filogenéticas de la subtribu Ponerinae
mediante analisis cladisticos de secuencias de ADN no codificantes, incluyendo una regién

nuclear (los espaciadores internos transcritos del ADN ribosomal nuclear; Baldwin et al.,
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1995) y otro de los plastidos (el espaciador intergénico trnHGUG-psbA), ademas de caracteres
morfolégicos de las plantas y caracteres anatémicos de la hoja. También, se discute la posible
secuencia de cambios evolutivos de algunos caracteres anatémicos foliares en los miembros

de la subtribu Ponerinae, mediante la optimizacién en los &rboles filogenéticos resultantes.
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Figura 3.1. Parte de uno de los arboles mds parsimoniosos resultante del analisis de una regiéon ADN
nuclear (ITS), y tres regiones de los plastidos (el intrén trnL, el espaciador trnL-F, el gen y los
espaciadores de matK y rbcL) que muestra la posicién de la subtribu Ponerinae. Tomado de van den
Berg et al. (2005). Los ntimeros sobre las ramas indican la longitud de las mismas y los numeros bajo
las ramas setialan las proporciones boostrap > 50, seguidas del apoyo de Bremer. La flecha en gris

indica los grupos que tienen pie de columna conspicuo.
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MATERIALES Y METODOS

MUESTREO TAXONOMICO

Se estudiaron individuos de nueve especies de la subtribu Ponerinae. A partir de
material obtenido de ejemplares vivos mantenidos en cultivo en los invernaderos del
herbario AMO vy la coleccion particular del Dr. Gerardo Salazar (Apéndice 1). Se estudiaron
los especimenes herborizados de la subtribu Ponerinae en las colecciones del Herbario AMO
(Instituto Chinoin) y el Herbario Nacional de México (MEXU). B. purpurea (Bletiinae) y

E.nocturnum (Laeliinae) fueron usados como grupos externos en los analisis cladisticos.

METODOS ANATOMICOS.

Los métodos que se llevaron a cabo para obtener las muestras para microscopia
electrénica de barrido (MEB) y para microscopia de luz se detallan en Materiales y Metodos
del Capitulo 1 ((pag. 12-13). En MEB se observaron las caracteristicas superficiales de la
epidermis foliar de ambas superficies epidérmicas como la forma de las células epidérmicas,
la curvatura y ornamentacién de las paredes periclinales, las ceras epicuticulares y la
distribucién, tipo y forma de los aparatos estomaticos. Mientras que en los cortes anatémicos
se examinaron caracteristicas externas e internas de la lamina foliar como la cuticula, forma y
tamarnio de las células epidérmicas, tipo de parénquima, arreglo del esclerénquima,

distribucién y arreglo de los haces vasculares y tipo de inclusiones celulares.

METODOS MOLECULARES
Seleccidn de caracteres moleculares

La informacién molecular utilizada consisti6 de secuencias de ADN de dos
compartimentos del genoma de la planta: 1) la regiéon nuclear del espaciador interno
transcrito (ITS) de la familia multigénica ribosomal nuclear, incluyendo ITS1, el gen 5.85 e
ITS2 (Soltis y Soltis, 1998). Los espaciadores internos transcritos ITS1 e ITS2 no son
incorporados en los ribosomas, pero tienen que ver con el proceso de maduraciéon de los
ARN ribosomales (Baldwin, 1995; Soltis y Soltis, 1998); y 2) la regién del cloroplasto del

espaciador intergénico trnHGUG-psbA, que separa los genes que codifican la producciéon del
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ARN de transferencia de la histidina y la proteina D1 del centro de reaccion del fotosistema II

(Shaw et al., 2005).

La regién de ITS sola y en conjunto con otras regiones nucleares y del cloroplasto ha
sido ampliamente utilizada para reconstruir las relaciones filogenéticas a distintos niveles de
la jerarquia taxonémica de la familia Orchidaceae (revisado en Cameron, 2007), por ejemplo a
niveles tribal (e.g. Epidendreae: van den Berg et al., 2000; Cranichidae: Salazar et al., 2003),
subtribal (e.g. Pogoniinae: Cameron y Chase, 1999; Pridgeon y Chase, 2001) y genérica

(e.g. Dignathe: Sosa et al., 2001; Cymbidium: Zhang et al., 2002). El espaciador intergénico
trnHGUG-psbA es una de las regiones del genoma de los plastidos que presenta mas variacion,
siendo util para explorar las relaciones intergenéricas e interespecificas (Shaw et al., 2005),

pero que no se ha utilizado antes en Orchidaceae.

Extraccion de ADN

El ADN total fue extraido de tejido fresco con una modificacién del procedimiento del
2x CTAB descrito por Doyle y Doyle (1987). Se moli6 cerca de 0.1 g de tejido fresco con
nitrégeno liquido hasta la pulverizacion. El tejido fue transferido a un microtubo de 1.5 ml
agregandole 500 pl de tampén de CTAB con 4% de 2-mercaptoetanol, previamente calentado
a 65°C, homogenizando la mezcla con un minipistilo. La mezcla fue incubada a 65 °C durante
15 a 20 minutos. La extraccion se realizé con 500 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1)
durante 15 minutos, mezclando suavemente varias veces.

El extracto fue centrifugado a 9, 000 revoluciones por minuto (RPM) durante 10
minutos. La fase acuosa superior fue transferida a un microtubo limpio, sin tomar la fase
aceitosa ni los s6lidos. La precipitacion se realizé adicionando lo equivalente al volumen del
extracto de 2-propanol preenfriado a -20°C, invirtiendo el microtubo suavemente varias veces
hasta observar enturbiamiento de la mezcla. El extracto se dejé reposar durante 72 horas a -
20°C. y posteriormente, se centrifugé a 13, 000 RPM durante 5 min. Se descart6 el alcohol y el
precipitado fue lavado afiadiéndole 500 pl de etanol al 70% y centrifugandolo a 13, 000 RPM
durante 3 minutos. El alcohol fue descartado y el precipitado limpio fue secado mediante

centrifugacion al vacio durante 4 minutos y resuspendido en 50 pl de tampén TE (bajo en
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EDTA). El extracto de ADN fue evaluado mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%

tentido con bromuro de etidio para confirmar la obtencién ADN de alto peso molecular.

Amplificacion y secuenciacién de las regiones de ADN de interés

La amplificacion de las regiones de ADN se efectué por medio de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), usando una mezcla comercial (Taq
PCR Core Kit, QIAGEN) en reacciones de 25 pL. La mezcla de reacciéon usada para las dos
regiones de ADN amplificadas se muestra en el Cuadro 1. El espaciador intergénico
trnHGUG-psbA fue amplificado utilizando los “primers” trnHGUG F (Tate y Simpson, 2003) y
psbA R (Sang et al., 1997). La region ITS se amplificé utilizando los “primers” 17SE y 26SE
(Sun et al., 1994) y en la mayoria de los casos se requirieron ademas los “primers” internos
ITS2 e ITS3 (White et al., 1990). Los programas de PCR empleados en la amplificacién de cada
region se indican en el Cuadro 3.1.

Los productos de PCR fueron purificados con columnas de silica QIAquick
(QIAGEN) de acuerdo al protocolo del fabricante y evaluados en geles de agarosa al 1% con

bromuro de etidio.

La reaccion de secuenciacion se realizé con el “Big Dye Terminator version 3.1 Cycle
Sequencing Kit” (Applied Biosystems). La mayoria de las reacciones de secuenciacion se
llevaron a un volumen total de 10 pL incluyendo 2 pL de “Big Dye”, tampén de
secuenciacion 2.5%, 0.5 pL de primer (10 pM/pL), 1.5-2.5 pL de H,O y 3-4 pL de producto de
PCR. El producto de la reaccién de secuenciaciéon fue purificado por medio de columnas
CENTRI-SEP (Princeton Separations) con el protocolo propuesto de la empresa que las
manufactura. Los productos ya limpios se secaron por centrifugacién al vacio a 60°C durante
20 a 30 min. Las secuencias fueron analizadas en un secuenciador automatico “3100 Genetic

Analyzer” (Applied Biosystems).
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Cuadro 3.1. Reactivos y cantidades utilizadas en la amplificacién
de las regiones ITS y trnHGUC-psbA

REACTIVO CANTIDAD ( pL )
ADN total Variable
H,O 18.375
PCR buffer 10X 25
Suero de albimina bovina 1
dntPs-Mix 10 mM de cada uno 0.5
trnHGYG F 10 pmol/ pl 0.25
psbA R 10 pmol/ pl 0.25
MgCl> 25 mM 0.75
DMSO 0.5
TAq5U/pL 0.125
Volumen total 25 puL

Cuadro 3.2. Programas de PCR utilizados en la amplificacion de las regiones ITS y

trnHGUG-psbA.
Proceso Temperatura /Tiempo
ITS trnHGUG-pshA

Pre-desnaturalizacion 94°C/2 min 94°C/1 min
Desnaturalizacién 94°C/1 min g 94°C/30 s ?
Renaturalizacién 50°C/1 min % 53°C/40s %
Extension 72°C/1 min 72°C/40 s

Extension final 72°C/7 min 72°C/5 min

Edicién de secuencias, alineamiento y codificacién de “indels”.

Los cromatogramas fueron editados y ensamblados con Sequencher version 4.6
(Genes Codes Corp.). Las secuencias se alinearon visualmente siguiendo las recomendaciones
de Kelchner (2000).

En ambas regiones de ADN fue necesaria la postulaciéon de eventos de insercién-
delecién (“indels”) debido a variaciones de longitud de los siguientes tipos: a) repeticiones
directas de secuencias adyacentes, tanto de conjuntos pequefios de nucleétidos como de un
solo nucleétido; b) insercién o delecién de secuencias en la que no fue posible identificar la
repeticion de secuencias adyacentes; y c) inserciones o deleciones grandes, que en el caso de

la region trnHGUG-psbA, en las especies de Isochilus y P. juncifolia pueden ser de hasta ca. de

67



300 nucledtidos. Todos los indels no autoapomorficos se codificaron como caracteres binarios
(presencia-ausencia) con el método de codificaciéon simple de indels propuesto por Simons y

Ochoterena (2000).

SELECCION Y CODIFICACION DE LOS CARACTERES ESTRUCTURALES

La seleccion de caracteres estructurales se realiz6 considerando aquellos caracteres en
los que al menos uno de sus estados esta presente en dos o més terminales, excluyendo asi los

caracteres exclusivos o autapomorficos.

ANALISIS CLADISTICOS

Se realizaron analisis de parsimonia con el programa PAUP* versiéon 4.0b10
(Swofford, 1998) de las secuencias obtenidas para las especies en estudio de los siguientes
conjuntos de datos: 1) espaciador trnHGUG-psbA; 2) secuencias de la regién ITS; 3) secuencias
de las dos regiones de ADN combinadas; 4) datos estructurales 5) secuencias de las dos
regiones de ADN mas los caracteres estructurales.

Los analisis de los conjuntos de datos por separado permiten explorar la semal
filogenética de cada conjunto de datos y, mediante la comparacién de los arboles resultantes,
ver si existen indicios de posible conflicto (Wiens, 1998). Por otra parte, el andlisis combinado
permite la interaccién de caracteres moleculares y estructurales en el anélisis, maximizando
el poder explicativo de los datos (Nixon y Carpenter, 1996) e impone una prueba rigurosa de
las hipétesis de homologia primaria a través de la congruencia de caracteres (de Pinna, 1991).

Todos los caracteres se consideraron como no ordenados y de igual peso. Se
aplicaron busquedas exhaustivas en todos los casos, guardando todos los arboles mas
parsimoniosos. El apoyo interno de los clados se evalué por medio de un anélisis
“bootstrap” (Felsenstein, 1985) consistiendo de 300 réplicas bootstrap, cada una con 10
réplicas heuristicas de secuencia con adicion de terminales al azar e intercambio de ramas por
medio de “branch swapping” (TBR) salvando hasta 20 arboles mas cortos por cada réplica.

Se optimizaron todos los caracteres estructurales sobre el arbol més parsimonioso
resultante del andlisis combinado de las dos regiones de ADN y los caracteres estructurales.
Para esto se utiliz6 el programa MacClade versién 4.02 (Maddison y Maddison, 2001) con la
opcion de transformacién acelerada “ACCTRAN”, la que favorece las hipétesis de homologia

primarias como verdaderas en ausencia de evidencia que las contradiga (de Pinna, 1991).
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RESULTADOS

CARACTERES ESTRUCTURALES.

Se eligieron cuatro caracteres macromorfolégicos observados en ejemplares vivos o
herborizados y nueve caracteres anatémicos obtenidos de las observaciones de microscopia
electronica y de luz, detallados en los dos capitulos precedentes. Todos los caracteres
estructurales fueron cualitativos ya sea binarios o multiestado (Cuadro 3). A continuacién se
definen los caracteres y sus estados de caracter (Cuadro 3) y en el cuadro 4 se muestra la
matriz codificada.

1. Tipo de tallo. 0= cormo, 1= tallo tipo cafa sin ramificar, 2= tallo tipo cafia
ramificado. Existen dos tipos de tallo en las especies estudiadas. Bletiinae tiene tallos
engrosados subterrdneos (cormos). Ponerinae y E. nocturnum tienen tallos tipo cafia, los
cuales son de dos tipos: simples en Isochilus, P. juncifolia y E. nocturnum y ramificados en H.
guerrerensis y las especies de Nemaconia.

2. Verrugas de las vainas foliares. 0= ausentes, 1= presentes. Se presentan verrugas
en las vainas foliares de Isochilus, Nemaconia y P. juncifolia, mientras que en H. Querrerensis,
B. purpurea y E. nocturnum no hay.

3. Forma de las flores. 0= tubular, 1= campanulada, 2= estrellada. Las flores son
tubulares en Isochilus, campanuladas en Nemaconia, P.a juncifolia y B. purpurea y estrelladas en
E.nocturnum.

4. Marcas en la lamina foliar. 0= sin marca, 1= una marca, 2= dos marcas. Las
laminas foliares de las especies de Isochilus, Nemaconia y P. juncifolia presentan una o dos
marcas transversales. Dichas marcas estdn ausentes en H. guerrerensis, B. purpurea y

E. nocturnum (ver capitulo 2).

5. Curvatura de la pared periclinal de las células epidérmicas en la superficie
adaxial. 0= plana, 1= convexa, 2= céncava. La pared periclinal de las células epidérmicas es
plana en H. guerrerensis y las especies de Nemaconia, convexa en Isochilus, P. juncifolia y

B. purpurea y concava en E. nocturnum (Cap. 1, Fig. 3.1.).

6. Curvatura de la pared periclinal de las células epidérmicas en la superficie
abaxial. 0= plana, 1= convexa de domos bajos, 2= convexa de domos altos, 3= céncava. La

pared periclinal de las células epidérmicas es plana en H. guerrerensis, convexa de domos
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bajos en Isochilus, P. juncifolia, N. graminifolia y N. striata, convexas de domos altos en B.
purpurea’y concava en E. nocturnum 'y N. dressleriana (Cap. 1, Fig. 3.1.).

7. Tipo de aparato estomatico. 0= anomocitico, 1= tetracitico, 2= diacitico. La mayoria
de las especies estudiadas tienen estomas anomociticos, pero las especies de Nemaconia
tetraciticos y B. purpurea diaciticos (Cap. 1, Fig. 1.4.).

8. Forma de los estomas. 0= circular, 1= eliptico. La forma de los estomas fué
considerada a partir del contorno de ambas células oclusivas. Es circular en H. guerrerensis,
las especies de Isochilus, P. juncifolia y E. nocturnum, y eliptico en las especies de Nemaconia y
B. purpurea (Cap. 1, Fig. 1.4.).

9. Forma del poro estomatico. 0= eliptico, 1= linear. Las especies de Isochilus, P.
juncifolia y E. nocturnum tienen el poro estomaético eliptico y el resto de las especies estudiadas
lo tiene linear (Cap.1, Fig. 1.4.).

10. Nivel de los estomas con respecto a las otras células epidérmicas. 0=
superficiales, 1= hundidos. Los estomas estdn al mismo nivel que las demads células
epidérmicas, es decir son superficiales, en la mayoria de las especies estudiadas menos en el
género Nemaconia donde se encuentran por debajo del nivel de las células epidérmicas
adyacentes, es decir son hundidos (Cap. 1, Fig. 1.4. C, I).

11. Fibras no vasculares. 0= ausentes, 1= solitarias, 2=agrupadas en haces. Las fibras
no vasculares estan ausentes en B. purpurea, son solitarias en todos los representantes de
Ponerinae y se encuentran agrupadas en haces no vasculares en E. nocturnum (Cap. 1, Fig. 1.6.
AE F, Q).

12. Drusas. 0=ausente, 1=presente. Se presentan drusas en todas las especies de
Ponerinae, pero no en B. purpurea ni en E. nocturnum (Cap. 1, Fig. 1.7. C, E).

13. Cristales lenticulares. =ausente, 1=presente. Los cristales lenticulares se presentan
en H. guerrerensis, N. striata, P. juncifolia y E. nocturnum, estando ausentes en el resto de las

especies estudiadas (Cap. 1, Fig. 1.7. F).

70



Cuadro 3.3. Sintesis de los 13 caracteres y estados de caracter de la subtribu

Ponerinae, B. purpurea'y E.nocturnum.

No. de
Caracteres Estados de caracter
caracter
Tallo tipo cafia Tallo tipo cafia,
1 Tipo de tallo cormo (0)
sin ramificarse(l) ramificado(2)
2 Verrugas de las vainas foliares Ausentes (0) Presentes (1)
Campanulada
3 Forma de las flores Tubular(0) ) Estrellada (2)
1
4 Marcas en la lamina foliar Sin marca (0)  Una marca (1) Dos marcas (2)
Curvatura de la pared periclinal
5 de las células epidérmicas en la Plana (0) Convexa (1) Coéncava (2)
superficie adaxial
Curvatura de la pared periclinal
Convexa de Convexa de
6 de las células epidérmicas en la Plana (0) Coéncava (3)
domos bajos (1) domos altos (2)
superficie abaxial.
7 Tipo de aparato estomatico Anomocitico  Tetracitico (1) Diacitico (2)
©)
8 Forma de los estomas Circular (0) Eliptico (1)
9 Forma del poro estomatico Eliptico (0) Linear (1)
Nivel de los estomas con respecto Superficiales
10 Hundidos (1)
a las otras células epidérmicas ©)
Agrupadas en
11 Fibras no vasculares. Ausentes (0)  Solitarias (1)
haces (2)0
12 Drusas Ausentes (0) Presentes (1)
13 Cristales lenticulares Ausentes (0) Presentes (1)
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Cuadro 3.4. Datos morfolégicos codificados. Matriz de la subtribu Ponerinae, B. purpurea 'y

E.nocturnum. Los ntiimeros de cardacter se refieren a los listados en el cuadro anterior.

Taxa/caracter 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13

E.. nocturnum 0 0 2 0 2 3 0 0 0 0 2 0 1
B. purpurea 1 0 1 0 1 2 2 1 1 0 0 0 0
H. guerrerensis 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1
I. carnosifloru 0 1 0 2 1 1 0 0 0 0 1 1 0
I. alatus 0 1 0 2 1 1 0 0 0 0 1 1 0
I. langlassei 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0

s latibracteatus 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0

P. juncifolia 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1

N. dressleriana 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0

N. graminifolia 0 1 1 2 0 1 1 1 1 1 1 1 0

N.striata 0 1 1 2 0 1 1 1 1 1 1 1 1

CARACTERES MOLECULARES.

No se logré amplificar ni secuenciar la region trnHGUG-pshbA para la especie

N. dressleriana ni la region ITS para la especie P. juncifolia.

ANALISIS CLADISTICOS

Los cladogramas obtenidos de los anélisis por separado y combinados recuperaron

relaciones filogenéticas similares, de hecho, las topologias de los arboles son las mismas en el
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analisis de la region de ITS, las dos regiones de ADN Yy el andlisis combinado. Ademas en la
mayoria de los andlisis se recuperan los clados correspondientes a los géneros considerados

actualmente en Ponerinae: Helleriella, Isochilus, Nemaconia 'y Ponera.

Anilisis de trnHGUG-psbA. La matriz alineada del espaciador intergénico
trnHGUG-psbA consistié de 906 posiciones de nucledtidos, siete indels codificados, para un
total de 899 caracteres de los cuales 93 fueron variables y 22 fueron informativos para la
parsimonia. La btsqueda exhaustiva recobré 75 arboles mds parsimoniosos de 125 pasos,
CI=0.96 e IR=0.82. En el consenso estricto de estos arboles (Fig. 3.2. A) la subtribu Ponerinae
resulté parafilética, ya que B. purpurea se anidé dentro de ella, formando un clado con
H. guerrerensis (PB=70) cuyo grupo hermano es N. graminifolia (PB=77). P. juncifolia y las
especies de Isochilus conforman un clado moderadamente apoyado (PB=87) pero sin

resolucion al interior.

Anilisis de la regiéon ITS. La matriz alineada de la region ITS consisti6 de 974
posiciones de nucleétidos, ocho indels codificados, para un total de 966 caracteres de los
cuales 121 fueron variables y 107 fueron potencialmente informativos para la parsimonia. La
btsqueda exhaustiva encontré un solo drbol mas corto (Fig. 3.2. B) con una longitud de 249
pasos, CI=0.79 y RI=0.69 (Cuadro 5). Ponerinae constituy6 un grupo monofilético con soporte
moderado (PB=77) formado por dos clados principales bien apoyados, el de las especies de
Isochilus (PB=100) y de Nemaconia (PB=97), siendo H. guerrerensis su linaje hermano. En
Isochilus existen dos subclados el de Lalatus-I. carnosiflorus y el de I. langlassei-1.latibracteatus y

en Nemaconia, N. striata es hermana del clado formado por N. dressleriana-N. graminifolia.

Anilisis de las dos regiones de ADN combinadas (trnHU¢-psbA e ITS). El conjunto
de secuencias de las dos regiones de ADN combinadas incluyo 1880 posiciones de
nucleétidos, 15 indels codificados, para un total de 1865 caracteres de los cuales 214
caracteres fueron variables y 129 fueron informativos para la parsimonia. La busqueda
exhaustiva encontré un solo arbol mas corto (Fig. 3.2. C) con una longitud de 352 pasos,

CI=0.83 y RI=0.68.
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Figura 3.2. Comparacién entre los cladogramas obtenidos para los 11 taxones estudiados de la region (A) trnHGUG-psbA (L=125,
CI=0.96, RI=0.82), (B) ITS (L=1249, CI=0.79, RI=0.69), (C) Las regiones trnHGUG-psbA e ITS combinadas (L=352, CI=0.83, RI=0),
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combinados (L=377, CI=0.82, RI=0.62). Los nameros sobre las ramas indican las proporciones boostrap » 50 y los niimeros bajo las
ramas son la longitud de las mismas.
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La monofilia de Ponerinae tuvo un apoyo bajo (PB=60), no hubo resolucién entre los
principales linajes (H. guerrerensis, el clado de Isochilus y el de Nemaconia). P, juncifolia se ubicé
como la especie hermana de Isochilus y las relaciones intraespecificas en Isochilus y Nemaconia
fueron iguales a las del arbol de la region ITS. Las cifras de apoyo de los clados se abatieron

en comparacion con los obtenidos en los arboles de las secuencias por separado.

Anilisis de los caracteres morfolégicos. Este andlisis produjo un &rbol mas
parsimonioso de 28 pasos de largo, CI=0.75 y RI=0.77 (Fig. 3.2. D). La basqueda exhaustiva
resulté en un arbol més corto (Fig. 3.2. D) con una longitud de 28 pasos, CI=0.75 y RI=0.77.
No hay apoyo a la monofilia de Ponerinae, pero si se recuperan los clados de las especies de
Nemaconia (PB=86) y de Isochilus (PB=80), cuyas relaciones al interior no estan resueltas o

estan escasamente.

Anadlisis de las regiones de ADN y los caracteres morfolégicos. La btusqueda
exhaustiva realizada con las secuencias de las dos regiones de ADN y los caracteres
estructurales originé un cladograma (Fig. 3.2. E). En este cladograma, las relaciones de todas
las especies de la subtribu Ponerinae estan resueltas. La topologia del arbol del anélisis
combinado fue muy similar al de la region de ITS, pero con P. juncifolia como especie
hermana de Isochilus.

En el cuadro 4 se muestran las caracteristicas de las matrices obtenidas para cada uno

de los datos analizados asi como los principales estadisticos de los cladogramas resultantes.
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Cuadro 3.5. Caracteristicas de los grupos de datos analizados en el presente estudio.

L= Longitud, CI= Indice de consistencia, RI= Indice de retencién

Loneitud Numero de
d egla Numero de Nuamero/% cladogramas
Analisis . gaps caracteres mas
matriz 2 . . . . CI RI
alineada codificados informativos parsimoniosos
encontrados
i6 GUG.
:jsebion trnH 906 7 22/24 75 125 096 082
Region ITS 974 8 107/10.1 1 249 079 0.69
i6 GUG.
E;f‘i"fggH 1880 15 129/6.9 1 352 083 0.68
ecsiii‘:tff;es 13 ; 11/84 1 28 075 077
Secuencias+
caracteres 1893 15 99/5.2 1 377 082 0.68
estructurales

Debido que el analisis combinado proporcioné uno de los arboles méas resueltos,
donde los apoyos boostrap se incrementaron en algunos clados en comparacion con el arbol
que emplea los datos moleculares o el que muestra solo los datos estructurales, se considera
la mejor estimacion filogenética y por lo tanto serd utilizado para optimizar los caracteres

estructurales.

OPTIMIZACION DE LOS CARACTERES ESTRUCTURALES EN EL ARBOL
FILOGENETICO COMBINADO.

Los cambios en los estados de caracter de los 13 caracteres estructurales incluidos en
los analisis cladisticos de acuerdo con la optimizaciéon “ACCTRAN “en MacClade, se indican

a continuacion (Fig 3.3.-3.5).

1). Tipo de tallo. El estado ancestral de este caracter es ambiguo entre el tallo tipo
cana sin ramificar de E.nocturnum y el cormo de B. purpurea. Si se asume que el estado
ancestral es la condicién tallo tipo cara sin ramificar, el cardcter derivé a la condiciéon de
cormo en B. purpurea y a tallo tipo camtla ramificado en H. guerrerensis y Nemaconia y

posteriormente revirtié a la condicién ancestral en Isochilus y P. juncifolia (Fig. 3.3. A).
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2) Verrugas de las vainas foliares. La ausencia de verrugas en las vainas foliares es el
estado ancestral de este caracter (E. nocturnum, B. purpurea'y H. guerrerensis) y de él se deriva
la presencia de verrugas en las vainas foliares en Nemaconia, P. juncifolia e Isochilus (Fig. 3.3.

B).

3) Forma de las flores. El estado ancestral de este caracter es ambiguo entre las flores
estrelladas como en E. nocturnum y las flores campanuladas presentes en B. purpurea y casi
todas las Ponerinae, menos Isochilus, donde derivé a la condicion de flores tubulares (Fig. 3.3.

Q).

4) Marcas en la lamina foliar. La condicién plesiomérfica de este carécter es la
ausencia de marcas en la lamina foliar en los grupos externos y en H. guerrerensis, pero existe
ambigtiedad en el resto de los representantes de Ponerinae entre la posesion de una o dos
marcas (Fig. 3.3. D). Si la condicion ancestral es una marca, la posesion de dos marcas se
originé independientemente en I. alatus-I. carnosiflorus y Nemaconia, donde N. dressleriana
revierte a la condicién ancestral. Pero si el estado plesiomorfico es la presencia de dos marcas,

una marca se derivé en el linaje P. juncifolia /Isochilus e independientemente en

N. dressleriana.
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1. alatus B. Verrugas en las vainas foliares I. alatus

@ Cormo
3 Tdllo tipo cana sin ramific

[ Tallo tipo cana ramificado
R Ambiguo
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I. carnosiflorus
@ Presentes
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1. langlassei I. langlassei

I. latibracteatus
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I 1L 2ivte

N. graminifolia

N. striata

Helleriella
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—yiellerielia
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Bletia purpurez Bletia purpurea

Epidendrum Epidendrum
nonrturnum nocturnum

C. Forma de las Flores
@ Tubulares
3 Campanuladas

3 Estrelladas
R Ambiguo

I alatus D. Marcas en la Iadmina foliar

I. alatus
Bl Sin marca
I. carnosiflorus =3 Una marca
1 Dos marcas
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1. carnosiflorus

I. langlassei 1 |. langlassei

I. latibracteatus 1 |. latibracteatus

Ponera
juncifolia

Ponera
Jjuncifolia
N. dressleriana ——N. dressleriana

N. graminifolia N. graminifolia

N. striata

IN. striata
Helleriella Helleriella
guerrerensis guerrerensis

Bletia purpurea Bletia purpurea

Epidendrum Epidendrum
nocturnum nocturnum

Figura. 3.3. Optimizacion ACCTRAN de los caracteres. A) Tipo de tallo. B) Verrugas de las
vainas foliares. C) Forma de las flores. D) Marcas en la ldmina foliar, en el arbol mas

parsimonioso obtenido del anélisis conjunto de los caracteres moleculares y estructurales.
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Figura 3.4. Optimizacion ACCTRAN de los caracteres. A) Curvatura de la pared periclinal de

las células epidérmicas en la superficie adxial. B) Curvatura de la pared periclinal de las

células epidérmicas en la superficie abaxial. C) Tipo de aparato estomatico. D) Forma de los

estomas, en el arbol mas parsimonioso obtenido del andlisis conjunto de los caracteres

moleculares y estructurales.
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5) Curvatura de la pared periclinal de las células epidérmicas en la superficie
adaxial. En este caracter se recupero como ambiguo el estado ancestral, siendo concavo en
E. nocturnum. El estado convexo aparece independientemente en B. purpurea y en el clado
[P. juncifolia [Isochilus]], mientras que la condicién plana es ancestral en Ponerinae (Fig. 3.4.
A).

6) Curvatura de la pared periclinal de las células epidérmicas en la superficie
abaxial. El estado ancestral de este cardcter es ambiguo. Sin embargo, la condicién convexa
de domos bajos, se presenta en casi todos los miembros estudiados de la subtribu Ponerinae,
excepto en H. guerrerensis (Fig. 3.4. B).

7) Tipo de aparato estomatico. El estado ancestral de este caricter es el estoma

anomocitico y de ¢l se derivan los estados diacitico en B. purpurea y tetracitico en Nemaconia

(Fig. 3.4. C).

8) Forma de los estomas. Los estomas de forma circular son el estado ancestral de
este caracter. La condicion eliptica tuvo dos origenes independientes en B. purpurea y
Nemaconia (Fig. 3.4. D).

9) Forma del poro estomaitico. El poro eliptico evolucion6é derivadamente en
P. juncifolia/ Isochilus y E. nocturnum. El linear es simplesiomorfico en Ponerinae y B. purpurea
(Fig.3.5. A).

10) Nivel de los estomas con respecto a las otras células epidérmicas. Los estomas
superficiales son la condicién ancestral, la que cambié al estado hundido en Nemaconia
(Fig. 3.5. B).

11) Fibras no vasculares. El estado ancestral de este caracter es ambiguo entre las
fibras agrupadas en haces, solitarias y ausentes. La presencia de fibras solitarias es una
sinapomorfia en la subtribu Ponerinae (Fig. 3.5. C).

12) Drusas. El estado ancestral de este caracter es la ausencia de drusas, por lo

tanto, la presencia de drusas es una condicion derivada y unica para Ponerinae

(Fig. 3.5. D).
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13) Cristales lenticulares. La presencia de cristales lenticulares es la condicion
ancestral y la ausencia de éstos evoluciond tres veces: una en B. purpurea, otra en N.

dressleriana-N. graminifolia y otra en Isochilus (Fig. 3.5. E).

C. Fibras ne vasculares

A. Forma del poro estomatico, |, alatus B. Nivel de los estomas T 1 aletus
- Ef'phco @ Superficiales El Ausentes
=3 Linear I. carnosiflorus 5 1. camnosiflorus i i
; B3 Hundidos : |. camosiflorug
. Ambiguo e e
3 Agrupadas en haces
I langlassei | langlassei NN Ambiguo 1. langlassei
I.latibracteatus 1. latbracteatus = = 1 satbracteatur
Por[eral Ponera Ponera
juncifolia uncifolia " juncifolia
N. dressleriana N. dressierianz W, dresslerian:
N. graminifolia N. graminifolia . graminifolia
N. striata N. striata 9N, siriata
Helleriella Helleriela Helleriella
gquemerenss guerrerensis guerrerensis
etia purpurea purpurea Bletia purpurea
idendrum
noctumum noctumum nocturnum
D. Diusas B | alaius E. Cristales lenficulares . alatus
. Ausentes B Ausentes 1 o
= Presentes J I camosifiorus @D Presentes ’
J |. langlassei L Jangiassel
5. latibracteatus 1. latibracteatus
_Poners _ Ponera
S ncifoli Jjuncifolia

N. dressleriana

N. dresslerian:
N, graminifolia N. graminifolia
N. striata N sirtale
m Helleriella Helleriella
ansia QUEITErensis
Bletia purpurea Bletia purpurea
pldendrum
Epidendrum o ik

Figura 3.5. Optimizacion ACCTRAN de los caracteres. A) Forma del poro estomatico. B)

Nivel de los estomas. C) Fibras no vasculares. D) Drusas. E) Cristales lenticulares.
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A continuacion se indican la polaridad en los cambios de los estados de carécter de los
13 caracteres estructurales examinados al optimizarlos con “ACCTRAN" en el arbol mas
parsimonioso generado del andlisis combinado, que muestra una sintesis de los caracteres

sinapomorficos para Ponerinae y los subgrupos en Ponerinae (Fig. 3.6).

Caracter 96 L. Glatos
1. Tipo de tallo 4
2. \errugas en las vainas foliares —.—
3. Forma de las flores 70 1-2 .
4, Marcas en la lamina foliar 3 13 = |. carnosiflorus

5. Curvatura de [a pared periclinal de
las celulas epidérmicas de la s.adax

6. Curvatura de la pared periclinal de 1-0 1-0
las celulas epidérmicas de la s.abax

i 90 64
7. Tipo de aparato estomatico
8. Forma de los estomas

I. langlassei

9. Forma del poro estomatico
10. Nivel de los estomas 2-10-11-0
11. Fibras no vasculares

/. latibracteatus

12. Drusas
13. Cristales lenticulares 56 Ponera
1246 juncifolia
o B.. 4
0,1-2 '18'1_ 3 N. dressleriana
73
1112 N. graminifolia
OI_1 OI_1 1-2 0-1 0-1 0-1

Helleriella
guerrerensis

Bletia purpurea

Epidendrum
nocturnum

Figura 3.6. Distribucién de los cambios de los estados de carédcter estructurales en el
cladograma mas parsimonioso generado del andlisis combinado de secuencias de ADN de las
regiones trnHGUG-psbA e ITS y 13 caracteres morfologicos/anatémicos de nueve especies de la
subtribu Ponerinae, B. purpurea y E.nocturnum. Los nameros en los rectangulos grises son las
las proporciones boostrap > 50, los elipses negros indican las sinapomorfias, los rectangulo

blanco indica reversion, bajo éstos se encuentra la direccién de cambio.
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DISCUSION

RELACIONES EN LA SUBTRIBU PONERINAE E IMPLICACIONES TAXONOMICAS

Aunque el objetivo de este estudio no fue evaluar la monofilia de la subtribu
Ponerinae, se encontraron resultados consistentes con los de van den Berg et al., (2000, 2005).
La monofilia de Ponerinae se reafirma, pero en este caso, con valores de apoyo boostrap mas
bajos (60-77 vs. 100), ya que en sus andlisis utilizaron cinco regiones de ADN, una nuclear
(ITS) y cuatro del cloroplasto (trnL, trnL-F, matK y rbcL). Mientras que en este estudio s6lo se
utilizaron dos regiones, de las cuales trnHSUS-psbA no se habia empleado en ningtn anélisis

filogenético de la familia Orchidaceae.

Los linajes resultantes en Ponerinae corresponden a la clasificacion intragenérica
previa, que incluye a los géneros Isochilus, Helleriella, Nemaconia y Ponera (Soto 2005,
Soto et al., 2007). Sin embargo, que en la mayoria de los cladogramas obtenidos en este trabajo
Helleriella es hermana del resto de Ponerinae, mientras que en el trabajo de van den Berg et al.
(2005) 1o es Nemaconia.

A pesar de que muchos de los caracteres estructurales muestran homoplasia
(Fig. 3.6.) todos ellos constituyen sinapomorfias de los clados que se mencionan a

continuacion.

Para la subtribu Ponerinae las sinapomorfias son fibras no vasculares solitarias y las
drusas (Fig. 3.6., caracter 11 y 12). Estas sinapomorfias son interesantes porque las fibras no
vasculares solitarias solo se han encontrado de manera aislada en cuatro orquideas
orquidoides (Olatunji y Nengim, 1980, Arditti, 1992) y las drusas tambié se han reportado en
las orquideas (Pridgeon, 1994; Holltzmeier et al., 1998; Sandoval-Zapotitla y Terrazas, 2001) ,

lo significativo es su abundancia en la subtribu Ponerinae.

Con la exclusion de H. guerrerensis el resto de los géneros en Ponerinae forman un
clado caracterizado por la presencia de verrugas en las vainas foliares y la curvatura de la
pared periclinal de las células epidérmicas de la superficie abaxial convexa de domos bajos
(Fig. 3.6. caracter 2, 6). La presencia de marcas en las laminas foliares esta restringida a este
clado, pero no se pudo conocer su condicién plesiomorfica. Las marcas son una impresion de
la porcion apical de la vaina de una hoja anterior o de dos hojas anteriores en el caso de dos

marcas, sobre la ldmina de la hoja en formacién, producida por una presiéon durante el
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desarrollo de la hoja (capitulo 2). Por lo tanto, es més factible pensar que se origina primero
una marca y luego aparecieron dos marcas independientemente en el clado Isochilus alatus-
I. carnosiflorus y Nemaconia, revirtiendo a la condicién plesiomorfica en N. dressleriana (Fig. 3.3.
D).

El clado [P. juncifolia [Isochilus] se caracteriza por el tallo tipo cafia sin ramificar, por la
curvatura de la pared periclinal de las células epidérmicas de la superficie adaxial convexa
que se presenta independientemente en B. purpurea (Fig. 3.4. A, Fig. 3.6. caracteres 1, 5), por el
poro estomatico eliptico, el cual se presenta también en E.nocturnum (Fig. 3.5. A, Fig. 3.6.
caracter 9) y por la presencia de una marca, aunque en el clado de I. alatus -I. carnosiflorus
derive en la posesion de dos marcas (Fig. 3.3. D).

Para el género Isochilus la forma de las flores tubulares es una sinapomorfia (Fig. 3.3.
C, Fig. 3.6. caracter 3). Este caracter parece estar relacionado con la polinizacion por colibries.
De hecho, existen reportes de polinizacién por colibries en I. carnosiflorus (Van der Pjil y
Dodson, 1966), I. aurantiacus (Soto, 2003) e I. alatus (Soto, 2008).

Nemaconia se encuentra sustentada por los tallos tipo carna ramificados, condicién que
ademads se presenta en H. guerrerensis (Fig. 3.3. A) y varios estados de carécter de los aparatos
estomaéticos como son los estomas tetraciticos, elipticos y hundidos con respecto a las células
epidérmicas adyacentes (Fig. 3.4. C, D y Fig. 3.5. D, caracteres 7, 8, 10). Asi como la posesion
de dos marcas en N. graminifolia y N. striata, pero que en N. dressleriana evoluciona a una
marca.

Como resultado de la optimizacién de los caracteres estructurales también se
pudieron observar simplesiomorfias que se encuentran en los representantes de Ponerinae y
en alguno o en los dos grupos externos, tales como los aparatos estométicos anomociticos, los
estomas circulares, el poro estomaético eliptico y los estomas superficiales. (Fig. 3.4. C-D y 3.5.
A-B). Las flores campanuladas son simplesiomérficas en Ponerinae, porque también estdn
presentes en B. purpurea (Fig. 3.3. C). La polinizaciéon no estd documentada, en Helleriella.,
Nemaconia 'y Ponera pero los vectores son probablemente las abejas (no euglosinas) porque las
flores tienen las caracteristicas del sindrome de polinizacién por abejas que son: antesis
diurna, flores zigomorficas con labelo prominente, segmentos florales de colores blanco,
purpura o amarillo, guias de néctar y flores horizontales (Endress, 1994). En B. purpurea se ha
reportado polinizacion por Euglossa  hemichlora, ~Melipona sp. 'y Thygater sp.

(Dodson y Frymire, 1961).
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La presencia de cristales lenticulares es simplesiomorfico, pero la ausencia de cristales
lenticulares separadamente define los clados de Isochilus, N. dressleriana-N. graminifolia y

aparece independientemente en B. purpurea (Fig. 3.5. E).

El tallo tipo cafia se presenta en los representantes de la subtribu Ponerinae, en sus
modalidades de no ramificado y ramificado y el cormo que es un tallo engrosado de
almacenamiento localizado bajo la superficie de la tierra se encuentra en B. purpurea. Dressler
(1981) sugiri6 que el habito tallo tipo cania (reed-stem) pudo haberse derivado de dos tipos
ancestrales: un hdabito cormoso o de los tallos engrosados que se presentan en algunas
orquideas saprofitas durante la fase de plantula. Sin embargo, en funcién de lo que se conoce
de las relaciones filogenéticas de Epidendreae, aunque Bletiinae es hermana de Ponerinae es
muy aberrante en la posesion de cormos, porque es el inico miembro de este gran linaje que
tiene cormos, por lo tanto la condicién ancestral posiblemente es el tallo tipo cania y el cormo

es un estado derivado y tinico (autoapomorfia) en B. (Fig. 3.3. caracter 1).

CONCLUSIONES

Las relaciones filogenéticas obtenidas mediante el analisis cladistico de las regiones de
ADN (trnHGCUG-psbA e ITS) y los caracteres estructurales son similares a los que consideraron
autores previos (van den Berg et al., 2005; Soto et al., 2007), donde se propone a la subtribu
Ponerinae como un grupo monofilético que incluye a los géneros Isochilus, Helleriella.,

Nemaconia y Ponera.

Préacticamente todos los caracteres estructurales analizados en conjunto con los
caracteres moleculares delimitan clados y son consistentes con la clasificacion genérica.
Clasificaciones previas como las de Pfitzer (1887), Dressler (1993) y Szlachetko (1995) que
solamente consideraban caracteres florales, no coinciden con los resultados de los anélisis
filogenéticos posteriores (van den Berg et al., 2000, 2005), mientras que todos los atributos
estructurales que se estudiaron aqui, de alguna manera ayudan a delimitar tanto a la
subtribu Ponerinae como grupo monofilético y reconocer clados a su interior. Por lo tanto, es
necesario considerar todas las fuentes posibles de informacién y no restringirse a

determinados tipos de caracteres.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

En Ponerinae pareceria que la anatomia de las hojas de sus representantes es
relativamente homogénea, pero existen varios caracteres variables e incluso que se
vislumbraban como sinapomorfias potenciales, para la subtribu y los grupos a su interior.
Una vez que los caracteres estructurales junto con los moleculares correspondientes a dos
regiones de ADN se analizaron mediante el método de parsimonia, muchas de las
sinapomorfias se confirmaron como tales. Estos caracteres sustentaron la monofilia de
Ponerinae y de varios clados dentro de la subtribu.

Las marcas y la prominencia media de la ldmina foliar de las especies de Ponerinae,
salvo H. son una depresion lineal y una elevacion triangular respectivamente del nivel
general de la lamina en la superficie abaxial. Las marcas se parecen a la regién de absicién en
etapas tempranas de la diferenciaciéon de esta la tltima, la cudl inicia también con una
depresion entre la lamina y la vaina foliar. Sin embargo, los cambios substanciales en los
tejidos internos representados por la formaciéon y agrandamiento de espacios
lisoesquizégenos entre los haces vasculares que ocurren en la region de abscion, no ocurren
en las marcas. Pero nada de esto ocurre en los tejidos internos de las especies que tienen las
marcas. Las marcas de la lamina foliar probablemente se forman por la presiéon de la region
de abscién de la hoja previa sobre la lamina en desarrollo, porque la abertura de la porciéon
apical de la vaina foliar es menor que la amplitud de la lamina foliar que se elonga a través
de ella.

Para saber con certeza la naturaleza y el origen de las marcas y confirmar o refutar el
mecanismo de formacién propuesto en este trabajo seria necesario realizar un estudio de
desarrollo de las hojas. También podria extenderse el muestreo anatémico de la hoja a un
mayor nimero de especies de la subtribu, asi como a la obtencién de secuencias de las dos
regiones de ADN utilizadas para contar con una filogenia mas robusta de la subtribu

Ponerinae.



Apéndice 1. Especies estudiadas de la subtribu Ponerinae, Bletiinae y Laeliinae.

Especie

Helleriella guerrerensis Dressler y
Hagsater

Isochilus alatus Schltr.
Isochilus. carnosiflorus Lindl.

Isochilus. langlassei Schltr.

Isochilus latibracteatus A. Rich. y
Galeotti

Nemaconia dressleriana (Soto Arenas)
van den Berg, Salazar & Soto Arenas

Nemaconia graminifolia (Knowles y
Westc.) van den Berg, Salazar y Soto
Arenas

Nemaconia striata (Lindl.) van den Berg,

Salazar y Soto Arenas

Ponera juncifolia Lindl.

Bletia purpurea (Lam.) DC.

Epidendrum nocturnum Jacq.

No. colecta

E. Hagsater 13238

G.A. Salazar 5764
L. Sanchez 592

G.A. Salazar 6452

G.A. Salazar 6688

G.A. Salazar 7229

A. Espejo 5365

E. Pérez 36

G.A. Salazar 6742

Osnaya 201y E.A.

Pérez

L. Sanchez 567

Localidad

Guerrero

Oaxaca. Chimalapas.

Quintana Roo. Othén P. Blanco. Ejido
Caobas, sabana del Jaguacteal, 15 km al s
de carr. Principal desde Xpujl-Chetumal

Guerrero. Omiltemi

Oaxaca.

Morelos

Puebla: Tetela de Ocampo: Canon de
Escahuasco.

Chiapas. Ocosingo. A 6 km sobre el
camino a las ruinas de Tonina.

Oaxaca.

Oaxaca. Nizanda, sabana a 250 m.s.n.m.

Quintana Roo. 1 km al N de la Unién,
cuenca alrededor de un gran cenote.

Anatomia

ADN
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