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RESUMEN

El género Dichromanthus, subtribu Spiranthinae (Orchidaceae) está ampliamente

distribuido y presenta una gran variación morfológica. Esto ha originado problemas en el

reconocimiento y delimitación de sus especies. En el presente trabajo se evaluaron y

compararon diversas características morfológicas de la bráctea floral y cinco estructuras

florales (ovario, sépalo dorsal, sépalo lateral, pétalo y labelo) en ejemplares de herbario y

ejemplares frescos usando morfometría tradicional y geométrica para identificar las

especies que integran el género. El análisis con morfometría tradicional y geométrica

permitió diferenciar tres especies: D. aurantiacus, D. cinnabarinus y D. michuacanus. El

análisis de la forma de las cinco estructuras reveló diferencias estadísticamente

significativas entre las especies. El análisis del tamaño geométrico identificó diferencias

significativas pero sólo entre pares de especies. Mediante morfometría tradicional se

encontraron siete atributos que expresan diferencias significativas principalmente para la

bráctea floral y el sépalo lateral. Una vez seleccionados los caracteres útiles para

identificar las especies, se analizaron por separado y en conjunto con secuencias de ADN

para postular hipótesis filogenéticas a través de análisis de máxima parsimonia. El análisis

combinado arrojó un solo árbol (L = 108.482; IC = 0.97; IR = 0.80), en el que D.

cinnabarinus, especie tipo, divergió primero.

Palabras clave: Dichromanthus, filogenia, flores, morfometría geométrica, morfometría

tradicional, Orchidaceae, sistemática.
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ABSTRACT

The genus Dichromanthus, subtribe Spiranthinae (Orchidaceae) is widespread and

exhibits a remarkable morphological variation. This fact has made difficult the recognition

of the species and its delimitation. In this work, a set of morphological traits such as the

floral bract, ovary, dorsal sepal, lateral sepal, petal and lip from herbarium and fresh

material were evaluated and compared using traditional and geometric morphometrics in

order to delimity the species belonging to genus Dichromanthus. Using both techniques,

the analyses identified three species: D. aurantiacus, D. cinnabarinus and D. michuacanus.

In addition, shape analysis using geometric morphometrics showed statistical differences

among the species. Centroid size analyses showed statistical differences, but only among

pairs of species. In addition, by means of traditional morphometrics, seven characteristics

related to floral bract and lateral sepal were found to be statistically different. After the

useful characters for identifying the species were selected, these were individually

analyzed and in combination with DNA sequences to postulate phylogenetic hypothesis by

maximum parsimony. The combined phylogenetic analysis resulted in only one most

parsimonious tree (L= 108.482; IC= 0.97; IR= 0.80), in which D. cinnabarinus first diverged.

Key words: Dichromanthus, floral traits, geometric morphometrics Orchidaceae,

phylogeny, systematics, traditional morphometrics.
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I. INTRODUCCIÓN

Incluida en la familia Orchidaceae, la subtribu Spiranthinae (subfamilia Orchidoideae) tiene

aproximadamente 40 géneros que se distribuyen exclusivamente en los Neotrópicos, excepto por el

género Spiranthes, el cual es cosmopolita (Salazar, 2003). Los miembros de Spiranthinae son

generalmente terrestres o litofíticos, pero algunos crecen como epífitos. La subtribu difiere de otras

fundamentalmente por presentar plantas que poseen raíces fasciculadas, flores resupinadas y labelo

adherente a los lados de la columna, con glándulas nectaríferas cerca de la base (Salazar, 2003).

A nivel genérico, las orquídeas de ésta y otras subtribus han sido delimitadas principalmente a

partir de caracteres florales y particularmente con base en el rostelo, que es la parte modificada no

receptiva del ápice del carpelo medio, una porción de la cual se desarrolla el viscidio (Dressler, 1993).

Desafortunadamente, el uso de esta estructura que aporta información limitada para clasificar más de

400 especies que conforman esta subtribu (Salazar, 2003), ha originado una serie de propuestas que

difieren notablemente entre sí (Balogh, 1982; McVaugh, 1985, Rutkowski et al., 2008; Szlachetko,

1995; Szlachetko et al., 2005).

Dentro del conjunto de géneros que conforman la subtribu Spiranthinae, el género

Dichromanthus que se distribuye en el sur de los Estados Unidos, México, Guatemala, El Salvador y

Honduras, presenta plantas terrestres que se caracterizan por sus inflorescencias en racimo,

generalmente glabras en la parte inferior y pubescentes en la parte superior, cuyas flores se

encuentran parcialmente protegidas por brácteas florales prominentes densamente glandular-

pubescentes (Salazar, 2003).

Hasta hace poco, Dichromanthus representaba uno de los géneros de Spiranthinae no bien

definido en su taxonomía y por ello su delimitación presentó dificultades y propició el surgimiento de

diferentes propuestas taxonómicas y nombres aplicados a sus especies. Algunas de estas propuestas

las incluían en géneros como Gyrostachys, Schiedeella, Spiranthes y Stenorrhynchos entre otros. Sin

embargo, Salazar y colaboradores (2011), desarrollaron un estudio para probar la monofilia de

Dichromanthus en sentido amplio y Stenorrhynchos en sentido estricto, a fin de entender mejor las

relaciones entre ellos. En este estudio se incluyeron 40 especies de la subtribu Spiranthinae, entre

ellas las cuatro del género Dichromanthus reconocidas por dichos autores. A partir de las similitudes

vegetativas, reproductivas y genéticas ellos concluyeron que el género es monofilético y ocupa una
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posición dentro del clado Spiranthes y que tiene a Deiregyne como grupo hermano. Lo anterior

contrasta con las propuestas previas que consideraban a Dichromanthus como monotípico

(Szlachetko, 2005; Rutkowski et al., 2008). También a partir de este trabajo, se encontró que la

delimitación tradicional de Stenorrhynchos resulta ser polifilética y que el género presenta una

posición basal, mientras que Dichromanthus ocupa una posición derivada.

Dichromanthus s.l. se caracteriza también por presentar una posible sinapomorfía morfológica

consistente en un nectario formado por un canal estrecho en la base del labelo, con una glándula

nectarífera intramarginal irregularmente engrosada localizada a cada lado (Salazar et al., 2003, 2011).

Asimismo, las especies que lo integran tienen flores tubulares, horizontales o ligeramente

descendentes, con los pétalos adherentes a los tres sépalos que además tienen contacto con el labelo

en su base. Las flores son de color blanco a amarillo limón con venas verde oscuro, rojo con

anaranjado y anaranjado-amarillo (Salazar, 2003).

En contraste con el límite genérico así establecido, no son claros los límites entre las especies

que lo constituyen. En la actualidad se cuenta con dos propuestas contrastantes de Dichromanthus.

La primera es apoyada por Szlachetko (1994), Szlachetko et al. (2005) y Rutkowski et al. (2008), en la

cual se mantiene al género como monoespecífico e incluye a las demás especies dentro de

Stenorrhynchos. La segunda fue hecha por Salazar (2003), Salazar & García-Mendoza (2009) y Salazar

et al. (2002), y adopta un concepto más amplio. Los simpatizantes de la primera propuesta, a partir de

las diferencias en las longitudes de las estructuras florales, consideran a “Stenorrhynchos” aurantiacus

(Lex.) Lindl. y a “S.” pubens (Rich. & Gal.) Schltr. dentro de lo que Salazar et al. (2011) consideran

como Dichromanthus aurantiacus (Lex.) Salazar & Soto Arenas. Por otra parte, en la primera

propuesta se aceptan y distinguen a “Stenorrhynchos” michuacanum (Lex.) Lindl., “S.” vexillaris

(Szlach.) Szlach., Rutk. & Mytnik y “S.” xoxonitla S. Rosillo de V. ex. Szlach., Rutk. & Mytnik, basándose

en las diferencias en observadas en las longitudes del hipoquilo y epiquilo que son dos porciones en

las que se puede dividir el labelo y en la pubescencia de las brácteas florales, principalmente. En

cambio otros, incluyen estos tres taxa como Dichromanthus michuacanus (Lex.) Salazar & Soto Arenas

(Figueroa et al., 2012; Salazar, 2003; Salazar et al., 2003, 2011). El hallazgo reciente de D. yucundaa

Salazar & García-Mend. (Salazar & García-Mendoza, 2009), agrega un nuevo taxon como parte del

género (Figura 1). En ambas clasificaciones se respeta la especie tipo Dichromanthus cinnabarinus,

pero Salazar et al. (2011) además distinguen las dos subespecies que Soto (2002) reconoció a partir de
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las diferencias en el tamaño de las plantas, inflorescencias y flores. Estas subespecies son D.

cinnabarinus (Lex.) Garay subsp. cinnabarinus y D. cinnabarinus (Lex.) Garay subsp. galeottianum

(Schltr.) Soto Arenas & Salazar.

Las clasificaciones antes mencionadas, indican discrepancias que lejos de facilitar la

identificación de las especies complican el reconocimiento de las mismas. Si bien es cierto que las

descripciones originales de estos taxa se basaron en una evaluación visual, también es cierto que en

ningún caso se pusieron a prueba estadísticamente dichas diferencias y similitudes morfológicas, por

lo que los límites propuestos entre cada especie no permiten su clara identificación.

La morfometría y los métodos estadísticos multivariados, de acuerdo a Pinheiro & de Barros

(2007) , han sido aplicados previamente dentro de la familia Orchidaceae, para delimitar especies,

reconocer el origen híbrido de algunos taxa y han permitido evaluar la variabilidad morfológica en

poblaciones o combinar estos diferentes objetivos. Los métodos multivariados con frecuencia hacen

posible el reconocimiento de importantes discontinuidades morfológicas y mejoran la selección de

caracteres diagnósticos que son de mucha utilidad en taxonomía para la delimitación de los taxa y el

entendimiento de sus relaciones filogenéticas (Chiron et al., 2010).

Este estudio investiga las diferencias entre las especies del género Dichromanthus mediante

morfometría tradicional o clásica, conocida también como morfometría de distancias euclidianas y

morfometría geométrica, así como mediante análisis multivariados aplicados a las estructuras

florales. Se consideró la evaluación de caracteres florales debido a que en las claves de identificación,

son las flores los elementos principalmente empleados para distinguir los taxa. Además, existen

evidencias de que las características florales son menos variables que las vegetativas (p. ej.: Rosas-

Guerrero et al., 2010; Pélabon et al., 2011, Pélabon et al., 2013). A partir de esto, se espera poder

comprender mejor la identidad taxonómica de las especies y así contribuir a aclarar el número de

especies que integran al género Dichromanthus.
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Figura 1. Inflorescencias de las especies de Dichromanthus y su género hermano Deiregyne. A)
Dichromanthus aurantiacus (Castañeda-Zárate & Ramos-Castro 561). B) Dichromanthus cinnabarinus
(Castañeda-Zárate 722). C) Dichromanthus michuacanus (Castañeda-Zárate & Ramos-Castro 705). D)
Dichromanthus yucundaa (García-Mendoza & Franco 8744). E) Deiregyne eriophora (Salazar et al.
8183). F) Flor tubular de Dichromanthus cinnabarinus (Castañeda-Zárate 722). G) Flor disectada de
Dichromanthus cinnabarinus en donde se aprecian: 1) bráctea floral, 2) sépalo dorsal, 3) sépalos
laterales, 4) pétalos y 5) labelo (Castañeda-Zárate 722). Escalas, 2 cm (A-C); 1 cm (D, E, G); 5 mm (F).
Fotografías D y E de G. Salazar.
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II. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

• Delimitar las especies del género Dichromanthus, utilizando métodos cuantitativos y

repetibles, a partir del uso de morfometría tradicional y geométrica.

OBJETIVOS PARTICULARES

• Describir la variación morfológica floral de las especies del género Dichromanthus, usando

caracteres cuantitativos mediante morfometría tradicional y geométrica.

• Identificar caracteres cuantitativos (métricos) que puedan ser utilizados para diferenciar las

especies del género Dichromanthus, mediante análisis multivariados.

• Explorar el potencial de los caracteres morfométricos para la reconstrucción filogenética en el

género Dichromanthus, mediante su inclusión en análisis cladísticos.
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III. ANTECEDENTES

3.1 Reseña histórica del género Dichromanthus Garay, 1982

Juan Martínez de Lexarza, en su Orchidianum Opusculum (1824) dentro de la obra “Novorum

Vegetabilium Descriptiones” realizada en colaboración con Pablo de La Llave, describió 50 especies de

orquídeas, la mayoría procedentes de los alrededores de Morelia, Michoacán (antes Valladolid). El

material tipo que respaldaba estas descripciones está perdido, por lo que la identificación de dichas

especies, así como su situación nomenclatural han sido problemáticas. A pesar de lo anterior, el

estatus de gran parte de estos taxa ha sido aclarado e incluso en varios casos se han designado

neotipos (López-Ferrari & Espejo, 2000).

Entre las especies descritas en esta obra figuran Neottia aurantiaca Lex., N. cinnabarina Lex. y

N. michuacana Lex., las cuales fueron transferidas a géneros como Gyrostachys, Schiedeella,

Spiranthes y finalmente mantenidas en Stenorrhynchos. De las especies antes mencionadas resulta

relevante N. cinnabarina, ya que Garay (1982) realizó la revisión de la subtribu Spiranthinae e

identificó en esta especie ciertas características que fueron clave para proponer un género diferente a

Stenorrhynchos.

Textualmente Garay (1982) indicó: “Stenorrhynchos cinnabarinus, planta mexicana común, es

otro caso de observaciones erróneas. El género Stenorrhynchos siempre se ha caracterizado por su

rostelo rígido terminado en punta. Sin embargo, S. cinnabarinus presenta un remanente rostelar

suave, flexible, linear-oblongo y truncado. Este carácter particular, junto con otros criterios asociados,

indican que S. cinnabarinus es completamente distinto de Stenorrhynchos”. Por lo anterior, Garay

creó el género Dichromanthus, que de acuerdo a su etimología significa “flores con dos colores” (di=

dos, chroma= color y anthos= flor), debido a que éstas presentan coloraciones rojas y amarillas.

Existe otro nombre publicado aplicable a este género, Cutsis, que se deriva de la palabra

vernácula “Cutsis” y que fue propuesto paralelamente a Dichromanthus, por Balogh, Greenwood y

González (Balogh & Greenwood, 1982). Sin embargo, el nombre dado por Garay tiene prioridad, ya

que fue publicado un mes antes. Las características distintivas más notables del género son sus

grandes hojas acintadas presentes durante la floración, el racimo denso con flores de dos distintos

tonos, anaranjado y amarillo, la antera sagitada, el largo remanente del rostelo, obtuso en la punta
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con una cavidad o bolsa y un polinario linear-oblongo, con un viscidio originado en una bolsa en el

ápice del rostelo (Burns-Balogh, 1986).

La validez y los límites genéricos y específicos de los “cutsis” han sido debatidos por diversos

autores durante cerca de 200 años. En la actualidad permanece cierta confusión y por ello se ha

propuesto la existencia de especies distintas de Dichromanthus. Por lo anterior, se ha recomendado

realizar trabajos para esclarecer el estatus taxonómico de las especies propuestas, las cuales muchas

veces presentan diferencias que no son constantes (Szlachetko et al., 2005). De manera general, las

descripciones de especies se realizan a partir de características morfológicas únicamente, lo cual no

representa inconveniente alguno cuando las entidades poseen características cualitativas que

permiten establecer claramente su distinción. Sin embargo, muchos de estos trabajos taxonómicos y

comparaciones entre especies están basados en la evaluación visual subjetiva de similitudes y

diferencias entre los taxa (Mutanen & Pretorius, 2007).

Si bien, en el caso de Dichromanthus existe variación en las estructuras florales y vegetativas

entre las especies propuestas, quienes las han identificado no han empleado métodos objetivos que

permitan reconocerlas de manera eficiente. Por fortuna existen métodos numéricos que resultan ser

una herramienta útil en los estudios de taxonomía, principalmente para evaluar la variación

morfológica (Volkova & Shipunov, 2007; De Luna & Gómez-Velasco, 2008; Kaplan & Marhold, 2012;

Slovák, 2012). La ventaja de estos métodos es la forma objetiva de tratar los datos, sobre todo sí

muchas variables están involucradas (Manly, 1994).

3.2 Morfometría

Tanto la clasificación taxonómica de los organismos como la comprensión de la diversidad

biológica estuvieron basadas históricamente en la descripción de la morfología (Jensen, 2003). Sin

embargo, a principios del siglo XX, la biología experimentó una transición desde un campo

meramente descriptivo, en el que se consideraban principalmente caracteres cualitativos, hacia otro

más cuantitativo. Igualmente el análisis de las formas biológicas sufrió una tendencia hacia la

cuantificación en que su descripción se basa en variables definidas matemáticamente. A partir de

entonces, los estudios morfológicos incluyeron datos cuantitativos para una o más variables medibles,

que eran comparados entre grupos, pero el posterior desarrollo de métodos estadísticos aumentó la
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eficacia de los métodos cuantitativos. A mediados del siglo XX la descripción cuantitativa de las

formas se combinó con los análisis estadísticos que describían patrones de variación de la forma,

entre y dentro de los grupos, con lo cual nació un nuevo campo en la morfometría (Adams et al.,

2004). La cual puede definirse como el estudio cuantitativo de los patrones de covarianza de las

formas biológicas con respecto a las forma. Ha sido usada ampliamente en diversas disciplinas

(Bookstein, 1991), como la sistemática. El campo se ha desarrollado rápidamente en los últimos

veinte años, hasta el punto en que ahora se hace la distinción entre la morfometría tradicional y la

geométrica.

3.3 Morfometría tradicional

A partir de su surgimiento, las técnicas de morfometría tradicional, basadas en la aplicación de

métodos estadísticos multivariados sobre un conjunto de variables lineales (Rohlf & Marcus, 1993),

han sido empleadas en gran número de trabajos biométricos con la finalidad de entender la

taxonomía e historia de vida en plantas (p. ej.: Kazandjian, 2011; Ruíz et al., 2010; Sosa et al., 2012) y

animales (p. ej.: Marugán-Lobón et al., 2011; Pérez, 2003).

El observar formas y registrar mediciones fue un esfuerzo para entender cómo las formas

biológicas varían de una a otra, para establecer la correspondencia entre la forma y su función, así

como para cuantificar la descripción de las características usadas en la identificación de las especies

(Richtsmeier et al., 2002). En este sentido, la morfometría tradicional mide tamaño y forma que son

combinados en un número y cada longitud es la magnitud de una dimensión, una medida de tamaño.

Aunque los datos incluyen información acerca de la forma, ésta está contenida en las longitudes, por

lo que es difícil separar información sobre la forma a partir del tamaño (Zelditch et al., 2004).

3.4 Morfometría geométrica

Definida como la fusión de la geometría y la biología (Bookstein, 1982), la morfometría

geométrica se ocupa del estudio de la forma y el tamaño algebraicamente separados en dos juegos de

variables numéricas. Su mayor diferencia respecto de los métodos clásicos es la capacidad de analizar

la forma de un objeto directamente, como un todo cohesivo, y no como una serie de mediciones
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fragmentadas (Zelditch et al., 2004). La forma es concebida como los atributos de una configuración

de coordenadas que resultan invariantes con respecto a los efectos de traslación, rotación y escala

geométrica (Rohlf, 2000). Así, las variables morfométricas permiten la reconstrucción completa de la

forma por separado de las variables que describen el tamaño (Zelditch et al., 2004).

La morfometría geométrica capta la mayor cantidad posible de información biológica en un

menor número de variables tomadas sobre la estructura anatómica que se va a estudiar, lo cual

resulta en un mayor poder estadístico para evaluar visual y analíticamente las diferencias de

conformación de las estructuras biológicas (Rohlf & Marcus, 1993). La vía para capturar el tamaño y la

forma de los objetos se logra mediante el uso de puntos morfométricos o landmarks (Webster &

Sheets, 2010).

De acuerdo a Lawing & Polly (2009), en muchas investigaciones biológicas las preguntas a

responder conciernen a la forma. Tales preguntas son dirigidas y respondidas con ayuda de pruebas

estadísticas, las cuales a menudo requieren una representación cuantitativa del fenotipo que captura

los atributos funcionales, genéticos o del desarrollo y que son biológicamente importantes para la

hipótesis que se va a probar. Hay muchas aplicaciones taxonómicas de los métodos de morfometría

geométrica, como son la identificación de especies crípticas y la asignación de individuos de identidad

desconocida a su grupo o especie más probable. Sin embargo, la mayoría de ellos hasta el día de hoy

han sido empleados con propósitos zoológicos o paleontológicos, mayormente enfocados a insectos

(p. ej.: Gumiel et al., 2003; Matias et al., 2001; Páez-Colasante & Aldana, 2008; Soto-Vivas et al., 2011;

Villegas et al., 2002), peces (p. ej.: Pardo et al., 2005; Whitenack & Gottfried, 2010) y mamíferos (p.

ej.: Evin et al., 2008; Pérez, 2003). Por lo cual, hay muchos grupos que seguramente requieren

tratamientos taxonómicos que utilicen la morfometría geométrica (Shipunov & Bateman, 2005), como

en el caso de las plantas.

Aunque existen trabajos en donde se ha evaluado la forma de las semillas (Burger et al., 2011),

flores (Savriama et al., 2012; Strelin et al., 2013; van der Niet, 2010) y hojas (p. ej.: Albarrán-Lara et

al., 2010; Jensen, 1990; Jensen et al., 1993; Peñaloza-Ramírez et al., 2010; Souza et al., 2012; Viscosi &

Cardini, 2011), se considera que la morfometría geométrica es un método prometedor debido a que

muchas características botánicas de importancia taxonómica se ajustan y podrían ser resueltas con

alguno de sus métodos. Sin embargo, aún son escasos los estudios realizados bajo este enfoque.
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3.5 Estudios morfométricos en la familia Orchidaceae

Dada la gran diversidad de formas, así como las diferentes interacciones que presentan los

integrantes de la familia Orchidaceae, la morfometría ha sido un importante auxiliar para explorar,

comprender el desarrollo, diferenciación poblacional y sistemática del grupo. De hecho, existen varios

trabajos en que se han empleado de manera conjunta la morfometría y los análisis multivariados para

responder preguntas que consideran forma y tamaño, y que tienen implicaciones ecológicas y

taxonómicas, principalmente.

En cuanto a morfometría tradicional se refiere, Peakall et al. (1997) realizaron un análisis

morfométrico y genético a poblaciones de Chiloglottis trapeziformis, C. valida y al supuesto híbrido

entre ambas (Chiloglottis × pescottiana). Basándose en siete características vegetativas y florales

lograron confirmar el origen híbrido pues los análisis multivariados permitieron distinguir los tres

taxa, resultado que coincidió con el estudio genético desarrollado posteriormente.

También han sido identificadas especies nuevas a partir del análisis morfométrico de

estructuras vegetativas y florales. Tal es el caso de Palestina & Sosa (2002), quienes al estudiar la

variación morfológica de Bletia purpurea a lo largo de su distribución geográfica, lograron identificar

una nueva especie, Bletia riparia, mediante análisis univariados y multivariados de caracteres

cuantitativos y cualitativos.

Con el fin de identificar los caracteres que permitieran distinguir diferentes grupos y poder así

examinar su circunscripción, Goldman et al. (2004), llevaron a cabo un análisis morfométrico de dos

diferentes subconjuntos de Calopogon, uno que consideró todas las especies reconocidas como parte

del género y otro únicamente con C. tuberosus. Este estudio se basó en el análisis multivariado de

cuarenta variables florales y vegetativas en plantas vivas. Se encontró que C. barbatus, C. multiflorus,

C. oklahomensis y C. pallidus deben mantenerse como especies independientes, pero que en el caso

de C. tuberosus, el reconocimiento de las variedades latifolius y tuberosus no presenta ningún

fundamento, pues la variación observada se explica por la amplia distribución que presenta la

especie.

Ponsie et al. (2009) estudiaron el complejo Bonatea speciosa con la finalidad de determinar si

B. antennifera, B. boltonii y B. speciosa contaban con los caracteres diagnósticos para sugerirlas como

especies diferentes o si debían ser consideradas variantes de B. speciosa. La variación morfológica en
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los catorce caracteres medidos fue explorada con ayuda de análisis de componentes principales y

análisis de conglomerados, para así identificar caracteres que pudieran ser utilizados para distinguir

entre especies. Esto permitió reconocer tres especies distintas en lugar de una sola entidad.

Con el objetivo de investigar la variación morfológica en flores de Laelia anceps susbp.

dawsonii f. chilapensis, Salazar-Rojas et al. (2010), realizaron un estudio comparativo del labelo de

ejemplares cultivados en jardines caseros en Chilapa, Guerrero. El estudio de esta estructura se

fundamentó en que las estructuras reproductivas son menos susceptibles a la variación por efectos

ambientales. Se concluyó que el uso de características morfométricas del labelo es útil pues permitió

reconocer cuatro morfotipos mediante el uso de análisis multivariados.

Shipunov & Bateman (2005), al emplear técnicas morfométicas para evaluar la diversidad en la

forma del labelo en flores de Dactylorhiza, encontraron concordancia significativa entre los resultados

de morfometría geométrica y morfometría tradicional, así como con la distribución de ciertos

marcadores moleculares de ADN nucleares. La forma del labelo de ciertos ejemplares de Rusia

Central, que ocupan una posición intermedia entre D. maculata y D. fuchsii, apoyó el origen híbrido

de las Dactylorhiza tetraploides del noroeste de Eurasia.

Chemisquy et al. (2009), consideraron la utilidad de los caracteres presentes en las semillas de

orquídeas para clasificar y proponer filogenias a nivel supragenérico, estudiaron la morfología de las

semillas de varias especies de la tribu Chloraeeae mediante técnicas de morfometría tradicional y con

herramientas de morfometría geométrica. Lo anterior permitió encontrar que sólo ciertos grupos

eran discriminados mediante el uso de la forma; sin embargo, el tamaño de la semilla, expresada

como tamaño del centroide resultó ser un carácter variable e informativo a nivel filogenético.

Para reconocer la variación en el tamaño y la forma de las especies que constituyen el género

Mokara, el cual posee una notoria importancia económica, Dalayap et al. (2011) evaluaron las

características cuantitativas y cualitativas de las estructuras florales en plantas vivas. Así describieron

la variación de las estructuras y reconocieron cuatro variedades a partir de análisis de Fourier.

Un estudio de índole ecológico con Geoblasta pennicillata, orquídea sudamericana polinizada

por pseudocopulación por machos de la avispa Campsomeris bistrimacula, tuvo por objetivo

establecer si el labelo es objeto de selección natural mediado por la preferencia del polinizador

(Benitez-Vieyra, 2009). Se encontró que las plantas que mostraban labelos más similares a la hembra
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del polinizador no resultaron favorecidas, sino que la imitación exacta no es necesaria para atraer al

polinizador.

Un estudio reciente en el que se emplearon técnicas de morfometría tradicional y geométrica,

tuvo por objetivo evaluar si las diferencias interespecíficas en la forma del labelo de cuatro especies

de Cryptostylis influencian el éxito en el proceso de polinización. Este género es polinizado por los

machos de la avispa Lissopimpla excelsa, quienes resultan atraídos por la esencia y color del labelo

que se asemejan a los de las hembras. Por ello, se realizó un Análisis Elíptico de Fourier para comparar

las formas de las flores y los polinizadores. Se halló que las flores de todas las especies son más

grandes que el polinizador. Esto sugiere que actúa como un super-estímulo que permite a los

polinizadores detectarlas de manera más eficiente (Gaskett, 2012).

Al tener este panorama, en el presente trabajo se pretendió analizar la variación existente en

la bráctea floral y las estructuras florales de los integrantes del género Dichromanthus. Estos

elementos fueron seleccionados, ya que son los primeramente referidos en las clasificaciones

existentes y permiten la identificación de las especies. Además porque existe una discrepancia en el

número de especies reconocidas por diferentes autores y porque no se cuenta con estudios

morfométricos que documenten y analicen objetivamente esta variación. Por lo tanto, se propuso

estudiar las estructuras florales de ejemplares de herbario que incluyen toda la distribución conocida

del género y de estructuras florales en plantas vivas provenientes de poblaciones del centro del país

(D.F., Estado de México e Hidalgo), basándose en técnicas de morfometría tradicional y geométrica.

Se esperaba que a partir del uso de técnicas morfométricas y análisis multivariados se pudiera

confirmar la delimitación de las especies de Dichromanthus.
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IV. METODOLOGÍA

4.1 Selección del material de estudio

4.1.1 Ejemplares de herbario

Se revisó el material depositado en herbarios de instituciones nacionales: Herbario AMO

(AMO), Instituto Politécnico Nacional (ENCB), Universidad Nacional Autónoma de México (FCME, IZTA

y MEXU). También se consultó el material resguardado en colecciones extranjeras: Royal Botanic

Gardens (K), Marie Selby Botanical Gardens (SEL), Field Museum of Natural History (F), Harvard

University (AMES y GH), New York Botanical Garden (NY), Missouri Botanical Garden (MO) y

Smithsonian Institution (US) (Thiers, 2014).

La identificación de cada ejemplar fue revisada e inicialmente se formaron conjuntos a partir

de la evaluación visual de las diferencias fenotípicas presentes en los ejemplares. Estos conjuntos se

denominaron morfoespecies y para fines prácticos se consideraron como conjuntos de ejemplares

concaracterísticas morfológicas similares que permiten su asignación a una especie en particular. El

reconocimiento de morfoespecies atendió a las dos propuestas actuales de clasificación. En la

primera, el género Dichromanthus está integrado por cinco taxa: D. aurantiacus, D. cinnabarinus

subsp. cinnabarinus, D. cinnabarinus subsp. galeottianum, D. michuacanus y D. yucundaa (Salazar &

García-Mendoza, 2009; Salazar et al., 2011; Soto, 2002); mientras que en la segunda se reconocen seis

taxa Stenorrhynchos aurantiacus y S. pubens, D. cinnabarinus, S. michuacanum, S. vexillaris y S.

xoxonitla (Szlachetko et al., 2005).

Los criterios para separar cada una de las morfoespecies fueron los siguientes: D. aurantiacus

se diferencia de S. pubens por poseer brácteas florales más grandes que las flores.Estas brácteas

florales son acuminadas y presentan pubescencia en la parte basal. En esta misma especie,

Dichromanthus aurantiacus, los segmentos del perianto son tres veces más largos que el ovario y los

sépalos son cinco veces más largos que anchos y tienen ápices acuminados. Por otra parte, S. pubens

presenta brácteas florales de tamaño similar al de las flores. Sus brácteas son agudas y pubescentes a

lo largo de toda la lámina. Los segmentos del perianto son alrededor de dos veces más largos que el

ovario y los sépalos son cuatro veces más largos que anchos y presentan ápices obtusos a subobtusos

(Szlachetko et al., 2005).
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Dentro de D. cinnabarinus, la subespecie cinnabarinus puede ser reconocida por poseer

plantas de hasta 1.20 m de alto y por presentar inflorescencias cilíndricas o cónicas. En contraste, la

subespecie galeottianum presenta plantas de menor tamaño y sus inflorescencias son mayormente

turbinadas, con sus flores orientadas principalmente hacia una sola dirección (Soto, 2002).

Dentro del grupo D. michuacanus, la especie reconocida como tal se distingue por poseer un

labelo cuya lámina entera es más ancha hacia la base y gradualmente se atenua en el ápice. Además

sus brácteas florales son pubescentes especialmente en la base y son largamente acuminadas. En S.

vexillaris el labelo presenta un escotamiento distintivo cerca de la mitad de la lámina, lo que permite

distinguir que el hipoquilo y epiquilo son similares en largo y ancho. Al igual que en D. michuacanus,

sus brácteas florales son pubescentes y largamente acuminadas. Por último, S. xoxonitla se

caracteriza por tener labelo entero y las brácteas florales glabras (Szlachetko et al., 2005).

Dichromanthus yucundaa es similar a D. cinnabarinus pero se distingue de ésta porque la

primera presenta plantas de 20-30 cm de alto, con inflorescencias glabras y brácteas florales de color

rojo, glabras y con su superficie abaxial glauca (Salazar & García-Mendoza, 2009).

Una vez construidos los grupos de especies, con poco más de ochocientos ejemplares de

herbario montados, se seleccionaron aquellos que presentaron inflorescencias con las flores de la

porción media en antesis. Lo anterior debido a que en el estudio se planteó analizar características

florales que únicamente pueden ser evaluadas en flores abiertas. Se acotó que, en todos los

ejemplares a muestrear, las flores de la parte media de la inflorescencia serían las consideradas en el

análisis morfométrico. Tras descartar los ejemplares que no presentaron flores en antesis en la parte

media o que ya presentaban frutos, se procedió a la revisión meticulosa de cada uno a fin de conocer

si las flores estaban completas y si éstas podían ser colectadas sin dañar el resto del ejemplar. Esto es

relevante porque generalmente en el proceso de montaje las plantas se fijan a la cartulina con ayuda

de costuras o pegamento, lo cual muchas veces impide la toma de muestras de ejemplares con

características deseables, es decir, con flores sin daño.

El único ejemplar existente de D. yucundaa fue descartado porque presentaba frutos en

maduración y los segmentos del perianto considerados en el análisis morfométrico no podían ser

analizados debido al cambio en la forma. Este cambio en la forma no es comparable con el resto de

las flores.
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La especie Deiregyne eriophora (Robins. & Greenm.) Garay fue incluida en este estudio como

grupo de comparación, ya que el género Deiregyne es reconocido como género hermano de

Dichromanthus (Salazar, 2003; Salazar et al., 2011). Deiregyne eriophora se distribuye en gran parte

de la región geográfica donde se presenta el género Dichromanthus y es un elemento característico

de sitios montañosos estacionalmente secos (Salazar, 2003).

Después de haber seleccionado los ejemplares de herbario útiles para el estudio, se observó

que éstos cubren el área de distribución hasta hoy conocida del género, excepto los Estados Unidos.

Por lo que se tuvieron muestras de México, Guatemala, El Salvador, Honduras y Nicaragua. Una lista

de los ejemplares incluidos en el estudio se presenta en el Anexo I. El número de muestras no fue

homogéneo debido a las observaciones anteriormente mencionadas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Relación de morfoespecies integradas de acuerdo a las propuestas de Salazar et al. (2011) y
Szlachetko et al. (2005) con número de muestras de ejemplares de herbario.

Salazar et al. (2011)* Muestras Szlachetko et al. (2005) Muestras

Dichromanthus aurantiacus 109 Stenorrhynchos aurantiacus 61
Stenorrhynchos pubens 48

Dichromanthus cinnabarinus
subsp. cinnabarinus 144

Dichromanthus cinnabarinus 169Dichromanthus cinnabarinus
subsp. galeottianum 25

Dichromanthus michuacanus 51
Stenorrhynchos michuacanum 35
Stenorrhynchos vexillaris 14
Stenorrhynchos xoxonitla 2

Dichromanthus yucundaa 0 - -
Deiregyne eriophora 15 Oestlundorchis eriophora 15

Total 344 Total 344
* Incluida D. cinnabarinus subsp. galeottianum propuesta por Soto (2002).

4.1.2 Ejemplares frescos

De manera adicional, se colectaron 126 flores de ejemplares de campo, de D. aurantiacus (51),

D. cinnabarinus (33) y D. michuacanus (42). Éstas se analizaron morfométricamente para tener un

referente sobre la variación dentro de las poblaciones. Las poblaciones contempladas en el estudio se

localizan en el Distrito Federal, Estado de México e Hidalgo (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Especies, localidades y número de ejemplares frescos incluidos en el estudio.

Sitio Localización Dichromanthus
aurantiacus

Dichromanthus
cinnabarinus

Dichromanthus
michuacanus

REPSA* Coyoacán,
Distrito Federal. 35 33 -

Rancho Santa Elena Huasca de Ocampo,
Hidalgo. 16 - -

Santa Inés Texcoco,
Estado de México. - - 42

*REPSA: Reserva Ecológica del Pedregal de San Ángel.
Los números indican el tamaño de muestra obtenido en cada población.

Los ejemplares de Dichromanthus aurantiacus y Dichromanthus cinnabarinus recolectados en

la REPSA se refirieron como D. aurantiacus-DF y D. cinnabarinus-DF respectivamente. Las muestras

recolectadas en el Rancho Santa Elena, se abreviaron como D. aurantiacus-HGO, mientras que las

muestreadas en la localidad de Santa Inés como D.michuacanus-EDOMEX.

4.2 Caracteres cualitativos

A fin de tener un referente sobre la variación de los caracteres cualitativos tanto de las

estructuras reproductivas como vegetativas, se obtuvo información existente en la literatura y se

realizaron observaciones de los ejemplares de herbario y frescos. La identificación y reconocimiento

de esta variación fue útil porque agrega información necesaria para la adecuada delimitación de las

especies que integran al género. Además de los caracteres cualitativos, se conoció a partir de la

información de las etiquetas que acompañan a cada ejemplar, la distribución geográfica de cada

especie y aspectos sobre su hábitat, así como de su fenología.

4.2 Recolección y preparación del material de estudio

De cada ejemplar de herbario seleccionado se tomó una flor en antesis, del tercio medio de la

inflorescencia, con la ayuda de pinzas y navajas, con la intención de evitar el maltrato del resto de

flores. Se hizo una pequeña escisión en la base del ovario donde éste tiene contacto con el escapo

floral y así se separó la flor. Las flores fueron hervidas a fin de posibilitar su disección. Una vez que

fueron rehidratadas, se mantuvieron en alcohol al 50% y 3% de glicerina con el fín de suavizar los
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tejidos. En el caso de los ejemplares frescos la recolección de las muestras fue más sencilla. Las flores

seleccionadasfueron tomados con ayuda de pinzas y navaja. Las flores, después de ser separadas del

escapo floral, se colocaron en alcohol al 50%.

Las flores y brácteas florales tanto rehidratadas como frescas fueron disectadas bajo un

microscopio estereoscópico y posteriormente fueron montadas en tiras de cartulina libre de ácido

con cinta invisible. El montaje facilitó su manejo al momento de tomar las fotografías que son la base

para proceder al análisis de la forma mediante morfometría geométrica.

Las ocho estructuras consideradas se ilustran en la Figura 2. De éstas, siete son componentes

de la flor (sépalo dorsal, sépalo lateral izquierdo, sépalo lateral derecho, pétalo izquierdo, pétalo

derecho, labelo y ovario) y la octava corresponde a la bráctea floral. Como los pétalos y sépalos

laterales izquierdos y derechos son homólogos, se optó por emplear únicamente los izquierdos. A

partir de este punto se hizo referencia a dichas estructuras como pétalo y sépalo lateral,

respectivamente.

Figura 2. Bráctea floral y flor de Dichromanthus aurantiacus disectadas, ejemplificando los elementos
analizados. A) Bráctea floral. B) Ovario. C) Sépalo dorsal. D) Sépalos laterales. E) Pétalos. F) Labelo.
Barra= 1 cm.
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4.3 Digitalización del material

Las partes florales montadas fueron digitalizadas, de manera separada, con el uso de una

cámara digital Canon EOS DSLR. Todas las estructuras fueron fotografiadas con la cámara adaptada al

tubo C de un microscopio estereoscópico Carl Zeiss SV 11. La bráctea floral fus digitalizada con la

cámara montada en un soporte vertical del Foto-estudio Bencher. Para tener una referencia de

tamaño se usó una regla milimétrica. Una vez capturadas las imágenes de cada estructura se procedió

a registrar las coordenadas.

4.4 Registro de coordenadas

Tanto en la bráctea floral como en el sépalo dorsal, sépalo lateral, pétalo y el labelo se pueden

reconocer únicamente tres marcas o landmarks, dos en la base y una en la parte apical de cada

estructura; el resto consiste de un contorno curvilíneo.

A fin de recuperar la forma de cada estructura se localizaron semimarcas o semilandmarks,

porque permiten recuperar información acerca de las características homólogas del contorno, que no

son obtenidas con el uso exclusivo de landmarks (Zelditch et al., 2004). Las semimarcas se

identificaron en el contorno de cada estructura con ayuda de una plantilla conformada por dos peines

mediante el programa MakeFan versión 6, 6th Beta (Sheets, 2004). Cada peine constó de 14 líneas,

excepto en el labelo en donde se consideraron 20, con lo que se obtuvo una configuración de 27

puntos (24 semimarcas y tres marcas) y 39 puntos (36 semimarcas y tres marcas) respectivamente

(Figura 3). Para el ovario se registraron dos landmarks, uno en la base y uno en el ápice, pues como

parte del proceso de herborización, durante el prensado, se comprime esta estructura que presenta

volumen y se deforma. Por ello, únicamente se empleó en el análisis de morfometría tradicional.

Es relevante mencionar que Szlachetko (1994) y Szlachetko et al. (2005) delimitan las especies

del grupo D. michuacanus (S. michuacanum, S. vexillaris y S. xoxonitla) a partir de las diferencias en el

largo y ancho de dos porciones que ellos reconocen en el labelo, es decir, hipoquilo y epiquilo. Sin

embargo, el reconocimiento de estas dos porciones en muchos de los ejemplares identificados como

parte del grupo D. michuacanus y el resto de las especies fue difícil de ubicar o prácticamente

imposible, debido a que la lámina no siempre presenta lobulaciones evidentes que permitan delimitar
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ambas partes. Como se busca que el método sea objetivo y en morfometría geométrica se requiere

reconocer el mismo número de marcas en cada forma a analizar (Zelditch et al., 2004), se optó por no

considerarlas y se analizó la forma del labelo como un todo con ayuda de semimarcas.

Las coordenadas “x, y” de las marcas y semimarcas se digitalizaron con el programa tpsDig

versión 2.17 (Rohlf, 2013), tras la generación de un archivo con formato .tps, conformado por las

imágenes de cada estructura, con el programa tps Utility versión 1.52 (Rohlf, 2012). La matriz con las

coordenadas “x, y” se empleó para los análisis de morfometría geométrica y morfometría tradicional.

4.5 Morfometría geométrica

Las coordenadas de las diferentes estructuras fueron ajustadas por medio de la superposición

Procrustes (Bookstein, 1991) a través del criterio de los cuadrados mínimos también llamado análisis

Generalizado de Procrustes (Rohlf & Slice, 1990), con el programa CoordGen6 (Sheets, 2005a). Tras

minimizar la rotación, traslación y escalamiento de las configuraciones, los contornos se alinearon en

el programa SemiLand6 (Sheets, 2002).

Debido a que la simetría es una característica importante en las estructuras florales (Savriama

et al., 2012), ésta fue evaluada con ayuda del programa BigFix6 (Sheets, 2001). Las estructuras que

presentaron simetría bilateral fueron la bráctea floral, el sépalo dorsal y el labelo, por ello una sola

mitad fue empleada con la intención de reducir el número de variables y con ello los grados de

libertad, es decir, para evitar incluir información redundante (Cardini & O'Higgins, 2004).

4.6 Morfometría tradicional

Después de revisar las descripciones y/o diagnosis proporcionadas por Soto (2002), Szlachetko

(1994), Szlachetko et al. (2005) y Rutkowski et al. (2008) y establecer los caracteres que según esos

autores permiten identificar cada taxón, se decidió realizar un análisis morfométrico tradicional

basado en las longitudes obtenidas de dichos caracteres.

A partir de la configuración obtenida para los análisis de morfometría geométrica en las

distintas estructuras, se procedió a recuperar las longitudes entre marcas con ayuda del programa

TMorphGen6-Traditional Morphometrics Variables Generation Utility (Sheets, 2000). Se empleó este
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programa porque permite generar distancias (longitudes) a partir de datos morfométricos basados en

coordenadas (landmarks). Para esto, se empleó el archivo con las coordenadas sujetas previamente a

superposición Procrustes y se generaron las longitudes. En todos los casos se consideraron las

estructuras completas y no una sola mitad de éstas como en el protocolo de morfometría geométrica.

En el Cuadro 3 se especifican las medidas consideradas para cada estructura y las marcas empleadas

para recuperar las longitudes.

En el caso de la bráctea floral, labelo, pétalo, sépalo dorsal y sépalo lateral se recuperaron

cinco longitudes, pero dos de éstas resultan redundantes pues se originan a cada lado de la base hacia

el ápice de dichas estructuras (Figura 4). Para eliminar esta redundancia, se optó por promediar el

valor de ambas longitudes y así se obtuvo un único valor correspondiente al largo, con lo que el

número de medidas para las estructuras arriba mencionadas fue cuatro.

Por último, para el ovario se recuperó una distancia, considerada desde la base hasta el ápice

del mismo (Figura 4F).
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Figura 3. Ubicación de las marcas y semimarcas registradas para recuperar la forma en las estructuras
consideradas. A, B) Bráctea floral. C, D) Sépalo dorsal. E, F) Pétalo. G, H) Sépalo lateral. I, J) Labelo. K,
L) Ovario. Los círculos de color rojo y azul representan las marcas y los círculos negros las semimarcas.
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Cuadro 3. Longitudes generadas sobre las configuraciones a partir de las marcas y semimarcas.
Estructura Distancia (Longitud) Marcas de apoyo
Bráctea floral Largo 1-15 y 15-29

Ancho base 1-29
Ancho tercio basal 4-26
Ancho tercio apical 10-20

Labelo Largo 1-20 y 20-39
Ancho base 1-39
Ancho tercio basal 6-34
Ancho tercio apical 16-24

Pétalo Largo 1-15 y 15-29
Ancho base 1-29
Ancho tercio basal 4-26
Ancho tercio apical 10-20

Sépalo dorsal Largo 1-15 y 15-29
Ancho base 1-29
Ancho tercio basal 4-26
Ancho tercio apical 10-20

Sépalo lateral Largo 1-15 y 15-29
Ancho base 1-29
Ancho tercio basal 4-26
Ancho tercio apical 10-20

Ovario Largo 1-2

Figura 4. Distancias generadas a partir de las marcas y semimarcas registradas. A) Bráctea floral. B)
Sépalo dorsal. C) Pétalo. D) Sépalo lateral. E) Labelo. F) Ovario. Los círculos de color rojo y azul
representan las marcas y los círculos negros las semimarcas.
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4.7 Análisis Estadístico

4.7.1 Morfometría geométrica

a) Análisis de Componentes Principales

La matriz de coordenadas superimpuestas y alineadas fue empleada en el programa PCAGen6

(Sheets, 2005c), para generar las deformaciones parciales (Partial Warps) y llevar a cabo un Análisis

de Componentes Principales (PCA). Este análisis permitió identificar el número de componentes que

contienen la mayor cantidad de información en cuanto a la variación de las estructuras. El PCA es una

de las técnicas multivariadas más sencillas, cuyo objetivo es sintetizar la información al reducir la

dimensionalidad de las variables, de modo que se pierda la menor cantidad de información posible y

pueda describirse adecuadamente la variación de los datos (Manly, 2005). Los scores se usaron para

graficar y etiquetar los ejemplares de cada especie de acuerdo a la propuesta de Szlachetko et al.,

2005. Se empleó el programa R (R Core Team, 2013).

b) Diferenciación de formas (Análisis de Variables Canónicas)

Se realizó un Análisis de Variables Canónicas (CVA) con CVAGen6 (Sheets, 2005b). El CVA

determina si los grupos definidos a priori pueden ser distinguidos estadísticamente basados en datos

multivariados. El CVA permitió realizar una prueba de Lambda de Wilk basado en un análisis de

varianza multivariado (MANOVA) para saber si existe igualdad o diferencia en la forma promedio de

las estructuras florales entre los taxa. El estadístico Lambda de Wilks es usado para determinar qué

tan diferentes estadísticamente son unas de otras las variables canónicas. Hallar que una o más

variables canónicas son significativamente distintas indica que por lo menos alguno de los grupos

puede ser distinguido por dichas variables (Webster & Sheets, 2010). De igual manera, los scores

fueron empleados para graficar cada ejemplar considerado en el estudio. Lo anterior fue realizado en

el programa R (R Core Team, 2013).

En morfometría tradicional cada variable de la función canónica puede descomponerse en

cargas canónicas y éstas no pueden interpretarse como cambios en la forma. En cambio, en

morfometría geométrica la configuración de las marcas no puede descomponerse, ya que por

definición la forma es una característica de todas las variables de deformación relativa. Los cambios
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en la forma son interpretados a través de rejillas de deformación (Zelditch et al., 2004; Toro et al.,

2010). Las rejillas de deformación, conocidas también como placas finas de deformación, permitieron

visualizar los cambios en la forma y fueron generadas en CVAGen6 (Sheets, 2005b). La forma

promedio para cada estructura fue recuperada y el nombre aplicado a dichos contornos fue asignado

con ayuda de la clasificación, para tipos de forma de estructuras planas, propuesta por Moreno

(1984).

c) Análisis del tamaño

El estimador de tamaño corresponde al tamaño del centroide (CS). El tamaño del centroide es

definido como la raíz cuadrada de la suma de las distancias al cuadrado, de un conjunto de landmarks

al centroide que ellos definen (Zelditch et al., 2004). El tamaño del centroide es utilizado en

morfometría geométrica porque condensa toda la información del tamaño y en ausencia de

alometría, no se correlaciona con ninguna variable de forma (Bookstein, 1986), cuando los landmarks

están distribuidos alrededor de su media independiente y presentan pequeñas e iguales varianzas en

cada punto y en cada dirección.

Para analizar el tamaño de las estructuras florales se compararon los valores del tamaño del

centroide entre los diferentes taxa mediante un análisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey. El

análisis de varianza es una técnica que se usa para probar hipótesis acerca de las medias de diferentes

tratamientos que se ensayan (Daniel, 1984).

De acuerdo a Montgomery (2003), la prueba de Tukey es la prueba más aplicada y preferida

por los estadísticos, pues controla de mejor manera los dos errores ampliamente conocidos en la

estadística (a y ). Esta prueba permite hacer todas las posibles comparaciones de tratamientos de

dos en dos.

Los valores del tamaño del centroide se emplearon como variables dependientes y los grupos

a priori como variables independientes. Los análisis se llevaron a cabo para cada conjunto de datos, es

decir, se analizaron los ejemplares de herbario y los frescos por separado y también de manera

conjunta. Estos análisis se llevaron a cabo con el programa R (R Core Team, 2013).
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4.7.2 Morfometría tradicional

De acuerdo al Cuadro 3, el número de variables correspondientes a las longitudes obtenidas

para cada estructura varió. Las 21 variables cuantitativas fueron empleadas para realizar un Análisis

Canónico Discriminante (CDA), el cual fue seguido de un análisis discriminante clasificatorio con el

propósito de corroborar que los individuos estaban correctamente asignados a las especies

identificadas por el CDA (Marhold, 2011). El CDA permitió identificar el subconjunto de caracteres que

separó a las especies (Manly, 1994). Los caracteres que presentaron los valores de carga más alta en

las tres primeras funciones canónicas se les aplicó un ANOVA, seguido de un análisis de comparación

de medias de Tukey para detectar las diferencias significativas entre los taxa. Los análisis se llevaron a

cabo con el programa R (R Core Team, 2013).

4.8 Reconstrucción filogenética

Tras realizar los análisis morfométricos de las estructuras florales de las siete morfoespecies

identificadas, fue posible identificar únicamente tres especies como parte del género Dichromanthus.

Con la finalidad de inferir las relaciones filogenéticas entre estas especies, se construyeron matrices

de cuatro terminales, incluido el grupo externo, con información obtenida de diferentes fuentes. Los

datos morfométricos de tamaño (tamaño del centroide) y forma (Coordenadas Procrustes), así como

los moleculares fueron analizados por separado. Posteriormente, los diferentes conjuntos fueron

reunidos en una matriz para efectuar un análisis combinado.

En todos los casos, la generación de la hipótesis filogenética bajo el método de Máxima

Parsimonia se realizó con el programa TNT (Goloboff et al., 2003, 2008). Se empleó el algoritmo de

enumeración implícita para la búsqueda de las hipótesis más parsimoniosas. Para calcular la

confiabilidad estadística de las ramas de los árboles, se aplicaron técnicas de remuestreo por

bootstrapping (Felsenstein, 1985) y jackknifing (Farris et al., 1996). Se generaron 1000 réplicas y

búsquedas para cada técnica, también por enumeración implícita. En el caso del jackknifing se empleó

un porcentaje de deleción de 40%.

Los cambios en los atributos de la forma de todas las estructuras, fueron optimizados tras

realizar el análisis combinado que incluyó los datos morfométricos, morfológicos y moleculares. El
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método para la optimización de ladmarks bidimensionales o tridimensionales se llevó a cabo

directamente sobre el árbol y se basó en el uso de gradillas y su subsecuente refinamiento iterativo

de los puntos iniciales estimados (Goloboff & Catalano, 2011). A continuación se especifica el

conjunto de datos empleados para cada una de las filogenias generadas.

a) Filogenia morfométrica

Se realizaron análisis por separado para evaluar los datos correspondientes a la forma y el

tamaño. En el primer caso, se emplearon las coordenadas Procrustes y para el segundo el tamaño del

centroide y la longitud del ovario. Debido a que el tamaño del centroide resume el tamaño de las

estructuras, se optó por emplear éste y no las longitudes que resultaron útiles en la separación de los

taxa. Se consideraron como valores del tamaño del centroide y longitud del ovario, a los valores

comprendidos en un intervalo entre la media menos la desviación estándar y la media más la

desviación estándar ( ± σ).

De acuerdo a Catalano et al. (2010), las variables de forma (landmarks alineados) fueron

analizadas de manera individual con ayuda del script LandschW.run (Catalano, 2012), con el fin de

conocer su utilidad para generar hipótesis filogenéticas. El método para usar los landmarks en el

análisis filogenético se basa en encontrar, para cada landmark, la posición que minimiza la distancia

entre el ancestro/descendiente de los puntos a lo largo del árbol (Catalano et al., 2010; Catalano &

Goloboff, 2012). También se analizó la matriz combinada con las configuraciones de la bráctea floral,

sépalo dorsal, pétalo, labelo, y sépalo lateral.

b) Filogenia molecular

Se incluyeron datos moleculares correspondientes a dos marcadores de ADN altamente

variables: la región de los espaciadores internos transcritos del ADN ribosomal nuclear (nrITS) y la

región del plástido trnL-trnF, el cual incluye el intron de trnL, el espaciador intergenérico entre trnL y

trnF y porciones cortas de los exones de las series trnL y trnF. Estas dos regiones han sido usadas de

manera previa, ya sea solas o en combinación con otra u otras regiones del ADN para la

reconstrucción filogenética de Spiranthinae (Salazar et al., 2003; Figueroa et al., 2008; Salazar et al.,

2011).
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Las secuencias fueron obtenidas de GenBank y corresponden a las generadas previamente por

Salazar et al. (2011). Para estos análisis también se incluyó a Deiregyne eriophora, como grupo de

comparación, para arraizar el cladograma (Cuadro 4).

Cuadro 4. Número de acceso de las secuencias obtenidas de GenBank.
Especies nrITS trnL-trnF
Dichromanthus aurantiacus FN996957 FN996971
Dichromanthus cinnabarinus FN996952 FN996964
Dichromanthus michuacanus FN996955 FN996969
Deiregyne eriophora FN641873 FN641885

El alineamiento de las secuencias se llevó a cabo a través de MAFFT Aligment versión 7 (Katoh

& Standley, 2013) y posteriormente ésta se corroboró manualmente con ayuda del programa PhyDe

v0.9971 (Phylogenetic Data Editor, Müller, 2010). Una vez editadas las secuencias de ambos

marcadores fueron concatenadas en PhyDe.

Para maximizar la señal filogenética, las inserciones/deleciones en las matrices de nrITS y trnL-

trnF fueron codificadas mediante el método de codificación simple de Simmons & Ochoterena (2000),

con ayuda del programa SeqState v1.4.1 (Müller, 2005). Las inserciones/deleciones comúnmente

abreviadas como ”indel”, son un tipo de variación genética en la que una secuencia de nucleótidos

específica está presente (inserción) o ausente (deleción), y son el resultado de errores en la

replicación de la información genética (Vandamme, 2009). Se presentaron diez eventos de inserción-

deleción y de éstos nueve resultaron ser autapomórficos y solo uno fue sinapomórfico (Cuadro 5).

Cuadro 5. Eventos de inserción-deleción.
Número de

indel Marcador Posición Carácter

1 nITS 12 Autapomorfía
2 199 Autapomorfía
3 trnL-trnF 762-770 Autapomorfía
4 763-770 Autapomorfía
5 765-770 Autapomorfía
6 771-776 Autapomorfía
7 993-999 Sinapomorfía
8 1110-1116 Autapomorfía
9 1350-1356 Autapomorfía

10 1490-1501 Autapomorfía
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c) Filogenia combinada

Los diferentes conjuntos de datos, morfométricos y moleculares, se conjuntaron para llevar a

cabo un análisis combinado en TNT. La matriz combinada se analizó al emplear el script

Land_searches.run (Catalano, com. pers.), el cual permite hacer análisis combinando datos de

landmarks (coordenadas) con otras fuentes de evidencia. Dicho script fue modificado para realizar

1000 réplicas y se especificaron un par de argumentos, el primero indica la precisión en la

optimización de los landmarks y el segundo evalúa cada re-arreglo durante el TBR (intercambio de

ramas por bisección-reconexión) considerando el mejor alineamiento (Catalano, 2012). El primer

argumento se modificó a cuatro, lo que indica que el análisis fue riguroso y el segundo se mantuvo en

uno, lo cual hace saber que hubo re-alineamiento. En este caso, cada réplica comienza a partir de un

árbol de Wagner y es seguido por un TBR. Al final, sólo un árbol es guardado.

Después de obtener la filogenia con los datos combinados, los landmarks fueron optimizados

directamente sobre el árbol generado, mediante el uso del algoritmo propuesto por Goloboff &

Catalano (2011), el cual permite mapear los caracteres morfométricos para obtener ancestros más

parsimoniosos.
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V. RESULTADOS

5. 1 Morfometría geométrica de los rasgos florales de ejemplares de herbario

a) Análisis de la forma

El análisis de componentes principales (PCA) permitió examinar la similitud de los ejemplares

sin considerar su pertenencia a un grupo específico, es decir, se determinó de acuerdo a las distancias

individuales producidas por los coeficientes de ordenación en cada componente principal resultante.

El número de componentes principales (PC) y la variación que explica cada uno difirió en cada

estructura, pero en general los primeros dos explican más del 60% de la variación (Cuadro 6).

Asimismo, la posición de los ejemplares fue variable, pero para todas las estructuras se observó la

presencia de al menos tres grupos. Estos grupos corresponden a los formados por: 1) Dichromanthus

aurantiacus y Stenorrhynchos pubens, 2) D. cinnabarinus subsp. cinnabarinus y D. cinnabarinus subsp.

galeottianum y 3) D. michuacanus, S. vexillaris y S. xoxonitla (Figura 5). En algunos casos, dichos

grupos fueron más evidentes que en otros.

Posterior al PCA se realizó un análisis de variables canónicas (CVA) de tipo discriminante y se

obtuvo la proporción de especies re-clasificadas y análisis de varianza multivariado (MANOVA) por

cada eje canónico. Para cada estructura evaluada se obtuvieron tres variables canónicas significativas

(Cuadro 7). Estas tres variables permitieron identificar cuatro grupos integrados por: 1)

Dichromanthus aurantiacus y Stenorrhynchos pubens, 2) D. cinnabarinus subsp. cinnabarinus y D.

cinnabarinus subsp. galeottianum, 3) D. michuacanus, S. vexillaris y S. xoxonitla, y 4) Deiregyne

eriophora. La clasificación de las 344 muestras en los grupos a priori se basó en la morfología

tradicional, mientras que su re-clasificación a posteriori se basó en las distancias de Mahalanobis de

los individuos a las medias de los grupos definidos a priori. El porcentaje de reclasificación correcta

osciló entre el 70 y 100 tanto para las especies de Dichromanthus como para el grupo de

comparación, lo que indica una elevada confiabilidad para delimitar las especies que integran a

Dichromanthus (Cuadro 8). Debido a que únicamente se reconocieron cuatro grupos, en la asignación

a posteriori se hizo referencia a éstos como: 1) Dichromanthus aurantiacus, 2) D. cinnabarinus, 3) D.

michuacanus y 4) Deiregyne eriophora. La separación y dispersión de los ejemplares de estos cuatro

grupos de morfoespecies se proyectó en el espacio multifactorial (Figura 6). Para el caso del labelo,
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pétalo y sépalo lateral, dicha separación fue más evidente en comparación con la bráctea floral y el

sépalo dorsal.

En todas las configuraciones, el uso de las gradillas de deformación permitió observar el

desplazamiento de las variables con respecto a la configuración promedio (Figura 7). Los cambios en

la forma pudieron ser observados claramente en los diagramas de formas promedio (Figura 8).

De acuerdo a los resultados que se presentaron con el PCA y principalmente con los

observados con el CVA, se tiene que el análisis de la forma de las cinco estructuras: bráctea floral,

labelo, pétalo, sépalo dorsal y sépalo lateral, permite el reconocimiento de tres especies como parte

de Dichromanthus. Estas especies coinciden con las reconocidas por Salazar et al. (2011).

Cuadro 6. Eigenvalores de los primeros cinco componentes principales y la varianza explicada.

Estructura Componente
principal Eigenvalores Varianza

explicada
Porcentaje

acumulativo
Bráctea floral 1 1.01×10-7 0.5304 53.04

2 1.87×10-7 0.3318 86.22
3 3.53×10-7 0.0538 91.60
4 4.75×10-7 0.0222 93.82
5 9.44×10-7 0.0195 95.78

Labelo 1 4.57×10-7 0.4709 47.09
2 1.17×10-6 0.1847 65.56
3 1.22×10-6 0.1486 80.42
4 1.98×10-6 0.0383 84.26
5 2.26×10-6 0.0291 87.17

Pétalo 1 2.19×10-7 0.3995 39.95
2 3.37×10-7 0.2360 63.56
3 3.93×10-7 0.1545 79.01
4 5.29×10-7 0.0616 85.17
5 7.26×10-7 0.0412 89.29

Sépalo dorsal 1 1.33×10-7 0.3705 37.05
2 2.40×10-7 0.2262 59.67
3 4.96×10-7 0.1648 76.15
4 8.05×10-7 0.0615 82.30
5 1.17×10-6 0.0495 87.26

Sépalo lateral 1 1.21×10-7 0.6022 60.22
2 1.33×10-7 0.1472 74.94
3 2.11×10-7 0.0812 83.06
4 2.90×10-7 0.0533 88.40
5 4.52×10-7 0.0296 91.36
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Figura 5. Proyección de los ejemplares en el plano de los dos primeros componentes principales. A)
Bráctea floral. B) Labelo. C) Pétalo. D) Sépalo dorsal. E) Sépalo lateral. Los números al interior de los
paréntesis indican el porcentaje de variación explicada por cada componente principal (PC).
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Cuadro 8. Matriz de clasificación correcta generada partir del análisis de variables canónicas.

Estructura Asignaciones a priori
Asignaciones a

posteriori Total Clasificación
correcta (%)

Da Dc Dm De
Bráctea floral Dichromanthus aurantiacus 99 7 1 2 109 90.82

Dichromanthus cinnabarinus 6 156 1 6 169 92.30
Dichromanthus michuacanus 2 2 36 11 51 70.58
Deiregyne eriophora 0 2 0 13 15 86.66

Labelo Dichromanthus aurantiacus 105 4 0 0 109 96.33
Dichromanthus cinnabarinus 5 164 0 0 169 97.04
Dichromanthus michuacanus 1 0 50 0 51 98.09
Deiregyne eriophora 0 0 0 15 15 100

Pétalo Dichromanthus aurantiacus 108 1 0 0 109 99.08
Dichromanthus cinnabarinus 2 167 0 0 169 98.81
Dichromanthus michuacanus 2 1 48 0 51 94.11
Deiregyne eriophora 0 0 0 15 15 100

Sépalo dorsal Dichromanthus aurantiacus 93 7 9 0 109 85.32
Dichromanthus cinnabarinus 11 154 3 1 169 91.12
Dichromanthus michuacanus 7 3 41 0 51 80.39
Deiregyne eriophora 0 1 0 14 15 93.33

Sépalo lateral Dichromanthus aurantiacus 108 0 1 0 109 99.08
Dichromanthus cinnabarinus 1 166 0 2 169 98.22
Dichromanthus michuacanus 3 0 48 0 51 94.11
Deiregyne eriophora 0 1 0 14 15 93.33
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Figura 6. Proyección en el plano definido por las variables canónicas 1 y 2 de los ejemplares de
herbario analizados. A) Bráctea floral. B) Labelo. C) Pétalo. D) Sépalo dorsal. E) Sépalo lateral.
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Figura 7. Cambios en la forma representados por la primera y segunda variable canónica (CV1 y CV2)
con respecto a la forma consenso. A) Bráctea floral. B) Labelo. C) Pétalo. D) Sépalo dorsal. E) Sépalo
lateral.
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Figura 8. Forma promedio de las estructuras de las especies que mostraron diferencias. A) Bráctea
floral. B) Labelo. C) Pétalo. D) Sépalo dorsal. E) Sépalo lateral.

b) Análisis del tamaño

Al evaluar el tamaño del centroide (descriptor del tamaño), se consideraron inicialmente los

ejemplares pertenecientes a Dichromanthus aurantiacus, D. cinnabarinus subsp. cinnabarinus, D.

cinnabarinus subsp. galeottianum, D. michuacanus, Stehorrhynchos pubens, S. vexillaris y Deiregyne

eriophora. No se consideró Stenorrhynchos xoxonitla porque únicamente se contó con dos

ejemplares.
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El análisis de varianza (ANOVA) aplicado al tamaño del centroide indicó la existencia de

diferencias significativas para todas las estructuras: bráctea floral (F6,335 = 192.75, P < 0.0001, N =

342), labelo (F6,335 = 73.003, P < 0.0001, N = 342), pétalo (F6,335 = 128.05, P < 0.0001, N = 342), sépalo

dorsal (F6,335 = 128.05, P < 0.0001, N = 342) y sépalo lateral (F6,335 = 65.566, P < 0.0001, N = 342). Por

este motivo, fue necesario aplicar la prueba de Tukey y así conocer dónde radicaban dichas

diferencias (Figura 9).

Aunque los patrones observados al analizar el tamaño del centroide no fueron del todo claros,

debido al traslape de los valores en las siete morfoespecies, tanto el análisis del labelo como el sépalo

lateral permitieron la identificación de tres grupos. Tras observar que en la mayoría de casos, las

diferentes estructuras permitían identificar cuatro grupos, se decidió considerar únicamente tres

especies como parte de Dichromanthus además del grupo de comparación. En este entendido, la

muestra perteneciente a Stenorrhynchos pubens se integró a la de Dichromanthus aurantiacus,

mientras que Dichromanthus cinnabarinus quedó integrada por los ejemplares de ambas subespecies.

Por su parte Dichromanthus michuacanus, incluyó además la muestra de Stenorrhynchos vexillaris y

Stenorrhynchos xoxonitla.

Al rehacer el análisis de varianza al tamaño del centroide de cada estructura, se detectaron

diferencias significativas: bráctea floral (F3,340 = 511.42, P < 0.0001, N = 344), labelo (F3,340 = 162.46, P

< 0.0001, N = 344), pétalo (F3,340 = 291.29, P < 0.0001, N = 344), sépalo dorsal (F3,340 = 167.86, P <

0.0001, N = 344) y sépalo lateral (F3,340 = 157.48, P < 0.0001, N = 344). La prueba de Tukey realizada

posteriormente permitió observar cuales especies difirieron entre sí (Figura 9).

Los resultados arrojados al analizar el tamaño del centroide, considerando tanto siete como

cuatro morfoespecies apoyan la clasificación de Salazar et al. (2011), pues tres de las cinco estructuras

analizadas permitieron la identificación de tres especies pertenecientes a Dichromanthus. En este

sentido, las diferencias entre los taxa pueden ser observadas fácilmente al analizar la bráctea floral, el

labelo y el sépalo lateral.
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Figura 9. Gráfica de cajas y alambres en donde se muestra la variabilidad existente en el tamaño del
centroide de las cinco estructuras en las morfoespecies evaluadas. A, B) Bráctea floral. C, D) Labelo. E,
F) Pétalo. G, H) Sepalo dorsal. I, J) Sépalo lateral. Letras diferentes indican diferencia significativa.
Abreviaturas: Da= Dichromanthus aurantiacus, Dc = Dichromanthus cinnabarinus, Dcc=
Dichromanthus cinnabarinus subsp. cinnabarinus, Dcg= Dichromanthus cinnabarinus subsp.
galeottianum, De= Deiregyne eriophora, Dm= Dichromanthus michuacanus, Sp= Stenorrhynchos
pubens, Sv= Stenorrhynchos vexillaris.

G H

I J
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5.2 Morfometría geométrica de los rasgos florales de ejemplares frescos

a) Análisis de la forma

El análisis de componentes principales (PCA) aplicado a las coordenadas de los ejemplares

muestreados en las cuatro poblaciones y que fueron sujetas previamente a la alineación, traslación y

rotación, mostró diferentes resultados para cada una de las estructuras (Cuadro 9). La dispersión de

los puntos correspondientes a cada ejemplar en el espacio del primero y segundo componente indica

la existencia de tres grupos bien definidos (Figura 10). Estos grupos corresponden a: 1) D.

aurantiacus-DF y D. aurantiacus-HGO, 2) D. cinnabarinus-DF y 3) D. michuacanus-EDOMEX.

Después del PCA, se llevó a cabo un análisis comparativo mediante un análisis de variables

canónicas (CVA) a cada una de las cinco estructuras de los ejemplares muestreados en las poblaciones

seleccionadas. En todos los casos, se generaron dos variables canónicas estadísticamente

significativas (Cuadro 10). Debido a que no se pudo discriminar entre las plantas de D. aurantiacus

provenientes de ambas poblaciones (D. aurantiacus-DF y D. aurantiacus-HGO), la reclasificación de los

ejemplares atendió únicamente a tres grupos. Los grupos definidos fueron D. aurantiacus, D.

cinnabarinus y D. michuacanus. Los ejemplares reclasificados se agruparon con elevados porcentajes

en los grupos previamente definidos (Cuadro 11). Al ser proyectados todos los ejemplares, en el

espacio definido por la primera y segunda variable canónica, fue posible identificar tres grupos. Este

patrón se observó con todas las estructuras (Figura 11).

Adjuntas al CVA, las gradillas finas de deformación indican la dirección del cambio en la forma

de cada una de las estructuras, en los extremos de la primera y segunda variable canónica, con

respecto a la forma consenso (Figura 12).
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Cuadro 9. Eigenvalores de los primeros cinco componentes principales y la varianza explicada.

Estructura Componente
principal Eigenvalores Varianza

explicada
Porcentaje

acumulativo
Bráctea floral 1 4.94×10-8 0.7281 72.81

2 9.08×10-8 0.1644 89.25
3 1.43×10-7 0.0472 93.98
4 2.35×10-7 0.0248 96.46
5 4.61×10-7 0.0120 97.66

Labelo 1 1.09×10-7 0.6016 60.16
2 1.34×10-7 0.1502 75.18
3 2.83×10-7 0.0761 82.80
4 3.56×10-7 0.0571 88.51
5 5.04×10-7 0.0225 90.77

Pétalo 1 4.77×10-8 0.6009 60.09
2 5.78×10-8 0.1406 74.15
3 1.14×10-7 0.1141 85.56
4 1.53×10-7 0.0534 90.90
5 1.84×10-7 0.0219 93.09

Sépalo dorsal 1 2.85×10-8 0.5582 55.82
2 6.08×10-8 0.1645 72.27
3 1.06×10-7 0.1364 85.92
4 2.16×10-7 0.0343 89.36
5 4.42×10-7 0.0262 91.99

Sépalo lateral 1 1.37×10-8 0.5799 57.99
2 2.14×10-8 0.2325 81.24
3 3.16×10-8 0.0691 88.15
4 4.17×10-8 0.0376 91.92
5 5.46×10-7 0.0204 93.96
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Figura 10. Proyección de los ejemplares de las poblaciones de Dichromanthus en el plano de los dos
primeros componentes principales. A) Bráctea floral. B) Labelo. C) Pétalo. D) Sépalo dorsal. E) Sépalo
lateral. Los números al interior de los paréntesis indican el porcentaje de variación explicada por cada
componente principal (PC).
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Cuadro 11. Matriz de clasificación correcta generada partir del análisis de variables canónicas.

Estructura Asignaciones a priori
Asignaciones a

posteriori Total Clasificación
correcta (%)

Da Dc Dm
Bráctea floral Dichromanthus aurantiacus 49 0 2 51 96.07

Dichromanthus cinnabarinus 2 31 0 33 93.93
Dichromanthus michuacanus 0 0 42 42 100

Labelo Dichromanthus aurantiacus 51 0 0 51 100
Dichromanthus cinnabarinus 1 32 0 33 96.96
Dichromanthus michuacanus 0 0 42 42 100

Pétalo Dichromanthus aurantiacus 51 0 0 51 100
Dichromanthus cinnabarinus 0 33 0 33 100
Dichromanthus michuacanus 0 0 42 42 100

Sépalo dorsal Dichromanthus aurantiacus 51 0 0 51 100
Dichromanthus cinnabarinus 1 32 0 33 96.96
Dichromanthus michuacanus 0 0 42 42 100

Sépalo lateral Dichromanthus aurantiacus 51 0 0 51 100
Dichromanthus cinnabarinus 0 33 0 33 100
Dichromanthus michuacanus 0 0 42 42 100

b) Análisis del tamaño

El análisis de varianza demostró que el tamaño del centroide de todas las estructuras presenta

diferencias significativas entre los ejemplares de las poblaciones de Dichromanthus aurantiacus, D.

cinnabarinus y D. michuacanus: bráctea (F2,123 = 297.49, P < 0.0001, N = 126), labelo (F2,123 = 200.1, P <

0.0001, N = 126), pétalo (F2,123 = 166.92, P < 0.0001, N = 126), sépalo dorsal (F2,123 = 86.693, P <

0.0001, N = 126) y sépalo lateral (F2,123 = 177.4, P < 0.0001, N = 126). La prueba de Tukey indicó que de

manera general D. aurantiacus presenta estructuras con valores de tamaño del centroide más

grandes en comparación con D. cinnabarinus y D. michuacanus (Figura 13).
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Figura 11. Proyección en el plano definido por las variables canónicas 1 y 2 de los ejemplares frescos
analizados. A) Bráctea floral. B) Labelo. C) Pétalo. D) Sépalo dorsal. E) Sépalo lateral.
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Figura 12. Cambios en la forma representados por la primera y segunda variable canónica (CV1 y CV2)
con respecto a la forma consenso. A) Bráctea floral. B) Labelo. C) Pétalo. D) Sépalo dorsal. E) Sépalo
lateral.
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Figura 13. Gráfica de cajas y alambres en donde se muestra la variabilidad existente en el tamaño del
centroide de las cinco estructuras en las morfoespecies evaluadas. A) Bráctea floral. B) Labelo. C)
Pétalo. D) Sepalo dorsal. E) Sépalo lateral. Letras diferentes indican diferencia significativa.
Abreviaturas: Da= Dichromanthus aurantiacus, Dc= Dichromanthus cinnabarinus y Dm=
Dichromanthus michuacanus.
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5.3 Morfometría tradicional de los rasgos florales de ejemplares de herbario

Considerando un tamaño de muestra igual a 344 ejemplares de herbario distribuidos entre las

ocho morfoespecies, se hizo un análisis canónico discriminante (CDA) en el cual tres funciones

(variables) canónicas explicaron el 100% de la variación total. El Cuadro 12 muestra las nueve

variables que presentaron la mayor contribución relativa y que ayudaron significativamente a la

separación de grupos de morfoespecies (λ de Wilks F = 14.44, P < 0.0001, n = 344).

La representación gráfica de las tres primeras variables canónicas permitió verificar la

definición de cuatro grupos de morfoespecies (Figura 14). La variable canónica 1 separó en el lado

derecho de la gráfica a los individuos de ambas subespecies de D. cinnabarinus y a los ejemplares de

D. michuacanus y Stenorrhynchos vexillaris y S. xoxonitla, mientras que del lado izquierdo se ubicaron

los individuos pertenecientes a las morfoespecies D. aurantiacus y S. pubens. La variable canónica 2

permitió separar a los individuos de Deiregyne eriophora. Los individuos de las morfoespecies: D.

michuacanus, S. vexillaris y S. xoxonitla se separaron notoriamente de la agrupación integrada por

ambas subespecies de D. cinnabarinus con la variable canónica 3.

El CDA mostró que el grupo de comparación, Deiregyne eriophora, fue clasificado

correctamente, así como los dos individuos de la morfoespecie S. xoxonitla. El resto de taxa aunque

no mostraron una reclasificación perfecta, si presentaron porcentajes elevados de clasificación dentro

de su grupo correspondiente (Cuadro 13). El cuadrado de las distancias de Mahalanobis entre los

centroides de cada par de morfoespecies presentó diferencias significativas (Cuadro 14).
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Cuadro 12. Análisis discriminante entre los ejemplares de las morfoespecies consideradas con base en
caracteres morfométricos. Los caracteres con valores más altos se resaltan con **.

Variables CV 1 CV 2 CV 3
Variación explicada (%) 62.02 24.57 11.29
Eigenvalor 8.63 3.41 1.57
Bráctea floral
Largo -0.7645** -0.0706 -0.1426
Ancho base -0.4832 0.5230 0.5779
Ancho tercio basal -0.1912 -1.1721** 0.4565
Ancho tercio apical 0.7066** -0.8838 0.5120
Labelo
Largo 0.4185 0.4732 -0.3863
Ancho base 0.4131 0.8796** -0.6210
Ancho tercio basal -0.1443 0.2710 -0.3657
Ancho tercio apical 0.5458 0.6973 -0.3371
Pétalo
Largo 0.5118 0.9067** -0.2194
Ancho base 0.3236 0.0662 0.5799
Ancho tercio basal 0.4438 0.0206 0.5702
Ancho tercio apical 0.4538 0.5815 1.0003**
Sépalo Dorsal
Largo 0.6576 -0.2300 -0.3154
Ancho base 0.3329 0.0290 0.1115
Ancho tercio basal 0.2476 0.1299 -0.2269
Ancho tercio apical -0.3524 0.0907 -0.6706
Sépalo lateral
Largo -0.7127** 0.3083 -0.0527
Ancho base -1.0466** -1.3524 -1.3548
Ancho tercio basal 1.0747** 0.4807 0.0385
Ancho tercio apical 0.5602 0.6857 0.1881
Ovario
Largo 0.3962 0.5118 0.2870
CV= Variable canónica
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Figura 14. Análisis Canónico Discriminante de las ocho morfoespecies incluidas en el análisis
morfométrico. Ordenación de los individuos con base en: A) las dos primeras variables canónicas y B)
la primera y tercera variable canónica.

A

B
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Cuadro 13. Matriz de clasificación correcta generada a partir del análisis clasificatorio discriminante
para los ocho taxa considerados.

Asignaciones a priori n Asignaciones a posteriori %
Da Dcc Dcg De Dm Sp Sv Sx

Dichromanthus aurantiacus 61 44 0 0 0 0 17 0 0 72.13
Dichromanthus cinnabarinus subsp.
cinnabarinus 144 2 125 17 0 0 0 0 0 86.80

Dichromanthus cinnabarinus subsp.
galeottianum 25 0 13 8 0 0 0 3 1 32.00

Deiregyne eriophora 15 0 0 0 15 0 0 0 0 100.00
Dichromanthus michuacanus 35 0 2 0 0 26 0 6 1 74.28
Stenorrhynchos pubens 48 18 0 0 0 0 30 0 0 62.50
Stenorrhynchos vexillaris 14 0 2 0 0 2 0 10 0 71.42
Stenorrhynchos xoxonitla 2 0 0 0 0 0 0 0 2 100.00
%= Porcentaje de ejemplares clasificados correctamente.

Cuadro 14. Distancias de Mahalanobis entre los centroides que mostraron diferencias
estadísticamente significativas (P < 0.0001).

Morfoespecies Da Dcc Dcg Dm Sp Sv Sx De
Dichromanthus aurantiacus (Da)
Dichromanthus cinnabarinus subsp.
cinnabarinus (Dcc) 25.78

Dichromanthus cinnabarinus subsp.
galeottianum (Dcg) 22.36 0.37

Dichromanthus michuacanus (Dm) 19.66 7.91 5.40
Stenorrhynchos pubens (Sp) 0.83 22.59 19.30 16.09
Stenorrhynchos vexillaris (Sv) 21.74 7.19 4.80 0.49 17.67
Stenorrhynchos xoxonitla (Sx) 13.53 10.90 7.46 4.47 11.14 4.70
Deiregyne eriophora (De) 24.32 21.29 18.36 17.22 24.85 19.03 8.76

5.4 Morfometría tradicional de los rasgos florales de ejemplares frescos

Las muestras de D. aurantiacus (DF e HGO, n= 51), D. cinnabarinus-DF (n= 33) y D.

michuacanus-EDOMEX (n= 42) que fueron colectadas en poblaciones ubicadas en el valle de México,

se emplearon para la obtención de varias distancias que sirvieron para hacer análisis estadísticos

(análisis canónico discriminante y análisis discriminante clasificatorio). El análisis canónico

discriminante, en dos variables canónicas, explicó el 100% de la variación total. Las variables que

presentaron la mayor contribución relativa se presentan en el Cuadro 15. Dichas variables
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permitieron separar a las tres especies (λ de Wilks F = 95.52, P < 0.0001, n = 126). En el análisis

discriminante clasificatorio, todos los ejemplares fueron correctamente clasificados en sus respectivas

especies (Cuadro 16).

La variable canónica 1 separó del lado izquierdo a los individuos pertenecientes a ambas

poblaciones de D. aurantiacus. Por su parte, la variable canónica 2 en la parte superior permitió

separar los individuos de D. michuacanus mientras que en la parte inferior se agruparon los individuos

de D. cinnabarinus (Figura 15).

Cuadro 15. Análisis discriminante entre los ejemplares de los taxa considerados con base en
caracteres morfométricos. Los caracteres con valores más altos se resaltan con **.

Variables CV 1 CV 2
Variación explicada (%) 67.63 32.37
Eigenvalor 31.35 15.00
Bráctea floral
Largo -1.4414** 0.2846
Ancho base 0.7714 1.7040**
Ancho tercio basal 1.1301** -0.6304
Ancho tercio apical 0.1394 -0.0269
Labelo
Largo 0.7178 0.5707
Ancho base -0.3845 -0.4134
Ancho tercio basal 0.2895 -0.6389
Ancho tercio apical -0.6042 0.1690
Pétalo
Largo 0.7936 0.2887
Ancho base 0.6608 0.1230
Ancho tercio basal 0.0608 0.5034
Ancho tercio apical 0.6749 -0.2592
Sépalo Dorsal
Largo -0.6029 0.4058
Ancho base -0.4101 -0.4268
Ancho tercio basal -0.2225 0.3228
Ancho tercio apical 0.3176 -0.5516
Sépalo lateral
Largo 1.3284** -0.0376
Ancho base -0.5338 0.7196**
Ancho tercio basal 1.0444** 1.3443
Ancho tercio apical 0.5530 0.2455
Ovario
Largo -0.6263 1.0119**
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Cuadro 16. Matriz de clasificación correcta generada a partir del análisis clasificatorio discriminante.

Asignaciones a priori Asignaciones a
posteriori

Da Dc Dm
Dichromanthus aurantiacus 51 0 0
Dichromanthus cinnabarinus 0 33 0
Dichromanthus michuacanus 0 0 42

Figura 15. Análisis Canónico Discriminante de las cuatro poblaciones de Dichromanthus incluidas en el
análisis morfométrico.

5.5 Comparación entre ejemplares de herbario y frescos

Después de realizar el análisis canónico discriminante al conjunto de caracteres para ambos

tratamientos (ejemplares de herbario y frescos), se eligieron siete variables que permitieron separar

las morfoespecies, es decir, tres correspondientes a la bráctea floral (largo, ancho de la base y ancho

del tercio basal), una al largo del ovario y tres al sépalo lateral (largo, ancho de la base y ancho del

tercio basal). Los valores de cada una de estas variables fueron empleados para comparar sus medias

mediante un ANOVA y en presencia de diferencias significativas se aplicó una prueba de Tukey para

ver qué tratamientos (morfoespecies) diferían entre sí.
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a) Ejemplares de herbario

El análisis de varianza indicó la existencia de diferencias para los siete caracteres seleccionados

(P < 0.0001), pero sólo entre algunos pares de morfoespecies (Cuadro 17). A partir de lo observado

fue posible reconocer tres especies como parte del género Dichromanthus, además del grupo de

comparación Deiregyne eriophora.

De esta manera, la variación presente en la morfoespecie Stenorrhynchos pubens se agrupó

con la observada en los ejemplares de Dichromanthus aurantiacus, pues aunque las variables

correspondientes a la bráctea floral indican que existe diferencia significativa entre ambas

morfoespecies, ésta es marginal. En cambio, el largo del ovario y las tres variables descriptoras del

sépalo dorsal (largo, ancho de la base y ancho del tercio basal) no mostraron diferencias significativas.

Lo anterior indica que sólo es posible reconocer a la morfoespecie D. aurantiacus y que las diferencias

observadas entre ésta y S. pubens, son parte de su variación.

El segundo grupo de morfoespecies, Dichromanthus cinnabarinus subsp. cinnabarinus y

Dichromanthus cinnabarinus subsp. galeottianum, presentó diferencias significativas para cinco de las

siete variables, pero se consideraron marginales. Estos resultados indican que no es posible discernir

entre las dos subespecies, cinnabarinus y galeottianum.

En el caso de Dichromanthus michuacanus y Stenorrhynchos vexillaris, se presentó el mismo

patrón que en los grupos de morfoespecies anteriores, lo que indicó el reconocimiento de una sola

especie para este grupo que corresponde a D. michuacanus.

Como sólo fue posible reconocer tres entidades morfológicamente discretas como parte del

género Dichromanthus, se realizaron nuevamente las pruebas pero esta vez se incluyeron también los

dos ejemplares considerados como parte de la morfoespecie Stenorrhynchos xoxonitla y que

corresponden como se observó anteriormente a D. michuacanus. El análisis de varianza detectó

diferencia para los siete caracteres (P < 0.0001), lo que permitió distinguir entre las tres especies del

género en donde D. aurantiacus, de manera general, presentó longitudes mayores que D.

michuacanus y ésta presentó, en la mayoría de los atributos considerados, longitudes superiores que

D. cinnabarinus (Cuadro 18). Por su parte, Deiregyne eriophora, para las variables de la bráctea floral y

el largo del ovario, presentó longitudes similares a las observadas en Dichromanthus aurantiacus,

pero los caracteres que describen al sépalo lateral se fueron intermedios entre D. cinnabarinus y D.

michuacanus.
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b) Ejemplares frescos

Al aplicar un análisis de varianza a las siete variables seleccionadas (P < 0.0001), se observó

que los valores para cada uno de los atributos son más grandes en las poblaciones de D. aurantiacus,

y que las muestras de la población de la Reserva Ecológica del Pedregal de San Ángel (REPSA), en el

Distrito Federal, presentan longitudes mayores en comparación con aquellas provenientes del Rancho

Santa Elena en Hidalgo. Por su parte, Dichromanthus michuacanus presenta valores más altos, para

cinco de las siete variables, que D. cinnabarinus (Cuadro 19).

Cuadro 19. Diferencias significativas para siete caracteres cuantitativos identificados en el análisis
canónico discriminante en ejemplares frescos. Letras diferentes indican diferencias significativas

(Tukey, P < 0.0001). Media ± Error Estándar.

Variables (mm)
Dichromanthus
aurantiacus-DF

(35)

Dichromanthus
aurantiacus-HGO

(16)

Dichromanthus
cinnabarinus-DF

(33)

Dichromanthus
michuacanus-
EDOMEX (42)

Largo de la bráctea floral 44.76 ± 1.23a 39.69 ± 1.89b 18.92 ± 0.35c 22.07 ± 0.47d
Ancho de la base de la
bráctea floral 7.30 ± 0.26a 7.56 ± 0.57b 3.55 ± 0.13c 5.49 ± 0.14d

Ancho del tercio basal de
la bráctea floral 11.81 ± 0.27a 12.61 ± 0.53b 5.40 ± 0.10c 10.28 ± 0.25d

Largo del ovario 10.22 ± 0.28a 7.77 ± 0.27bc 8.08 ± 0.21b 6.95 ± 0.14c
Largo del sépalo lateral 23.69 ± 0.38a 20.87 ± 0.44b 20.93 ± 0.38b 14.83 ± 0.23c
Ancho de la base del
sépalo lateral 5.25 ± 0.12a 4.99 ± 0.23a 2.70 ± 0.07b 2.95 ± 0.11b

Ancho del tercio basal del
sépalo lateral 5.49 ± 0.08a 5.24 ± 0.17a 2.70 ± 0.05b 3.18 ± 0.05c

Números dentro del paréntesis indican el tamaño de muestra.

c) Ejemplares frescos vs. ejemplares de herbario

El análisis de varianza hecho con los ejemplares de D. aurantiacus indicó diferencias para cinco

de los siete caracteres y la prueba de Tukey detectó diferencias entre los tratamientos (Cuadro 20).

Para el caso de D. cinnabarinus, el ANOVA detectó diferencias significativas para las tres

variables descriptoras del sépalo lateral, no así con las correspondientes a la bráctea floral y al ovario

(Cuadro 21). Sin embargo, estas diferencias se consideraron marginales.

En el Cuadro 22, se observa que en todos los caracteres evaluados para D. michuacanus, las

significancias de P fueron mayores a 0.05. Esto indica que los valores para los caracteres son iguales
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en ambos tratamientos, es decir, no es posible diferenciar entre ejemplares de herbario y ejemplares

frescos, pues ambos se comportan de la misma manera.

De acuerdo al patrón general observado en las variables de tamaño en cada una de las tres

especies, se integraron los valores tanto de los ejemplares de herbario como del material fresco y se

construyó el Cuadro 23. En éste, es posible observar la variación en el tamaño de las estructuras

evaluadas mediante morfometría tradicional, así como el tamaño del centroide generado con

morfometría geométrica.

Cuadro 20. Diferencias significativas para siete caracteres cuantitativos identificados en el CDA para
Dichromanthus aurantiacus. Letras diferentes indican diferencias significativas (Tukey, P ≤ 0.01).

Media ± Error Estándar.

Variables (mm) Herbario (109) REPSA (35) Rancho Santa
Elena (16)

Largo de la bráctea floral 39.00 ± 0.62a 44.76 ± 1.23b 39.69 ± 1.89a
Ancho de la base de la bráctea floral 8.51 ± 0.23a 7.30 ± 0.26b 7.56 ± 0.57a
Ancho del tercio basal de la bráctea floral 12.32 ± 0.24a 11.81 ± 0.27a 12.61 ± 0.53a
Largo del ovario 10.31 ± 0.19a 10.22 ± 0.28a 7.77 ± 0.27b
Largo del sépalo lateral 22.94 ± 0.26a 23.69 ± 0.38a 20.87 ± 0.44b
Ancho de la base del sépalo lateral 4.64 ± 0.09a 5.25 ± 0.12b 4.99 ± 0.23ab
Ancho del tercio basal del sépalo lateral 5.21 ± 0.09a 5.49 ± 0.08a 5.24 ± 0.17a
Números dentro del paréntesis indican el tamaño de muestra.
REPSA= Reserva Ecológica del Pedregal de San Ángel.

Cuadro 21. Diferencias significativas para siete caracteres cuantitativos identificados en el CDA para
Dichromanthus cinnabarinus. Letras diferentes indican diferencias significativas (Tukey, P ≤ 0.0001).

Media ± Error Estándar.
Variables (mm) Herbario (169) REPSA (33)

Largo de la bráctea floral 18.47 ± 0.29a 18.92 ± 0.35a
Ancho de la base de la bráctea floral 4.08 ± 0.09a 3.55 ± 0.13a
Ancho del tercio basal de la bráctea floral 5.45 ± 0.13a 5.40 ± 0.10a
Largo del ovario 7.73 ± 0.13a 8.08 ± 0.21a
Largo del sépalo lateral 18.13 ± 0.22a 20.93 ± 0.38b
Ancho de la base del sépalo lateral 1.92 ± 0.04a 2.70 ± 0.07b
Ancho del tercio basal del sépalo lateral 2.14 ± 0.03a 2.70 ± 0.05b
Números dentro del paréntesis indican el tamaño de muestra.
REPSA= Reserva Ecológica del Pedregal de San Ángel.
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Cuadro 22. Diferencias significativas para siete caracteres cuantitativos identificados en el CDA para
Dichromanthus michuacanus. Letras diferentes indican diferencias significativas (Tukey, P > 0.05).

Media ± Error Estándar.

Variables (mm) Herbario (51) Santa Inés (42)
Largo de la bráctea floral 22.19 ± 0.09a 22.07 ± 0.47a
Ancho de la base de la bráctea floral 5.76 ± 0.03a 5.49 ± 0.14a
Ancho del tercio basal de la bráctea floral 10.22 ± 0.04a 10.28 ± 0.25a
Largo del ovario 7.05 ± 0.02a 6.95 ± 0.14a
Largo del sépalo lateral 14.80 ± 0.05a 14.83 ± 0.23a
Ancho de la base del sépalo lateral 2.82 ± 0.01a 2.95 ± 0.11a
Ancho del tercio basal del sépalo lateral 3.10 ± 0.01a 3.18 ± 0.05a
Números dentro del paréntesis indican el tamaño de muestra.

5.6 Variación de caracteres cualitativos

Una vez identificada y analizada la variación tanto en la forma como en el tamaño de la

bráctea floral y de las estructuras florales, resultó necesario observar y describir cualitativamente la

variación presente en los atributos florales y vegetativos. La evaluación de dichos atributos en los

ejemplares de herbario para las tres especies reconocidas fue posible tras la observación de poco más

de 800 especímenes (incluídos los 344 usados en el análisis morfométrico). Además de los ejemplares

de herbario, la información se complementó con la observada en fotografías, ilustraciones y literatura

(Cuadro 24). Para el caso de los ejemplares de las poblaciones silvestres muestreadas, se consideró

únicamente lo observado en dichos ejemplares (Cuadro 25).
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5.7 Análisis filogenéticos

Los análisis filogenéticos incluyeron únicamente a las tres especies de Dichromanthus

identificadas (D. aurantiacus, D. cinnabarinus y D. michuacanus) en la evaluación de la forma y

tamaño. Tanto el análisis de las configuraciones (forma), como del tamaño y evidencia molecular,

difirieron en términos de topología, grado de resolución y soporte, así como en la cantidad de

homoplasia (Cuadro 26 y Figura 16, 17). Con el análisis combinado la topología recuperada fue

coincidente con la observada al combinar las configuraciones de las cinco estructuras. Asimismo la

topología recuperada también coincidió con los datos moleculares (Figura 18). En estos casos D.

cinnabarinus divergió primero, seguida por D. michuacanus y D. aurantiacus.

Figura 16. Hipótesis filogenéticas generadas a partir del análisis de la forma y el tamaño. A) Topología
recuperada al analizar por separado la bráctea floral, pétalo, sépalo dorsal, sépalo lateral y para el
análisis combinado de las cinco estructuras incluido el labelo. B) Hipótesis recuperada tras analizar la
configuración del labelo. C) Topología obtenida al analizar el tamaño. Los números bajo las ramas
indican los valores de soporte bootstrap/jackknife, mientras que la ausencia de éstos indica valores
inferiores a 50%.

A

B

C
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Figura 17. Árbol más parsimonioso derivado del análisis de las regiones ITS y trnL-trnF. Los números
bajo las ramas indican los soportes de grupos bootstrap/jackknife.

Figura 18. Árbol más parsimonioso derivado del análisis combinado de datos morfométricos,
morfológicos y moleculares. Números sobre las ramas indican la longitud de las ramas. Los números
bajo las ramas son los soportes de grupos bootstrap/jackknife.

5.8 Mapeo de caracteres sobre el árbol más parsimonioso

Las configuraciones x, y de las cinco estructuras: bráctea floral, labelo, pétalo, sépalo dorsal y

sépalo lateral, fueron optimizadas a partir del árbol más parsimonioso obtenido del análisis

combinado (Figura 19). A continuación se indican los cambios de carácter para cada una.

En el caso de la configuración de la bráctea floral, se observa que está constituida por

veintisiete marcas. El diagrama (Figura 19A) de las rejillas de deformación entre el nodo basal del

género Dichromanthus y que representa la forma hipotética del ancestro, muestra desplazamientos

(vectores de deformación) en los landmarks: 8 y 15-20. Entre el nodo D. aurantiacus y D. michuacanus

se observan desplazamientos en los landmarks: 2-4, 8-12, 15, 18, 19 y 23-26. Por su parte, D.

cinnabarinus presenta desplazamientos principalmente en la parte media (marcas: 2-6 y 21-27). Por

otro lado, el nodo ancestral entre D. michuacanus y D. aurantiacus muestra desplazamientos en las

marcas 1, 6-13 y 15-21. La forma de la bráctea floral en D. michuacanus muestra desplazamientos en

las marcas: 1-7, 13-15 y 21-27. Por su parte, los cambios en la forma de D. aurantiacus se hacen

presentes en los landmarks: 2-4, 8-13, 15-20 y 23-26.
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En la Figura 19B se muestran los desplazamientos de las treinta y nueve marcas que

recuperaron la forma del labelo, en los tres taxa considerados como parte del género Dichromanthus,

en los cuales son evidentes los desplazamientos en las marcas 7-19 y 21-32 del ancestro hipotético. El

clado en donde se ubica D. cinnabarinus reconstruyó una forma con vectores de deformación en los

landmarks 1-19, 21-29 y 31-37. La configuración hipotética entre el nodo D. michuacanus y D.

aurantiacus presentó desplazamiento en ocho marcas (2-6 y 35-37). La especie D. michuacanus

presentó desplazamientos en las marcas: 1-19 y 21-39. En cambio, la forma del labelo en D.

aurantiacus muestra desplazamientos en los landmarks: 1, 2, 11, 15-19, 22-27, 31, 38 y 39.

La Figura 19C indica que la forma hipotética del pétalo en Dichromanthus tiene

desplazamiento en la mayor parte de la configuración, excepto por las marcas 2 y 14. El nodo D.

cinnabarinus presenta vectores de deformación en las marcas: 1, 2, 13, 14 y 16-19. La forma

recuperada entre D. michuacanus-D. auranticus se desplaza en las marcas: 2-6, 9-111 y 25-27. En este

clado, la especie D. michuacanus exhibe desplazamiento en los landmarks: 2-9, 11-14, 16-24 y 27,

mientras que D. aurantiacus muestra desplazamiento en las marcas: 8-10, 15, 17-23 y 26.

La configuración del sépalo dorsal en Dichromanthus muestra desplazamiento en las marcas:

7-10, 13 y 18-20 (Figura 19D). El sépalo dorsal en el nodo D. cinnabarinus posee vectores de

deformación en las marcas: 1-13 y 15-27. El nodo integrado por D. michuacanus-D.aurantiacus

presenta vectores de deformación en los landmarks: 1-6, 12, 13, 15, 16 y 22-27. En este nodo, la

especie D. michuacanus se desplaza en las marcas: 1, 7-13, 15-20, 22, 23 y 27, en cambio D.

aurantiacus presenta desplazamiento en las marcas: 10, 11, 17, 18, 20 y 21.

La forma del sépalo lateral, recuperada con 27 landmarks, se desplaza en cinco marcas (3, 4,

13, 14 y 24) del ancestro hipotético de Dichromanthus (Figura 19E). El clado formado por D.

cinnabarinus muestra desplazamiento en las marcas: 1, 2, 5-11, 13-23, 25 y 27. La forma hipotética

recuperada para el nodo formado por D.michuacanus-D.aurantiacus evidencía desplazamiento en las

marcas: 1-8, 12, 13, 15-19 y 23-27. La forma de D. michuacanus muestra vectores de deformación en

los landmarks: 1, 2, 6-20 y 23-25, mientras que lo vectores de deformación en las marcas: 2-6, 9, 10 y

21-27 permitieron apreciar el cambio en la forma de D. aurantiacus.
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Figura 19. Optimización de la configuración de las estructuras sobre el árbol del análisis combinado.
A) Bráctea floral. B) Labelo. C) Pétalo. D) Sepalo dorsal. E) Sépalo lateral. Los números bajo las ramas
indican los soportes de grupos bootstrap/jackknife.

A B

C D

E
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VI. DISCUSIÓN

Al tener en cuenta que no existe un consenso con respecto al número de especies que

integran al género Dichromanthus, se planteó el objetivo principal de contribuir a la delimitación de

las especies que lo conforman a partir del uso de técnicas de morfometría tradicional y geométrica. Lo

anterior bajo la hipótesis de que las especies que forman parte de dicho género, son

morfológicamente variables pero pueden ser diferenciadas entre sí por una combinación única de

caracteres. Por ello se esperaba que el análisis de la forma y el tamaño de las estructuras

seleccionadas permitieran reconocer los límites entre las especies que han sido separadas mediante

evaluación visual.

En este apartado se discute la utilidad de las herramientas morfométricas empleadas para

delimitar las especies que integran al género Dichromanthus. En el Anexo II se presenta una clave de

identificación que además de presentar las tres especies reconocidas en el presente trabajo incluye a

D. yucundaa.

6.1 Morfometría geométrica: Variación en la forma y tamaño

Para el caso de los ejemplares de herbario, el análisis de la forma, registró diferencias

significativas que permitieron distinguir tres grupos de morfoespecies. Este patrón se repitió en todas

las estructuras evaluadas. Sin embargo, el tamaño del centroide arrojó diferentes resultados en

cuanto al número de especies reconocidas, pero de manera general D. aurantiacus presentó valores

más altos en comparación con D. cinnabarinus y D. michuacanus que poseen dimensiones similares.

La variación observada ya había sido reportada en trabajos como los de McVaugh (1985) y Szlachetko

et al. (2005) para las dimensiones totales de las estructuras. El patrón observado corresponde al

grupo de especies del género Dichromanthus propuesto por Salazar et al. (2011): D. aurantiacus, D.

cinnabarinus y D. michuacanus. Éstas corresponden a las reconocidas desde 1824, mediante

evaluación visual, por Lexarza en la obra de La Llave & Lexarza (1824) y autores posteriores (p. ej.:

Peña, 2001; Salazar, 2003). Las poblaciones muestreadas también presentaron variación en la forma y

tamaño de las diferentes estructuras.



70

En Dichromanthus aurantiacus, la forma lanceolada u ovado-lanceolada que según Szlachetko

et al. (2005) presenta la bráctea floral y, en parte caracteriza a Stenorrhynchos pubens no resulta de

utilidad para diferenciarla de D. aurantiacus. En cuanto al tamaño del centroide, el ANOVA detectó

diferencia significativa entre D. aurantiacus y S. pubens pero ésta fue marginal, por lo que en realidad

el tamaño de dicha estructura tampoco es útil para distinguir entre ellas. Por lo anterior, el no haber

detectado diferencia en la forma ni en el tamaño de esta estructura indica que la forma lanceolada,

ovado-lanceolada u oblongo lanceolada es parte de la variación de D. aurantiacus.

El labelo, en ambas morfoespecies no difirió y la forma pandurada con algunas variaciones en

las proporciones del hipoquilo y epiquilo resultó ser parte de la variación. La variación que detectaron

Szlachetko et al. (2005) y que les dio pauta para proponer a S. pubens como una especie diferente de

D. aurantiacus resulta ser una arbitrariedad, ya que las características que en determinado momento

permitirían separar ambas morfoespecies se hallaron en diferentes flores de una misma

inflorescencia. El tamaño del centroide tampoco apoya la existencia de dos especies. En cuanto a los

pétalos, no se detectaron diferencias entre la forma y el tamaño del centroide. Los pétalos con forma

oblongo-oblanceolada o linear con el tercio apical espatulado y ápice agudo que según Szlachetko et

al. (2005) permiten diferenciar a D. aurantiacus (S. aurantiacus) de S. pubens (por presentar

segmentos con forma oblongo-oblanceolada pero ápice subobtuso), son en realidad parte de la

variación presente en la especie que hasta este momento, no había sido evaluada objetivamente.

Por otro lado, en la evaluación de la configuración de los sépalos no se encontraron diferencias

entre las formas de lámina oblongo-triangular a lanceolada, oblonga, ovada o linear-lanceolada y

ápice agudo, subagudo o acuminado. El análisis discriminante en ambos casos no logró separar ambas

especies, sino que todos los registros se agruparon sin un patrón bien definido en un mismo espacio.

Sin embargo, la configuración del sépalo lateral discriminó de mejor manera entre D. aurantiacus y D.

cinnabarinus, a diferencia del sépalo dorsal.

En el caso de Dichromanthus cinnabarinus, el análisis de la forma y el tamaño en cada uno de

los segmentos florales, así como de la bráctea floral, no detectó diferencias entre los ejemplares

analizados y por ello no se reconocen las subespecies que en 2002 propuso Soto. Estas entidades que

en determinado momento podrían diferenciarse mediante evaluación visual de una serie de atributos

que consideran principalmente variables cualitativas, además del tamaño de las flores y sus

componentes, no presentan apoyo al ser evaluadas con aproximaciones morfométricas. De manera



71

general, se puede decir que las estructuras de D. cinnabarinus subsp. cinnabarinus presentan tamaños

relativamente mayores que la subsp. galeottianum, pero estadísticamente estas diferencias no son

significativas.

Por su parte, en Dichromanthus michuacanus, el análisis de las configuraciones para cada una

de las estructuras reconoció un solo grupo que es muy variable. En el caso de la bráctea floral la forma

es ovada o elíptico-ovada y largamente acuminada. En la revisión que llevaron a cabo Szlachetko y

colaboradores (2005), se hace referencia a que el labelo es oblongo y presenta una constricción cerca

de la mitad de la lámina y que ésta permite distinguir dos porciones llamadas hipoquilo y epiquilo. Sin

embargo, no todos los ejemplares empleados en el presente estudio presentaron de manera evidente

dicha discontinuidad en la lámina. La localización de dicha discontinuidad atiende a la presión que se

ejerza sobre dicha estructura al momento de montarla y por lo tanto un mismo labelo puede

presentar diferentes tamaños tanto en el hipoquilo como en el epiquilo. Por lo anterior, no se

reconocieron dichas porciones porque se consideró que dicha división no es objetiva ni repetible.

Aunque no se analizaron el hipoquilo y epiquilo como módulos separados, se analizó la forma

completa del labelo con ayuda de semimarcas, pero no se observaron diferencias entre las muestras

consideradas. Los pétalos presentan una lámina falcada. Los sépalos son lanceolados. El tamaño del

centroide en los distintos elementos se comportó de igual manera, es decir, S. vexillaris presenta en

promedio estructuras más pequeñas que D. michuacanus, pero estadísticamente estas diferencias no

son significativas, por lo que únicamente se pudo reconocer una especie.

En 1994, Szlachetko propuso la subespecie Stenorrnynchos michuacanum (Lex.) Lindl. subsp.

vexillaris Szlach., pues consideró que el tamaño tanto del hipoquilo como epiquilo diferían de manera

considerable de los previamente observados en S. michuacanus. En este trabajo dijo que: “la nueva

subespecie difiere de la subespecie tipo de Stenorrhynchos michuacanus por la forma del labelo, el

cual está bruscamente constreñido justo abajo en la parte media, con el epiquilo usualmente más

largo que el hipoquilo”. Posteriormente Rutkowski et al. (2004), la elevaron a categoría de especie por

considerar que los ejemplares con la característica anteriormente mencionada eran evidencia

suficiente para diferenciarla de Dichromanthus (Stenorrhynchos) michuacanus. En 2005, en la obra

“Contributions to the taxonomic revision of subtribus Spiranthinae, Stenorrhynchidinae and

Cyclopogoninae (Orchidaceae) in Mesoamerica and The Antilles”, Szlachetko y colaboradores

presentaron una clave dicotómica donde separaron a S. vexillaris de S. michuacanum y S. xoxonitla,
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que considera principalmente el tamaño en las porciones del labelo. Al algunos ejemplares empleados

por dichos autores en esta investigación, se pudo observar que un mismo ejemplar podia ser incluido

dentro de una especie diferente a la que ellos consideraron.

Lo anterior indica que existe un total desacuerdo entre las propuestas de estos autores y que

en realidad no evaluaron objetivamente las similitudes y diferencias presentes en estas

morfoespecies. Esto evidencía que muchos trabajos taxonómicos y comparaciones entre especies se

siguen basando en la evaluación visual subjetiva de las diferencias y similitudes entre taxa (Mutanen

& Pretorius, 2007). Esto en ningún caso representa la mejor opción para el estudio de especies que

son muy variables o son consideradas parte de un complejo. Dichas especies ya conocidas, al ser

estudiadas meramente a través de la evaluación visual, generalmente son divididas en dos o más

especies morfológicamente similares que para ser identificadas “correctamente” requieren ser

evaluadas por la persona que las describió, lo cual es impráctico y carece de carácter científico.

Desafortunadamente, muchas nuevas especies están siendo descritas como resultado de la

reevaluación de especies ya conocidas, que son divididas en dos o más especies morfológicamente

similares, a menudo sin apoyo estadístico y lejos de solucionar un problema originan otro. Para evitar

esto, Carstens et al. (2013) sugieren la aplicación de un amplio número de análisis a los datos para

delimitar especies y así tomar decisiones que sean congruentes con los resultados observados, con lo

cual se evitaría delimitar entidades que no representan linajes evolutivos. Entre estas

recomendaciones se encuentra la morfometría, específicamente la geométrica.

En este entendido, las especies propuestas por Szlachetko (1994), Szlachetko et al. (2005) y

Rutkowski et al. (2008), como parte del género Stenorrynchos (S. pubens, S. vexillaris y S. xoxonitla) no

reciben apoyo alguno de los análisis efectuados en este estudio para reconocerse como entidades

diferentes a las previamente identificadas por Lexarza en el trabajo de La Llave & Lexarza (1824).

Además, la forma y tamaño que presentan las estructuras florales y bráctea floral de D. cinnabarinus

no permiten reconocer subespecies como lo propuso Soto (2002).

La variación observada en los caracteres reproductivos para cada una de las especies

reconocidas como parte de Dichromanthus ha sido ampliamente reconocida en diferentes grupos de

plantas. En algunos casos esta variación está evidenciada en poblaciones que presentan una amplia

distribución geográfica y que ocupan territorios discontínuos a manera de mosaicos (Domínguez et

al., 1998; Turchetto et al., 2014), como en el caso de las poblaciones estudiadas de D. aurantiacus, D.
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cinnabarinus y D. michuacanus. También es sabido que especies distribuidas a lo largo de gradientes

geográficos y ecológicos frecuentemente muestran variaciones morfológicas graduales (Worley et al.;

2001; Silva-Montellano & Eguiarte, 2003). Sin embargo, en algunos casos el gradiente altitudinal, así

como el de precipitación y temperatura están correlacionados con el tamaño de las flores (Hodgins &

Barrett, 2008). A pesar de todo esto, la alta uniformidad en la morfometría floral sugiere fuerte

coadaptación entre el tamaño de los órganos florales y los agentes polinizadores (Ushimaru et al.,

2003).

Lo anterior, indica que los caracteres reproductivos generalmente muestran cierto grado de

variación morfológica, como parte de la variabilidad genética de cada especie y que sobre ésta actúa

la selección natural como fuerza principal de especiación (Fairbairn & Reeve, 2001; Conner, 2006;

Mazer & Damuth, 2001 a y b). Además que entre los caracteres morfológicos reproductivos, las

dimensiones florales son las que mayor variación exhiben, por lo que las flores con la misma

organización estructural pueden diferir en varios órdenes de magnitud de tamaño (Olmedo, 2013;

Rosas-Guerrero et al., 2010). Actualmente es sabido que esta variación identificada como plasticidad

adaptativa favorece el éxito reproductivo (Zhao et al., 2010).

Es muy probable que la variación observada en los integrantes de Dichromanthus atienda a la

plasticidad, pues es reconocido que este concepto incluye virtualmente todas las características

morfológicas, de comportamiento, fisiológicas, reproductivas y también todos los factores

ambientales tanto bióticos como abióticos (Sultan & Stearns, 2005). De hecho, esta propiedad

fundamental de los organismos ha sido identificada en integrantes de la familia Orchidaceae (p. ej.:

Bateman & Rudall, 2006; Borba et al., 2002; Kennedy & Watson, 2010; Palestina & Sosa, 2002;

Pinheiro & de Barros, 2007; Ponsie et al., 2009; Ramos-Castro et al., 2013; Rakosy et al., 2013; Salazar-

Rojas et al., 2010).

6.2 Morfometría tradicional

El análisis de morfometría tradicional de las diferentes variables consideradas para cada una

de las estructuras mostró que el género Dichromanthus está integrado por tres especies: D.

aurantiacus, D. cinnabarinus y D. michuacanus. Estas especies pueden distinguirse con 21 medidas

relacionadas con la longitud de la bráctea floral, sépalos, pétalos, labelo y ovario (Cuadro 3). Sin
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embargo, se debe poner atención principalmente en siete que resultaron útiles para distinguirlas y

que corresponden a la bráctea floral (largo, ancho de la base, ancho del tercio basal), sépalo lateral

(largo, ancho y ancho del tercio basal) y largo del ovario.

En el caso de la bráctea floral, las medidas pueden obtenerse rápidamente porque esta

estructura puede desprenderse con relativa facilidad sin la necesidad de hacer disecciones bajo el

microscópio. Es por ello que se sugiere su uso en la determinación práctica de las especies. De

acuerdo a Salazar (2003), debido a su amplia distribución y requerimientos ecológicos similares, estos

taxa en muchos sitios resultan ser simpátricos, como por ejemplo en la Reserva Ecológica del Pedregal

de San Ángel (Salazar, 2009) y aunque presentan diferencias morfológicas muy evidentes, las medidas

podrán complementar los caracteres usados en la clave de determinación, cuando las características

méristicas de otros atributos y de coloración no sean del todo claras. Esto procede, al menos, con D.

aurantiacus y D. cinnabarinus que presentan una coloración similar, florecen durante el verano-

otoño, por lo que presentan un traslapamiento parcial. Ante esta posibilidad y de manera adicional

para comparar las diferencias en tamaño de cada especie, en el Cuadro 23 se resumen las medidas

lineales consideradas para cada una de las estructuras.

En cuanto al sépalo lateral, la medición de las variables que permiten distinguir entre especies

no resulta del todo tan sencilla de obtener porque éste se encuentra ligeramente fusionado tanto al

sépalo dorsal como a los pétalos. Sin embargo, si existe incertidumbre en cuanto a la determinación

de algún ejemplar, se hace necesaria la disección de las flores para poder observar estos atributos

merísticos.

Además de las estructuras que resultaron de utilidad para distinguir merísticamente entre las

especies de Dichromanthus, es importante hacer mención acerca del uso y utilidad del labelo. Este

punto es importante porque según Szlachetko et al. (2005), al menos S. vexillaris y S. xoxonitla se

diferencian de Stenorrynchos (= Dichromanthus) michuacanus por diferencias en el labelo. Sin

embargo, ninguna de las características evaluadas como parte del labelo fueron importantes en el

análisis discriminante a diferencia de otros estudios, en donde la forma y/o tamaño del labelo son

relevantes en la identificación de especies (Shipunov & Bateman, 2005) y porque actúa como

atrayente primario y sitio de aterrizaje para el polinizador (Benitez-Vieyra et al., 2009; Gaskett, 2012).

Esto indica que en realidad el labelo es muy variable y que el reconocimiento de más de una especie
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en este grupo no tiene fundamentos. Por lo tanto, todos los ejemplares corresponden a D.

michuacanus.

Los resultados observados indican que las especies que han sido incluídas en Dichromanthus

por Salazar y colaboradores (Salazar, 2003; Salazar & García Mendoza, 2009; Salazar & Ballesteros-

Barrera, 2010; Salazar et al., 2011) son entidades taxonómicas diferenciadas morfológicamente y que

atienden a un sistema de clasificación más objetivo que el proporcionado por otros autores

(Rutkowski et al., 2008; Szlachetko, 1994; Szlachetko et al., 2005).

6.3 Cuantificación de la variación en la forma y tamaño

Los estudios taxonómicos de cualquier grupo de plantas pueden comprender dos partes, la

descriptiva y la filogenética. El trabajo que desarrollan los taxónomos es esencial para la conservación

de la biodiversidad y para estimar cuántas especies aún faltan por ser descubiertas (Solow & Smith,

2005). Sin embargo, muchos de ellos no están bien “entrenados” o no reciben el entrenamiento

necesario para el estudio de la biodiversidad y únicamente reconocen especies nuevas directamente

en campo y no a través del uso de ejemplares preservados en museos (Drew, 2011). En cambio, otros

emplean “incorrectamente” los ejemplares de herbario y describen muchas especies a partir de las

variaciones observadas en los atributos que ellos piensan o asumen son importantes.

Dichromanthus es un ejemplo claro en donde la descripción de especies nuevas indica que el

uso de técnicas inadecuadas para el estudio de la variación, durante la preparación de monografías o

trabajos descriptivos de la biodiversidad, ha llevado a describir innecesariamente el número de taxa

para el género. Una de las razones por la cual existe esta diferencia en los tratamientos generados es

debido a a la naturaleza subjetiva del proceso del estudio y a los diferentes conceptos de especie

adoptados por los taxónomos (Henderson, 2005).

En el presente estudio, la variación morfológica del género fue estudiada mayormente en

ejemplares de herbario que cubren la distribución conocida para Dichromanthus, pero también fue

evaluada a nivel poblacional, para al menos una población de cada una de las tres especies

reconocidas. El análisis de la forma mediante morfometría geométrica y del tamaño con morfometría

tradicional para ambos tratamientos, ejemplares de herbario y frescos, arrojó básicamente el mismo

resultado. Al parecer, el cambio en el tamaño de la bráctea floral y segmentos florales en las especies
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de Dichromanthus, no implica la pérdida de información que pueda en determinado momento, ser

interpretada como concluyente para la descripción de nuevas especies. Esto al considerar que

estadísticamente hay apoyo para el reconocimiento de únicamente tres especies y no hubo

diferencias significativas entre los ejemplares frescos y los preservados en herbarios.

El desarrollo de las flores requiere una considerable cantidad de agua, pues el mayor cambio

en el tamaño de los pétalos, y demás segmentos florales, a partir del botón floral involucra una

expansión celular hídrica (Galen, 2000). Por ello, la reducción en el tamaño de las estructuras se

adjudica a la pérdida de agua en los tejidos y es por esto que se debe tener en cuenta que pueden

presentarse también cambios en la forma. Esto mismo ha sido observado entre ejemplares frescos y

ejemplares preservados en alcohol de Platanthera (Bateman et al., 2012). Es posible que a diferencia

de otros géneros de orquídeas que presentan segmentos florales carnosos (p. ej.: Angraecum, Chysis,

Stanhopea), Dichromanthus no presente grandes cambios pues posee segmentos poco engrosados y

la pérdida de agua por ende es menor. En todo caso, la pérdida de agua por el proceso de

herborización de los ejemplares es de cierta manera suplida al rehidratar las flores.

El uso de ejemplares de herbario parte de reunir todos los ejemplares posibles, a partir de

tantos herbarios como sea posible, como fuente primaria para el material de estudio (Henderson,

2005) y es considerada como la etapa inicial en la producción de una revisión monográfica. De hecho,

el uso de ejemplares de herbario sobre poblaciones de ejemplares frescos se justifica por la

conveniencia de que existe material disponible para ser estudiado y porque representa un menor

costo para el muestreo.

En este sentido, el uso de las técnicas adecuadas para la delimitación de especies resulta más

relevante que la procedencia de los ejemplares, es decir, si provienen de colecciones científicas o si

son colectados directamente en campo y son analizados cuando aún conservan todas sus

características tanto cuantitativas como cualitativas.

Aunque la variación morfológica asociada con la preservación de ejemplares ha sido

raramente reportada, el uso de material vegetal resguardado en herbarios sigue siendo vital en el

trabajo taxonómico (Corney et al., 2012). Lo cierto es que, los procesos de preparación y preservación

de los ejemplares así como las condiciones de observación pueden afectar la correcta evaluación de

los estados de carácter (Baylac et al., 2003). No obstante, este recurso aunque presenta

modificaciones, por el proceso de herborización, en el tamaño y forma de sus estructuras y carece de
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características principalmente cualitativas, sigue siendo de gran utilidad para el estudio de la

biodiversidad, ya que nos da un panorama sobre la variación que presentan las especies.

Sin embargo, es sabido que las características florales varían pues representan un compromiso

adaptativo para la selección causado por los polinizadores y agentes externos (Lázaro & Totland,

2014; Strauss & Whitall, 2006). De hecho, dentro de los agentes externos se han identificado

numerosos mecanismos a través de los cuales la adaptación floral puede verse forzada, es decir, de

desarrollo, bioquímicos y moleculares, pero sobre todo el papel de los agentes ecológicos, bióticos y

abióticos. Algunos caracteres como el color de los pétalos, el tamaño y despliegue floral, forma de la

flor, composición del néctar, fenología floral, y sistema reproductivos, han evolucionado incialmente

en respuesta a la selección de los polinizadores, pero también están bajo una fuerte selección por

parte de otros miembros de la comunidad (Herrera, 1993), por lo que indiscutiblemente tienden a

variar. La variación observada en los caracteres florales de las tres especies de Dichromanthus es

ejemplo del polimorfismo floral identificado como la variación en la forma, tamaño, esencia y color, lo

cual es un fenómeno común en las angiospermas (De Jager & Ellis, 2014). Esta variación incluso si es

pequeña representa la materia prima sobre la cual la selección natural puede magnificar y

eventualmente resultar en la diversificación vegetal (Herrera, 2005).

6.4 Variación en atributos cualitativos

Estudios comparativos entre los caracteres florales y vegetativos de diferentes grupos de

plantas indican que los primeros están más integrados y por lo tanto son menos variables que los

segundos (p. ej.: Herrera, 2001; Pélabon et al., 2013). Sin embargo, otros muestran que las

características florales responden a la variación ambiental, algunas veces de manera muy marcada (p.

ej. Armbruster et al., 1999; Brock & Weining, 2007).

El examen detallado de ejemplares de herbario y ejemplares frescos revelaron una

considerable variación en los caracteres que generalmente son empleados para identificar las

especies de Dichromanthus (Cuadro 24, 25). Sin embargo, la mayoría de los atributos permanecieron

constantes y sólo algunos como la altura, presencia de pubescencia, disposición de las hojas,

orientación de las flores y su coloración presentaron variación. Por ello es necesario enfocarse más en

dichos atributos, pues el reconocimiento de las especies que integran el género se ha basado
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mayormente en caracteres tanto morfológicos reproductivos como vegetativos al igual que en la

mayoría de plantas (Perrie & Brownsey, 2005).

La altura es una característica muy variable dentro del género; sin embargo, de las tres

especies identificadas, D. aurantiacus al igual que D. cinnabarinus presentan plantas de hasta 1.20 m,

que resultan ser más altas que las de D. michuacanus pues llegan a alcanzar alturas de poco más de la

mitad que las anteriores. La disposición de las hojas en D. aurantiacus es caulinar, pero en D.

cinnabarinus y D. michuacanus, ésta puede ser basal o a lo largo del tallo.

En todos los casos, la inflorescencia es racemosa y presenta numerosas flores. Dichromanthus

aurantiacus y D. michuacanus presentan menor cantidad de flores que D. cinnabarinus. Además, las

flores se encuentran dispuestas helicoidalmente a lo largo del raquis por lo que apuntan en todas

direcciones. Sin embargo, algunos ejemplares de D. cinnabarinus presentan sus flores dispuestas

mayormente hacia una sola dirección. En cuanto a la coloración, D. aurantiacus y D. cinnabarinus

presentan flores con segmentos amarillo-anaranjados a rojizos, mientras que D. michuacanus

presenta flores de color crema, amarillo o verde. En las primeras, la bráctea tiende a ser anaranjada o

rojiza mientras que en la segunda es verde y marcescente.

La presencia de pubescencia tanto en la inflorescencia como en los segmentos florales (ovario

y sépalos) y la bráctea floral es un carácter constante en D. aurantiacus y D. cinnabarinus. Sin

embargo, la densidad de los tricomasque aunque no fue evaluada, si presenta variación pues ésta

puede ser escasa o abundante en la inflorescencia. Mientras que la presencia de vellosidades en el

ovario generalmente es mayor en comparación con la bráctea floral y los sépalos. En estos últimos, la

pubescencia se observó mayormente en la base pero también puede presentarse en el margen o a lo

largo de la lámina. En el caso de D. michuacanus, el patrón es similar al observado con las especies

antes mencionadas, pero algunos ejemplares son glabros.

La variación observada en ejemplares de herbario y ejemplares frescos que fueron incluidos en

este trabajo sugiere que, dado que éstos crecen en ambientes diferentes, han tenido que adaptarse a

factores ecológicos contrastantes y esto se ve reflejado en sus atributos morfológicos (Körner, 2003;

Molina-Montenegro & Cavieres, 2010). De acuerdo a Cavieres (2000), algunos de los atributos

morfológicos que son rapídamente detectados por su variación y que se presentaron en

Dichromanthus son: el área foliar, la altura del individuo y la densidad de pubescencia. Sin embargo,
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estos atributos deben ser estudiados bajo otras aproximaciones a fin de tener un mejor

entendimiento sobre su variación y funcionalidad en las especies de Dichromanthus.

Las variaciones observadas llevaron en determinado momento a proponer distintas especies y

subespecies a partir de algunas ya existentes dentro de Dichromanthus (Rutkowski et al., 2008; Soto,

2002; Szlachetko et al., 2005), pero actualmente existe suficiente evidencia de que la variación

geográfica, de los agentes selectivos bióticos y abióticos, tiene un profundo efecto en la manera en

que evolucionan las plantas, particularmente en características reproductivas (Thompson, 2005). Esta

variación que hasta ahora no había sido evaluada, propició que Soto (2002), Szlachetko et al. (2005) y

Rutkowski et al. (2008) determinaran y aceptaran la existencia de varias especies como parte del

género Dichromanthus (Stenorrhynchos) en México. Sin embargo, los ejemplares de Dichromanthus

incluidos en el presente estudio y que fueron inicialmente identificados como D. cinnabarinus subsp.

galeottianum, S. pubens y S. vexillaris-S. xoxonitla, no pueden ser considerados como entidades

diferentes de D. cinnabarinus, D. aurantiacus y D. michuacanus respectivamente. Esto debido a que

las características que las definen no se encuentran representadas en poblaciones, sino en pocos

ejemplares aislados entre sí.

6.5 La morfometría, una herramienta en taxonomía

La ciencia es instrínsecamente una actividad de autocorrección que se basa en evidencia

verificable (Tomlinson & Quinn, 2013). La identificación y delimitación de especies, a partir de

diferentes técnicas y herramientas, es de importancia fundamental dentro del campo de la biología,

biogeografía, ecología y conservación (Duminil et al., 2012). Sin embargo, las interpretaciones

equivocadas durante su progreso hacia un entendimiento más completo pueden ser resultado de

errores de medición, observación y análisis o de ignorar información ya existente que puede

contradecir conclusiones generadas en un estudio incompleto (Tomlinson & Quinn, 2013). Estos

errores generalmente llevan a establecer límites tan artificiales que generan una estimación errónea

de la biodiversidad (Strelin et al., 2013).

Además de la evaluación visual, que resulta muchas veces ser subjetiva para la descripción de

especies, ya que no considera características métricas (Mutanen & Pretorius, 2007), la morfología ha

sido empleada para describir estructuras como tejidos, células, órganos, dimensiones, formas,



80

relaciones entre ellos, etcétera (Toro et al, 2010). Este es el caso del género Dichromanthus, en el cual

el estudio de sus especies durante mucho tiempo se ha enfocado mayormente en la descripción de

caracteres cualitativos, más no merísticos. Sin embargo, ninguna de estas aproximaciones permite

analizar cuantitativamente los caracteres que son detalladamente descritos.

Por otro lado, la medición de distancias ha sido usada en estudios descriptivos que evalún los

patrones de variación morfológica. Este enfoque que incluye variables merísticas lineares o angulares

y el análisis estadístico de éstas, es llamado morfometría tradicional (Adams et al., 2004). Los análisis

multivariados empleados bajo esta aproximación son una herramienta poderosa que permite valorar

el patrón de variación a un nivel específico o infraespecífico (Marhold, 2011). En este sentido, la

elección de algún método o enfoque en particular depende de los datos a ser usados, la hipótesis a

ser probada y las preguntas a ser contestadas.

Los atributos en Dichromanthus correspondientes al tamaño fueron analizados y se

observaron diferencias significativas para la mayoría de ellos. Los diferentes individuos de una misma

especie presentaron variación en su morfología y esta variación permitió saber que las estructuras

florales y bráctea floral en D. aurantiacus son significativamente más grandes que las de D.

cinnabarinus y D. michuacanus.

En contraste con la aproximación tradicional, la morfometría geométrica captura y preserva la

geometría de la forma como un todo cohesivo más que como un conjunto de medidas fragmentadas,

con lo que se permite la reconstrucción completa de la forma (Conesa et al., 2012). Con esta

aproximación, el tamaño es recuperado como un único valor denominado tamaño del centroide, el

cual es un parámetro del tamaño isométrico (Baylac et al., 2003). Tanto la forma como el tamaño

pueden ser analizados mediante análisis multivariados y permiten el reconocimiento de entidades

taxonómicas. Además, una característica importante es que tanto las variables de tamaño como de

forma pueden ser empleadas para generar hipótesis filogenéticas y los cambios en la forma pueden

ser mapeados en el árbol filogenético. Esto se llevó a cabo con Dichromanthus y se obtuvo una

topología similar a la generada con información molecular (Salazar et al., 2011).

Como puede observarse, el empleo de la morfometría es muy importante para estudiar la

variación. Aunque las aproximaciones con morfometría tradicional y geométrica son diferentes,

ambas arrojaron resultados similares. Sin embargo, como el objetivo del presente estudio fue

delimitar las especies del género Dichromanthus, se recomienda el empleo de morfometría
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tradicional antes que las técnicas de morfometría geométrica pues no se requiere o no es necesaria la

preparación del material a analizar ni su digitalización, es decir, por practicidad y rapidez resulta más

conveniente su uso.

Tras haber identificado tres especies como parte de Dichromanthus y reconocer que éstas son

morfológicamente muy diferentes entre sí, se sugiere tener bien claras las características que las

hacen distintivas a fin de identificarlas mediante la evaluación visual, es decir, sin la necesidad de

recurrir a la medición de sus atributos (Figura 1, Anexo II).

6.6 Filogenia

A partir del análisis de características vegetativas, reproductivas, ecogeográficas y genéticas de

las cuatro especies reconocidas por Salazar y colaboradores (Salazar, 2003; Salazar & García-

Mendoza, 2009) como parte del género Dichromanthus, Salazar et al. (2011) concluyen que éste es

monofilético y tiene como grupo hermano a Deiregyne.

En el presente estudio, los cladogramas construidos a partir de los caracteres morfológicos

investigados mostraron diferente resolución y valores de apoyo. Estos árboles no fueron construidos

con el objetivo de probar la monofilia del género, sino con el fin de explorar su utilidad para conocer

las relaciones filogenéticas entre las especies. Los árboles filogenéticos generados con datos

morfométricos y moleculares presentan diferencias topológicas. Sin embargo, las topologías

obtenidas resultan congruentes con los resultados de Salazar et al. (2011), quienes al incluir

diferentes representantes de la subtribu Spiranthinae, entre los que se encuentran las cuatro especies

reconocidas por dichos autores como parte de Dichromanthus, éstas se agruparon como grupo

hermano del género Deiregyne. Si se considera el análisis combinado, la especieD. cinnabarinus

divergió primeramente y recibe un fuerte apoyo bootstrap/jackknife (100/100). Por otro lado, D.

aurantiacus se recuperó como hermano de D. michuacanus con valores de soporte altos (Bootstrap=

96, Jackknife= 98). Este resultado es consistente con el obtenido por Salazar et al. (2011), pues D.

cinnabarinus se recuperó como hermano de un clado en el cual D. aurantiacus es hermano de D.

yucundaa y D. michuacanus; sin embargo esta asociación mostró valores de soporte inferiores a 50.

Por lo que la relación entre estas especies no está claramente resuelta.
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Estos resultados sugieren que hubo un cambio de polinizadores, pues es sabido que Deiregyne

es polinizado por abejorros (Salazar, 2003), mientras que las especies de Dichromanthus que poseen

flores anaranjadas o rojizas son polinizadas por colibríes, por lo que se sugiere que D. michuacanus al

poseer flores de color blanco o amarillo-verdoso y polinización por abejorros, presentó un cambio

secundario en este rasgo.

El uso de datos morfométricos en estudios filogenéticos ha sido controversial (Zelditch et al.,

2004), pues la diferencia en la forma está determinada a partir de los cambios en la posición relativa

de cada landmark (Adams et al., 2004). Sin embargo, el método propuesto por Catalano et al. (2010)

establece configuraciones de landmarks ancestrales al minimizar las diferencias en la posición a lo

largo del árbol. Por lo que el uso de configuraciones se recomienda para generar hipótesis

filogenéticas.

Aunque en Dichromanthus, el empleo de las Coordenadas Procrustes no arrojó resultados

congruentes para todas las estructuras, tanto la bráctea floral como el pétalo, el sépalo dorsal y

lateral, parecen tener una señal filogenética, pues recuperaron la misma topología que al analizarse

las cinco estructuras en conjunto y además coinciden con los resultados obtenidos por Salazar et al.

(2011) a partir de datos moleculares. El análisis de la configuración del labelo así como el análisis del

tamaño recuperaron relaciones diferentes, lo cual podría significar que la cantidad de variables

empleadas no es suficiente. Sin embargo, para todos los casos los valores de apoyo son bajos.

Finalmente, tanto las configuraciones como el tamaño empleados fueron de utilidad para la

generación de hipótesis filogenéticas, algo ocurrido de manera similar al emplear la forma de la

semilla en la tribu Chloraeeae (Chemisquy et al., 2009). Los resultados observados coinciden con lo

reportado por Salazar et al. (2011), ya que en este estudio también se resolvieron las relaciones entre

las especies.
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VII. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos mediante el análisis morfométrico de la bráctea floral y las

estructuras florales mediante técnicas de morfometría tradicional y morfometría geométrica en la

identificación de caracteres diagnósticos que contribuyen a la sistemática de las especies del género

Dichromanthus, se concluye que:

• La morfometría tanto tradicional como geométrica resultan ser herramientas útiles y

complementarias en el análisis y descripción de la variación tanto en la forma como en el tamaño de

la bráctea floral, pétalos, sépalos y labelo de las especies de Dichromanthus.

• Con las aproximaciones de morfometría geométrica todos los segmentos florales y la bráctea

floral son estadísticamente útiles para identificar las especies que forman parte de Dichromanthus; sin

embargo, es preferible y resulta más adecuado emplear ya sea el labelo, pétalo o sépalo lateral en la

identificación de ejemplares en el caso de tener dificultades para asignar alguno de ellos a su

respectiva especie. En cambio, se sugiere usar la bráctea floral o el sépalo lateral para la identificación

mediante técnicas de morfometría tradicional.

• El uso de marcadores morfológicos (configuraciones) y/o moleculares resuelven las relaciones

filogenéticas entre las especies de Dichromanthus.

• El género Dichromanthus está conformado por cuatro especies que son morfológicamente

distintas y diagnosticables. Dichas entidades son: D. aurantiacus, D. cinnabarinus, D. michuacanus y D.

yucundaa (taxón no incluido en el estudio pero que cuenta con una serie de características que

permiten su distinción de entre el resto de especies).
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ANEXO I

Ejemplares empleados en este estudio

Los nombres de los colectores así como los acrónimos de los herbarios resaltados en negritas,

hacen referencia a los ejemplares de herbario consultados por Szlachetko et al. (2005) en su trabajo

titulado: “Contributions to the taxonomic revision of subtribus Spiranthinae, Stenorrhynchidinae and

Cyclopogoninae (Orchidaceae) in Mesoamerica and The Antilles”.

Dichromathus aurantiacus:

México:

Chiapas: Breedlove 11277 (F); Jiménez & Soto 720a y b (AMO); Kaplan 60 (F); Matuda 1639 (MEXU).

Chihuahua: Basurto et al. 18330 (MEXU); Ceja et al. 1699 (AMO); Espejo et al. 5821 (AMO); Gentry

2531 (MEXU); Laferriére 825 (MEXU); Le Sueur 249 (F); Spellenberg et al. 9325 (MEXU).

Colima: Goldsmith 56 (F, MO).

Distrito Federal: Balls & Gornlay B5604 (K); Gold 606 (MEXU); Jiménez 725 (AMO); Matuda 19155 (F);

Panti 590 (MEXU); Torres 1048 (FCME); Ventura 1820 (AMO); Williams et al. 14881 (SEL).

Durango: Bates et al. 1517 (NY); Breedlove & Anderson 63143 (MEXU); Chase 83197 (AMO, SEL);

Reveal & Hess 3067 (MEXU, MO); Soto 9887 (AMO).

Estado de México: Álvarez 1 (IZTA); Espejo 858 (AMO); Hágsater s/n (AMO); Hinton 1240 (K); Matuda

21838 (MEXU); Nava 153 (AMO); Pringle 4280 (MEXU), 13214 (K); Reveal & Hess 3067 (MO); Roe &

Roe 1843 (F).

Guanajuato: Carranza et al. 4327 (MEXU); Ventura & López 9558 (AMO).

Guerrero: Boege 2371 (MEXU); Castillo et al. 122 (FCME); Cruz & García 224 (MEXU); Durán & García

224 (FCME); González et al. 105 (FCME), 154 (FCME); Hinton 14425 (NY); Lorea 1673a y b (AMO), 2139

(FCME); Salazar 1628 (AMO); Velázquez 676 (FCME), 1491 (FCME); Walker 700024 (K).

Hidalgo: Lyonnet 102 (MEXU); Rzedowski 33829 (AMO, MEXU).

Jalisco: Flores & Calónico 4741 (MEXU); Pringle 4525 (MEXU); Rosillo s/n a y b (AMO); Reyna 463

(AMO); Wilbur & Wilbur 1774, 1809 (F).
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Michoacán: Escobedo 1585a y b (AMO); Huerta 599 (AMO); Steinmann 4642 (MEXU); Zamudio 6699

(AMO); Zamudio & Grimaldo 6666 (AMO).

Morelos: Boyd 98 (F); García-Cruz 847 (AMO), 879 (AMO); García-Cruz & Jiménez 893 (AMO); 919

(AMO); Iltis et al. 75 (F); Lundell & Lundell 12329 (MO); Lyonnet 500800035 (MEXU); Sánchez et al

483 (AMO); Sawyer 520 (SEL); Straw & Gregory 1061 (MEXU).

Nayarit: Feddema 652 (F); McVaugh 16407 (MEXU); McVaugh 16409 (NY).

Oaxaca: Campos 4654 (MEXU); García-Cruz et al. 641a y b (AMO); Greenwood & Suárez, 1147a y b

(AMO); Espejo & López 3906 (AMO); Hammel & Merello 15544 (MO); Ramírez & Ramírez 359

(MEXU); Sousa et al. 5991 (MEXU); Zárate 244 (MEXU).

Puebla: Guízar 1418 (MEXU).

Sinaloa: Gentry 6183 (MO).

Tamaulipas: Dressler 1966 (MO).

Tlaxcala: Balls & Gonrlay 4879 (K).

Zacatecas: Balogh & Graham 723 (K).

El Salvador:

Morazán: Pank & Bou 949 (SEL).

Guatemala:

Alta Verapaz: Hamer A7 (SEL).

Honduras:

Francisco Morazán: Linares 5484 (MEXU); Molina 412a (MEXU); Molina 412b (MEXU); Valerio 3162

(F);

Sin localidad precisa: Skinner s/n (K).

Nicaragua:

Esteli: Stevens & Krukoff 3293 (SEL).

Nueva Segovia: Neill 2182 (MO).
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Dichromanthus cinnabarinus:

México:

Chiapas: Breedlove 11761 (F, MEXU), Breedlove 11772 (F); Breedlove 27084 (MEXU, SEL); Breedlove

& Raven 13290 (F); Cabrera 135 (AMO, MEXU); Ceja et al. 1345 (AMO); Cruden 1216 (AMES, MEXU);

Espejo et al. 2051 (MEXU); Espinosa & López 259 (MEXU); Gómez-Pompa 2582 (MEXU); Méndez 9167

(MEXU); Ramírez et al. 225 (MEXU); Santíz 1057 (MEXU).Soto et al. 1670 (AMO); Webster et al.

12895a y b (MEXU); Webster et al. 12979 (MEXU).

Chihuahua: García & Nagel 1530 (AMES); Hewitt 115 (GH); Pennell 13802 (MEXU, GH); Wilkinson s/n

(F, US);

Coahuila: Lyonnet 420900002 (MEXU); Palmer 370 (F); Pringle 632 (F), s/n (MEXU, NY); Muller 3054

(AMES); Reveal et al. 2576 (US); Villarreal & Carranza 4042 (MEXU).

Distrito Federal: Contreras & Salazar 2221 (AMO); Diego 180 (MEXU); García 1670 (MEXU); Lyonnet

296 (MEXU); Miranda 720 (MEXU); Nagel, 1190 (GH); Orcutt s/n (F); Sánchez & J. L. C. 74 (FCME);

Salazar 8193 (MEXU); Sawyer 545 (F); White 49 (F).

Estado de México: Asteinza & Rey s/n (MEXU); Batalla 53 (MEXU); Bonfil 1040 (MEXU); Contreras 77

(IZTA); Figueroa s/n (MEXU); Flores & Riveros 130 (AMO); García s/n (MEXU); Gold 145 (MEXU); Gold

& Eheberle s/n (MEXU); Guízar et al. 649a (IZTA); Nagel 1389 (MEXU); Nava 215 (AMO); Romero-Rojas

236a (IZTA); Ventura 76 (NY).

Guerrero: Calónico 1250 (MEXU), 10780 (FCME), 10850 (FCME); Calzada & Toledo 16220 (AMO,

FCME); Campos 676 (FCME); E & A 19 (FCME); Fonseca & C. (FCME); Gual & Villegas 327 (FCME);

Miranda 66 (FCME); Moreno 871 (MEXU); Nava 217 (FCME); Salazar 989 (AMO); 991 (FCME); Soto &

Román 9833 (MEXU); Tejero-Diez 3442 (IZTA); Vargas 91 (FCME); Webster et al. 17M861 (AMES).

Hidalgo: Edwards 806 (F); Pringle 7963 (F, MO), 11187 (US, GH).

Jalisco: Flores 2541 (MO); Gonzalez& Rosillo s/n (AMO).

Michoacán: Cornejo et al. 2244 (MEXU); Escobedo 1131 (MEXU), 2153a y b (AMO); Zamudio 4418

(AMO), 4445 (AMO, MEXU).

Morelos: Olguín et al. 17M695 (AMES).

Nuevo León: Meyer & Rogers 2649 (MO); Mueller & Mueller 2 (F); Taylor 53 (MO).
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Oaxaca: Aquino 199 (MEXU); Calzada 21296 (MEXU); Calzada 20251 (MEXU); Campos & Cortés 2179

(MEXU); Conzatti 6904 (SEL); Conzatti & González 446 (AMES); Cruz 144 (MEXU); Espejo & López 3891

(AMO); Gándara & Conzatti 4981 (MEXU); Hernández 467 (MEXU); Hernández & Domínguez 114

(MEXU); Kenoyer 545 (F); Nava et al. 1529 (MEXU); Pastrana s/n (AMO); Reyes & Reyes 498 (MEXU);

Salas et al. 1236 (MEXU); Salinas & Juárez 7047 (MEXU); Schultes & Reko 397 (K); Smith 797 (AMO, F);

Sousa et al. 5796 (MEXU); Téllez & Solís 272 (MEXU); Téllez et al. 6047 (MEXU); Tenorio 7109 (MEXU);

Tenorio et al. 20559 (MEXU); Torres 280 (MEXU); Torres et al. 6975 (NY); Vázquez & Conzatti 1997a y

b (MEXU); Velasco et al. 884 (MEXU); Wallace et al 477 (MEXU); Zamudio & Pérez 9171 (AMO, MEXU).

Puebla: Arséne 503 (US); Arséne 7075 (US); Balogh & Graham 723 (US); Boege 194 (MEXU); Figueroa

325 (MEXU); Guarneros et al. 556 (MEXU); López & Espejo 973 (AMO); Martínez 446 (MEXU); Miranda

2446 (MEXU); Rose et al. 10135 (US); Salazar 8094 (MEXU); Salinas 7514 (MEXU); Salinas et al. 5798

(MEXU); Sousa et al. 5751 (MEXU); Sousa et al. 8192 (MEXU); Tlapa & Ubierna 838 (MEXU); Valiente

et al. 1037a (MEXU).

Querétaro: Argüelles 1925 (MEXU).

San Luis Potosí: Breedlove & Anderson 63285 (MEXU); Espejo et al. 1740 (AMO); Pérez 3214 (MEXU).

Tamaulipas: Hernández 82 (MEXU); Stanford 875 (NY).

Veracruz: Balogh & Graham 759 (US); Figueroa 315 (MEXU); Jones & Jones 5366 (NY).

Guatemala:

Baja Verapaz: Harmon & Dwyer 4355 (MO); Molina & Molina: 27800 (F).

Huehuetenango: Johnston 1383 (US); Molina & Molina 26549 (F); Williams et al. 21859 (F).

Dichromanthus michuacanus:

México:

Chiapas: Greenwood & Brenan 583 (AMO); Matuda 1639 (K); Spellenberg et al. 10077 (MEXU).

Chihuahua: Laferriére 2096 (MEXU); Pringle 1372 (MEXU).

Distrito Federal: Castañeda-Zárate & Ramos-Castro 619 (MEXU).

Durango: Gentry 6976 (F); González 5651 (MEXU).
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Guerrero: Boege 1588 (MEXU); Figueroa 263 (MEXU); Hinton 14773 (MO); Miranda 120B (FCME);

Salazar et al. 7397 (MEXU).

Hidalgo: Steyermark 52279 (F).

Jalisco: Rosillo 92, 100, 123, 124 (AMO).

Estado de México: Hinton et al. 1240 (K); Matuda et al. 38204 (MEXU); Omaña s/n (FCME); Rzedowski

37631 (MEXU).

Michoacán: Hinton 13484 (GH, K).

Morelos: Nagel 1253387 (F).

Oaxaca: Cruz 2251 (ENCB); Greenwood 312a y b (AMO), 632 (AMO); Greenwood & Suárez 1248

(AMO); Hunn 573 (MEXU); Martorell et al. 256 (MEXU); Pollard 1490 (MEXU); Reyes 1054 (MEXU);

Salas 7376 (MEXU); Salazar et al. 6583 (MEXU); Salazar et al. 8415 (MEXU); Saynes & Sánchez 3958

(MEXU); Tenorio 18239 (MEXU); Tenorio & Kelly 21564 (MEXU); Tenorio et al. 7977 (MEXU).

Puebla: Boege 2969 (MEXU); Hno. Antonio s/n (MEXU); Lyonnet 1156 (MEXU); Martínez 129, 521, 565

(MEXU).

Veracruz: Galeotti 5110 (K).

Sin localidad precisa: González s/n (AMO).

Deiregyne eriphora:

México:

Distrito Federal: García & Nagel 2287 (MEXU).

Guerrero: Steinmann & Ramírez 5766 (MEXU).

Michoacán: Medina 2865 (MEXU); Salazar et al. 8138 (MEXU).

Morelos: Williams 3838 (MEXU).

Oaxaca: Figueroa & Guzmán 452 (MEXU); Salas 2071 (MEXU); Salas et al. 5846 (MEXU); Salazar et al.

7566, 7569 (MEXU); Salazar et al. 6907 (MEXU); Saynes 1123 (MEXU).

Veracruz: Ventura 5202, 15990, 18381 (MEXU).
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ANEXO II

Clave para la identificación de las especies de Dichromanthus

1. Flores anaranjadas, amarillo-rojizas, sin aroma ....................................................................... 2

1. Flores blancas, crema, verde-amarillento, aromáticas, brácteas florales glabras a densamente

pubescentes, marscentes, de hasta 3.5 cm de largo, sépalos de 1-2 cm de largo, ligeramente

recurvados. Remanente rostelar aguzado ....................................................... D. michuacanus

2. Flores amarillas o anaranjado-rojizas, segmentos pubescentes, de ligero a fuertemente

recurvados. Remanente rostelar subtruncado ................................................. D. cinnabarinus

2. Flores anaranjadas, segmentos ligeramente recurvados. Remanente rostelar aguzado .......... 3

3. Brácteas florales de color anaranjado o amarillo-anaranjado, de hasta 5.5 cm de largo, con

escasa a abundante pubescencia, sépalos de 1-3 cm de largo ........................... D. aurantiacus

3. Brácteas florales de color rojo, de 2.5-4.5 cm de largo, glabras, sépalos de 2-2.5 cm de largo

…. .......................................................................................................................... D. yucundaa
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