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RESUMEN

El complejo Milla se concentra principalmente en México, siendo Milla
el género de mas amplia distribucién, Bessera se distribuye en la
vertiente del Pacifico desde Sonora hasta Oaxaca y Peninsula de Baja
California (Ramirez-Delgadillo, 1992) y Dandya en la Cuenca del Rio
Balsas. Con la finalidad de establecer sus diferencias inter e
intraespecificas, el presente estudio se planteé como objetivo general
describir la morfologia y la anatomia de la hoja de siete especies del
complejo Milla: Bessera elegans, Dandya balsensis, D. hannibalii, D.
thadhowardii, Milla biflora, M. oaxacana y M. valliflora. Los caracteres
morfolégicos de las hojas fueron observados en ejemplares de
herbario, en poblaciones in situ y en plantas cultivadas ex situ. Las
hojas de todos las especies estudiadas son lineares, rollizas vy
subrollizas. Para los estudios anatéomicos las muestras de hoja
recolectadas en campo fueron embebidas en parafina y tratadas con la
microtecnia convencional. El perfil de la [dmina generalmente es
depreso-obovado, Dandya balsensis y D. thadhowardii comparten la
forma obtriangular. El nimero de haces vasculares generalmente es
menor de 12 en Dandya, y mayor de 12 en los géneros Bessera y Milla.
Las fibras asociadas al haz vascular con paredes gruesas estan
presentes en todas las especies estudiadas. El metaxilema en forma de

“T" es un estado de caracter exclusivo de Bessera elegans, que



permite diferenciarla de las especies de Dandya y Milla, con el
metaxilema en forma de “V”. El mesdfilo colapsado estd presente en
todas las especies estudiadas, excepto en Dandya. La anatomia de la
hoja sélo permite reconocer con base en una combinacién Unica de
caracteres a Dandya hannibalii, mientras que D. balsensis y D.

thadhowardii no presentan diferencias anatémicas claras.



INTRODUCCION

Los géneros que conforman el complejo Milla junto al complejo
Brodiaea constituian Themidaceae (Fay y Chase, 1996; Pires et al.,
2001; Pires y Sytsma, 2002) y actualmente conforman la subfamilia
Brodiaeoidae, Asparagaceae (Chase et al. 2009). Milla Cav. comprende
11 especies, para Dandya H. E. Moore se reconocen cuatro, en Bessera
Schult. f. tres, Petronymphe H. E. Moore dos y Jaimehintonia B. L.
Turner es monotipico. (Gutiérrez et al., 2015, 2016). Moore (1953)
diferencié los géneros del grupo por la forma del perianto, la longitud
de los filamentos respecto al tamafio de la antera, la connacién de los
filamentos y el tamafo del ginéforo. Diversos autores (Fay y Chase,
1996; Pires et al., 2001; Pires y Sytsma, 2002; Gandara et al., 2009) han
estudiado estos géneros a fin de conocer su posicién filogenética, sin
aclararse aun las relaciones de parentesco. Un problema recurrente es
la diferente interpretacién en la morfologia floral, por ejemplo Lenz
(1971) 'y Turner (1993) mencionan que existe connacién de los
estambres en los géneros del complejo, pero aquella sélo se presenta
en las especies de Bessera (Gutiérrez et al., 2010). Ingram (1953)
consideré que Dandya purpusii presentaba un ovario no estipitado
similar a Brodiaeay propone la combinacién Brodiaea purpusii. Ese

mismo afo, Moore sefiala que esta especie si tiene un ginéforo



pequefio y lo transfiere a Dandya. Mientras que en la descripcién de las
especies nuevas de Dandya no se menciona la presencia del ginéforo
(Lenz, 1971; Lopez-Ferrari y Espejo, 1992). A la fecha, existen varias
interrogantes sobre los tamanos, grados de adnacién y connacién de
los diferentes verticilos y la presencia y caracteristicas del ginéforo para
los géneros de este complejo, en particular para las cuatro especies
de Dandya. Por otro lado, las hojas en los géneros del complejo Milla
se han interpretado como rollizas, subrollizas, planoconvexas y
triangulares, generando heterogeneidad en sus descripciones, pero ni
la morfologia ni la anatomia foliar se han evaluado para conocer su
valor en la delimitacién de las especies de este complejo. De esta
forma, el presente estudio se planteé como objetivos describir las
caracteristicas anatémicas y morfolégicas de la hoja de siete especies
del complejo Milla, comparar la variacién entre Dandya balsensis y D.
thadhowradii, describir las diferencias anatémicas y morfolégicas para
Milla biflora, M. oaxacana y M. valiflora, asi como entre las poblaciones

analizadas para Bessera elegans.



ANTECEDENTES

Los géneros Bessera, Dandya, Milla, Jaimehintonia y Petronymphe
conforman el complejo Milla y conjuntamente con el complejo
Brodiaea constituyen la subfamilia Brodiaeoideae (Chase et al., 2009).
Milla es el género del complejo con el mayor nimero de especies (11
spp.), para Dandya se reconocen cuatro, en Bessera tres, Petronymphe

dos y Jaimehintonia es monotipico (Gutiérrez et al., 2015, 2016).

El género Bessera se distribuye al occidente y centro de México a lo
largo de la Faja Neovolcanica Transversal; Dandya se distribuye a lo
largo de la Vertiente del Pacifico y la Cuenca del Rio Balsas en un tipo
de clima arido con lluvias en verano y otofno, se le encuentra en
matorral rosetéfilo y de pino y encino; Milla al ser de mas amplia
distribucién se le encuentra en diferentes ambientes, principalmente

aridos, templados, y tropicales secos.

Las especies del complejo Milla son hierbas gedfitas, con raices
contractiles y cormos cubiertos por las bases membranaceas de las
hojas; hojas dispuestas en una roseta basal, lineares, aplanadas o
rollizas o subrollizas; inflorescencias en umbelas, flores trimeras,

erectas, hipocrateriformes, ovario sostenido por un ginéforo; fruto



capsular; semillas negras y brillantes. (Moore, 1953; Gutiérrez et al.,

2015).

Milla biflora es la especie del género que tiene una amplia distribucién
en Megamexico Ill (Rzedowski, 1991) y de ella se han segregado
algunas especies (Ravenna, 1971; Howard, 1999; Gutiérrez y Solano,
2015). Caso similar ocurre con Bessera elegans, que se distribuye en la
vertiente del Pacifico desde Sonora hasta Oaxaca y Peninsula de Baja
California  (Ramirez-Delgadillo, 1992). Dandya balsensis y D.
thadhowardii presentan distribucién simpétrica en la Cuenca del Rio
Balsas y su morfologia es similar, aspecto que dificulta su

reconocimiento (Gutiérrez et al., 2010).

Algunos autores han estudiado los géneros del complejo para conocer
su posicion filogenética (Fay y Chase, 1996; Pires et al., 2001; Pires y
Sytsma, 2002; Géandara et al., 2009). Sin embargo, las relaciones de
parentesco aln no estan aclaradas. Por ejemplo, las hojas en los
géneros del complejo Milla se han interpretado como rollizas,
subrollizas, planoconvexas y triangulares, generando heterogeneidad
en sus descripciones, pero ni la morfologia ni la anatomia foliar se han
evaluado para conocer su valor en la delimitacién de las especies de

este complejo.

La anatomia foliar ha sido fuente de caracteres en la sistematica de las

plantas vasculares (Anderson y Creech, 1975; Johnson, 1980; Goldblatt



et al.,, 1990; Rudall y Mathew, 1990; Rudall, 1991; Kocsis et al., 2004;
De Gennaro et al., 2010; Mota-Alves, 2013). Esta fuente de datos
apoya el reconocimiento a diferentes niveles taxondmicos en
monocotiledéneas; por ejemplo, Lynch et al., (2006) reconocen
subfamilias en Hyacinthaceae. Tanker y Kurucu (1981) apoyaron las
secciones del género Allium o bien se ha contribuido en el

reconocimiento de nuevas especies (Brullo et al., 1989; Echevarria et

al., 1988; Membrives et al., 2003; Ceja-Romero et al., 2009).

Para responder a la pregunta acerca de las posibilidades de la
anatomia foliar para resolver problematicas taxondémicas en el nivel
genérico, el presente estudio tuvo como objetivos generales describir
la morfologia y la anatomia foliar de siete especies del complejo Milla;
comparar la variaciéon anatémica foliar de Dandya balsensis y D.
thadhowardii y evaluar la variacién foliar de Milla biflora y Bessera
elegans. Para ello se colectaron ejemplares en campo que fueron
preparados para ser seccionados transversalmente y analizar su

anatomia; las mediciones se hicieron de ejemplares de herbario.



MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron en campo individuos de las especies Bessera elegans,
Dandya balsensis, D. hannibalii, D. thadhowardii, Milla biflora, M.
oaxacana y M. valliflora (Fig. 1) (Apéndice 1). Bessera elegans se
seleccioné por su distribucion amplia en la vertiente del pacifico
mexicano; Dandya balsensis y D. thadhowardii se eligieron por su
cercania morfoldgica y distribucién geogréfica simpatrica, D. hannibalii
fue recolectada prviamente y su posicion filogenética es dudosa
(Gutiérrez, 2016); Milla biflora se estudié por ser la especie de mas
amplia distribucién del complejo y por considerarse un complejo
(complejo Milla biflora); Milla oaxacana y M. valliflora por ser dos
especies separadas a partir de poblaciones previamente reconocidas

como parte de Milla biflora.



Figura 1. Especies del complejo Milla estudiadas: A) Bessera elegans, B) Dandya

balsensis, C) D. thadhowardii, D) Milla biflora, E) M. oaxacana, F) M. valliflora.



En un total de 15 localidades (Apéndice 2) se recolectaron tres
individuos por especie, junto con los ejemplares de respaldo
correspondientes depésitados en el herbario FEZA. Los individuos
completos fueron fijados en formalina-acido acético-etanol (Ruzin,
1999). Una hoja de cada individuo se disecté en su tercio medio, de
este se separ6 un fragmento de 1 cm aproximadamente, para ser
deshidratado en un cambiador automatico Leica TP1020 (Fig. 3) con
alcohol ter-butilico a concentraciones de 20, 40, 60 80, 90 y 100%
durante 12 horas cada una, y se incluyeron en parafina con punto de
fusion de 56°C. Una vez incluidos los fragmentos, se hicieron secciones
transversales con un grosor de 10-12 um en un micrétomo rotatorio
Leica RM2125RT (Fig. 3); enseguida se tineron con safranina y verde
rapido y se montaron en resina sintética. La morfologia de la hoja se
describié de acuerdo con Moore (1953), excepto el perfil de la ldamina
donde se adaptd la propuesta de Radford et al. (1974) para figuras
planas (Fig. 2), observadas en secciones transversales. Los tejidos de la
lamina foliar se describieron de acuerdo con Lynch et al. (2006), por

medio de un microscopio éptico Leica DM750 (Fig. 3).
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Figura 2. Forma geométrica de las hojas en seccién transversal de los géneros y
especies del complejo Milla. Modificadas de Radford et al. (1974). Los nimeros

indican la proporcién longitud-ancho de la ldmina.
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Figura 3. Equipamiento utilizado para el procedimiento de laboratorio: 1) Cambiador
automatico Leica TP1020; 2) Microtomo rotatorio Leica RM2125RT; 3) Microscopio

6ptico Leica DM 750.
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RESULTADOS

A continuacion, se presenta la descripcion morfolégica y anatémica de
la hoja para las especies del complejo Milla. Se mencionan los nombres
de las especies solamente en los casos donde existe variacién

interespecifica.

Morfologia. Las hojas son lineares, principalmente rollizas (Fig.
4) y subrollizas, triangulares en Dandya balsensis y D. thadhowardii (Fig.
5A, B). La base es aplanada e incolora, con apice agudo y margen
entero. La longitud de la ldmina varia de 14.5 cm en Milla valliflora
hasta 80 cm en Bessera elegans. El didmetro de la hoja rolliza es
variable, por ejemplo en Milla valliflora es de 0.5 mm, mientras que en
M. biflora se registré de 18.0 mm. Las especies con |amina triangular
tienen una anchura de 2.0-3.0 mm en Dandya balsensis y D.
thadhowardii. El nimero de hojas por planta varia desde dos en Milla
biflora hasta ocho en Bessera elegans (Fig. 5C, D). La disposicion de la
ldmina es generalmente postrada, ocasionalmente erecta antes de
antesis o decumbente en la poblacién de Milla biflora ubicada en
Tlacotepec, Puebla. (Fig. 5C). Las hojas son glabras y sobre las
nervaduras se desarrollan prominencias que han sido descritas como

papilas o aguijones (Moore, 1953; Howard 1999). Para el presente

12



trabajo se describieron como papilas, debido a su forma cénica y de

dpice redondeado.

Figura 4: forma rolliza de la hoja, vista desde un corte transversal, se observan las

prominencias en la epidermis y el meséfilo hueco.

13



Figura 5: Hojas del complejo Milla. A) Dandya balsensis, triangulares; B) Dandya

thadhowardii, triangulares quilladas; C) Milla biflora, rollizas; D) Bessera elegans,

subrollizas.

Anatomia. El perfil de la |dmina en seccién transversal es
variable y predomina la forma depresa obovada y circular (Cuadros 1,
2, 3; Fig. 6 A-D). Las hojas de Dandya balsensis y D. thadhowardii
presentan quilla abaxialmente (Fig. 6B,E) y se distinguen por su forma
obtriangular (Cuadro 2), mientras que, Bessera elegans y Milla biflora
presentan perfil de la ldmina depreso-obovado (Cuadro 1, 3). En
seccién transversal la cuticula es estriada y delgada (< 1.5 pm) en todas

las especies examinadas la epidermis es uniestratificada, con células

14



cuadradas o rectangulares, con la pared anticlinal mas larga (Fig. 7C).
En la epidermis cominmente se observan conjuntos de tres células que

provocan un levantamiento de la célula central que forma una

Figura 6. Perfil de la ldmina foliar de los géneros del complejo Milla, observados en
seccién transversal. A. Bessera elegans, depreso-obovado. B. Dandya balsensis,
obtriangular. C. Milla biflora, depreso-obovado. D. Milla biflora, estrechamente-
oblonga-transversalmente. E. Dandya thadhowardii, obtriangular. F. Milla biflora,

circular. es = esponjoso, flechas = protuberancias. Escala 300 pm.
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Cuadro 1. Caracteristicas anatdmicas de la hoja de Bessera elegans. Forma de la hoja en seccién transversal = FHST: TE
= transversalmente-eliptica, DO = depresa-obovada. Nimero de capas celulares en la epidermis = NCCE. Numero de
haces vasculares = NHV. Numero de fibras asociadas el haz vascular = NFV. Grosor de la pared celular de la fibras =
GPCF: D = delgada, G = gruesa. Mesofilo = M: H = colapsado.

Especie/Caracter  Distribucion geogréfica en FHST NCCE NHV NFV GPCF M
México (NUmero recolecta)

Bessera elegans  Guerrero (802) TE 12 12 4-13 D H
Jalisco (1253) DO 12 12 4-13 D H
Nayarit (1386) TE 10 16 4-13 G H
Oaxaca (3) TE 12 12 4-13 G H

16



Cuadro 2. Caracteristicas anatémicas de la hoja de especies del género Dandya. Forma de la hoja en seccién transversal

= FHST: TE = transversalmente-eliptica, OT = obtriangular. Niumero de capas célulares en la epidermis = NCCE.
Ndmero haces vasculares = NHV. Grosor de la pared celular de la fibras = GPCF: D = delgada, G = gruesa. Mesofilo =
M: S = sélido.

Especie/Caracter  Distribucién geografica en FHST NCCE NHV GPCF M
México (NUmero recolecta)

Dandya balsensis ~ Morelos (791, 1115) oT 12 10 G S

D. hannibalii Michoacan (1241) TE 16 12 D S

D. thadhowardii Guerrero (798, 841) oT 12 10 G S
Michoacan (1240) oT 12 10 G S

17



Cuadro 3. Caracteristicas anatémicas de la hoja de especies del género Milla. Forma de la hoja en seccién transversal =
FHST. C = circular, TE = transversalmente-eliptica, DO = depresa-obovada, Nimero de series de prominencias = NSP.
Forma de las células epidérmicas = FCE. R = rectangulares anticlinalmente. Nimero haces vasculares = NHV. Numero de
fibras asociadas al haz vascular = NFV. Grosor de la pared celular de la fibras = GCF: D = delgada, G = gruesa. Mesofilo
= M. H = colapsado. (a) M. biflora = prominencias cortas (<50 ym), (b) M. biflora = prominencias largas (50-100 um).

Especie/Caracter  Distribucion geogréfica en FHST NSP FCE  NHV NFV  GCF M
México (NUmero de colecta)

Milla valliflora Oaxaca, Puebla C 6 R 6 6-10 G H
(a)M. biflora D.F. (1195), Puebla (1254,1263) DO 8-10 R 12 25-30 G H
(b)M. biflora Puebla (1257). TE 6 R 12 — G H
M. oaxacana Oaxaca DO 14 R 18-20 8-12 D H

18



protuberancia (Fig. 7A). Estas protuberancias estan asociadas a los
haces vasculares de mayor tamafio, y a veces son conspicuas debido a
la elongacion de la célula central (Fig. 7B). La pared periclinal externa
de la epidermis es delgada o engrosada, las anticlinales cominmente
delgadas, excepto en Bessera elegans que tiene todas las paredes
gruesas (Fig. 8). Cuando la pared es gruesa, se deduce su naturaleza
celulésica, a partir de la tincién obtenida con verde rapido (Sandoval,
2005). Los estomas son superficiales y se ubican en el nivel de las
células epidérmicas ordinarias, con prolongaciones anteriores y
posteriores (Fig. 9), y observados en secciéon paradermal, son
paraciticos. El mesoéfilo estd conformado de parénquima en empalizada
uniestratificado, con células uniformes excepto en Dandya balsensis y
D. thadhowardii que son mas cortas en la cara abaxial (Fig. 10A).
Presentan parénquima esponjoso compacto con células de menor a
mayor tamafo hacia el centro de la hoja y de forma isodiamétrica (Fig.
10B). La parte mas interna del mesofilo se colapsa o hay lisis celular y
se forma un hueco excepto en las especies de Dandya (Fig. 6D, E).
Todas las especies presentan rafidios dispersos en el mesofilo (Fig.
11A). Los haces vasculares son colaterales, se disponen formando un
anillo discontinuo, donde se alternan uno de mayor tamafno con otro
mas pequefio, y su nimero es variable en cada especie, presentando
los extremos de variaciéon Bessera elegans y las especies de Milla

(Cuadros 1,3). El xilema se dispone hacia el centro del mesdfilo, donde



el metaxilema forma una “T" en Bessera elegans (Fig. 11C) y una “V"
en el resto de las especies (Fig. 11B); el floema se orienta hacia la
epidermis y estd acompanado de pocas fibras. La mayoria de las
especies presentan pocas fibras (< 15) con pared delgada o gruesa,

pero en Milla biflora cominmente tiene mayor abundancia de éstas (>

20) y con paredes mas gruesas (Cuadro 3).

Figura 7. Detalles anatéomicos de la ldmina foliar de los géneros del complejo Milla,
observados en seccion transversal. A. Bessera elegans (J. Gutiérrez y E. Bravo 1386)
protuberancias epidérmicas (flecha). B. Milla biflora (J. Gutiérrez et al. 1162)

protuberancias epidérmicas conspicuas (flecha).
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Figura 8. Detalles anatéomicos de la lamina foliar de los géneros del complejo Milla,
observados en seccidn transversal: Bessera elegans (J. Gutiérrez & E. Bravo 1386)

paredes epidérmicas gruesas.

Figura 9. Detalles anatéomicos de la lamina foliar de los géneros del complejo Milla,
observados en seccién transversal: Dandya balsensis (J. Gutiérrez 791) estomas con

prolongaciones anteriores y posteriores.

21



:%;5 A

-~ A

v 1 ! Y ¥

AR

Figura 10. Detalles anatémicos de la lamina foliar de los géneros del complejo Milla,
observados en seccién transversal: A. Dandya thadhowardii (J. Gutiérrez 844)
parénquima en empalizada més corto en la cara abaxial. B. D. hannibalii (J. Gutiérrez

1241) parénquima esponjoso con células de menor a mayor tamafio hacia el centro

de la hoja.
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Figura 11. Detalles anatémicos de la lamina foliar de los géneros del complejo Milla,
observados en seccidon transversal. A. Dandya balsensis (J. Gutiérrez 791) rafidio
(flecha). B. D. thadhowardii (J. Gutiérrez 798) haz vascular en forma de “V". C. Bessera
elegans (J. Gutiérrez & E. Bravo 1386) haz vascular en forma de “T”. D. Dandya
hannibalii (J. Gutiérrez et al. 1241) floema con fibras en desarrollo. es = esponjoso, fl
= floema, Ipx = laguna del protoxilema, mx = metaxilema. Escalas en A, B = 100 ym;

F,G=50pum;C,E,H, =20 pum; D =10 pm.
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DISCUSION

Las hojas en las especies estudiadas del complejo Milla son rollizas,
subrollizas o triangulares. Esta Gltima condicién fue descrita por Lenz
(1971) para el género Milla, al cual lo ubicé en Liliaceae. Las formas de
la ldmina sefialadas son comunes en diversos géneros de Asparagales
(Blunden et al., 1973; Tanker y Kurucu, 1981; Lynch et al., 2006;
Sandoval, 2010). Asi, en Hyacinthaceae las hojas son rollizas, subrollizas
y aplanadas. En Agavaceae y Orchidaceae son frecuentemente
aplanadas; mientras que en lIridaceae las hojas son aplanadas,
cuadradas, plegadas, conduplicadas o rollizas (Rudall, 1991) y en
Alliaceae son aplanadas, rollizas y subrollizas, familia donde
previamente se habia clasificado a Milla (Dahlgren et al., 1985). De las
tres formas de la |dmina descritas para los géneros del complejo Milla,
las hojas rollizas y subrollizas muestran amplia variacién, no obstante, al
observar el perfil de la ldmina en seccién transversal, se distinguen
grupos bien definidos. Asi, el perfil de ldmina de las hojas rollizas se
observan de forma circular en Milla vallifora, mientras que las
subrollizas son transversalmente-elipticas en Bessera elegans, Dandya
hannibaliiy M. biflora, depresa-obovadas en B. elegans, M. oaxacanay
M. biflora. En este sentido la forma del perfil de la [dmina observado en
seccion transversal es un estado de caracter que permite separar las

especies analizadas.
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En los géneros del complejo Milla la epidermis es uniestratificada igual
que en otros géneros de Asparagales (Rudall, 1991; Lynch et al., 2006).
La presencia de protuberancias en la superficie de la epidermis es
comuUn en los géneros del complejo Milla, y éstas también se han
registrado en algunas especies de Tigridieae (Rudall, 1991) vy
Paepalanthus (Ericaulaceae) (Mota-Alves et al., 2013). Es de suma
importancia identificar estas protuberancias en secciones transversales
ya que observadas en secciones paradermales o vistas al microscopio
estereoscédpico se han descrito como denticulaciones hialinas (Moore,
1953) y pueden llegar a confundirse con prominencias. Con base en su
longitud, estas protuberancias epidérmicas se clasificaron en dos
grupos: largas (50-100 pm) correspondientes a la localidad de
Tlacotepec, Puebla y cortas (<50 pm) de las localidades de Coyoacan,
Distrito Federal; Tepeaca y Azumbilla en Puebla, que permitieron
separar las poblaciones de Milla biflora. Las prominencias cortas son el

estado de caracter mas comun en las especies estudiadas.

La presencia de pared primaria gruesa, de naturaleza celulésica en la
epidermis se interpreta como colenquimatosa y es comuin en las
especies analizadas. Esta epidermis le confiere a la |amina rigidez y
flexibilidad; por ejemplo, Bessera elegans tiene todas las paredes de su

epidermis engrosadas e intervienen para que las hojas sean erectas
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antes de la antesis, porque la energia y la turgencia del agua se destina

al desarrollo de la inflorescencia.

El desarrollo de parénquima en empalizada es comin en todas las
especies estudiadas; mientras que el tamafio de sus células es
homogéneo en la mayoria de ellas, excepto en Dandya balsensis y D.
thadhowardii que presentan células del parénquima en empalizada més
cortas en la cara abaxial. Posiblemente el cambio de tamafio se
relaciona con la forma obtriangular de la léamina. En los géneros del
complejo Milla el parénquima esponjoso se colapsa y forma un hueco,
la condicion mas comin, lo cual coincide con lo descrito para los
géneros Allium, Asphodelus y Sisyrinchium (Tanker y Kurucu, 1981;
Goldblatt et al., 1990). El colapso del parénquima esponjoso vy la lisis
celular es caracteristico de las hojas fistulosas. Este caracter también se
presenta en hojas xeromorficas como en Eriocaulon fistulosum
(Eriocaulaceae), Juncus spp. (Juncaceae) y Gagea bohemica (Liliaceae)
(Niklas, 1991; Peruzzi et al., 2008). La presencia de hojas fistulosas en
las especies estudiadas, posiblemente sea una adaptacién a
ecosistemas secos para evitar la pérdida excesiva de agua, mantener
una menor temperatura respecto al ambiente y almacenar mayor
cantidad de CO; para la fotosintesis (Gibson, 1996). En las especies del
complejo Milla analizadas, la presencia de hojas bifaciales se

correlaciona con la condicién fistulada. La correlacion de estos
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caracteres posiblemente sea una novedad evolutiva para los géneros
del complejo. Para confirmar esta hipdtesis es necesario evaluar la
anatomia de los otros géneros del complejo Milla y los contenidos en
Brodiaea, que desarrollan hojas tanto aplanadas como subrollizas

(Hoover, 1939).

Los haces vasculares son colaterales en las especies estudiadas del
complejo Milla, excepto en Bessera elegans y presentan metaxilema
dispuesto en forma de “V”, distribucién comun en algunas Iridaceae
(Goldblatt et al., 1990), donde se denomina en forma de arco. Por otra
parte, Rudall (1991) sefiala que la presencia y disposicion de las fibras
en los haces vascular son caracteres de importancia taxonémica para
distinguir especies, como lo demostré Ceja-Romero et al. (2009) en
Sisyrinchium. Sin embargo, en las especies del complejo Milla, las fibras
siempre se sitian sobre el floema y son cominmente escasas,
observandose que la presencia de abundantes fibras con paredes
gruesas se relaciona con el desarrollo de hojas grandes, favoreciendo
un mayor soporte. Lo anterior se presenta generalmente en los taxa
que desarrollan hojas de mas de 50 centimetros de longitud como en

Bessera elegans y Milla biflora.

Diferencias entre especies. Bessera elegans es la Unica
especie que presenta metaxilema en forma de “T" y todas las paredes

de la epidermis colenquimatosas. Hay especies que se pueden
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reconocer por la combinacién Unica de atributos foliares. Por ejemplo,
Dandya hannibalii tiene el perfil de la [dmina, transversalmente eliptico
al igual que Bessera y Milla observado en seccién transversal. En
cambio, Dandya balsensis y D. thadhowardii presentan el perfil de la
ldmina obtriangular y abundante tejido parenquimatoso dispuesto a lo
largo de la costa. Las poblaciones de Milla biflora (Del. Coyoacan,
Distrito Federal [1195]; Mpio. Tepeaca, Puebla [1254] y Mpio.
Azumbilla, Puebla [1263]) comparten el perfil de la ldmina depresa
obovado (Cuadro 3). Los haces vasculares son cominmente mas
numerosos en Bessera (12-20) y Milla (6-38), las especies de Dandya
tienen de 8-12 haces. Todas las especies estudiadas presentan fibras
con paredes gruesas, pero son mas numerosas en las especies de
Bessera y Milla (13 y 37 respectivamente) y el mesofilo sélido agrupa a

las especies Dandya balsensis, D. hannibalii y D. thadhowardii.

Diferencias interespecificas en Milla. En Milla oaxacana 'y
M. valliflora, la anatomia foliar revela que existe una combinacién Unica
de caracteres que permite reconocerlas (Cuadro 3). Ravenna (1971)
describié a Milla oaxacana con base en diferencias morfoldgicas florales
de poblaciones que Moore (1953) reconocié como parte de M. biflora.
En este estudio se muestra que Milla oaxacana difiere de M. biflora por
la presencia de 14 series de prominencias epidérmicas y el margen

revoluto en la cara abaxial (Cuadro 3). Asimismo, Gutiérrez y Solano
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(2015), utilizaron la presencia de rizomas, forma rolliza de la hoja,
nimero de flores, forma de los tépalos externos y tamano de los
filamentos para separar a Milla valliflora de M. biflora. Milla biflora, es
de amplia distribucién geogréfica (sur de los Estados Unidos de Norte
América hasta Honduras) y comparte la mayoria de los estados de
caracter anatémicos observados en M. oaxcana y M. valliflora. Moore
(1953) describié a Milla biflora como una especie polimérfica, con hojas
estrechamente lineares, canaliculadas en la cara superior y
redondeadas en la inferior, con diminutas denticulaciones hialinas
sobre las nervaduras que a veces estdn ausentes. Esta variacion
morfolégica fue confirmada en este estudio y adicionalmente se
reconocen otras formas (Cuadro 3). Gandara et al., (2014) sugieren que
Milla biflora no es monofilética y que en realidad existen otras especies
ocultas bajo este nombre. Los resultados aqui presentados apoyan esta
aseveraciéon ya que la anatomia foliar es variable en sus poblaciones.
Con base en la variacién foliar de Milla biflora se reconocen dos
grupos, y serd de suma importancia poner a prueba estos caracteres
foliares en un analisis morfolégico y molecular combinado para conocer

las relaciones filogenéticas en el género.

Como ya se mencioné las prominencias epidérmicas cortas (<50 pm) se
presentan en Milla oaxacana y M. valliflora ademas de las poblaciones

1195 (Del. Coyoacén, Distrito Federal), 1254 (Mpio. Tepeaca, Puebla) y
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1263 (Mpio. Azumbilla, Puebla) de M. biflora. Las prominencias largas
(50-100 pm) soélo se presentan en la poblacién 1257 del Mpio.
Tlacotepec, Puebla. (Cuadro 3).

Diferencias en Bessera elegans. Esta especie se diferencia
por un haz vascular en forma de “T". Sin embargo, sus poblaciones
difieren en la forma tridimensional de las hojas. Asi las poblaciones 3
(Dto. Putla, Mpio. Putla Villa de Guerrero, Oaxaca) y 1386 (Mpio, Nayar,
Nayarit) poseen forma transversalmente eliptica, mientras que las
poblaciones 802 (Mpio. Coyuca de Catalédn, Guerrero) y 1253 (Mpio.
Cocula, Jalisco) muestran una forma depresa-obovada. Otras
diferencias encontradas se observan en el nimero de series
epidérmicas, nimero de haces vasculares y grosor de la pared celular
de las fibras (Cuadro 1). Bessera elegans es una especie de amplia
distribucién geogréfica en la vertiente del pacifico mexicano, Faja
Volcénica Transmexicana y Cuenca del Rio Balsas. Los diferentes
ambientes donde se desarrolla posiblemente han favorecido una
diversidad morfoldgica en sus hojas. Asi también las estructuras florales
de esta especie presentan colores diversos y la connacién de sus
estambres tiene diferente longitud. Moore (1953) describié tres grupos
dentro de esta especie que denominé A,B,C; con base en el tamafio de
la flor y la presencia o ausencia de prolongaciones entre la connacién

de los estambres. Estudios morfolégicos, cariolégicos y moleculares
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podrian apoyar la circunscripciéon de Bessera elegans, y comprobar la
existencia de Bessera tuitensis propuesta por Ramirez-Delgadillo

(1992).

Diferencias interespecificas en Dandya. El estudio
anatomico foliar revela que Dandya hannibalii es la Unica especie que
presenta caracteres diferenciables, como la forma circular de la hoja,
nimero de capas celulares en la epidermis (16) y nimero de haces
vasculares (12) (Cuadro 2). Por el contrario Dandya balsensis y D.
thadhowardii no presentaron diferencias morfolégicas ni anatémicas
que permitan separarlas. Gutiérrez et al. (2010) tampoco encontraron
diferencias en la anatomia floral de estas dos especies. Dandya
balsensis fue descrita como una especie cercana a D. thadhowardii con
base en diferencias en el tamafio de los tépalos, filamentos de los
estambres y gineceo (Lépez-Ferrari y Espejo, 2001). Sin embargo, la
distribucién de estas dos especies es simpatrica y probablemente se

trate de una sola entidad taxonémica.
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CONCLUSIONES

La morfologia de las hojas en las especies de Bessera y Milla presentan
caracteres especificos que permiten diferenciarlos. En el caso de
Dandya balsensis y D. thadhowardii, no existe variacion que permita
separarlas taxondmicamente. Ademas, resulta significativa la presencia
en el complejo de prominencias interpretadas como papilas o dientes y
permite la posibilidad de hacer otros estudios sobre la utilidad de este

caracter.

Las diferencias anatémicas entre las especies de Bessera y Milla son
importantes para distinguir entre especies y particularmente B. elegans
y M. biflora y debe de estudiarse utilizando otros atributos para

circunscribir la especie.

Con base en los resultados, se concluye que los caracteres con valor
taxonémico son la forma de la hoja en seccidn transversal y la forma del

haz vascular permite diferenciar al menos a Bessera.
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Apéndice 1. Material examinado de los géneros del complejo Milla.
Localidades: Bessera elegans Schultes f. GUERRERO: Mpio. Coyuca de
Catalan; NAYARIT: Mpio. Nayar; JALISCO: Mpio. Cocula; OAXACA:
Dto. Putla, Mpio. Putla Villa de Guerrero; Dandya balsensis. Lépez-Ferr.
& Espejo MORELOS: Mpio. Tlaquiltenango; Dandya hannibalii L. W.
Lenz MICHOACAN: Mpio. Huetamo; Dandya thadhowardii L. W. Lenz
GUERRERO: Mpio. Coyuca de Catalan; Milla biflora Cav. DISTRITO
FEDERAL: Del. Coyoacan; PUEBLA: Mpio. Azumbilla; Mpio. Tepeaca,
Mpio. Tlacotepec; Milla valliflora J. Gut. & E. Solano. OAXACA: Dto.
Nochixtlan, Mpio. Suchixtlahuaca; PUEBLA; Milla oaxacana Ravenna.
OAXACA: Dto. Etla, Mpio. Huitzo. Acrénimos de los herbarios
revisados o donde se depositaron los ejemplares de acuerdo con

Holmgren et al. (1990).
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Apéndice 2.

Especie Localidad Recolector No. de
colecta
Bessera elegans Mpio. Coyuca de Catalén. J. Gutiérrez 802
Schultes f. Guerrero.
Mpio. Cocula. Jalisco. J. Gutiérrez 1253
Mpio. Nayar. Nayarit J. Gutiérrez y 1386
E. Bravo
Dto. Putla, mpio. Putla Villa J. Salgado 3
de Guerrero. Oaxaca
Dandya balsensis Mpio. Tlalquiltenango. J. Gutiérrez 791, 1115
Lépez-Ferr. & Espejo Morelos
Dandya hannibalii L. ~ Mpio. Huetamo. Michoacan J. Gutiérrez 1241
W. Lenz
Dandya Mpio. Iguala. Guerrero J. Gutiérrez 798, 841
thadhowardii L. W.
Lenz
Mpio. Coyuca de Catalan. J. Gutiérrez 844

Guerrero
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Mpio. Huetamo. Michoacén J. Gutiérrez 1240
Milla biflora Cav. Del. Coyoacén. Distrito J. Gutiérrez 1195
Federal
Mpio. Azumbilla. Puebla J. Gutiérrez y 1263
R. Rios
Mpio. Tepeaca. Puebla J. Gutiérrez y 1254
R. Rios
Mpio. Tlacotepec. Puebla J. Gutiérrez y 1257
R. Rios
Milla oaxacana Dto. Etl, mpio. Huitzo. J. Gutiérrez 1193
Ravenna Oaxaca
Milla valliflora J. Gut. Dto. Nochixtlan, mpio. J. Gutiérrez 1151

& E. Solano

Suchixtlahuaca. Oaxaca
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