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RESUMEN
Antecedentes: Epidendreae es una de las tribus mas diversas de las orquideas, con una
variacion notable en la forma de vida, la morfologia floral y los sindromes de polinizacion.
Su circunscripcion fue revisada recientemente, y las subtribus Agrostophyllinae y
Calypsoinae fueron transferidas a esta tribu. Dentro de Epidendreae: el genero Chysis Lindl.
ha variado en su posicion, siendo considerada parte de su propia subtribu monogenérica
Chysinae, o bien incluida en un concepto amplio de la subtribu Bletiinae. Nada se sabe acerca
de las relaciones filogenéticas de este género, ni sobre la tendencia y direccion de sus
caracteres morfoldgicos-ontogenéticos (vegetativos y florales). Uno de los principales
caracteres florales utilizados en la clasificacion de las orquideas, especialmente util en

Epidendreae, es la incumbencia de la antera y flexion de la columna.

Este estudio registra y compara las ultimas etapas del desarrollo de la antera, columna y
labelo, y analiza estos caracteres en quince taxones representativos de cinco de las seis
subtribus de Epidendreae, a la luz de la clasificacion y de la biologia de la polinizacion de
este grupo; asi como también reconstruye las relaciones filogenéticas de Chysis, contrastando
los caracteres obtenidos en el desarrollo tardio de la antera en las hipotesis filogenéticas

obtenidas.

Métodos: Se tomaron muestras de una serie de etapas florales tardias y se fijaron para
examinarlas con un microscopio electronico de barrido. También se tomaron muestras de
hojas para la extraccion, purificacion y secuenciacion de ADN (rbcL, matK, trnL-F e ITS)
para llevar a cabo analisis de reconstruccion filogenética de las secuencias de cloroplasto y

cloroplasto+ITS, por medio de analisis de la maxima verosimilitud y la inferencia bayesiana.

Resultados: Chysis presenta caracteristicas distintivas que la diferencian de los miembros de
Bletiinae, ademas las tendencias tradicionalmente establecidas de los caracteres utilizados en

su clasificacion taxondmica entre sus especies, no reflejan la filogenia del grupo.

En Epidendreae. la incumbencia o flexion de las anteras varia de 90° a casi 180° y se adquiere
en las ultimas etapas de desarrollo en las subtribus Chysinae, Bletiinae, Ponerinae,
Pleurothallidinae y Laeliinae; mientras que, en Corallorhiza y Govenia, de Calypsoinae, la
incumbencia se alcanza por el sindrome vandoide, en las etapas tempranas del desarrollo.

Una via intermedia de la incumbencia se presenta en Coelia.
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Discusion: Las observaciones indican que la posicion de Chysis en la subtribu Bletiinae no
es adecuada y existe suficiente evidencia, en los caracteres ontogenéticos y moleculares, para
ser reconsiderado en su propia subtribu monogenérica Chysinae. La composicion subtribal
de Epidendreae esta compuesta por siete subtribus: Agrostophyllinae, Calypsoinae,
Chysinae, Bletiinae, Ponerinae, Pleurothallidinae y Laeliinae. Varios caracteres anatomicos,
como cristales alrededor de los estomas actinociticos, en la pared de la cubierta de la antera,
asi como cristales de azucar en Laeliinae; ausencia de tricomas y papilas en las quillas del
labelo en Bletiinae; el rostelo subdesarrollado en Chysis laevis; el mecanismo por el cual se
desprende la cubierta de la antera en Isochilus, asi como varios caracteres reportados en este
estudio, estan intimamente relacionados con los sindromes de polinizacion y la biologia

reproductiva de este grupo.

Palabras clave: Chysis, Chysinae, antera, incumbencia, Epidendreae, desarrollo,

polinizacion, Orchidaceae.
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ABSTRACT

Background: Epidendreae is one of the most diverse tribes of orchids, with remarkable
variation in life form, flower morphology, and pollination syndromes. Its circumscription
was recently revised and the subtribes Agrostophyllinae and Calypsoinae were transferred to
this tribe. Within Epidendreae: the genus Chysis Lindl. has varied in position, being
considered part of its own monogeneric subtribe (Chysinae); or included in a broad concept
of the Bletiinae subtribe. Nothing is known about the phylogenetic relationships of this group,
nor about the trend and direction of its morphological-ontogenetic characters (vegetative and
floral). One of the principal floral characters used in the classification of orchids, especially

useful in Epidendreae, is the incumbency of the anther and bending of the column.

This study records and compares the late stages of the anther, column and lip development
in fifteen representative taxa in five of the six Epidendreae subtribes; and also it reconstruct
the phylogenetic relationships of Chysis (using DNA molecular markers of chloroplast and
nuclear), contrasting the characters obtained in the late development in the light of the

classification and the biology of pollination of this group.

Methods: A series of late floral stages were sampled and fixed for examination under a
scanning electron microscope. Leaf samples were sampled for DNA extraction, purification,
and sequencing (rbcL, matK, trnl-F, and ITS) to carry out phylogenetic reconstruction
analysis of chloroplast and chloroplast + ITS sequences using maximum likelithood analysis

and Bayesian inference.

Results: Chysis presents distinctive characteristics that differentiate it from the members of
Bletiinae. In addition the traditionally established tendencies of its own character, commonly
used for its taxonomic classification among its species, do not reflect the phylogeny of the
group.

In Epidendreae, the incumbency or flexion of anthers varies from 90° to almost 180 ° and is
acquired in the last stages of development in the subtribes: Chysinae, Bletiinae, Ponerinae,
Pleurothallidinae and Laeliinae; whereas in Corallorhiza and Govenia of Calypsoinae, the

incumbency is reached out by the vandoid syndrome during the early stages of development.

An intermediate path of incumbency is present in Coelia.
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Discussion: Observations indicate that the position of Chysis in the Bletiinae subtribe is not
adequate and there is enough evidence on ontogenetic and molecular traits to be reconsidered
in its own monogeneric subtribe (Chysinae). According of this study Epidendreae is
composed of seven subtribes: Agrostophyllinae, Calypsoinae, Chysinae, Bletiinae,
Ponerinae, Pleurothallidinae, and Laeliinae. Various anatomical characters such as crystals
around actinocytic stomata in the anther cap, as well as sugar crystals in Laeliinae; absence
of trichomes and papillae on lip keels in Bletiinae; the underdeveloped rostellum in Chysis;
the mechanism by which the anther cap is detached in Isochilus, as well as several more
characters reported in this study, are closely related to pollination syndromes and the

reproductive biology of this group.

Keywords: Chysis, Chysinae, anther, incumbency, Epidendreae, development, pollination,

Orchidaceae.
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EVOLUCION FLORAL EN CHYSIS, UN GENERO BASAL DE LAS
EPIDENDREAE (ORCHIDACEAE)

INTRODUCCION GENERAL

Epidendroideae es la subfamilia mas numerosa de Orchidaceae, cuenta con mas de
21,000 especies que representan del 76-80% de esta familia (Freudenstein y Chase 2015;
Givnish et al., 2015).

La circunscripcion taxonomica de esta subfamilia ha sido controvertida, a pesar de ser
reconocida en todas las clasificaciones de Orchidaceae. Los estudios de van den Berg ef al.
(2000, 2005) identificaron varios grupos dentro de Epidendroideae; sin embargo, estos
grupos no comparten caracteres morfologicos florales, debido a que es dificil identificar las
tendencias y direccion de estos caracteres porque la mayoria de ellos presenta homoplasia,
por paralelismo o convergencia, debido a la presion ejercida por la seleccion de polinizadores

(van den Berg, 2005).

Chase et al. (2003, 2015) y Cribb y Chase (2015), propusieron una clasificacion de la
subfamilia Epidendroideae, incluyendo 16 tribus, y en la actualizaciéon mas reciente de la

subfamilia ésta composicion se mantiene (Chase ef al., 2015).

Dentro de Epidendroideae, destaca como una de las mds diversas, la tribu Epidendreae,
que al igual que en el caso de la subfamilia Epidendroideae, su delimitacion ha variado
sustancialmente desde su descripcion original, de acuerdo a diferentes estudios (Chase et al.,
2003; van den Berg, 2005; van den Berg et al., 2005; Chase ef al., 2015; Freudenstein y
Chase, 2015).

Recientemente, Chase et al. (2015) y Freudenstein y Chase (2015), propusieron la adicién
de los géneros asiaticos Agrostophyllum Blume, Calypso Salisb. y Earina Lindl., por lo que
la tribu Epidendreae ya no es exclusiva del neotropico como fue considerada durante mucho
tiempo; ademds experimentd cambios a nivel de las subtribus que la componen, siendo
reconocidas como parte de ella: Agrostophyllinae, Calypsoinae, Bletiinae, Ponerinae,
Pleurothallidinae y Laeliinae (Freudenstein y Chase, 2015; Chase et al., 2015; Givnish et al.,
2015) (Tabla 1).
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Tabla 1. Subtribus de la tribu Epidendreae, su distribucion, diversidad y sindromes de polinizacion. También se incluyen los taxones
representativos estudiados aqui.

Subtribu Agrostophy  Calypsoinae Coeliinae Bletiinae Ponerinae Pleurothalli Laeliinae
llinae dinae

Distribucién Viejo y nuevo  Nuevo mundo Nuevo Nuevo mundo Nuevo
mundo mundo mundo mundo

Nuevo mundo

Incluidos y Ninguno Corallorhiza Coelia Bletia Isochilus major  Stelis ciliaris Laelia
observados en maculata Raf.,  triptera (Sm.)  purpurea Schitdl. y Lindl., speciosa
este estudio Mutel (Lam.) Cham., (Kunth)
Govenia alba ADC, Specklinia Schltr.,
A.Rich. Y Ponera digitale
Galeotti Chysis Juncifolia Lindl. (Luer) Oestlundia
bractescens Pridgeon y ligulata (La
Lindl,, M.W. Chase Llavey Lex.)
Soto-Arenas,
Chysis
limminghei Prosthechea
Lindeny squalida
Rchb. F., (Lex.) Soto-
. Arenas 'y
Chysis Salazar,

laevis Lindl.
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Numero de

polinios

8y4

2,4,6y8

Encyclia
microbulbon
(Hook) Schltr.

2,4,6,8y 12
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Abejas
(Halictidae)

Polinizadores
o sindrome de
polinizacion

y se ha
reportado
autogamia

(Pridgeon et al;
2005)

Abejorros,
moscas
flotantes,
empididos,
mosquitos,
abejas y se ha
reportado
autogamia
facultativa

(Whigham y
McWethy, 1980; van
der Cingel, 2001;
Freudesnstein, 2005a,
b, ¢, d; Garcia-Cruz y
Sosa, 2005; Pansarin,
2008; Garcia-Cruz et
al., 2009; Toumi et al.,
2015).

Varios tipos
de abejas,
abejorros, y
se ha
reportado
autogamia

Desconocido

(van der Cingel,
2001; Fowler,
2005; Soto-
Arenas, 2005a;
2008a; Soto-
Arenas y Solano,

2007; Sosa, 2007,

Sosa et al., 2016;
Salazar et al.,
2016)

Colibries,

pequenias abejas

y avispas.

(Salazar, 2005; Soto-
Arenas, 2005a; Siegel,
2011)

Dipteros

(Pridgeon et al.,
2001, Blanco y
Barbosa, 2005;

Jersakova et al.,
2006; Damon y
Salas-Roblero,

2007; Karremans

et al., 2015)

Abejas,
avispas, aves,
mariposas,
polillas y
dipteros.

(van der Pijl et al.,
1969; Dressler, 1993;
Halbinger y Soto-
Arenas, 1997; Borba
y Braga, 2003;
Higgins 2003; Soto-
Arenas y Solano,
2007; van den Berg
et al., 2009)
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ANTECEDENTES GENERALES

Chysis Lindl. es uno de los géneros incluidos en la tribu Epidendreae y ha sido
considerado en la mayoria de las clasificaciones dentro de su propia subtribu monogenérica
Chysinae, en contraste con el resto de las subtribus de Epidendreae que incluyen numerosas
especies (Schlechter, 1926; Dressler, 1993; Chase et al., 2003; van den Berg, 2005; van den
Berg et al., 2005; Soto-Arenas, 2005a). Solamente Dressler (1981) y recientemente Chase et
al. (2015) y Freudenstein y Chase (2015) incluyeron al genero Chysis dentro de un concepto

amplio de la subtribu Bletiinae.

Chysis fue nombrado por Lindley y su nombre proviene del griego chysis, que significa
accion de fundir o fusionado, debido a que los polinios parecen fundirse con la columna al

momento de la antesis, especialmente en las especies autdgamas (Soto-Arenas, 2005a).

El género cuenta con 13 especies, asi como un hibrido natural (Goaverts-WCSP, 2021),
distribuidas desde México, Centroamérica y norte de Sudamérica con limite hasta la parte
andina de Perq, la mayoria de las especies se encuentran en Mesoamérica (Dressler, 1993,

2000; Soto-Arenas, 2005a).

Son plantas herbaceas, epifitas deciduas o subdeciduas, suberectas o colgantes, con
pseudobulbos fusiformes, las hojas son disticas, imbricadas, plegadas, dispersas en el
pseudobulbo. Las inflorescencias son laterales, a partir de nudos basales de brotes en
desarrollo (Fig. 1A). Las flores son grandes, resupinadas, carnosas (Fig. 1B-E), algunas de
sus especies presentan cinco quillas, subiguales y puberulentas en el labelo (Fig. 1B, C, Fy
G); y otras con un callo liso en el labelo, compuesto de tres quillas grandes, centrales (Fig.
1H e I) que también pueden contar con pequenas quillas adicionales laterales. La columna es
gruesa con un prominente pie de columna, la antera es terminal, encorvada (incumbente)
bilobulada; el polinario se compone de ocho polinios amarillos (cuatro y cuatro, paralelos),
duros, con caudiculas en forma de placa, el estigma ventral es entero de semieliptico a
oblongo. En las formas autégamas de Chysis addita y Chysis laevis se presentan polinios

amorfos, suaves y coalescentes (Dressler, 1981, 1993, 2000; Soto-Arenas, 2005a).
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Figura 1. Morfologia vegetativa y floral de algunas especies de Chysis. A. Planta colgante de Chysis
addita con pseudobulbos fusiformes e inflorescencias laterales del brote en desarrollo. B. Flores de Chysis
limminghei Linden & Rchb.f. C. Flores de Chysis bractescens Lindl. D. Flores de Chysis laevis Lindl. E.
Flores de Chysis addita Dressler. F. Cinco quillas, subiguales y puberulentas en el labelo de C. limminghei.
G. Cinco quillas, subiguales en el labelo de Chysis bractescens H. Tres quillas grandes y centrales en el
labelo de C. laevis 1. Tres quillas grandes y centrales en el labelo de C. addita.

Los estudios previos del género Chysis son pocos y han aportado principalmente
informacion sobre su morfologia pero son nulos en sus relaciones filogenéticas. Por lo
anterior, se considera que Chysis es un género que requiere investigacion taxonomica, basada
en la busqueda y reconocimiento de una mayor cantidad de caracteres morfologicos asi como

moleculares que permitan esclarecer sus relaciones filogenéticas.

Dada la uniformidad morfologica vegetativa y floral, es de suma importancia buscar otros
caracteres, como los de ontogenia floral que permitan comprender mejor su evolucién
morfoldgica. En los estudios filogenéticos previos sobre la subfamilia Epidendroideae y la
tribu Epidendreae (Chase et al., 2003, 2015; van den Berg, 2005; van den Berg ef al., 2005;
Freudenstein y Chase, 2015) se tomo en cuenta solamente un representante de Chysis (Chysis
bractescens); por lo tanto, no se conocen las relaciones filogenéticas entre las diferentes
especies del género, y si, la inclusiéon de una mayor muestra de especies cambiaria las

relaciones con el resto de las subtribus.
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Durante las tultimas tres décadas, los estudios de ontogenia o desarrollo floral han
demostrado ser una fuente valiosa para encontrar caracteres morfologicos que sirven para re-
evaluar las relaciones filogenéticas de ciertos grupos de orquideas y comprender su evolucion
morfologica. Ejemplo de ello son los de Kurzweil (1987a, 1987b, 1988, 1993), para describir
la ontogenia general de las subfamilias de orquideas reconocidas en ese momento:
epidendroides y vandoides, orchidoides, neottioides y cypripedioides, estos estudios sentaron
la base para hacer las primeras comparaciones con fines filogenéticos sobre la ontogenia y
evolucion de las anteras en las subfamilias de Orchidaceae, asi como la evolucion de los
demas caracteres florales presentes en la columna. El trabajo de Freudenstein y Rassmusen
(1996) define el numero de polinios y la polaridad de este caracter en tres subfamilias de
Orchidaceae (Orchidoideae, Epidendroideae y Vandoideae); el de Kocyan y Endress (2001),
aborda el desarrollo de caracteres de las flores en el grupo basal de orquideas apostasioides,
resultando de gran relevancia, ya que permite comprender mejor la relacion de este grupo
basal, compuesto principalmente por especies triandricas, con el resto de las orquideas
mayoritariamente monandricas. Mientras que el estudio de Freudenstein et al. (2002) ayuda
a definir los estados de caracter de la antera incumbente en el complejo Vandoide, que
permite aclarar la posicion de este grupo, al mapear estos caracteres del desarrollo dentro de
la filogenia de la subfamilia Epidendroideae. El de Valencia-Nieto et al. (2016) para

esclarecer la posicion de Microepidendrum Brieger ex. Higgins en la subtribu Laeliinae.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la evolucion floral del género Chysis, a través de la descripcion y estudio
comparativo de la ontogenia floral (con énfasis en el desarrollo de la antera y la columna) de
algunas de las especies de este género, asi como de algunos representantes de las subtribus

de Epidendreae.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Estudiar la ontogenia floral con énfasis en el desarrollo de la columna y antera entre
especies de Chysis.
2. Estudiar la ontogenia floral con énfasis en el desarrollo de la columna y antera en algunos

representantes de las subtribus de Epidendreae.
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3. Obtener secuencias de ADN de varias especies de Chysis para complementar la filogenia
molecular de la tribu Epidendreae.
4. Discutir las tendencias de los caracteres de la ontogenia floral (de Chysis y algunos

representantes de las subtribus) en la filogenia existente de Epidendreae.

ESTRUCTURA DE LA TESIS

Este manuscrito se encuentra integrado por una introduccion general, antecedentes

generales, objetivo general y objetivos particulares, asi como:

Capitulo I: Ontogenia floral en Epidendreae

Se aborda el estudio de la morfologia (de los taxones representantes seleccionados en
cinco de las seis subtribus de Epidendreae); a través del microscopio electronico de barrido
y con especial énfasis en la columna, antera y labelo, desde las etapas tempranas del
desarrollo tardio hasta la antesis. Los resultados obtenidos se discuten haciendo énfasis en el
género Chysis y sus caracteres ontogenéticos; asi como en la antera incumbente y la biologia

de la polinizacion en Epidendreae.

Capitulo II: Reconstruccion filogenética en Epidendreae

Se aborda la obtencion de secuencias de marcadores de ADN de cloroplasto (rbcL, matK,
trnL-F) y nuclear (ITS) en varias especies de Chysis (C. addita, C. aurea, C. laevis, C.
limminghei, C. ct chironii); asi como también en algunos de los taxones representativos de
cinco de las seis subtribus de Epidendreae (utilizados en la morfologia del desarrollo). Las
secuencias se integran con las obtenidas en estudios previos de la tribu; y se analizan por
medio de maxima verosimilitud e inferencia bayesiana, produciendo nuevas hipotesis
filogenéticas de Epidendreae. Los resultados de los analisis se discuten haciendo énfasis en
el género Chysis y sus relaciones entre especies, asi como, con los demas miembros de

Epidendreae.

La ultima secciéon de la tesis se compone de una discusion general y conclusiones

generales, asi como de la literatura citada y apéndice.
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CAPITULO I:
ONTOGENIA FLORAL EN EPIDENDREAE
INTRODUCCION

En las orquideas en general (incluida la tribu Epidendreae), uno de los elementos mas
notables de la flor es el labelo, un elemento del verticilo del perianto, el cual estd conformado

por los tépalos, los cuales muestran una evidente diversidad de forma y color (Rudall y

Bateman 2004; Rudall, 2007).

Otro elemento llamativo en las flores de Orchidaceae es la columna o ginostemio, es
una estructura que incluye los 6rganos sexuales masculinos y femeninos, esta formada por la
fusion parcial o total del estilo y los filamentos de las anteras (Héagsater et al., 2005) y en
cuyo extremo distal se localizan las anteras mismas (de tres a uno, por lo tanto reconocidas
como triandricas, diandricas o monandricas, siendo comunmente utilizado este nimero para
la clasificacion intrafamiliar. Dressler, 1993). Las anteras contienen a los granos de polen,
que se encuentran asociados en masas agregadas en el interior de unas estructuras en forma
de sacos denominados polinios, y estos polinios son flanqueados por el rostelo que es una
seccion de tejido del 16bulo medio del estigma, que funciona como barrera que separa la

antera de la parte fértil del estigma (Dressler, 1981, 1993).

Comunmente, la posicion del labelo y la columna es decisiva para forzar al
polinizador a aproximarse y entrar a la flor de una forma determinada, de tal modo que al
hacer contacto con el polinario (polinios mas sus apéndices), éste se adhiera en el cuerpo del
polinizador y se desprenda de la flor. Los polinios pueden moverse o cambiar su orientacion
después de ser removidos por el polinizador, en su camino para polinizar exitosamente la
siguiente flor visitada (van der Pijl et al., 1969; Peter y Johnson, 2006). Los polinios han
alcanzado una remarcable complejidad en algunos grupos de orquideas, incluyendo
Epidendreae (Dressler, 1993), generalmente tienen varios apéndices, como el viscidio
(almohadilla adhesiva), que es una porcion de tejido que contiene una sustancia pegajosa que

facilita su adherencia a los polinizadores (Dressler, 1993).

En algunas especies, solamente se encuentra una secrecion liquida y pegajosa
denominada viscario, que permite adherir los polinarios a los polinizadores (Dressler y

Salazar, 1991; Hagsater et al.. 2005). Las caudiculas son una extension palida, delgada y
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eléstica de los polinios o en la porcidn final del polinario, producidas dentro de la antera y
por medio de la cual estos polinios son adheridos a los polinizadores (Dressler, 1981, 1993;

Chase et al., 2003).

Otra caracteristica importante de Orchidaceae es la cubierta de la antera, que cubre a
los polinios y en la mayoria de las especies se cae o desprende después de que los polinios
son removidos por los polinizadores, pero, en algunas especies la cubierta de la antera abraza
a los polinios durante un periodo de tiempo antes de caerse (Dressler, 1981; Peter y Johnson,

2006).

Dentro de Orchidaceae, la tribu Epidendreae ha sido recientemente identificada como
un ejemplo de un grupo de angiospermas con radiaciéon asociada al epifitismo y a los
caracteres de la antera, que estan altamente relacionados a la especificidad de polinizadores

(Freudenstein y Chase, 2015).

Esta tribu incluye una impresionante diversidad de taxones entre ellos, Epidendrum
L., que es uno de los géneros mas grandes (cerca de 1,300 especies) del Neotropico (Pinheiro
et al., 2009; Pinheiro y Cozzolino, 2013, Valencia-Nieto et al., 2016), también incluye a la
subtribu Pleurothallidinae, un grupo muy diverso con cerca de 5100 especies, principalmente
de plantas miniaturas (Pridgeon et al, 2001; Blanco y Barbosa, 2005; Damon y Salas-
Roblero, 2007; Karremans et al., 2015; Karremans, 2016).

Las plantas en Epidendreae muestran una variacion notable en la forma de vida, la
morfologia floral y los sindromes de polinizacion (van der Pijl et al., 1969; van den Berg,
2005; Jersakova et al, 2006; Freudenstein y Chase 2015), por ejemplo, las llamativas
especies de Laelia Lindl. y Cattleya Lindl., son polinizadas por diversos insectos (Halbinger
y Soto-Arenas, 1997; Borba y Braga, 2003; van den Berg et al., 2009); las fragantes Encyclia
Hook. y Prosthechea Knowles y Westc., son polinizadas por abejas, las primeras, y las
segundas exclusivamente por avispas (Higgins, 2003); Isochilus R.Br., con tallos en forma
de junco, pseudobulbos inconspicuos y flores diminutas, tubulares y racimosas son
polinizadas por colibries (Salazar, 2005; Soto-Arenas, 2008b; Siegel, 2011); Chysis Lindl.,
con grandes pseudobulbos fusiformes, con flores carnosas y cerosas probablemente
polinizadas por diferentes grupos de abejas (Dressler, 1993; Soto-Arenas, 2005a, 2008a;
Soto-Arenas y Solano, 2007); Bletia Ruiz & Pav. y Calypso Salisb. de habito terrestre y con

32



polinizacion por engafo (Sosa, 2007; Toumi et. al., 2015; Salazar et al., 2016); las
mayormente autopolinizadas y micoheterotroficas son las especies de Hexalectris Raf.
(Fowler, 2005; Sosa et al., 2016), y las del género Govenia Lindl., son polinizadas por moscas
flotantes (Whigham y McWethy, 1980; van der Cingel, 2001; Garcia-Cruz y Sosa, 2005;
Freudenstein, 2005a, b, c, d; Pansarin, 2008; Garcia-Cruz et al., 2009).

ANTECEDENTES

Basados en los andlisis filogenéticos de Orchidaceae, las anteras erectas y paralelas
al eje de la columna, son consideradas la condicién basal (como sucede en la mayoria de
miembros de la subfamilia Orchidoideae); mientras que, en Epidendroideae presentan la
condicion derivada: una antera que inicia erecta en el desarrollo y posteriormente se flexiona
sobre si misma de 90° a 120°, por lo que la antera termina apoyandose, como un casquete,
en el apice de la columna (Dressler, 1981; Arditi, 1992; Freudenstein et al., 2002) . El término
incumbente es usado para esta condicion (Dressler, 1981, 1993; Chase et al., 2003;
Freudenstein y Chase, 2015) y es considerado el mas importante caracter definitorio de la
subfamilia Epidendroideae (Kurzweil, 1987a; Dressler 1981, 1993; Arditti, 1992;
Freudenstein et al., 2002; Freudenstein y Chase, 2015).

La antera incumbente ha sido identificada como la sinapomorfia clave de la
subfamilia Epidendroideae (Freudenstein et al., 2002; Freudenstein y Chase, 2015), y se han

descrito tres vias principales para alcanzar la incumbencia de la antera:

La primera via es descrita en la subfamilia basal Vanilloideae, se da principalmente
como resultado del alargamiento sustancial del tejido conectivo de la antera (Freudenstein et
al., 2002).

La segunda via, estd presente en los miembros de los grupos epidendroides no
vandoides (donde se ubican la mayoria de los géneros de este estudio: Bletia, Chysis, Ponera,
Isochilus, Laelia, Oestlundia, Prosthechea y Encyclia) en la que la incumbencia tiene lugar
en las etapas de ontogenia tardia, como resultado de la extension (alargamiento de tejido de
la antera) e inclinacion de la antera madura (Freudenstein ef al., 2002; Valencia-Nieto et al.,
2016, 2018).

La tercera via y la mas variable se denomina morfologia o sindrome vandoide
(reportada entre otros grupos y en la subtribu Calypsoinae de reciente inclusion en
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Epidendreae), donde la inflexion de la antera se alcanza en estadios ontogenéticos tempranos,
como resultado de cambios en la direccion de crecimiento, que llevan a la antera a iniciar su
desarrollo en una posicion de partida con orientaciéon incumbente (llamada incumbencia
temprana de la antera) y asociada a los polinios superpuestos (resultados de una reorientacion
de las tecas durante el desarrollo), y también a la presencia de apéndices en el polinio (estipes)
o también denominadas estructuras accesorias de los polinios (de origen externo a la antera)
derivados del rostelo (zonas y cantidades variables de tejido de esta estructura), que tienen
un origen ontogenético diferente a las caudiculas (que también son apéndices pero, son
extensiones derivadas del tejido interno de la antera. Dressler, 1981, 1993; Arditti, 1992;
Freudenstein et al., 2002; Valencia-Nieto et al., 2016, 2018).

Es remarcable que el grado de inflexion varia entre las especies de Epidendroideae, y
se han identificado reversiones en varias especies polinizadas por aves (Rasmussen, 1982;
Freudenstein et al., 2002). Ademas, de manera particular en el género Coelia, se ha reportado
que presenta una inflexion temprana de la antera, que es caracteristica del sindrome vandoide,
pero carece de estipes y polinios superpuestos, ambos son caracteristicas clave del sindrome

vandoide (Freudenstein y Chase, 2015; Freudenstein ef al., 2017).

Recientemente, Freudenstein y Chase (2015) analizaron algunos caracteres de las
anteras utilizando las hipotesis filogenéticas mas actuales del grupo, para comprender los
patrones de diversificacion. Asimismo, buscaron correlaciones entre cambios en caracteres
especificos y diversidad de especies, centrandose en la morfologia vandoide. Sin embargo,
estos caracteres de las anteras no estan presentes entre las subtribus mas diversas incluidas
en la tribu Epidendreae (Freudenstein ef al., 2002, 2017; Valencia-Nieto et al., 2016, 2018).
Ademas, se han identificado ciertas caracteristicas de las flores relacionadas con la
especificidad del polinizador, creando asi una oportunidad para realizar estudios detallados
de la morfologia de las anteras maduras y analizar la evolucion de estos caracteres en este

grupo de plantas.

El presente estudio se enfocd en describir y comparar las etapas tardias de la
ontogenia de la antera, en especies representativas de la tribu Epidendreae, considerando
cinco de las seis subtribus que la componen (sensu Chase et al., 2015; Freudenstein y Chase,

2015: Calypsoinae, Bletiinae, Ponerinae, Pleurothallidinae, Laeliinae). Se estudiaron las
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ultimas etapas del desarrollo de las anteras en quince taxones representativos, pertenecientes
a Epidendreae. Se describe la ontogenia tardia de la columna con énfasis en el labelo,
columna y antera. Estos caracteres se discuten a la luz de la clasificacion mas reciente y los
sindromes de polinizacion de los grupos, con especial atencion y detalle en especies del

género Chysis.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras bioldgicas de flores y botones se obtuvieron de la coleccion viva de
orquideas del Jardin Botanico del Instituto de Biologia, UNAM vy del Jardin Botanico
“Francisco Javier Clavijero” del INECOL A.C. Se accedid al material bajo los términos de

los permisos cientificos MX-JB-008-DF and VER-FLO-228-09-09.

Muestreo. Se seleccionaron especies representativas en la subtribu Calypsoinae,
Coeliinae, Bletiinae, Ponerinae, Pleurothallidinae y Laeliinae de la tribu Epidendreae (Tabla
1, Fig. 2). Se estudiaron flores y botones florales de las siguientes especies: Corallorhiza
maculata (Raf.)) Greene (Calypsoinae Fig. 2A), Govenia alba A. Rich. & Galeotti
(Calypsoinae Fig. 2B), Coelia triptera (Sm.) Mutel (Coeliinae Fig. 2C) Bletia purpurea
(Lam.) DC. (Bletiinae Fig. 2D), Chysis bractescens Lindl. (Bletiinae Fig. 2E), Chysis
limminghei Linden y Reichb.f (Bletiinae Fig. 2F), Chysis laevis Lindl. (Bletiinae Fig. 2G),
Isochilus major Cham. & Schltdl. (Ponerinae, Fig. 2H), Ponera juncifolia Lindl. (Ponerinae,
Fig. 21) Stelis ciliaris Lindl. (Pleurothallidinae, Fig. 2J), Specklinia digitale (Luer) Pridgeon
& M.W. Chase (Pleurothallidinae, Fig. 2K), Laelia speciosa (Kunth) Schltr. (Laeliinae, Fig.
2L), Oestlundia ligulata (La Llave & Lex.) Soto Arenas (Laeliinae, Fig. 2M), Prosthechea
squalida (Lex.) Soto Arenas & Salazar (Laeliinae, Fig. 2N) y Encyclia microbulbon Schltr.
(Laeliinae, Fig. 20).
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Figura 2. Especies estudiadas de la Tribu Epidendreae. A. Corallorhiza maculata (Calypsoinae). B.
Govenia alba (Calypsoinae). C. Coelia triptera (Coeliinae). D. Bletia purpurea (Bletiinae). E. Chysis
bractescens (Bletiinae). F. Chysis limminghei (Bletiinae). G. Chysis laevis (Bletiinae). H. Isochilus major
(Ponerinae). I. Ponera juncifolia (Ponerinae). J. Stelis ciliaris (Pleurothallidinae). K. Specklinia digitale
(Pleurothallidinae). L. Laelia speciosa (Laeliinae). M. Oestlundia ligulata (Laeliinae). N. Prosthechea
squalida (Laeliinae). O. Encyclia microbulbon (Lacliinae).

Barras de escala =1 cm

Fijacion y procesamiento de tejido. Se seleccionaron tres estados de desarrollo
tardio: flores en antesis y/o botones grandes previos a la antesis localizados en la base de las
inflorescencias; etapas intermedias con botones, no completamente desarrolladas en la parte
media de las inflorescencias; y etapas tempranas, con botones pequefos en el apice de las
inflorescencias. Cuando hubo suficientes individuos disponibles, se eligieron tres plantas al
azar; en la mayoria de los casos, por escasez de ejemplares en las colecciones sélo se
considerd una planta. Todos los botones florales y flores en antesis se fijaron en FAA

(formaldehido 37%, etanol al 95%, acido acético glacial, agua destilada 1: 5: 0,5: 3,5, v/ V).

36



Preparacion del material para microscopio electréonico de barrido (MEB): La
morfologia de las estructuras utilizados como caracteres se observaron bajo el microscopio
electrénico de barrido (MEB). Las muestras diseccionadas se deshidrataron en una serie de
etanoles graduados (30, 75, 80, 96, 100 y 100%), se llevaron a punto critico con una
desecadora CPD-030-Bal-Tec, se colocaron en portamuestras metalicos con cinta de carbéon
de doble cara y se cubrieron con oro por pulverizacion catddica. Las observaciones se

realizaron en un microscopio electronico de barrido modelo JSM-5310 LV (JEOI, Tokio).
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RESULTADOS

La Tabla 2 resume las caracteristicas principales de la antera, columna y labelo de los taxones estudiados en cinco de las seis subtribus
de Epidendreae.

Tabla 2. Principales caracteristicas observadas (caracteres del desarrollo de anteras, columna y labelo).

Caracteres Subtribus y los taxones clave observados en Epidendreae

del desarrollo

tardio
Calypsoinae Coeli Bletiinae Ponerinae Pleurothallidinae Laeliinae
i-nae
Corallorhiza Govenia Coeli Bletia Chysis Chysis  Chysis  Isochil  Ponera Stelis Speckli  Laelia  Oestlun  Prothec  Encyclia
maculata alba a purpu-rea brac- limmin  laevis us Juncifo  ciliaris -nia specios dia hea
tripte tescens ghei mayor -lia digitale a ligulata  squalid Micro-
ra a
bulbon
Flexién de Comienza Comienza Siem Comienza Comienza  Comie Comie  Comie Comie  Siempr Comien Comie Siempre Siempre Siempre
columnas erecta erecta pre erecta erecta nza nza nza nza e recta za nza recta recta recta
finaliza muy finaliza recta finaliza finaliza erecta erecta erecta erecta erecta erecta
(Fig. 3) flexionada muy flexionada  flexionada finaliza  finaliz  finaliza  finaliza finaliza  finaliza
(parte apical flexionada flexion a ligeram  ligeram ligeram  ligeram
pronunciada (parte ada flexion ente ente ente ente
mente apical ada flexion  flexion flexiona  flexion
doblada pronunciad ada ada da ada
sobre si amente
misma) doblada
sobre si
misma)
Alas de ausentes presentes ausen presentes ausentes ausente  ausent ausente ausente ausente  present ausente  Ausente  ausente ausentes
columna tes s es s s s es s s* s

(Fig. 3)
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Antera
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Labelo libre
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de
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pero,

articula

do por
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El labelo
connado
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35

2x1.6

6-9.5x2.3
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Subtribu Calypsoinae: Corallorhiza maculata

Etapas tempranas del desarrollo tardio. La antera est4 flexionada (incumbencia
temprana), con cerca de 90° con respecto al eje de la columna, la epidermis de la antera es
lisa, sin ornamentacion. En su apice, una caudicula esta en contacto cercano con la parte
apical del rostelo, que estd compuesto en esta porcion de células del viscidio. El apice
estrecho de la columna; esta ligeramente encorvado sobre si mismo, hacia la base la columna
se ensancha, y a los lados se encuentran presentes las auriculas (como pequeiias
protuberancias. Fig. 3a). Los margenes y el apice del labelo estan recurvados; en la base del
labelo estan presentes dos cuerpos lamelares (laminillas o pequefias protuberancias), mas
largos que anchos, formando un canal en la mitad; entre los bordes donde estas dos
protuberancias estan en contacto y en un acercamiento de las células de esta zona, se observa
la presencia de abundantes poros (Fig. 6A-C). En la antesis: La antera ha crecido, tiene
forma sub-globosa, operculada e incumbente; se observa como si hubiera experimentado una
marcada inflexion, pero esto es resultado del pronunciado encorvamiento sobre si misma en
la porcioén de la columna (Fig. 3B-C). Una cubierta de la antera bien diferenciada esta
ausente, las células de la epidermis de la antera se aprecian de lisas a ligeramente estriadas
(Fig. 5A). Por debajo del 4pice de la antera, el hamulus sobresale en el centro como una
estructura muy conspicua. Por detras de éste, el resto del rostelo se extiende bajo la parte
basal de la antera (Fig. 7A). En acercamiento las células del hamulus son lisas, redondas y
granulosas (Fig. 7B). De la mitad al 4pice, la columna se encuentra pronunciadamente
encorvada sobre si misma y parece como si fuera mas corta en su longitud que en la etapa
del desarrollo previa observada (Fig. 3C). La columna se ensancha hacia la base donde se
localizan las dos auriculas, éstas son prominentes, gruesas y se extienden a lo largo de los
lados; debajo del surgimiento de la columna el ovario tiene el mismo ancho (Fig. 3B-C). El

apice del labelo y sus margenes ya se encuentran extendidos.
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Subtribu Calypsoinae: Govenia alba

Etapas tempranas del desarrollo tardio: La antera esta flexionada (incumbencia
temprana) cerca de 90° con respecto al eje de la columna, es unilobulada y de forma sub-
cuadrada. Las células de la epidermis de la antera son, de lisas a ligeramente rugosas. En la
mitad, debajo del apice de la antera, es visible un prominente viscidio sub-ovalado conectado
a ésta; por medio de un estipe (tegula) agudo. La columna es erecta y de la misma anchura
en todo su largo. Dos pequefias alas comienzan a desarrollarse a lo largo de los lados (Fig.
3D). En la antesis: La antera se encuentra ahora muy flexionada, aproximadamente 170° al
eje de la columna, con forma ovoide y ha crecido notablemente; en la parte media presenta
una quilla muy prominente compuesta por células muy conspicuas (Fig. 3E-F); el resto de la
epidermis de la antera tiene células de lisas a ligeramente rugosas (Figs. 3F y 5B). En medio,
debajo del 4pice de la antera se presenta un viscidio peltado, y es visible la tégula, compuesta
de una linea de células granulosas (Fig. 7C). La columna es de la misma anchura a todo su
largo y se encuentra pronunciadamente inclinada sobre si misma; en sus lados las alas

alargadas y redondeadas estan ligeramente desplegadas (Fig. 3E).

Subtribu Coeliinae: Coelia triptera

Etapas tempranas del desarrollo tardio: La antera bilobulada estd flexionada
(incumbencia temprana) cerca de 35° con respecto al eje de la columna, y la punta de la
antera se ensancha hacia el apice; justo por debajo del dpice de la antera son visibles dos
pequenias protuberancias y la cubierta de la antera no es distinguible del resto de la
epidermis de la antera. La columna es hexagonal (Fig. 3G). En las etapas intermedias del
desarrollo tardio: la antera estd mas flexionada, cerca de 45° con respecto al eje de la
columna, permanece de forma bilobulada y con un &pice conspicuo, las dos pequeiias
protuberancias redondeadas ahora se encuentran mas desarrolladas. La cuticula de la
epidermis de la antera esta compuesta de células redondas, lisas pero la cubierta de la antera
no es distinguible (Fig. 3H). En la base de la antera, el rostelo en desarrollo se compone de
una estructura transversa con células rectangulares, lisas, en la capa inferior de este tejido se
observan numerosas conexiones intercelulares entre las paredes (Figs. 3Hy 4A). La columna
es corta y no se aprecia un clinandrio conspicuo. El labelo es simple, con forma de punta de

flecha y sin ornamentaciones o proyecciones en su superficie adaxial, sdlo se aprecian sus
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lados abultados como pliegues convexos anticlinales, convergiendo en el apice (Fig. 6D). En
la antesis la antera esté totalmente flexionada, su apice se localiza 90° de su posicion original
(al eje de la columna. Fig. 31, J). La cubierta de la antera es claramente distinguible, las
células de su cuticula son redondas y lisas, con algunos estomas actinociticos, con
secreciones (Fig. 5C). Debajo de la cubierta de la antera, en la punta de cada polinio, hay dos
pares de caudiculas redondas con células poliédricas, que segln la descripcion de Salazar,
1990 eran granulosas (Figs. 3J y 7D). El rostelo bien desarrollado forma una barrera
morfologica que separa la superficie estigmatica receptiva que se encuentra por debajo y es
similar a la apertura de una caverna (Figs. 31, J y 4B). La columna es hexagonal, en su base
se une al ovario que tiene proyecciones puntiagudas; es muy ancha, con grandes surcos
longitudinales. (Figura 31). El labelo ha crecido en longitud y conserva los atributos descritos

anteriormente; y en primer plano sus células son redondeadas y lisas (Fig. 6E-F).

Subtribu Bletiinae: Bletia purpurea

Etapas tempranas del desarrollo tardio: La antera comienza su diferenciacion
como una estructura erecta, es sub-cuadrada y bilobulada, con el 4pice trapezoidal
distalmente. Debajo de la base de la antera, la columna presenta dos pequefios apéndices
laterales, que corresponden a las fases iniciales del clinandrio (Fig. 3K), en medio, una cresta
transversal de tejido comienza a desarrollarse, correspondiente a las etapas iniciales del
rostelo (Fig. 4C); debajo del rostelo hay un area semicircular compuesta de tejido granuloso,
correspondiente a la superficie incipiente del tejido estigmatico (Fig. 3K). En el labelo se
pueden observar tres quillas centrales que se extienden longitudinalmente desde la base hasta
el apice (Fig. 6G). En las etapas intermedias del desarrollo tardio: la antera es redonda
(esférica en vista tridimensional); estd flexionada y su 4pice se localiza aproximadamente
160° de su posicion original; ahora se observa a la cubierta de la antera de forma cucullada,
con células epidérmicas redondeadas, y abundantes estomas actinociticos en su parte
superior; debajo las células son menos llamativas, mas pequefias y rectangulares. En la parte
inferior de la cubierta de la antera, los dos 16bulos muestran signos de division longitudinal.
En esta etapa, la columna estd més desarrollada y ensanchada. Los dos apéndices laterales
observados en los lados del &pice de la columna ahora se ensanchan, formando claramente el

clinandrio; por el centro, la cresta transversal de tejido forma un rostelo definido, proyectado
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como una estructura en forma de lengua bien desarrollada con células epidérmicas
rectangulares. Debajo esta la superficie estigmatica, cubierta por el rostelo bien desarrollado
(Fig. 3L). En la antesis: la antera con flexion de 170° luce obtriangular, con bordes
redondeados; la cubierta de la antera completamente desarrollada esta compuesta por una
epidermis con células estriadas irregulares, los estomas actinociticos son menos visibles pero
presentes en la misma zona de la etapa anterior. (Figs. 3M y 5C). Debajo de la cubierta de la
antera se exponen los polinios completamente desarrollados, los cuatro superiores son
visibles y debajo de ellos se ubican otras cuatro (como se informo anteriormente en el género
por Sosa 2002, 2008); las células poliédricas desarrolladas en el apice de cada polinio son
mas redondeadas y engrosadas, formando las caudiculas (Figs. 3M y 7E). La antera esta
asentada en el bien definido clinandrio, el rostelo tiene una forma semilunada, formando un
escudo que separa el polinario de la superficie fértil del estigma ubicado debajo (Figs. 3M y
4D). Los lados de la columna se estan extendiendo, formando las alas de la columna (Fig.
3M). En el labelo se observan tres quillas centrales y pocas quillas accesorias que se
extienden longitudinalmente desde la base hasta el 4pice (Fig. 6H). Las células de la

epidermis del labelo son estriadas (Fig. 61).

Figura 3 Parte 1 (pagina siguiente). Etapas tardias del desarrollo (columna y antera) de Corallorhiza
maculata (A, B, C). A. Incumbencia temprana de la antera. B. Antera incumbente en crecimiento. C. Vista
lateral de la columna inclinada sobre si misma y la antera incumbente. Govenia alba (D, E, F) D. Antera
incumbente (etapa temprana), columna erguida (del mismo ancho en toda su longitud) y pequefias alas en
desarrollo. E. Antera madura notablemente incumbente. F. Quilla prominente en medio de la antera, justo
debajo de la parte apical de la tegula (escudo del viscidio). Coelia triptera (G, H, I, J) G. Incumbencia
temprana de la antera H. Etapa intermedia tardia de la antera incumbente. I. Antera totalmente flexionada,
columna con forma de hexagono, la base se une al ovario que presenta proyecciones puntiagudas (flechas
negras) y con grandes surcos que se cruzan longitudinalmente (flechas blancas). J. Acercamiento de la
antera en la antesis, las flechas negras sefialan el limite entre la cubierta de la antera y cada polinio,
respectivamente (dos pares de caudiculas granulas expuestos en el apice). Bletia purpurea (K, L, M); K.
Incumbencia temprana de la antera (subcuadrada, bilobulada con apice trapezoidal). L. Etapa intermedia
tardia, antera flexionada (incumbente), la cubierta de la antera cucullada con estomas actinociticos
embebidos en su parte superior (flechas blancas, acercamiento en el recuadro y Fig. 5B). M. Antera
flexionada en la antesis, cubierta de la antera completamente desarrollada, polinios (cuatro superiores
visibles).

Barras de escala:
A,B,C,D,E,F,G,H,J, K, L, M= 100 um
I =1mm
Abreviaturas:

% = apice de antera, a = antera, ac = cubierta de la antera, ap = apéndice, au = auricula, ¢ = columna, cau
= caudicula, ¢l = clinandrio, dp = pollinia dehiscente, h = hamulus, 1 = labelo, lo = 16bulo, Ip = pétalo
lateral, m = mentum, o = ovario, p = polinio, r = rostelo, s = estomas, st = estigma, t = tegula, v =
viscidio, w = alas de columna.
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Figura 3. Parte 1
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Subtribu Bletiinae: Chysis bractescens, Chysis limminghei y Chysis laevis.

Etapas tempranas del desarrollo tardio: las anteras de las tres especies, comienzan
su diferenciacion como estructuras erectas, en C. bractescens 'y C. limminghei son redondas
y en C. laevis mas semicirculares o como medio circulo, todas son bilobuladas, presentando
cada l6bulo una linea longitudinal bien marcada en el tejido epidérmico (Fig. 3N, Q, T); C.
laevis muestra un tejido en su apice (de forma trapezoidal) y en las otras dos especies el apice
no es pronunciado. En la base de la antera, hacia el frente, en la columna de C. bractescens
y C. limminghei, respectivamente, se forma un rostelo en desarrollo temprano, que se
proyecta conspicuamente hacia arriba con una forma semilunar, cubriendo aproximadamente
la mitad de la longitud de la columna (Figs. 3N, Q y 4E, G). Sin embargo, en la misma etapa
de C. laevis, solo se pueden observar dos proyecciones muy poco visibles o primordios del
rostelo por debajo de la antera (Fig. 3T). No se puede observar ningiin desarrollo de los
apéndices de clinandrio en ninguna de las tres especies; ni superficie estigmatica ni su
tejido receptivo. En medio del labelo de C. bractescens y C. limminghei comienzan a
desarrollarse cinco quillas; algunas células de las papilas epidérmicas (parecen mas grandes
y redondeadas) comienzan a diferenciarse y a sobresalir en el medio de cada quilla (Fig. 6 J,
M). En C. laevis, solo se desarrollan tres quillas anchas, sin que sobresalgan diferentes células
en su epidermis (Fig. 6P). En las etapas intermedias del desarrollo tardio: la forma de la
antera en C. bractescens y C. limminghei es mas cuadrada, ligeramente menos erecta, en su
parte superior por encima de los dos lobulos, ahora tiene una cubierta de la antera mas
definida (Fig. 30, R). El rostelo se proyecta hacia el frente en C. bractescens y C.
limminghei, pero en C. laevis los apéndices del rostelo permanecen subdesarrollados y son
ligeramente mas puntiagudos (Fig. 3U). En C. limminghei y C. laevis, se forma una hendidura
transversal del tejido que corresponde a la futura superficie estigmatica receptiva y en esta
zona se pueden observar algunas secreciones. El dpice de la columna de C. bractescens 'y C.
limminghei se ensancha y se observan dos pequeios dientes laterales formando el clinandrio
(Fig. 30, R); de manera similar, la columna también se ensancha en C. laevis, pero no hay
apéndices ni dientes (Fig. 3U). En la antesis: las anteras completamente desarrolladas de
las tres especies estan flexionadas, su apice ahora se encuentra a unos 170° de su posicion
original (Fig. 3P, S, V). En C. bractescens y C. limminghei tiene forma galeada, en ambas,

la cubierta de la antera (con forma de casco con mascara), cubre casi por completo los
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polinios, y sus células epidérmicas tienen cuticula irregular estriada con pocos estomas
actinociticos (Fig. 5F). Bajo la cubierta de la antera, en el dpice, se expone un par de polinios
que portan dos caudiculas laminares compuestos por una zona membranacea (como fue
observado por Soto-Arenas, 2008a en flores frescas. Fig. 7F, G). Por debajo, el rostelo
transversal forma una estructura muy llamativa, a modo de escudo rectangular, compuesto
por células epidérmicas rectangulares en forma de empalizada (Figs. 3P, S y 4F, H). Bajo
este, la hendidura se ensancha y esta cubierta con una gruesa capa de secreciones. La
columna es muy ancha, lateralmente se observan dos dientes, uno a cada lado de la columna.
De manera diferente, en C. laevis la cubierta de la antera es conica, como una capucha,
coalescente, aparentemente fusionada por los lados a la columna; debajo, los polinios son
dehiscentes, abiertos, sin caudiculas (Figs. 3V y 7H); no hay rostelo desarrollado, solo se
ven dos apéndices, subdesarrollados, enrollados sobre si mismos a los lados de la columna
(Figs. 3V y 41, J). En la parte media de esa zona hay un gran hueco con secreciones en su
superficie, correspondiente a la zona receptora del estigma. La columna es alargada y no
muy ancha. Las cinco quillas en el labelo de C. bractescens y C. limminghei estan
completamente desarrolladas, numerosos tricomas simples y papilas estdn presentes a lo
largo de la parte media de cada quilla (Fig. 6K, L, N, O); de manera distinta, en C. laevis solo
tres quillas grandes estan completamente desarrolladas y han surgido varias quillas

accesorias menos conspicuas, cuatro a cada lado del labelo, y los tricomas no estan presentes

(Fig. 6Q, R).

Figura 3 Parte 2 (pagina siguiente). Etapas tardias del desarrollo (columna y antera) de Chysis bractescens (N,
O, P) N. Antera (etapa temprana), erecta, redonda, bilobulada con lineas longitudinales marcadas en su tejido
epidérmico (flechas negras). O. Etapa intermedia tardia, la antera cuadrada y ligeramente menos erecta (apice con cierto
grado de inflexion), cubierta de la antera visible. P. Antera galeada, totalmente flexionada (incumbente), cucullada. Un
par de polinos expuestos, con dos caudiculas laminares (flechas negras) que rodean a los polinios. Chysis limminghei
(Q, R, S); Q. Antera (etapa temprana), erecta, redonda, bilobulada con lineas longitudinales marcadas en su tejido
epidérmico (flechas negras). R. Etapa intermedia tardia, la antera mas cuadrada, ligeramente menos erecta (4pice con
cierto grado de inflexion), cubierta de la antera cucullada visible. S. Antera galeada, totalmente flexionada (incambete),
cubierta de la antera cucullada. Un par de polinios expuestas con dos caudiculas laminares (flechas blancas). Chysis
laevis (T, U, V); T. Antera (etapa temprana) erecta, apice pronunciado (forma trapezoidal), semicircular, bilobulado
con lineas longitudinales marcadas en su tejido epidérmico (flechas negras). Dos primordios de rostelo muy discretos
(flechas blancas). U. Etapa intermedia tardia, antera ligeramente menos erecta (apice con cierto grado de inflexion),
bilobulada, cubierta de la antera visible. Los apéndices del rostelo permanecen subdesarrollados (flechas blancas). V.
Antera incumbente, cubierta de la antera conica (como una capucha), coalescente (fusionada por los lados a la columna),
polinio dehiscente, abierto, sin caudiculas. Sin rostelo solo dos apéndices subdesarrollados enrollados sobre si mismos
(flechas blancas).

Barras de escala:
N,O,P,Q,R, S, T, U, V=1mm
Abreviaturas:
% = apice de antera, a = antera, ac = cubierta de la antera, ap = apéndice, au = auricula, ¢ = columna, cau = caudicula,
cl = clinandrio, dp = pollinia dehiscente, h = hamulus, 1 = labelo, lo = l6bulo, Ip = pétalo lateral, m = mentum, o =
ovario, p = polinio, r = rostelo, s = estomas, st = estigma, t = tegula, v = viscidio, w = alas de columna.



Figura 3. Parte 2
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Subtribu Ponerinae: Isochilus major.

Etapas tempranas del desarrollo tardio: La antera comienza su diferenciacion
erecta, alargada, bilobulada, vertical y semirrectangular, con un apice puntiagudo compuesto
por grandes células conspicuas; en la base de la antera, en el frente, el rostelo en desarrollo
temprano es de forma deltoide, proyectado conspicuamente hacia arriba. La columna es
estrecha y delgada (Fig. 3W). En las etapas intermedias del desarrollo tardio: la antera
se flexiona alrededor de 45° desde su posicion original, contintia de forma semirectangular,
bilobulada, con 4pice puntiagudo con grandes células conspicuas; cada l6bulo tiene ahora
una linea en la parte media, como signo de que experimentd una division longitudinal (Fig.
3X); las observaciones de la epidermis de la cubierta de la antera revelan la presencia de
estomas actinociticos embebidos en las células epidérmicas lisas (Fig. 5G). En la parte media,
frente a la base de la antera, el rostelo agudo se proyecta ahora hacia el frente, estd compuesto
por dos tipos celulares: uno, hecho de células alargadas longitudinales; y a los dos lados de
la parte central, el otro tipo celular corresponde a tejido glandular formado por células
redondeadas y abundantes secreciones en todo su didmetro, que corresponde al viscidio (Fig.
4K, L). A cada lado de la columna se observan dientes laterales prominentes que forman el
clinandrio. La columna es muy estrecha, alargada (Fig. 3X). En la antesis: La antera esta
completamente flexionada alrededor de 180° de su posicion original, tiene cuatro polinios
elipticos expuestos: no se observa la cubierta de la antera (porque se perdi6 cuando se
hicieron las disecciones). El clinandrio tiene tres dientes, dos son dientes laterales y un
diente medio prominente. La columna continua estrecha y mas alargada (Fig. 3Y). El labelo
es largo y estrecho, en su base tiene un canal plano, cerca de la parte media estd muy plegado,
formando un canal delgado que se extiende hasta la entrada formada por el apice agudo, dos

tipos celulares diferentes estan presentes en estas zonas de la epidermis ( Figura 6S-U).

Subtribu Ponerinae: Ponera juncifolia.

Etapas tempranas del desarrollo tardio: La antera en esta etapa inicia erecta,
redonda y bilobulada, cada I6bulo es de forma ovoide (Fig. 3Z), las células de la cuticula de
la epidermis de la cubierta de la antera son casi lisas con estomas actinociticos embebidos
a lo largo de su parte superior (Fig. SH). En la base de la antera, el rostelo obtriangular se

proyecta hacia el frente, en ¢l se distinguen dos tipos celulares: los que se extienden desde la
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base hasta la parte media del tridngulo invertido que son esbeltas células alargadas
longitudinales; en el &pice, el otro tipo celular estd compuesto por tejido glandular con células
redondeadas con abundantes secreciones en todo su didmetro (como se describid
anteriormente en /. major) y que corresponden al viscidio (Figs. 3Z y 7I). Basalmente, la
columna tiene una forma de “V” sin clinandrio visible. El labelo es trilobulado, sin quillas
ni ornamentaciones; la punta del 16bulo medio estd muy doblada sobre si misma (Fig. 6V).
En la antesis: la antera se flexiona unos 90° desde su posicion original; la cubierta de la
antera es muy conspicua, con una epidermis compuesta de algunas células lisas grandes y
otras c¢lulas ligeramente estriadas y estomas actinociticos incrustados (Figs. 3A’, B’ y 5H).
En la zona media por el dpice, donde la cubierta de la antera no obstruye la vista, se ven
dos polinios en cada loébulo y se exponen cuatro caudiculas largas, los apices de esas
caudiculas se aprecian en cercano contacto con el viscidio (Figs. 3B’ y 7I). El resto del
rostelo forma un escudo en forma de V bien definido con el borde hecho de células
rectangulares (Figs. 3B’ y 4M-N). Se ven dos pequefas protuberancias a los lados de la
columna que forman un pequefio clinandrio (Fig. 3B’). Las puntas del labelo trilobulado

estan extendidas y las células estriadas de su parte media tienen forma subcuadrada (Fig. 6X-

Y).

Subtribu Pleurothallidinae: Stelis ciliaris.

Etapas tempranas del desarrollo tardio: La antera es erecta, bilobulada, cada
l6bulo es ovoide con un pequeiio apice redondeado, la parte superior de la cubierta de la
antera comienza su diferenciacion, su tejido estd marcado claramente por una linea que
delimita dos tipos de células epidérmicas (Fig. 3C’). La epidermis de la cubierta de la antera
es arrugada. En la base de la antera, colgando en el centro en la parte media de la punta del
rostelo, el viscidio forma un apéndice bifido, las células en la punta de este apéndice son
muy conspicuas. Las células de su borde exterior son muy notoriamente redondeadas. Debajo
de esta area hay una estructura hueca (Fig. 3C’). El labelo cordiforme no esta bien extendido
tiene margenes crenulados, su epidermis tiene células redondeadas muy visibles, en la base
en el centro tiene una estructura hueca conocida como glenion (Fig. 6Y). En las etapas
intermedias del desarrollo tardio: la antera esta flexionada aproximadamente 90° de su

posicién original, bilobulada, y la cubierta de la antera tiene grandes células epidérmicas
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estriadas (Figs. 3D’y 51). Debajo de la cubierta de la antera, dos polinios ovoides estan en
estrecho contacto con la parte superior de la punta del rostelo bifido (viscidio), el resto del
rostelo tiene células grandes y redondas (Fig. 3D’). En la antesis: la antera esta flexionada
alrededor de 170° desde su posicion original, la cubierta de la antera tiene forma de corazén
invertido (Fig. 3E’), su epidermis con células corrugadas conspicuas colapsadas (Fig. 5I). En
el centro por el apice de la antera, debajo de la cubierta de la antera se exponen dos polinios,
estos dos estan en estrecho contacto con el rostelo superior y, su punta cuyos lados estan
cubiertos con una densa secrecion correspondiente al viscidio (Figs. 4° y 7J). El resto del
rostelo tiene grandes células redondas (Figs. 3E’ y 4P). El estigma es prominente,
destacandose como los extremos de una corona de olivo a cada lado de la antera (Fig. 3E’).
El labelo es cordado extendido, en la base el glenion esta lleno de tricomas incrustados con

secreciones (Fig. 6Z, A”).
Subtribu Pleurothallidinae: Specklinia digitale.

Solo se observaron las etapas tardias intermedias y la etapa de antesis de esta especie.
En las etapas intermedias del desarrollo tardio: el dpice de la antera estd a 145° del eje
de la columna, su forma es cucullada, las puntas de dos polinios estan expuestas. Debajo del
rostelo crenulado se forma una barrera morfologica transversal hecha de grandes células
longitudinales. Justo debajo, hay un agujero, la columna debajo de esta entrada tiene dos
dientes. Abajo, la columna se estrecha y en el centro es canaliculada y el clinandrio es un
pequefio 16bulo detras de la antera. Las alas de la columna estan diferenciadas en la parte
superior y las puntas son como dientes en cada lado (Fig. 3F’). En la etapa posterior, la
antera esta ligeramente mas flexionada que en la etapa previa (cerca de 155°). El rostelo es
mas estrecho y ya no esta crenulado, formando una barrera morfoldgica transversal hecha de
grandes células longitudinales. Justo debajo, hay una depresion donde se encuentra el
estigma, la columna debajo de esta entrada tiene dos dientes. Abajo, la columna se alarga, se
estrecha y estd canaliculada. Las alas de la columna estdn un poco mas diferenciadas y
extendidas (Fig. 3G’). El labelo es simple, estrecho, ligulado, ligeramente arqueado con dos
quillas simples engrosadas, que se extienden desde la base casi hasta el apice (Fig. 6B’). En
la antesis: La antera es cucullada (Fig. 3H’), dos polinios estin con las caudiculas
expuestas, las células en sus puntas son grandes y lisas, en forma de garra (Fig. 7K). El &pice

de la antera esta a 170° del eje de la columna. En esta etapa, la epidermis de la cubierta de
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la antera tiene células densamente estriadas (Fig. 5J). Debajo, el rostelo ventral forma una
barrera morfoldgica transversal hecha de grandes células longitudinales. Justo debajo hay un
hueco con el estigma (Fig. 4Q, R). La columna es delgada y larga, canaliculada en la porcién
media y con alas verticales; el clinandrio se extiende a los lados y a lo largo del borde de la
antera (Fig. 3H”). El labelo es simple, ligulado, ligeramente arqueado con dos quillas simples
engrosadas con células redondas ligeramente estriadas, que se extienden desde la base casi

hasta el apice (Fig. 6C’, D).

Figura 3 Parte 3 (pagina siguiente). Etapas tardias del desarrollo (columna y antera) de Isochilus
major (W, X, Y); W. Antera erecta (etapa temprana), semirectangular con el apice puntiagudo, bilobulada.
Columna estrecha y delgada. X. Etapa intermedia tardia, la antera continua semirectangular, su apice
puntiagudo de células conspicuas engrosadas, bilobuladas, cada l6bulo con una division longitudinal (flecha
negra). Y. En la antesis, la cubierta de la antera no se observo porque se desprendio durante la diseccion, la
estructura suelta (cubierta de la antera) se coloc6 al lado de la columna en el portaobjetos (flechas blancas),
se observan cuatro polinios elipticos con inflexion. Ponera juncifolia (Z, A’, B’); Z. Antera erecta (ctapa
temprana), redondeada y bilobulada, cada l6bulo ovoide (flechas blancas). A'. Etapa intermedia tardia, la
antera con caudiculas expuestos. B'. Cubierta de la antera muy conspicua con estomas actinociticos
embebidos (flechas negras). Dos polinios visibles en cada l6bulo, cuatro caudiculas larga expuestas. Stelis
ciliaris (C’, D’, E’) C’. Antera (etapa temprana), erecta bilobulada, cada lobulo ovoide con un pequefio
apice redondeado, la cubierta de la antera inicia su diferenciacion del tejido del resto de la antera, una linea
claramente marcada la delimita (flechas negras). D'. Etapa intermedia tardia, antera bilobulada, la cubierta
de la antera claramente diferenciada (flechas negras), debajo de ella, dos polinios ovoides y en estrecho
contacto con la parte superior de la punta del rostelo (viscidio bifido, flecha blanca). MI'. Antera
incumbente, cubierta de la antera con forma de corazon invertido, dos polinios expuestos, en estrecho
contacto con la punta del rostelo, el viscidio bifido con abundantes secreciones. Specklinia digitale (F°, G,
H’) F°. Antera flexionada, cucullada, la punta de dos polinios expuestos. Por debajo, la columna con dos
dientes (flechas blancas). La columna se estrecha y encuentra canaliculada (flechas negras). Alas de
columna diferenciadas. G'. La antera ligeramente mas flexionada, y la columna con dos dientes (flechas
blancas). H’. Antera flexionada (incumbente) cucullada, dos caudiculas expuestas, la columna delgada y
larga, canaliculada en la porcion media (flechas negras) y con alas verticales.
Barras de escala:
W.X,Y,Z, A’,B’,C’,D’, E’, F’, G’, H’= 100 um
Abreviaturas:

% = apice de antera, a = antera, ac = cubierta de la antera, ap = apéndice, au = auricula, ¢ = columna, cau
= caudicula, ¢l = clinandrio, dp = pollinia dehiscente, h = hamulus, 1 = labelo, lo = 16bulo, Ip = pétalo
lateral, m = mentum, o = ovario, p = polinio, r = rostelo, s = estomas, st = estigma, t = tegula, v =
viscidio, w = alas de columna.
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Subtribu Laeliinae: Laelia speciosa.

Etapas tempranas del desarrollo tardio: la antera es erecta, cuadrada, bilobulada,
con apice trapezoidal. Los 16bulos muestran signos de experimentar una division longitudinal
(se observa una linea en la parte media de cada l6bulo). Abajo, una cresta transversal de
tejido forma un rostelo definido proyectado hacia arriba, como una estructura bien
desarrollada con células epidérmicas rectangulares (Figs. 31’ y 4S). Debajo, hay un éarea
compuesta por diferentes tejidos, esta zona corresponde a la superficie incipiente de la region
estigmatica. La columna es corta y estrecha, casi del mismo tamafno que la longitud de la
antera (Fig. 31"). En las etapas intermedias del desarrollo tardio: la antera tiene un
crecimiento masivo, estd flexionada, su apice ahora se encuentra aproximadamente a 80° de
su posicion original; la cubierta de la antera es subglobosa, con células redondeadas
estriadas. Debajo del dpice de la cubierta de la antera se ven cuatro caudiculas. En la base
de la antera, un rostelo transversal se proyecta apicalmente. Debajo hay una gran depresion
visible donde se desarrollara la futura superficie estigmatica (Fig. 3J°). En la antesis: la
antera se flexiona mas, su apice ahora se encuentra aproximadamente a 140° de su posicion
original, la cubierta de la antera es oblonga, con el 4pice doblado hacia arriba. La parte
superior de la cubierta de la antera tiene la epidermis con células estriadas y abundantes
estomas actinociticos (Figs. 3K’y 5K). Debajo del apice de la cubierta de la antera, se
observan cuatro grandes caudiculas granulosas, en dos pares (Fig. 7L). Debajo de la base de
la antera, el gran rostelo, de forma semicircular, con grandes células longitudinales
ligeramente estriadas (Fig. 4T) forma un escudo que actia como barrera morfolédgica aislando
la superficie estigmatica fértil que se encuentra debajo. La superficie del estigma esta
cubierta de abundantes secreciones. La columna es ancha, se estrecha hacia la antera, los

margenes del clinandrio estan dentados (Fig. 3K”).

Subtribu Laeliinae Oestlundia ligulata.

Etapas tempranas del desarrollo tardio: la antera es erecta, ovoide, bilobulada, en
el apice se forma un pliegue de tejido, que corresponde a la diferenciacion temprana de la
parte media de la cubierta de la antera. El resto de la epidermis de la cubierta de la antera
no se distingue de la epidermis de la antera (Fig. 3L’). En la base de la antera, frente a ella,

el rostelo se proyecta hacia arriba, dos crestas estan presentes en su borde superior cerca del
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apice. Debajo del rostelo, se forma una hendidura transversal a lo largo de la columna. La
columna tiene dos proyecciones laterales medianas (como dientes) en sus lados que forman
el clinandrio (Fig. 3L’). El labelo es ornamentado, se encuentran dos protuberancias
redondeadas en la base que se extienden hacia la punta formando dos quillas centrales; a
cada lado hay dos quillas accesorias, la punta del labelo estd doblada sobre si misma (Fig.
6E’). En las etapas intermedias del desarrollo tardio: la antera continia erecta y
bilobulada, su parte superior se diferencia claramente formando la cubierta de la antera,
que ahora se puede ver cucullada, debajo de los dos lobulos tiene sus lados externos muy
redondeados, con marcadas arrugas a lo largo de su epidermis (Fig. 3M’). En la antesis: la
antera ahora subcubica continua casi recta (menos de 40° de su posicion original. Fig. 3N”);
la cubierta de la antera tiene células redondas ligeramente estriadas (Fig. S5L), en el apice;
el borde posee células redondeadas. Solo dos polinios son visibles (Fig. 7M). Debajo, en el
medio, el rostelo es mas estrecho a lo largo, en el centro cerca de su borde tiene dos crestas
(Figs. 3N’ y 4U, V), el tejido debajo tiene una abundante secrecion de naturaleza
desconocida; el estigma ventral es ligeramente cordado, con 16bulos laterales prominentes
en los margenes (Fig. 4U). Dos dientes laterales forman el clinandrio. Hacia la base, la
columna se estrecha (Fig. 3N’). El labelo oblongo es alargado y profundamente
ornamentado, su base es unguiculada; la quilla central es muy verrucosa, flanqueada por tres

quillas laterales a cada lado, que se extienden a lo largo de su longitud (Fig. 6F°, G’).

Subtribu Laeliinae Prosthechea squalida.

Etapas tempranas del desarrollo tardio: La antera erecta es oblonga y
bilobulada, cada 16bulo tiene forma ovoide, no se puede observar diferenciacion en la
epidermis de la zona superior de la antera (que se convertird en la cubierta de la antera Fig.
3°%); en un primer plano, se observan pequefios estomas actinociticos que estan incrustados
dentro de la epidermis estriada (Fig. 5M); debajo del dpice hay un pliegue de tejido (Fig. 3°*).
En el medio se observa el rostelo elipsoide formando una barrera, debajo la columna esta
deprimida, en la parte mas profunda se presentan dos pequeiias protuberancias de tejido (Fig.
4W), su superficie es densamente pilosa, cubierta con secreciones de naturaleza desconocida.
A cada lado de la columna, un pequefio diente lateral forma el clinandrio (Fig. 30°). El
labelo tiene tres lobulos, la punta del lobulo medio grande esta curvada, los margenes

apicales se envuelven entre si y los l6bulos laterales estan curvados. Cerca de la base, debajo
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de estos lobulos laterales se observan abundantes papilas (Fig. 6H’). En las etapas
intermedias del desarrollo tardio: la antera elipsoide se flexiona casi 90° desde su posicion
original, en medio la cubierta de la antera esta bien diferenciada; debajo de la cubierta de
la antera se encuentran presentes cuatro polinios, debajo dos pares de caudiculas estan
expuestas (Fig. 3P’); encima de la antera se ve un prominente diente medio del clinandrio y
en sus lados, estd flanqueado por dos dientes laterales. Debajo de la base de la antera, esta el
rostelo transversal y debajo del cual hay un estigma cordado (Fig. 3P’). En la antesis: detras
de la antera, se ve el diente medio prominente del clinandrio, esta flanqueado por dos
dientes laterales (Fig. 3Q’). La cubierta de la antera esta truncada con forma obovada.
Debajo de la cubierta de la antera, hay cuatro polinios presentes, con cuatro grandes
caudiculas granulosas expuestas en dos pares (Fig. 7N). Debajo de la base de la antera, se
encuentra el rostelo transversal en forma de ladrillo (Figs. 3Q’ y 4X). Debajo del rostelo, se
observa el estigma con abundantes fluidos estigmaticos. El labelo es unguiculado y
trilobulado. Los lobulos laterales son pequefios y agudos, curvados; debajo de ellos, la
porcion central estd compuesta por abundantes tricomas glandulares, que secretan grandes
cantidades de cristales de azucar (Fig. 61’-J”). Desde el centro hasta la punta del I6bulo medio,
se encuentran presentes tres grandes quillas centrales verrucosas y dos o mas quillas laterales
(Fig. oI’).

Subtribu Laeliinae Encyclia microbulbon.

Etapas tempranas del desarrollo tardio: La antera es cuadrada, con las esquinas
superiores redondeadas. El apice de la antera est4 flexionado unos 135° desde el eje de la
columna; bajo la cubierta de la antera se pueden ver dos polinios, en los lados de la antera,
hay dos dientes triangulares del clinandrio (Fig. 3R’). La parte media del rostelo es aguda,
la superficie adaxial tiene células alargadas longitudinales, en el lado abaxial el rostelo es
liso (Fig. 4Y). Abajo, en la parte media de la columna se presenta una depresion con
secreciones (Fig. 3R’). En las etapas intermedias del desarrollo tardio: la antera se
flexiona mas, alrededor de 160° desde el eje de la columna, es subcuadrada, con su parte
superior bilobulada y las esquinas redondeadas. En el 4pice de la cubierta de la antera se
expone la punta de dos polinios. El rostelo transversal forma una barrera, a continuacion se
observa una depresion con pocas secreciones correspondiente a la futura superficie

estigmatica. A los lados de la base de la antera, se encuentran presentes dos dientes de
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clinandrio (de forma triangular) (Fig. 3S”). En la antesis: el apice de la antera (rectangular
obcordada) estd a 170° del eje de la columna (Fig. 3T’). En el centro de la parte superior de
la cubierta de la antera se encuentran presentes abundantes estomas semiactinociticos (Fig.
50). Se observan cristales cubicos rodeando los estomas. Debajo de la cubierta de la antera,
en un acercamiento cuatro polinios son visibles, y dos pares estan expuestos (Fig. 70). El
clinandrio tiene dientes triangulares laterales, uno a cada lado de la antera (Fig. 3T’). El
rostelo transversal es oblongo y la superficie estigmatica se ve debajo de ¢l (Fig. 4Z). El
labelo tiene tres 16bulos. Los I6bulos laterales son erectos con puntas libres, el 16bulo medio
es circular-ovado con margenes crenulados, en el centro la superficie es verrucosa, sin quillas

(Fig. 6K’-M").

Figura 3 Parte 4 (pagina siguiente). Etapas tardias del desarrollo (columna y antera) de Laelia
speciosa (I’, J’, K’) I’. Antera erecta, cuadrada, bilobulada, con apice trapezoidal. Lobulos con division
longitudinal media cada uno (flechas negras). Columna corta y estrecha. J°. Etapa intermedia tardia, la
antera flexionada (ligeramente incumbente), cubierta dela antera subglobosa con células redondeadas
estriadas; debajo de ella cuatro caudiculas visibles. K’. Antera flexionada (incumbente), la cubierta de la
antera es oblonga, con el apice doblado hacia arriba. Se exponen cuatro caudiculas grandes granulosas en
dos pares. Oestlundia ligulata (L, M’, N°) L’. Antera erecta (etapa temprana), ovoide, bilobulada, en la
parte superior por el dpice se forma un pliegue de tejido, diferenciacion temprana de la parte media de la
cubierta de la antera. M'. Etapa intermedia tardia, la antera flexionada (incumbente), bilobulada, cucullada.
N'. Antera ligeramente flexionada, subcubica casi recta, dos polinios visibles. Prosthechea squalida (O’,
P’, Q’); O’. Antera erecta (etapa temprana), oblonga y bilobulada. P'. Etapa intermedia tardia, la antera
flexionada, la cubierta de la antera elipsoide. Bajo la cubierta de la antera cuatro polinios, dos pares de
caudiculas expuestas (flechas blancas). Q’. Antera flexionada (incumbente), la cubierta de la antera
truncada de forma obovada. Debajo, cuatro polinios, con cuatro grandes caudiculas granulosas en dos pares.
Encyclia microbulbon (R’, S°, T’). R’. Antera flexionada (incumbente) cuadrada con las esquinas
superiores redondeadas, bajo la cubierta de la antera se pueden ver dos polinios, S'. Antera mas flexionada,
subcuadrada con la parte superior bilobulada y las esquinas redondeadas (flechas blancas). En el apice de
la antera, la punta de la cubierta con dos polinios expuestos. T’. Antera flexionada (incumbente),
semicuadrada obcordada. Cubierta de la antera con abundantes estomas semiactinociticos (flechas negras).
Debajo de la cubierta de la antera, son visibles cuatro polinios y dos pares de caudiculas expuestos.
Barras de escala:
L’ M’,N’,O’,P’,Q’,R’, S’ = 100 um
I, J,K’=1mm
Abreviaturas:

% = apice de antera, a = antera, ac = cubierta de la antera, ap = apéndice, au = auricula, ¢ = columna, cau
= caudicula, ¢l = clinandrio, dp = pollinia dehiscente, h = hamulus, 1 = labelo, lo = 16bulo, Ip = pétalo
lateral, m = mentum, 0 = ovario, p = polinio, r = rostelo, s = estomas, st = estigma, t = tegula, v =
viscidio, w = alas de columna.
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Figura 4 (tres paginas siguientes) Desarrollo del rostelo de Coelia triptera (A, B). A. Etapas tempranas
del desarrollo tardio, células rectangulares lisas, numerosas conexiones intercelulares (flechas blancas). B.
Rostelo en antesis, amplia barrera de células rectangulares. Bletia purpurea (C, D). C. Rostelo incipiente
temprano. D. Rostelo en antesis (estructura en forma de media luna) de células epidérmicas rectangulares.
Chysis limminghei (E, F). E. Punta del rostelo temprano con células epidérmicas rectangulares con cuticula
estriada. F. Rostelo en forma de escudo formado por células epidérmicas rectangulares dispuestas en
empalizada. Chysis bractescens (G, H). G. Punta del rostelo temprano proyectandose, con células
epidérmicas rectangulares. H. Rostelo en forma de escudo (células epidérmicas rectangulares en
empalizada). Chysis laevis (I, J). 1. Primer plano de uno de los dos apéndices de rostelo subdesarrollado
enrollado sobre si mismo (flecha blanca). J. Rostelo subdesarrollado formado por células epidérmicas
rectangulares estriadas dispuestas en empalizada. Isochilus major (K, L). K. Rostelo triangular con dos
tipos celulares: células alargadas (flechas blancas) y el tipo celular glandular (flechas negras) L. Primer
plano de dos tipos celulares de rostelo, el viscidio (flechas negras). Ponera juncifolia (M, N). M. Lado
derecho del rostelo como escudo en forma de V (flechas blancas) N. Vista en acercamiento del borde del
rostelo con células fibrosas. Stelis ciliaris (O, P). O. Apice de la parte superior del rostelo, el viscidio es
bifido con células muy fibrosas, en medio el tejido esta cubierto con secreciones densas (flechas negras) P.
Rostelo con grandes células fibrosas redondas (flechas blancas). Specklinia digitale (Q, R). Q. Rostelo con
grandes células estriadas longitudinales. R. Acercamiento del rostelo. Laelia speciosa (S, T), S. Punta del
rostelo temprano con células semirectangulares (flechas blancas), el lado abaxial con células lisas
irregulares (flecha negra). T. Acercamiento del rostelo en antesis. Oestlundia ligulata (U, V); U. Rostelo
transversal en forma de media luna. V. Apice del rostelo. Prosthechea squalida (W, X). W. Rostelo
elipsoide temprano, borde con células engrosadas (flecha negra), dos pequenas protuberancias de estigma
(flecha blanca). X. Primer plano de la parte superior del rostelo (flechas blancas), parte inferior con células
lisas (flechas negras). Encyclia microbulbon (Y, Z) Y. Rostelo puntiagudo temprano en forma de lengua
con células estriadas alargadas longitudinales (flechas blancas), el lado abaxial es liso (flechas negras). Z.
Acercamiento de las células estriadas en la punta del rostelo.

Barras de escala:
A,B,C,D,E,F,G,H,J,K,L,N,O,P,Q,R,S, T,Z=10 pm
LM, U, V,W, X, Y =100 um
Abreviaturas:
cau = caudicula, p = polinio r =rostelo, st = estigma, v = viscidio

60



Figura 4. Parte 1

61




Figura 4. Parte 2
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Figura 4. Parte 3
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Figura 5 Cuticula de la epidermis de la cubierta de la antera de A. Corallorhiza maculata con células
lisas sin estomas. B. Govenia alba con células lisas a ligeramente arrugadas sin estomas. C. Coelia triptera
con células lisas que muestran estomas actinociticos y secreciones. D. Bletia purpurea con células
ligeramente estriadas y estomas actinociticos. E. Chysis limminghei con células estriadas conspicuas y
estomas actinociticos. F. Chysis bractescens con células estriadas longitudinales y estomas actinociticos.
G. Isochilus major con células lisas y estomas actinociticos. H. Ponera juncifolia con células lisas a
ligeramente estriadas y estomas actinociticos. I. Stelis ciliaris con células estriadas ligeramente corrugadas
sin estomas. J. Specklinia digitale con células densamente estriadas sin estomas. K. Laelia speciosa con
células redondeadas estriadas y estomas actinociticos. L. Oestlundia ligulata con células redondas
ligeramente estriadas sin estomas. M. Prosthechea squalida con células estriadas ligeramente anchas y
estomas actinociticos. N. Encyclia microbulbon con células estriadas conspicuas y estomas
semiactinociticos.

Barras de escala:
A-J,L-N =10 pm K =100 um




N

Figura 6 Parte 1 Etapas tempranas del desarrollo tardio y la antesis del labelo de Corallorhiza
maculata (A, B, C). A. Labelo. B. Protuberancias del labelo formando un canal en medio. C. Acercamiento
de las células de las protuberancias, presencia de abundantes poros. Coelia triptera (D, E, F). D. Desarrollo
del labelo temprano con dos protuberancias (flechas blancas). E. Labelo sus lados abultados en forma de
punta de flecha de antesis (flechas blancas). F. Células de la epidermis, simples redondeadas y lisas. Bletia
purpurea (G, H, I). G. Labelo etapa inicial (tres flechas blancas de las quillas centrales). H. Labelo en la
antesis (tres quillas centrales con flechas blancas y 3-4 quillas laterales accesorias desarrolladas con flechas
negras). L. Células de la epidermis. Chysis limminghei (J, K, L). J. Desarrollo temprano del labelo, cinco
quillas centrales con grandes células epidérmicas de las papilas que sobresalen. K. Labelo en antesis, cinco
quillas con abundantes tricomas simples. L. Acercamiento de los tricomas. Chysis bractescens (M, N, O).
M. Desarrollo temprano del labelo, cinco quillas centrales con grandes células epidérmicas de las papilas
que sobresalen. N. Labelo en la antesis, cinco quillas con abundantes tricomas simples grandes. O.
Aceramiendo de los tricomas.

Barras de escala:
C,F,I1=10 pm,
A,B,D,G,J,K,L,M, O,=100 um
E.H,N,=1mm
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Figura 6 Parte 2 Etapas tempranas del desarrollo tardio y la antesis del labelo de Chysis laevis (P, Q,
R). P. Desarrollo temprano del labelo con tres quillas centrales prominentes (flechas blancas). Q. Base del
labelo en antesis, tres quillas centrales (flechas blancas), cinco quillas accesorias a cada lado del labelo
(flechas negras). R. Acercamiento de las células epidérmicas de las quillas. Isochilus major (S, T, U). S.
Labelo en antesis, acanalado plano (flecha blanca), formando un canal delgado (flecha negra). T.
Acercamiento de las células epidérmicas de la parte plana del labelo. U. Acercamiento de las células de la
epidermis de la parte conduplicada y del apice del labelo. Ponera juncifolia (V, W, X). V. Desarrollo
temprano del labelo trilobulado (flechas negras). W. Labelo en la antesis, apice del lobulo medio
ligeramente envuelto (flechas negras). X. Células de la epidermis. Stelis ciliaris (Y, Z, A'). Y. Labeloen
desarrollo temprano, en la base por en medio hueco (flecha blanca). Z. Labelo en la antesis, hueco en la
base (flecha blanca) con tricomas. A'. Acercamiento del hueco de la base con tricomas.
Barras de escala:
R, T,U, A’ =10 um
P,V,W,X,Y,Z=100 um Q, S, = 1 mm
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Figura 6 Parte 3 Etapas tempranas del desarrollo tardio y la antesis del labelo de Specklinia digitale
(B’, C’, D). B'. Labelo temprano, dos quillas simples engrosadas (flecha blanca), un canal formado entre
ellas (flechas negras). C'. Labelo en la antesis con dos quillas simples engrosadas (flechas blancas) y canal
entre ellas (flechas negras). D'. Células en las quillas. Oestlundia ligulata (E’, F°, G’). E’. Labelo temprano
con tres quillas centrales (flechas blancas), dos quillas accesorias a cada lado (flechas negras). F'. Labelo
en antesis unguiculado en la base (flecha negra), quillas centrales muy verrugosas (flechas blancas). G'.
Quilla central muy verrugosa (flecha blanca) ademas de quillas accesorias flechas negras). Prosthechea
squalida (H’, I’, J’). H’. Labelo trilobulado, la punta envuelta sobre si misma (flecha negra), dos pequefios
lobulos laterales curvados (flechas blancas). I'. Labelo unguiculado en la base, trilobulado, los 16bulos
laterales curvados (flechas blancas), la porcion central esta compuesta por abundantes tricomas glandulares.
Desde el centro hasta la punta del 16bulo medio, hay tres grandes quillas centrales verrugosas (flechas
negras) y dos o mas quillas laterales. J°. Porcion central con abundantes tricomas glandulares que secretan
gran cantidad de cristales de azucar (flechas blancas). Encyclia microbulbon (K. L’. M’). K’- L’. Labelo
l6bulo medio, circular-ovado con margenes crenulados (flechas blancas), el centro de la superficie es muy
verrugosa (flechas negras) sin quillas. M'. Acercamiento de las células de la superficie verrugosas.

Barras de escala:
B, C,D,E,G, ), M =100 pm
F,H,I’,K’,L’=1mm
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Figura 7 Polinios y caudiculas de A. Corallorhiza maculata una caudicula conectada a hamulus. B.
Corallorhiza maculata, células granulosas lisas, muy redondeadas del hamulus. C. Govenia alba tégula
compuesta por una hebra de células granulosas, el viscidio se asemeja a un pequefio escudo, conectado al
apice de los polinios (un par). D. Coelia triptera, dos polinios y dos pares de caudiculas con células
poliédricas. E. Bletia purpurea, cuatro polinios superiores y dos pares de caudiculas con células poliédricas.
F. Chysis bractescens, dos polinios y un par de caudiculas lineales con células membranaceas. G. Chysis
limminghei, dos polinios y un par de caudiculas lineales con células membranaceas. H. Chysis laevis, dos
polinios, un polinio sin caudiculas y otro polinio dehiscente. 1. Ponera juncifolia, nétese dos pares de
caudiculas, polinios cubiertos por la antera. J. Stelis ciliaris, dos polinios y la punta bifida central del
rostelo. K. Specklinia digitale, dos polinios y un par de caudiculas rectangulares lisas. L. Laelia speciosa
con cuatro grandes caudiculas granulosas expuestas en dos pares. M. Oestlundia ligulata, dos polinios y
pliegue de tejido en el apice (flechas blancas) de la cubierta de la antera. N. Prosthechea squalida, cuatro
polinios y dos pares de caudiculas. O. Encyclia microbulbon, cuatro polinios y dos pares de caudiculas.

Barras de escala:
A,C,D,E,F,G,I, M, N,L=100 um. B, J, K=10 pum. H=1 mm
Abreviaturas:
ac = cubierta de la antera, cau = caudicula (masa irregular de células), cau (1) = un par de caudiculas, cau
(2) = dos pares de caudiculas, h = hamulus, p = polinio r = rostelo, st = estigma, v = viscidio.
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DISCUSION
Chysis y sus caracteres ontogenéticos

Varios caracteres de las anteras de Chysis observados en este estudio (descritos de
manera amplia en los resultados y resumidos en la tabla 2) principalmente: la forma de la
cubierta de la antera (galeada), la ornamentacion de la epidermis de la antera
(conspicuamente estriada), la forma y el niamero de los polinios (ocho desiguales), las
caudiculas lineares (un par), la ausencia de alas en la columna, ademas de los caracteres en
el labelo (niumero de quillas centrales 3 o 5, y la presencia de tricomas) no son compartidos
con los demas miembros de Bletiinae (Bletia, Hexalectris y Basiphyllaea).

En Bletia, Hexalectris y Basiphyllaea (éstos ultimos dos géneros recientemente
integrados a Bletia por Sosa 'y Chase, 2020), se presentan anteras cuculladas, ornamentacion
ligeramente estriada de la cubierta de la antera, ocho polinios iguales, dos pares de
caudiculas, presencia de alas en la columna, tres quillas centrales y cuatro accesorias asi
como ausencia de tricomas en el labelo.

Por lo que la evidencia ontogenética floral no soporta la inclusion de Chysis en
Bletiinae, siendo contrario a lo propuesto recientemente por Chase et al. (2015) y
Freudenstein y Chase (2015), basados en andlisis filogenéticos de caracteres moleculares.

De tal modo que, si en los andlisis filogenéticos de la tribu, Chysis se continua
recuperando como miembro de Bletiinae, los caracteres de las anteras aqui identificados

tendrian que ser definidos como simplesiomorficos.

Antera incumbente en Epidendreae

A pesar de la enorme variacion del grado de incumbencia o flexion de la antera que
se presenta en Orchidaceae, especialmente en Epidendroideae y Epidendreae (Tabla 2); se
han identificado tres vias generales dentro de ésta familia para lograrla, dos de ellas
observadas en este trabajo.

Los resultados confirman que los miembros de Calypsoinae estudiados
(Corallorhiza y Govenia) presentan el sindrome vandoide, ademés de poseer estipes
(apéndices) considerados de distinta naturaleza y opuestos: hamulus y tégula
respectivamente.

En Coelia triptera (incluida recientemente en Calypsoinae), solamente se presenta

una de las tres caracteristicas del sindrome vandoide: la incumbencia temprana de la antera;
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y el resto de su morfologia y desarrollo ontogenético es mas similar al presente en las
orquideas epidendroides més avanzadas, por lo que se considera que representa una via

intermedia entre el sindrome vandoide y la via de incumbencia simple.

En este estudio, las microfotografias mostraron que en los miembros de Bletiinae
(sensu amplio de Chase et al., 2015 con Chysis incluida), Ponerinae, Pleurothallidinae y
Laeliinae: la incumbencia se alcanza mediante la via de la elongacion simple del tejido de la
antera y su inclinacion (inflexion) en las tltimas etapas de la ontogenia.

Destaca, que la mayor variacion entre los miembros de este grupo fue en el grado
de la inflexion que alcanza la antera, desde los 40° hasta los 180° (Tabla 2); ésta variacion
(discutida a detalle adelante) parece ser el resultado de la morfologia asociada con los
diversos sindromes de polinizacién presentes en este grupo, como resultado de la necesidad
de alcanzar una posicion especifica requerida al exponer los polinios para una polinizacién

exitosa.

Biologia de la polinizacion en Epidendreae

En Chysis (Bletiinae sensu Chase et al., 2015) se desconocen los polinizadores; sin
embargo, se sugiere que debido al color, los caracteres del labelo y las flores ligeramente
fragantes, la polinizacion de las especies de este género puede ser posible por abejas grandes
(Xvlocopa, Eulaema) o abejas Euglossinii (Soto-Arenas 2005a, Soto-Arenas y Solano 2007).

Las observaciones de la microscopia electronica de barrido, mostraron que en las
quillas del labelo de Chysis bractescens y C. limminghei hay abundantes tricomas y papilas,
probablemente relacionados con la produccion de fragancias florales que podrian ser
recolectadas por los cepillos en las extremidades traseras de las abejas, especialmente del
grupo Euglossinii.

En Chysis laevis, se presentan botones florales que nunca alcanzan la antesis (no
abren), y en el caso de las flores observadas se encontrd, que la antera coalescente con la
columna, la falta de tricomas y papilas en las quillas del labelo, los polinios dehiscentes en
la antesis y un rostelo subdesarrollado (ya que solo se observan dos apéndices vestigiales)
probablemente facilitan la autopolinizacion. Sugiriendo que, la autogamia (por cleistogamia
o pseudo-clestogamia) parece ser el mecanismo comun para la produccién de frutos en este

taxon.
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En el resto de Bletiinae, en los géneros Bletia, en la mayoria de Hexalectris y
Basiphyllea (ambos géneros ahora también considerados miembros de Bletia por Sosa y
Chase, 2020), hay registros de autogamia y cleistogamia; algunos informes de la autogamia
en Bletia destacan la falta de desarrollo (parcial o total) del rostelo que favorece la
autopolinizacion (van der Cingel, 2001; Salazar et al., 2016). También en Bletia ha sido
reportada la polinizacion por engaiio (Sosa, 2007; Toumi ef al., 2015; Salazar et al., 2016).

Las caracteristicas de la antera, columna y labelo de Bletia purpurea obtenidas en
este estudio, no revelaron desarrollo incompleto del rostelo que facilite la autopolinizacion,
pero tampoco dejan claro que existan adaptaciones especificas en la morfologia para llevar a
cabo la polinizacion por engafio reportada en el género.

En Calypsoinae las flores son de pequefias a medianas, y con diversos polinizadores
como polillas Noctuidae en Tipularia discolor (Whigham y McWethy, 1980), abejorros en
Calypso (van der Cingel, 2001; Toumi ef al., 2015); en Cremastra 'y Govenia la polinizacién
es realizada por abejas (Garcia-Cruz y Sosa, 2005; Garcia-Cruz et al., 2009), también en
Govenia y Dactylostalix se reportaron moscas flotantes (Pansarin, 2008) y, en Corallorhiza
se registraron moscas Epididae y mosquitos como polinizadores (Freudenstein, 2005b).

En este estudio, se detectd en Govenia alba una ligera fragancia y se observaron
lineas guia en el labelo; ademas la columna est4d pronunciadamente doblada sobre si misma
sugiriendo un mecanismo para lograr una polinizacion exitosa mediante la posicion correcta
de colocacion de los polinios en la parte posterior del cuerpo del polinizador.

En Corallorhiza, el labelo tiene una estructura abultada en su base que forma un
canal con abundantes poros en su epidermis, y al igual que en Govenia, la columna se dobla
pronunciadamente hacia adentro, pero en este género, este cardcter sugiere una auto-
facilitacién (autopolinizacion) en lugar de una correcta colocacion de los polinios en el
cuerpo de los polinizadores.

En Ponerinae, especialmente en Isochilus, los caracteres florales estan asociados a
la polinizacién de colibries (van der Pijl et al., 1969, Siegel, 2011).

En I major se observo que las pequeiias flores tubulares son de color ptrpura,
disimiles a los colores rosa y naranja tipicos atractores de colibries que predominan en otras

especies de este género. El labelo tiene lineas grises, que pueden ser vistas por las aves como
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guia, y los polinios son de color violeta-granate; ademas al recolectar la muestras también se
detecto la ausencia de fragancia.

De modo importante, durante las disecciones de las flores de 1. major, se observo
un mecanismo por el cual se facilita el desprendimiento de la cubierta de la antera,
permitiendo que el polinio expuesto sea de facil acceso al polinizador.

En las flores de 1. major, la cubierta de la antera se encuentra en estrecho contacto
con el labelo por medio de una estructura como garra; en el mecanismo descrito en este
estudio se elimina la cubierta de la antera por simple accion mecénica, con solo introducir la
aguja de diseccion, que se asemeja a el pico de las aves, y que, al ser retirada la aguja, y
debido al desprendimiento de la cubierta de la antera, los polinios salen adheridos en su
superficie, presumiblemente como ocurre en el momento de la polinizacién por los picos de
los colibries.

En los otros géneros de esta subtribu (Ponera, Nemaconia, Helleriella) se
desconocen los polinizadores, pero el tamafio de la flor y los colores rojo y amarillo en el
labelo (especialmente en P. juncifolia) y sus secreciones sugieren la polinizacion por
pequeias avispas o abejas.

En las muy diversas Pleurothallidinae (5100 especies. Karremans, 2016), la
mayoria de los polinizadores son desconocidos (Karremans, 2010), sin embargo, con base en
la morfologia floral pareciera que las especies de este grupo son polinizadas principalmente
por moscas (Pridgeon et al, 2001). En particular dos géneros de esta subtribu fueron
reportados con polinizacion por engafio, especificamente por el mecanismo de pseudo-
copulacion (Blanco y Barbosa, 2005).

Las plantas tienen flores en miniatura, con segmentos con gran motilidad y
abundantes tricomas y secreciones (Pridgeon et al., 2001; Blanco y Barbosa, 2005; Jersakova
et al., 2006, Karremans et al., 2015), estos caracteres, fueron registrados en Stelis ciliaris y
Specklinia digitale que tienen las flores mas pequenas incluidas en este estudio, y que sus
sindromes de polinizacion fueron previamente identificados por una serie de estudios de
polinizacion y morfologia (Ignowski et al., 2015; Karremans ef al., 2013; Damon y Salas-
Robledo, 2007) en los que se reportaron ademas de dipteros diferentes polinizadores como

las abejas.
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En Laeliinae (otro grupo muy diverso de Epidendreae con aproximadamente 1500
especies) la polinizacion se realiza por diversos polinizadores, que van desde: Lepidoptera
en Brassavola y en los diversos Epidendrum, hasta Diptera en algun otro Epidendrum, aves
en algunas Encyclia y también en Epidendrum, y predominantemente himendpteros en la
mayoria de Laelia, Prosthechea, Encyclia'y Cattleya (van der Pijl et al., 1969; Borba y Braga,
2003; van den Berg et al., 2009).

En Laelia es bien sabido que las flores sin néctar u otra recompensa, emiten
solamente fragancia para atraer a los insectos polinizadores; por lo que se considera que este
grupo posee polinizacion por engafio. Los taxones de este grupo son generalmente
polinizados por abejas grandes y abejorros (B. Valencia-Nieto, observacion personal). Se ha
reconocido que Laelia esta estrechamente relacionada con Cattleya pero difiere en el nimero
de polinias, ocho en Laelia frente a cuatro en Cattleya (Halbinger y Soto-Arenas, 1997,
Borba y Braga, 2003) como se report6d también en este estudio.

Las flores grandes de Laelia se consideran “flores de garganta”, con un labelo que
constituye una plataforma de aterrizaje para el polinizador, en el que los lobulos laterales se
vuelven hacia arriba para encerrar la columna formando una estructura en forma de tunel,
por donde entra el polinizador en busca de compuestos fragantes y cuando retrocede el
polinio es removido por su dorso o cabeza a los que es fijado por medio del viscidio
(Halbinger y Soto-Arenas, 1997). En Laelia speciosa en particular, Soto-Arenas y Solano
(2007) y B. Valencia-Nieto obs. personal, reportaron polinizacién por abejorros del género
Bombus. En las observaciones de la microscopia electronica de barrido realizadas, se
encontr6 que: no solo la antera se flexiona, sino también que la columna se dobla
marcadamente, probablemente para alcanzar una posicion adecuada para permitir que los
polinizadores que entren en las flores se posicionen de manera precisa para llevar a cabo la
remocion de los polinios.

Recientemente, Peraza-Flores et al. (2016) segregaron algunos miembros de Laelia
en el género Schomburgkia, sin embargo L. speciosa permanece como el tipo y el taxon de
Laelia mas basal.

Entre los taxones de la alianza Encyclia, Higgins (2003) registrd que las especies

de Prosthechea producen fragancias y son polinizadas por avispas. En Prosthechea squalida,
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las observaciones de este trabajo en su labelo, sugieren que se producen abundantes
secreciones para atraer a los polinizadores.

En Encyclia y Oestlundia, la polinizacion la realizan los himendpteros (diversos
tipos de abejas. Dressler, 1993; Higgins, 2003). Se encontro la presencia de cristales ctubicos
alrededor de los estomas actinociticos de la cubierta de la antera en E. microbulbon, estos

cristales son probablemente ofrecidos como atractores a los polinizadores.

CONCLUSIONES

El estudio de la ontogenia tardia identific6 que Chysis posee una serie de caracteres
unicos de la antera, columna y el labelo no compartidas con el resto de taxones de la subtribu
Bletiinae, y que su posicion en esta subtribu necesita ser reevaluada.

Los resultados de la ontogenia corroboran que en las subtribus Bletiinae(incluida
la extinta Chysinae), Ponerinae, Pleurothallidinae, Laeliinae: la incumbencia de las anteras
se logra por elongacion simple e inclinacion de la antera en las ultimas etapas del desarrollo.

También se confirmé que la inflexion de la antera alcanzada por incumbencia
temprana en las primeras etapas ontogenéticas, la reorientacion del crecimiento y la presencia
de estipes (hamulus y tégula) que conforman el sindrome vandoide se encuentra presente en
los representantes estudiados de Calypsoinae (excluyendo Coelia).

Las observaciones de la ontogenia muestran que Coelia solo comparte la
incumbencia de anteras tempranas con los demds miembros de Calypsoinae (donde fue
transferida recientemente), sin embargo el resto de las caracteristicas morfologicas
corresponden a las de otros miembros mas avanzados de Epidendreae; siendo definida su
incumbencia como un mecanismo intermedio entre el sindrome vandoide y la inflexion
simple de la antera. Las observaciones indican que sus relaciones filogenéticas entre especies
deben ser revisadas para comprender mejor el mecanismo de la incumbencia en este género.

Se encontraron varios caracteres ontogenéticos relacionados con los sindromes de
polinizacion y la biologia reproductiva entre los miembros estudiados las subtribus de
Epidendreae como son: cristales alrededor de los estomas actinociticos en la cubierta de la
antera, asi como cristales de azlicar en Laeliinae; antera coalescente con la columna y el
rostelo subdesarrollado en las formas cleistogamas de Chysis laevis; el mecanismo por el

cual se desprende la cubierta de la antera (unida con el labelo por una garra) en Isochilus.
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CAPITULO II:
RECONSTRUCCION FILOGENETICA EN EPIDENDREAE
INTRODUCCION

Orchidaceae es una de las dos familias mas grandes de plantas con flor, quiza siendo
solamente superada por Asteraceae (Chase et al., 2015). Se estima que las orquideas cuentan
con alrededor de poco méas de 27850 especies distribuidas en 736-880 géneros; y comprende
aproximadamente el 8% de todas las especies de plantas vasculares; de manera sobresaliente
alrededor del 75% de sus especies son epifitas de acuerdo a las estimaciones mas recientes

(Chase et al., 2015; Givnish et al., 2015).

Chase ef al. (2003), Chase et al. (2015), Freudenstein y Chase (2015) y Givnish et
al. (2015) han delimitado detalladamente la clasificacion intrafamiliar de Orchidaceae
basados en estudios filogenéticos moleculares reconociendo cinco subfamilias:

Apostasioideae, Cypripedioideae, Vanilloideae, Orchidoideae y Epidendroideae.

La subfamilia Epidendroideae es reconocida hoy en dia como la més grande de las
cinco subfamilias; cuenta con aproximadamente 21160 especies que equivale a cerca del 76%
del total de especies de orquideas. Considerando esto, esta subfamilia cuenta con muchas de
las caracteristicas florales distintivas y constituye la mayor parte de la radiacion de especies

de orquideas (Freudenstein y Chase, 2015).

Como se mencion6 en el capitulo I, Epidendroideae es reconocida desde un inicio
por poseer anteras incumbentes o flexionadas en la madurez, y a pesar de que esta subfamilia
es reconocida en todas las clasificaciones de las Orchidaceae, su circunscripcion ha sido
controvertida. Los analisis filogenéticos basados en secuencias de ADN del cloroplasto
realizados por van den Berg ef al. (2000) y van den Berg ef al. (2005) identificaron varios
grupos dentro de Epidendroideae, y sumados a estos estudios hoy en dia por Chase ef al.
(2015) son reconocidas 16 tribus, destacando entre ellas como una de las mas diversas la

tribu Epidendreae.

Los taxones que incluye la tribu Epidendreae han variado sustancialmente desde su

descripcion original de acuerdo a diferentes estudios (Chase ef al., 2003; van den Berg, 2005;
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van den Berg et al., 2005; van den Berg, et al., 2009; Freudenstein y Chase, 2015; Chase et
al., 2015).

Durante la década pasada y parte de la actual, las filogenias de van den Berg et al.
(2000), van den Berg et al. (2005) y van den Berg et al. (2009), basadas en secuencias de
cloroplasto (rbcL, matK, trnL-F) y nucleares (ITS), fueron utilizadas para circunscribir la
tribu, considerandola, durante mucho tiempo exclusiva del Neotropico e incluyendo entre
cinco y seis subtribus: Coeliinae, Chysinae, Bletiinae, Ponerinae, Pleurothallidinae y

Laeliinae; destacando dos de ellas como monogenéricas y basales (Coeliinae y Chysinae).

Coeliinae con un solo género: Coelia, fue considerada en estas clasificaciones como
la mas basal y hermana al resto de las subtribus; este género (como se discutio a detalle en el
capitulo I) presenta una morfologia floral intermedia entre el sindrome vandoide y la forma
morfologica tipica que sirve para alcanzar la incumbencia en el resto de Epidendreae (descrita

también a detalle en el capitulo I).

Muy recientemente, la ultima clasificacion propuesta de Orchidaceae de Chase et
al. (2015) derivada de las mas recientes filogenias, propuso la inclusion de tres géneros
asiaticos en este grupo (Agrostophyllum, Earina y Calypso); la tribu Epidendreae dejo de ser
exclusiva del Neotrépico como fue considerada durante mucho tiempo y ademas,
experiment6 un reacomodo a nivel de sus subtribus (Freudenstein y Chase, 2015; Chase et
al., 2015; Givnish et al., 2016) siendo reconocidas nuevamente seis subtribus pero,
desapareciendo de ellas las dos subtribus monogenéricas basales, mencionadas

anteriormente.

Por una parte, Chysinae fue incluida en un concepto amplio de Bletiinae, coémo
habria sido propuesto intuitivamente por Dressler (1981) en su clasificacion; y, por otro lado,
Coeliinae con su unico género Coelia, fue incluida en Calypsoinae, que presenta especies
con la morfologia vandoide de la antera, donde Coelia comparte con ellas solamente la
inflexion temprana de la antera, que caracteriza una de las tres condiciones de este sindrome

(discutido a detalle en el capitulo 1).
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ANTECEDENTES

El género, objeto de estudio en este trabajo Chysis, cuenta con especies que tienen
una morfologia tanto vegetativa como floral muy similar, lo que ha llevado a varios autores,
entre ellos Allen (1955), Dressler (1981, 1993, 2000) y Soto-Arenas (2005a) a proponer que
solamente deben reconocerse dos complejos de especies: el de Chysis aurea y el de Chysis

laevis (este ultimo con una morfologia muy variable).

Estos complejos estarian compuestos: el primero, por plantas colgantes con cinco
quillas, subiguales y puberulentas en el labelo (Fig. 1F y G); y el otro por plantas cespitosas,
ascendentes, que tienen callo liso en el labelo, con tres quillas grandes, centrales y ademas
con pequefias quillas adicionales laterales (Fig. 1H e I). Este ultimo complejo seria

exclusivamente Mesoamericano de acuerdo a Dressler (1993) y Soto-Arenas (2005a).

Dressler (2000) resumi6 la taxonomia del género conocida hasta ese momento
(ocho a diez especies) pero, nuevas especies han aparecido desde entonces (Goaverts-WCSP,

2021) y otros taxones estdn aparentemente no descritos.

En Chysis no se han llevado a cabo estudios filogenéticos, ademas, sus miembros
estan poco representados en los herbarios nacionales e internacionales (B. Valencia-Nieto,

observacion personal).

También destaca que en las filogenias publicadas de la tribu Epidendreae de van
den Berg et al. (2000); van den Berg et al. (2005); Freudenstein y Chase, (2015) y Chase et
al. (2015), s6lo incluyen una especie (Chysis bractescens), por lo que se considera que se

encuentra subrepresentada en ellas.

Debido a lo anterior, es probable que la inclusion de una muestra mas amplia de
especies de Chysis en los analisis filogenéticos moleculares de Epidendreae sirva de ayuda
no solo, en primera instancia para clarificar con una primera aproximacion las relaciones
entre las especies de este género, sino también, para aclarar la posicion de este género, ya sea

como miembro de la subtribu Bletiinae o bien dentro de su propia subtribu Chysinae.
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Si las especies de Chysis son nuevamente recuperadas en la filogenia dentro de la
subtribu Bletiinae, los caracteres de las anteras, identificados en el capitulo I podrian definirse

como caracteres simplesiomorficos (Sosa et al., 2016).

Para complementar la filogenia molecular de la tribu Epidendreae: este estudio
adiciono secuencias de marcadores moleculares de ADN de cloroplasto (rbcL, matK, trnL-
F) nuclear (ITS), de cinco especies de Chysis (Chysis addita, Chysis aurea, Chysis cf.
chironii, Chysis laevis y Chysis limminghei) asi como también, de ocho especies
representantes de las demdés subtribus que componen actualmente a Epidendreae y que se

utilizaron también para estudiar la ontogenia floral de este grupo.

Se procedid a elaborar una nueva reconstruccion filogenética de la tribu
Epidendreae, anexando y utilizando las secuencias anteriores existentes en los repositorios

digitales de los andlisis filogenéticos previos de la tribu (Apéndice I).

Se discuten los resultados de la reconstruccion filogenética obtenida por medio de
analisis de maxima verosimilitud e inferencia bayesiana, con énfasis, primero en el género
Chysis a nivel de sus especies, asi como su posicion con respecto al resto de las subtribus; la
composicion de los otros grupos que integran la subtribu; y por ultimo discutir las tendencias

evolutivas de los caracteres ontogenéticos obtenidos en el capitulo I.

MATERIALES Y METODOS
Las muestras biologicas se obtuvieron de la coleccion viva mantenida por:

. El Jardin Botanico del Instituto de Biologia, UNAM.
. El Jardin Botanico “Francisco Javier Clavijero” del INECOL, A.C.
° El Herbario AMO del Instituto Chinoin, A.C.

o Dos muestras de una coleccion viva privada.

Se accedio al material bajo los términos de los permisos cientificos MX-JB-008-

DF y VER-FLO-228-09-09.

Muestreo. Se tomaron muestras de tejido de hoja de Corallorhiza maculata (Raf.)
Greene (Calypsoinae), Govenia superba (Lex.) Lindl. (Calypsoinae), Chysis addita Dressler
(Bletiinae), Chysis aurea Lindl. (Bletiinae), Chysis cf. chironii Archila (Bletiinae), Chysis
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limminghei Linden y Reichb.f (Bletiinae), Chysis laevis Lindl. (Bletiinae), Ponera juncifolia
Lindl. (Ponerinae) Stelis ciliaris Lindl. (Pleurothallidinae), Specklinia digitale (Luer)
Pridgeon & M.W. Chase (Pleurothallidinae), Oestlundia ligulata (La Llave & Lex.) Soto
Arenas (Laeliinae), Prosthechea squalida (Lex.) Soto Arenas & Salazar (Laeliinae) y

Encyclia microbulbon Schltr. (Laeliinae).

Cuando los individuos disponibles eran de gran tamafo, se eligieron tres hojas al
azar y, en la mayoria de los casos, solo se consider6 una hoja. Se eligieron hojas maduras,
sanas, sin la presencia de manchas o decoloracion. Se retiraron con una navaja lavada con
agua con jabon y cloro. Para cada fragmento la navaja fue esterilizada con etanol (70%) y
fuego. Para el mantenimiento previo a su procesamiento, los fragmentos de tejido de hoja

fueron colocados en silice gel Hycel con indicador.

Extraccion, purificacion y secuenciacion de ADN. Se utilizo la metodologia de

Sosa (2007) y Ruiz-Sanchez et al. (2011) que consisten en:

El ADN gendmico total se aislo de tejido de hojas secas en gel de silice usando el
método 2X CTAB modificado. El gen trnL-F se amplificd y secuencio usando los cebadores
trn-e y trn-f. La region ITS que incluye el gen 5.8S se amplificd con los cebadores 17SE y
26SE o ITSS5 e ITS4. Los genes matK y rbcL se amplificaron y secuenciaron utilizando los
cebadores y protocolos de codigos de barras de ADN. Los fragmentos de ADN de doble
hebra amplificados se purificaron usando columnas QIAquick (Qiagen, California) siguiendo
los protocolos proporcionados por el fabricante, y posteriormente se secuenciaron usando
kits de secuenciacion de ciclo Taq BigDye Terminator (Perkin Elmer Applied Biosystems,
California) en un secuenciador de ADN automatizado ABI 310 (Perkin Elmer Applied

Biosystems).

Las secuencias de ADN se ensamblaron (minimo de confidencia 85%) y se
revisaron los cromatogramas en Sequencher 4.1.4 (Sequencher® version 4.1.4

https://www.genecodes.com/).

Base de datos de las secuencias en Gen Bank. Se elabor6 una base de datos de
las secuencias (Apéndice 1) utilizadas en las filogenias previas de Epidendreae realizadas por

Freudenstein y Chase, (2015); Chase et al. (2015) y Givnish et al. (2015) existentes en el
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GenBank® (NCBI Resource Coordinators, 2018.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), identificando los marcadores mas completos en

dicho repositorio que a lo largo de los representantes de la subtribu fueron: rbcL, trnlF, matK

e ITS.

Estas secuencias (Apéndice Ig), fueron descargadas en formato Fasta y se procedio
a armar una matriz por cada uno de los marcadores mencionados. A estas matrices se
agregaron secuencias de especies elegidas como grupo externo (obtenidas en el mismo sitio),
y también se procedio a agregar las secuencias obtenidas de las especies de Chysis y las ocho
especies utilizadas como muestra de especies representativas de las subtribus que componen
Epidendreae y que, fueron seleccionadas para obtener los caracteres de la ontogenia floral en
el capitulo 1. En total se obtuvieron cuatro matrices (una por cada marcador) constituidas de

98 taxones cada una.

Alineacion de secuencias. Cada una de las matrices obtenidas por cada marcador
(rbcL, trnLF, matK e ITS) fue alineada usando el software MEGA X v. 10.2.4 con el

algoritmo MUSCLE (Kumar, ef al., 2018 https://www.megasoftware.net/), posteriormente

se revisaron y en caso necesario, realineando manualmente.

Una vez finalizado este proceso se procedié a elaborar dos matrices; una de
cloroplasto constituida con los marcadores rbcL+matK+trnLF y otra de cloroplasto

concatenada con ITS (cloroplasto+ITS).

Seleccion de modelos. La evaluacion de modelos se realizo en jModelTest 2.1.10

v20160303 (Darriba et al., 2012. https://github.com/ddarriba/jmodeltest2), para encontrar el

mejor modelo de ajuste de acuerdo al criterio de informacion de Akaike AIC (Akaike, 1974).
Para cada uno de los marcadores moleculares se obtuvieron los modelos (rbcL = TVM+I+G;
matK = TVM+G; trnL-F = TIM1+G; ITS = TIM3+I+QG) y para las matrices combinadas de

cloroplasto y cloroplasto+ITS el mejor modelo en ambas fue GTR+I+G.

Analisis filogenético. Los andlisis de maxima verosimilitud (ML) fueron
conducidos utilizando: raxmIGUI 2.0.4 (Edler et al., 2020); se realizaron utilizando los
parametros del modelo GTR+I+G, con ML+rapid boostrap (1000 repeticiones) para las

matrices de datos de ITS, Cloroplasto (rbcL+ matK+trnL-F) y cloroplasto+ITS.
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Los analisis de inferencia Bayesiana (BI) fueron conducidos utilizando: MrBayes
3.2.7a x86_64 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001; Ronquist y Huelsenbeck, 2003; Ronquist et
al., 2012. https://nbisweden.github.io/MrBayes/download.html) y MrBayes on XSEDE
P(3.2.7a) en CIPRES Science Gateway (Miller et al., 2010. https://www.phylo.org/). Estos

analisis se realizaron para las matrices de cloroplasto (rbcL+matK+trnF-L) y
cloroplasto+ITS con 2 corridas y 10000000 de generaciones de mecmc con frecuencia de
muestreo de 10000 con burn-in de 25%; las probabilidades posteriores fueron determinadas

por regla de 50% consenso de la mayoria de los arboles retenidos después del burn-in.

RESULTADOS

La matriz de datos de ITS incluyd 827 pb, de los cuales 328 (39.66%) son
parsimoniosamente informativos; la matriz de cloroplasto (rbcL+matK+trnLF) incluy6 4827
pb, de los cuales 919 (19.03%) son parsimoniosamente informativos; y la matriz concatenada
de cloroplasto+ITS incluyo 5654 pb de los cuales 1306 (23.09%) son parsimoniosamente

informativos.

El clado que incluye las especies de Chysis se encuentra bien soportado en los
analisis de maxima verosimilitud (ML) siendo recuperado como un grupo monofilético y
monogenérico si se considera como tribu Chysinae (Figs. 8, 9 y 10) con valores bootsrap
(bs): ITS = 95, cloroplasto = 71 'y cloroplasto+ITS = 100. Chysis bractescens se recupera
como la especie mas basal y hermana al resto de las especies del género; a su vez Chysis
limminghei y Chysis addita como las especies de mas reciente divergencia del grupo (en las
reconstrucciones de ITS y cloroplasto+ITS); tanto Chysis aurea, C. laevis y C. chironii varian

en su posicion dentro de la topologia obtenida de este género en los tres arboles.

En la inferencia bayesiana (BI): en el analisis de cloroplasto+ITS (Fig. 11), Chysis
también se recupera monofilético y monogenérico (Chysinae) con probabilidad posterior (pp)
= 1; presentando una topologia similar a la obtenida por ML, donde Chysis bractescens se
recupera como la especie mas basal y hermana al resto de las especies del género; a su vez,
Chysis limminghei y Chysis addita como las especies de mas reciente divergencia del grupo.
En el caso del andlisis bayesiano de cloroplasto (rbcL+ matK+trnF-L. Fig. 12), las especies
de Chysis se encuentran en un clado con menor pp = 0.88 compuesto por Basiphyllea
hamiltoniana 'y Hexalectris revoluta (Bletiinae sensu Chase et al., 2015), formando estas dos
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un clado basal (pp = 1) hermano al clado, compuesto por las especies de Chysis, donde C.

bractescens pp = 1, continia siendo hermana al resto de las demas especies del género.

En ML, Basiphyllea hamiltoniana, Hexalectris revoluta y Bletia parkinsonii, son
recuperados en un clado con poco soporte (ITS bs = 60, cloroplasto+ITS bs = 3. Figs. 8 y 10)
conformado también por las especies de Ponerinae: Ponera juncifolia, Ponera exilis,
Isochilus major y Helleriella guerrerensis. Mientras que, en el analisis de ML de cloroplasto
(rbcL+ matK+trnF-L), ambas, Basiphyllea hamiltoniana y Hexalectris revoluta forman un

clado independiente (Bletiinae) muy bien soportado (bs = 100).

Tanto en ML como en BI, en todas las filogenias obtenidas (ITS bs = 88, cloroplasto bs
=94y pp =1, cloroplasto+ITS bs = 100 y pp = 1. Figs. 8-12); el clado mas basal recuperado
de Epidendreae estd compuesto por Agrostophyllum majus y Earina autumnalis

(Agrostophyllinae).

El siguiente grupo recuperado en la filogenia obtenida de los analisis de ML, se encuentra
un clado (Calypsoinae. Figs. 8-10) con bajo soporte donde Coelia triptera se ubica basal,
como hermana al resto de las especies de este grupo. Calypso bulbosa 'y Dactylostalix ringens
se recuperan en un clado con buen soporte (cloroplasto bs = 84, cloroplasto+ITS bs = 86). El
siguiente elemento de este grupo, esta compuesto por las especies del género Govenia que
son recuperadas monofiléticas, en un clado con muy buen soporte (cloroplasto y
cloroplasto+ITS bs = 100). Por ultimo, se recupera un clado con las especies de los demés
géneros incluidos (Aplectrum, Cremastra, Corallorhiza, Oreorchis) con soportes disimiles y

donde se ubica a Bletia parkinsonii.

En la filogenia resultado de la BI las topologias son recuperadas de manera similar a lo
anterior (Figs. 11 y 12); en el cloroplasto: Coelia se posiciona fuera de este grupo en su
propio clado (pp = 1); pero en cloroplasto+ITS, Coelia triptera se recupera nuevamente como
la especie mas basal del grupo (pp = 1), seguida por un clado (pp = 0.99) formado por Calypso
bulbosa y Dactylostalix ringens. El siguiente clado con las dos especies de Govenia (pp = 1)
y por ultimo un clado (pp = 0.99) con el resto de las especies de los géneros incluidos
(Aplectrum, Cremastra, Corallorhiza, Oreorchis) con buen soporte (pp = 0.99 y 1) y donde

se ubica a Bletia parkinsoni
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En los andlisis de ML y BI de cloroplasto+ITS (Figs. 10 y 11) el siguiente grupo
recuperado en la filogenia de Epidendreae es un clado con buen soporte (bs = 100 y pp = 1)
compuesto por las especies de orquideas pleurothallidinas (Pleurothallidinae) incluidas en
los analisis: el clado méas basal (bs =100y pp = 1) y hermano al resto de las especies de este
grupo, se encuentra formado por Dilomilis montana y Neocogniaxia hexaptera, luego, otro
clado (bs =38 y pp = 0.92) esta formado por Brachionidium valerioi y Octomeria gracilis;
la rama mas apical estd formada por Dracula chimaera (bs = 99 y pp = 1), junto con

Masdevalia floribunda y Porroglussum ametisinum (bs=93 ypp=1).

En las topologias de las filogenias obtenidas por ML y BI de cloroplasto y
cloroplasto+ITS (Figs. 9, 10, 11 y 12), el ultimo grupo recuperado lo constituye el clado (bs
=100y pp = 1) que se encuentra compuesto por las numerosas especies de orquideas laelinas
(Laeliinae) donde: Arpophyllum giganteum y Microepidendrum subulatifolium se localizan

sucesivamente como las especies hermanas al resto de las especies que constituyen este

grupo.

En las topologias recuperadas por la ML (Fig. 8-10) se observan los grupos de especies
agrupados en alianzas tradicionalmente reconocidas en Laeliinae (van den Berg ef al., 2009
y Freudenstein y Chase, 2015): la alianza Isabella y Domingoa, la alianza Scaphyglottis, la
alianza Encyclia, la alianza Cattleya, la alianza Laelia y la alianza Epidendrum
respectivamente; pero en la topologia recuperada por BI de cloroplasto+ITS y cloroplasto

(Figs. 11y 12), estos grupos se encuentran ubicados a lo largo de una politomia.
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DISCUSION

Filogenia de Chysis, tribu Chysinae y su posicion en Epidendreae

En los andlisis de Freudenstein y Chase (2015) y en la clasificacion de Orchidaceae
mas recientemente publicada de Chase et al. (2015), la posicion tradicionalmente aceptada
del género Chysis posicionado en su propia subtribu monogenérica Chysinae, habia sido
rechazada, y los miembros de este género pasaron a formar parte junto con los géneros

Basiphyllea, Hexalectris y Bletia en un concepto mas amplio de Bletiinae.

De manera importante de mencionar, recientemente para Sosa y Chase (2020), los
géneros Basiphyllea y Hexalectris, asi como el total de sus especies son incluidos en Bletia;

y junto con Chysis, son considerados como la subtribu Bletiinae.

Sin embargo, como resultado de los analisis filogenéticos elaborados en este trabajo,
donde se incluyeron mayor cantidad de especies del género Chysis en el muestreo: en cuatro
de las cinco topologias de los arboles obtenidas por los analisis de la ML y BI que se
realizaron (ITS, cloroplasto y cloroplasto+ITS. Figs. 8-11): Chysis se recupera en un clado
monofilético y monogenérico con buen soporte (ITS bs = 95, cloroplasto bs = 70,
cloroplasto+ITS bs = 100 y pp = 1) y, solamente en el andlisis de cloroplasto de la BI (pp =
0.88) se recupera en un clado en conjunto a Bletia (Basiphyllea y Hexalectris) de Bletiinae.
Por lo que existe suficiente soporte para re-considerar que Chysis se encuentra ubicado en su
propia subtribu (Chysinae), como fue reconocido respectivamente por Chase et al. (2003);

van den Berg, (2005); van den Berg et al. (2005) y van den Berg ef al. (2009).

En el caso de la inclusion de Chysis dentro de Bletiinae en la filogenia de Epidendreae
de Freudenstein y Chase (2015), dentro de su trabajo mencionan el efecto que se puede
presentar en los analisis de supermatriz; donde a menudo se tienen un gran nimero de datos
faltantes, asi como la forma en que los conjuntos de datos moleculares se han reunido a lo
largo del tiempo (para estudios mas pequefios dentro de la subfamilia), esto puede llevar a
deficiencias del andlisis entre ellas: la formacion de terminales sintéticas y que ademas se
dificulta predecir posibles efectos sobre un grupo, o en el andlisis per se,donde se ha
observado que estas deficiencias también pueden tener un efecto importante en los valores

de apoyo.
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Es probable que debido a esos fenomenos mencionados en el parrafo anterior, y por
efecto de la falta de muestra de representantes de especies de Chysis incluidas en dicho
trabajo (solamente una especie), su posicion fuera recuperada de manera erronea en dicha

filogenia.

Se observa a nivel de especies en las topologias recuperadas por los analisis
filogenéticos de este trabajo(Figs. 8-12) que: Chysis bractescens se localiza en la base como
hermana al resto de las seis especies del grupo incluidas, resaltando de manera importante
que es una de las especies con mas amplia distribucion del género, desde México hasta
Nicaragua (Dressler, 2000; Tropicos MBG, 2021). La siguiente especie del grupo es Chysis
laevis que tiene la distribucion mas amplia desde México hasta Costa Rica (Dressler, 2000;
Tropicos MBG, 2021), mientras que Chysis aurea la especie de distribucion mas
sudamericana (Goaverts-WCSP, 2021), en cuatro de las cinco topologias obtenidas, es
recuperada, en la parte intermedia en la reconstruccion filogenética del grupo. En el caso de
la topologia donde no es recuperada asi, la discrepancia de posicion, puede deberse a baja
resolucion de los marcadores de solo cloroplasto en donde se observa en una rama con bajo
soporte a lo largo de una politomia. Chysis limminghei junto con Chysis addita se observan
como las especies de mas reciente divergencia, siendo ambas exclusivas de México y

Guatemala (Trépicos MBG, 2021).

Debido a las posiciones de las especies de Chysis (mencionadas en el parrafo anterior)
en las reconstrucciones filogenéticas; podria afirmarse que este género tuvo un origen
Mesoamericano como fue ampliamente sospechado por Dressler (2000) y Soto-Arenas
(2005a). Sin embargo, es importante mencionar que €sta es la primera filogenia del género
que ha sido realizada, y solo incluye seis de las trece especies actualmente reconocidas
(Goaverts-WCSP, 2021), por lo que a pesar de representar una buena primera aproximacion
de sus relaciones, serd necesario incluir una mayor cantidad de especies en analisis
filogenéticos futuros que se realicen del género, para tener una imagen mas fina y detallada

de las relaciones filogenéticas.

También sera necesario elaborar un andlisis de los patrones biogeograficos con una

mayor representacion de las especies que existen dentro de este género.
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La subrepresentacion en los herbarios y en las bases de datos de secuencias
moleculares de las especies de Chysis, asi como su rareza bioldgica (muchas especies estan
descritas basadas en un solo ejemplar y una sola localidad), imposibilitaron conseguir
muestras biologicas para la extraccion de los marcadores moleculares de mayor cantidad de

especies que pudieran ser incluidas en los analisis.

A pesar de esto, este trabajo muestra una primera representacion de las relaciones
filogenéticas de las especies que constituyen el género y, permite discutir brevemente una

aproximacion de las tendencias de algunos caracteres morfoldgicos y ontogenéticos del

grupo.
Resto de las subtribus de Epidendreae

Para los demas grupos que componen Epidendreae en los andlisis filogenéticos

elaborados (Figs. 8-12) se observo que:

En la base de Epidendreae, el grupo hermano al resto, estd compuesto por las especies
asiaticas Agrostophyllum majus y Earina autumnalis, formando la tribu Agrostophyllinae,

de igual manera que en las filogenias de Chase ef al. (2015) y Freudenstein y Chase (2015).

Del mismo modo que Chase ef al. (2015) y Freudenstein y Chase (2015), los analisis
recuperan al siguiente clado; conformado por las especies de los géneros Aplectrum, Calypso,

Coelia, Corallorhiza, Cremastra, Dactylostalix, Govenia y Oreorchis.

Este grupo es reconocido como la subtribu Calypsoinae, dentro de ella: Coelia
triptera se localiza en la base, al igual que en las filogenias de Chase ef al. (2015) y
Freudenstein y Chase (2015); Calypso bulbosa y Dactylostalix ringens se recuperan en un
clado, y, el siguiente elemento de este grupo, estd compuesto por las especies del género
Govenia, que son recuperadas monofiléticas en un clado con muy buen soporte como en las
filogenias de Epidendreae de Freudenstein y Chase (2015), y en particular de la subtribu
Calypsoinae de Freudenstein et al. (2017).

Una particularidad observada en cuatro de las cinco topologias de los analisis
elaborados (Figs. 9-12) es, que Bletia parkinsonii, se incluye junto a Corallorhiza wisteriana,

en la parte final de este grupo (Calypsoinae) y se encuentra separada de los géneros
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Basiphyllaea y Hexalectris, ahora incluidos en Bletia (Sosa y Chase, 2020) donde se le ubica
en las filogenias pasadas de Epidendreae de Chase et al. (2003); van den Berg (2005); van
den Berg et al. (2009); Chase et al. (2015) y Freudenstein y Chase (2015).

En el analisis de ML de cloroplasto (Fig. 9) con soporte alto (bs = 100), Basiphyllaea
y Hexalectris, ahora considerados ambos géneros y sus especies, dentro del genero Bletia
(Sosa y Chase, 2020), son recuperados en su propio clado formando la subtribu Bletiinae, al
igual que en la filogenia de van den Berg ef al. (2009). Sin embargo, en los andlisis de ML
de ITS (Fig. 8) y en el de BI de cloroplasto+ITS (Fig. 11), el grupo Bletiinae (Basiphyllaea
y Hexalectris) se coloca dentro de un clado junto con las especies de Ponera, Isochilus y
Helleriella (considerados como la subtribu Ponerinae) al igual que en la filogenia obtenida

por van den Berg ef al. (2005).

Esta inclusion de las especies de Bletiinae (Bletia sensu Sosa y Chase, 2020) junto
con los demés miembros de Ponerinae, puede deberse por la reducida muestrea de especies
de Bletia en este trabajo, siendo un fendémeno similar al producido en la subrepresentacion

de Chysis en las filogenias previas de Epidendreae, explicado a detalle anteriormente.

En el caso particular del agrupamiento de Bletia parkinsonii dentro de Calypsoinae;
podria ser resultado de un error en las secuencias de alguno o todos los marcadores
moleculares de esta especie, descargados de las bases de datos del Gen Bank, que se
encontraran erroneamente etiquetados como pertenecientes a un miembro de este género y

pertenecieran en realidad a otro organismo diferente.

Los anélisis muestran a Pleurothallidinae recuperado en la filogenia de Epidendreae
como un clado con buen soporte, monofilético, y proporcionan una topologia similar a las
obtenidas para este grupo por Pridgeon et al. (2001), Chase et al. (2015); Freudenstein y
Chase, (2015) y Karremans, (2016).

Recientemente, este grupo se encuentra bajo intenso estudio, principalmente en
algunos de sus géneros mas numerosos (Stelis y Specklinia), donde ha recibido varios
reacomodos y delimitaciones (Karremans, 2010; Karremans et. al., 2013; Karremans et al.,

2015; Karremans, 2016).
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Las topologias de la subtribu Pleurothallidinae, obtenidas en este trabajo, al igual que
en los andlisis de Freudenstein y Chase (2015) y Karremans (2016), el grupo formado por
Dilomilis montana y Neocogniaxia hexaptera se recupera en la base y como hermano al resto
de las especies, a pesar de que anteriormente, este grupo de dos especies, habia sido

considerado externo a esta subtribu por Pridgeon et al. (2001).

El ultimo grupo recuperado por las topologias de los andlisis (Figs. 8-12): lo
constituye el clado bien soportado, que se encuentra compuesto por las numerosas especies
de orquideas laelinas (Laeliinae), donde al igual que en las filogenias publicadas de este
grupo por van den Berg et al. (2000); van den Berg et al. (2009); Freudenstein y Chase
(2015), Arpophyllum giganteum vy Microepidendrum subulatifolium se localizan

sucesivamente como las especies hermanas al resto.

En el caso particular de Microepidendrum subulatifolium, éste taxon problematico ha
experimentado distintos reacomodos en su posicion dentro de Laeliinae, siendo considerado
como cercano a los géneros que componen la alianza Epidendrum; sin embargo, los analisis
de este trabajo reafirman los resultados previamente obtenidos por Higgins (2006), Angulo
et al. (2012) y Valencia-Nieto et al. (2016) donde es reconocido como un linaje ancestral que

no tiene relaciones cercanas con los demés taxones que componen esta subtribu.

Las topologias de los arboles filogenéticos en los analisis de ML, con soportes altos
(Figs. 8-10), recuperan los grupos de especies agrupados en las alianzas tradicionalmente
reconocidas dentro de la subtribu Laeliinae (van den Berg ef al., 2009; Freudenstein y Chase,

2015).

CONCLUSIONES

El género Chysis se encuentra bien soportado dentro de la filogenia de Epidendreae y
conforma un grupo monofilético que, como ha sido reconocido por diversos autores, debe

ser considerado dentro de su propia subtribu: Chysinae, siendo ésta ultima monogenérica.

La composicion intraespecifica de Chysis en las filogenias obtenidas revela que, como
fue ampliamente sospechado y predicho por Dressler (2000) y Soto-Arenas (2005a) este

género tiene un origen mesoamericano.
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Sera necesario en futuras investigaciones de este género la inclusiéon de una mayor
cantidad de especies para poder elaborar una reconstruccion mas detallada de las relaciones

filogenéticas de este género, y poder llevar a cabo analisis biogeograficos.

Las reconstrucciones filogenéticas de este trabajo, al igual que para la mas reciente
clasificacion de la familia Orchidaceae de Chase et al. (2015), recuperan la inclusion de
varios géneros asiaticos dentro de Epidendreae, formando grupos claramente distinguibles,
por lo que este trabajo reafirma que esta tribu no es exclusiva del Neotropico como habia

sido considerada tradicionalmente.

Las topologias recuperadas son similares a las obtenidas por Freudenstein y Chase
(2015) y a los limites subtribales establecidos por Chase et al. (2015), excepto en el caso de
Chysinae, por lo que se propone que esta subtribu debe ser considerada como valida, y las
especies del género Chysis deben ser separados de la subtribu Bletiinae, compuesta

exclusivamente por el género Bletia.

Acorde a los resultados de los analisis de este trabajo, como propuesta nueva y mas
reciente para la tribu Epidendreae, utilizar una composicion de siete subtribus dentro de ella,

conformada por:

Agrostophyllinae, Calypsoinae, Chysinae, Bletiinae, Ponerinae, Pleurothallidinae y

Laeliinae.
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DISCUSION GENERAL

Como ha sido bien recopilado por Fay y Chase (2009), es bien reconocida la intensa
labor taxondmica que se ha realizado en la familia Orchidaceae; desde Lineo pasando por
Darwin hasta el presente. Sin embargo, se debe recalcar que, durante los tltimos veinte afios,
¢ésta labor se ha intensificado, debido principalmente; a la integracion de los caracteres
moleculares, sobre todo con el surgimiento y auge de la metodologia cladistica, y muy la

introduccién de los andlisis probabilisticos para la generacion de hipdtesis filogenéticas.

Estas metodologias (cladisticas y probabilisticas), han permitido plantear diversas
preguntas; entre ellas evolutivas, sobre un contexto filogenético, pudiendo ser respondidas

sobre un andamiaje matematico, fAcilmente reproducible y falseable.

También con las herramientas cientificas actuales disponibles, la capacidad de
formular diversas preguntas en un contexto filogenético, permite revelar la verdadera
complejidad subyacente en diversos ambitos de esta familia (Fay y Chase, 2009; Givnish et
al., 2015); demostrando que puede ser incluso mayor de lo que se llegd a pensar con

anterioridad.

Como se ha discutido a detalle en el capitulo I; con la evidencia obtenida durante la
ultima década, son propuestos para la familia Orchidaceae como impulsores de su
extraordinaria riqueza de especies: la evolucion y fusion de las estructuras relacionadas a la
polinizacion (columna, anteras, polinios y polinarios); asi como la especializacion en grupos
de polinizadores y la polinizacion por engafio (Freudenstein y Chase, 2015; Givnish et al,,

2015; Valencia-Nieto et al., 2016, 2018).

Aunado a lo anterior, también se consideran de relevancia para esta diversificacion:
la formacion de asociaciones con hongos micorrizicos, la distribucién predominante en los
tropicos (especialmente cordilleras extensas), la fotosintesis CAM vy el epifitismo per se

(Gravendeel, 2004; Givnish ef al., 2015; Freudenstein y Chase, 2015).

El estudio del fenomeno de la incumbencia (directamente relacionado a la
polinizacion) y la tendencia de este caracter en éste grupo de plantas, se centra por diversos

autores como Freudenstein (1994b), Freudenstein et al. (2002) y Freudenstein et al. (2017),
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en los grupos hermanos a la tribu Epidendreae, sobre todo en las tribus Vandeae, Cymbidieae

y Arethuseae.

Por lo que de modo importante, se recalca que por medio del presente trabajo, se
integra el conocimiento sobre éste fendmeno en la tribu Epidendreae y las subtribus que la
componen; considerando taxones recientemente incluidos en ella pertenecientes a la subtribu
Calypsoinae, pero; muy particular y especialmente en el género Chysis; donde existia un
enorme vacio de conocimiento, no solo en la filogenia de sus miembros, sino también en sus

caracteres morfologicos, ontogenéticos y moleculares.

Tendencias de los caracteres morfologicos y la filogenia de Chysis

Este estudio identificé que Chysis posee un buen nimero de caracteres de la antera;
entre ellos, la forma de la cubierta de la antera, la ornamentacion de la epidermis de la antera,
forma y el numero de los polinios, caudiculas lineares, la ausencia de alas en la columna y
algunos caracteres del labelo (Tabla 2); que no son compartidos con la subtribu Bletiinae
(Bletia), donde Chase et al. (2015); Freudenstein y Chase (2015); Sosa y Chase, (2020)

colocaron a este género.

Ademés de los caracteres descritos en el desarrollo floral ya mencionados; los analisis
filogenéticos elaborados en este trabajo, por primera vez y de manera importante; incluyeron
una mayor muestra de representantes del género (seis de trece especies conocidas), que los

estudios previamente publicados.

Los resultados muestran que, Chysis se encuentra en su propio clado; y se recupera la
monofilia de este grupo en las diversas reconstrucciones filogenéticas. Toda la evidencia
obtenida apunta a que Chysis debe ser considerada como miembro de su propia subtribu

monogenérica Chysinae, por lo que su inclusion previa en Bletiinae debe ser rechazada.

Dentro de Chysis, Allen (1955), Dressler (1981, 1993, 2000) y Soto-Arenas (2005a)
propusieron respectivamente el reconocimiento de dos complejos de especies basados

principalmente en dos caracteres; el nimero de quillas en el labelo y la morfologia vegetativa.

Los caracteres de la cantidad de quillas y si son o no puberulentas, fueron observados

a detalle en la microscopia electronica de barrido para tres especies, Chysis bractescens, C.
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limminghei y C. laevis; presentdndose en nimero de cinco y con abundantes tricomas en las

dos primeras especies y tres quillas centrales mas seis pequefias accesorias lisas en la ultima.

Sin embargo y muy importante, en las reconstrucciones filogenéticas obtenidas, las
especies de Chysis con estas caracteristicas compartidas (gel naimero de quillas y morfologia
vegetativa); no se agruparon en dos clados como complejos o grupos de especies, sino que;
Chysis bractescens que posee cinco quillas y plantas colgantes, se recuper6 como hermana
al resto de las especies, seguida por Chysis laevis y luego por Chysis cf chironii, donde ambas
presentan tres quillas lisas asi como plantas cespitosas ascendentes. Mientras que, el siguiente
clado muestra a Chysis aurea que presenta cinco quillas puberulentas, y por ultimo, Chysis
addita con tres quillas lisas como hermana a Chysis limminguei, que presenta a su vez cinco

quillas puberulentas.

Debido a lo anterior, no existe ninguna evidencia que soporte la formacion
taxondémica de dos complejos o grupos de especies; por lo que el peso, asi como la direccion
y la tendencia evolutiva que Allen (1955), Dressler (1981, 1993, 2000) y Soto-Arenas
(2005a) otorgaron a estos caracteres morfologicos (nimero de quillas y forma de
crecimiento) no son soportados por los resultados obtenidos. Su propuesta de complejos, no
refleja las relaciones de filogenia entre las especies de este género recuperados de los analisis

elaborados en este trabajo.

Otro aspecto relevante observado en Chysis, es que la autogamia por pseudo-
cleistogamia, que ha sido reportada en algunas de sus especies (Dressler, 2000 y Soto-Arenas,
2005a), esta directamente relacionado con la ausencia del desarrollo o el desarrollo parcial
del tejido del rostelo en las flores de las especies donde se presenta; fenomeno que ha sido

observado en otras especies sobre todo del género Guarianthe de la subtribu Laeliinae.

Es importante mencionar, no obstante de la relevancia de este estudio, que si bien
representa una primer aproximacion a las relaciones filogenéticas de los miembros de Chysis,
y, que permite una primera discusion en lo referente a la tendencia evolutiva de sus caracteres
morfologicos; seran necesarios analisis filogenéticos del género que incluyan una mayor
cantidad de las especies que lo componen, para poder obtener una imagen completa de sus

relaciones. Con ello, se requieren elaborar estudios de reconstruccion de caracteres y areas
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ancestrales, para obtener los patrones biogeograficos de surgimiento del grupo y la direccion

de sus caracteres morfoldgicos.

Incumbencia en Epidendreae y sus implicaciones en la clasificacion

Durante mucho tiempo la tribu Epidendreae fue considerada exclusiva del Neotropico
(vaden Berg et al., 2000; van den Berg, 2005; van den Berg et al., 2005; van den Berg et al.,
2009). Bajo ese concepto, la incumbencia en las anteras de todos sus miembros se logra por
la elongacion simple de la columna en las etapas tardias del desarrollo, a través del
mecanismo mas sencillo reportado en la literatura (Freudenstein ef al., 2002; Valencia-Nieto

etal., 2016, 2018).

Sin embargo, los reacomodos taxondmicos recientes que experimentd Epidendreae
(Chase et al., 2015; Freudenstein y Chase, 2015), que sum¢ la inclusion de las subtribus
Agrostophyllinae y Calypsoinae, modificaron ese panorama. No solo deja de ser exclusiva
del Neotropico, sino que los nuevos miembros incluidos en ella, presentan el sindrome
vandoide, donde la incumbencia se logra a través de reorientacion del tejido de las anteras en
las etapas tempranas del desarrollo, junto con la superposicion de los polinios y la formacion

de apéndices externos.

Para este trabajo, desafortunadamente no pudieron obtenerse representantes para el
estudio del desarrollo ontogenético de la subtribu Agrostophyllinae; no obstante, por la
investigacion detallada de Freudenstein ef al. (2002) se sabe que presentan el sindrome

vandoide en sus anteras.

Lo que si puede reiterarse con este trabajo, de igual modo que en los resultados
obtenidos por Chase et al. (2015); es que las reconstrucciones filogenéticas, recuperan a la
subtribu Agrostophyllinae (taxones asiaticos) en la base y hermana al resto de las subtribus
que componen a Epidendreae; por lo que se confirma el retirar el estatus exclusivo del

Neotropico a la tribu Epidendreae.

Los resultados de las reconstrucciones filogenéticas obtenidos en este trabajo;
soportan lo previamente encontrado por Freudenstein y Chase (2015), y Freudenstein et al.
(2017), donde Coelia anteriormente clasificada en su propia subtribu Coeliinae, ahora se

localiza como miembro de la subtribu Calypsoinae. Pero, de manera importante, se reporta,
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que las observaciones de la microscopia electronica de barrido de Coelia triptera, indican
que la incumbencia temprana de la antera esta presente. Sin embargo, se carece de estipe del
polinio, asi como de polinias superpuestas. Por lo que el tnico caracter del sindrome

vandoide que se observo en ella es la antera incumbente temprana.

Esto ultimo, representa un mecanismo intermedio de obtencion de la incumbencia,
entre el sindrome vandoide y la forma simple presente en el resto de las subtribus de

Epidendreae.

Las observaciones mencionadas en el parrafo anterior, contrastan con la hipétesis de
Freudenstein et al. (2017), que, si bien propuso en su trabajo a Coelia como miembro de
Calypsoinae; argument6 que las transformaciones de los caracteres en este grupo partieron
de la morfologia de Coelia, y que, conducirian a un viscidio desprendible del rostelo y

apéndices del polinio en los demés miembros de esta subtribu.

Pero, en este trabajo, las observaciones de Coelia triptera muestran que, el resto de
los caracteres de sus anteras son congruentes con las Epidendreae mas avanzadas, soportando
ésta afirmacion, en la presencia de caudiculas granulosas (derivadas del polinio, y no de
tejido externo como en la tégula y hamulus), la columna erecta y el nimero de polinios.
Ademas, es de resaltar que, Coelia es también el Unico género epifito exclusivo de
Mesoamérica incluido en la subtribu Calypsoinae, compuesta principalmente por geofitos

terrestres que incluyen muchos taxones micoheter6trofos y sin hojas.

Toda la evidencia mencionada, apunta a que Coelia es un grupo muy antiguo, con
una tendencia evolutiva propia que se ha mantenido desde su divergencia temprana. Esto
conlleva, a que dicho género resulta muy atractivo, ya que se encuentra sin ser estudiado en

sus relaciones filogenéticas y biogeograficas.

Asi como también, debe ser importante plantear el estudio de la reconstruccion de sus
estados ancestrales, ya que presenta un rasgo remarcable. Cuatro de sus cinco especies tienen
flores miniatura y solamente una especie presenta flores de gran dimension, dejando abierta
la posibilidad para realizar un estudio detallado de la evolucion de sus caracteres

morfoldgicos y ontogenéticos florales, asi como de su filogenia. Y resulta no solo atractivo
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para aspectos evolutivos filogenéticos, sino para el estudio de aspectos de la disciplina de la

ecologia y evolucion del desarrollo (eco-evo-devo).

Este estudio encontré también en Calypsoinae, un conjunto de caracteres que difieren
entre los dos géneros Govenia y Corallorhiza. Aunque ambos géneros se caracterizan por
una incumbencia temprana de las anteras, caracteristica del sindrome vandoide. Govenia alba
presenta tégula (apéndice del polinio derivado de la columna) compuesta principalmente por
una hebra de células granulosas que conectan al viscidio con el apice del polinio. Este tipo
de apéndice del polinio que consiste en la cuticula dorsal del rostelo; ha sido considerado por
Rasmussen (1982), Dressler (1993) y Freudenstein (1994a) como un tipo de estipe opuesto

al hamulus presente en Corallorhiza.

Ambos géneros han sido clasificados previamente en varias subtribus en
Epidendroideae, pero la posicion de Govenia en Orchidaceae ha sido la mas controvertida.
Dressler (1981) colocd este género en la subtribu Corallorhizinae en la tribu Maxillarieae de
la subfamilia extinta Vandoideae: mas tarde, el mismo Dressler (1993) transfirié6 Govenia
(subtribu Goveniinae) a la tribu Cymbidieae y Freudenstein (2005¢) coloco este género en la
tribu Calypsoeae pero sin indicar relaciones con FEarina (Agrostophyllinae) o Bletia

(Bletiinae) (Garcia-Cruz y Sosa, 2005).

Los andlisis filogenéticos de esta investigacion; colocan a Govenia en un clado con
muy buen soporte dentro de la subtribu Calypsoinae (al igual que Freudenstein y Chase,

2015).

En las observaciones de la microscopia electronica de barrido, se confirma que, en la
mayoria de las subtribus de Epidendreae (Chysinae, Bletiinae, Ponerinae, Pleurothallidinae
y Laeliinae), la incumbencia se alcanza por el mecanismo simple de elongacion del tejido de
la antera en las etapas tardias del desarrollo como se ha reportado previamente por diversos
autores (Dressler, 1982, 1993; Arditti, 1991; Freudenstein y Rasmussen, 1996; Freudenstein
et al., 2002; Freudenstein y Chase, 2015; y Valencia-Nieto ef al., 2016, 2018).

Al igual que lo discutido para el género Chysis, no obstante las aportaciones de este

trabajo, y lo discutido sobre la tendencia de la incumbencia en Epidendreae. Es necesario
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realizar estudios de reconstruccion de caracteres y areas ancestrales, para obtener la direccion
de esta caracteristica y sus patrones biogeograficos.
Biologia del desarrollo (Evo-devo) en Epidendreae

Un aspecto, no discutido a detalle en ninguna de las secciones anteriores de este
trabajo, es la importancia que estos resultados pueden adquirir si se les posiciona fuera del
aspecto exclusivamente de la sistemadtica y se les coloca a la luz del campo de la llamada

Evo-devo (evolucion del desarrollo).

Esta disciplina, comienza a integrar los aspectos modernos del desarrollo a nivel
genético y el desarrollo tradicional a nivel fenotipico (ontogenias) en el contexto de la
filogenia moderna, enfatizando en la diversificacion y evolucion de los caracteres florales

(Mondragon-Palomino y Theifen, 2008, 2009).

En el caso particular de este trabajo, la incumbencia y su relacion con el correcto
posicionamiento de los polinios a los polinizadores, cobra relevancia, si se quieren entender
y buscan abordar efectos epigenéticos estables, que pueden tener un impacto en la adaptacion
de las flores de las orquideas (Paun et. al. 2010); y se podria expandir el marco de la
investigacion, si se desea entender procesos de poblacion que conducen a la adaptacion y

evolucion fenotipica de estos caracteres.

Cozzolino y Widmer (2005); Waterman y Bidartondo, (2008), han estudiado en las
flores de las orquideas, la estrategia de polinizacion por engaio, la interaccion que presentan
con los polinizadores y la especiacion, asi como la necesidad de entender los mecanismos

moleculares y del desarrollo que subyacen estos procesos.

Por lo que este trabajo, también aporta bases en la descripcion ontogenética, que
pueden ser retomadas por otros autores para profundizar en el estudio de los genes que
subyacen a estas caracteristicas, y que permitan comprender mas sobre los mecanismos de

evolucion de las flores de las orquideas.

CONCLUSIONES FINALES

e Existe suficiente evidencia molecular y de la ontogenia floral para proponer que el género

Chysis sea reconocido nuevamente dentro de su propia subtribu monogenérica: Chysinae.
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La separacion en dos complejos de especies basados en caracteres del nimero de quillas
del labelo y la anatomia del tallo, que tradicionalmente se usé para los miembros de

Chysis; no refleja las relaciones filogenéticas entre especies del género.

Este estudio corrobora que en las subtribus Chysinae, Bletiinae, Ponerinae,
Pleurothallidinae y Laeliinae, la incumbencia de la antera se alcanza por la elongacion

simple del tejido de la antera en las etapas tardias del desarrollo.

En Calypsoinae (subtribu basal de Epidendreae), la inflexion de la antera se alcanza a
través de la morfologia presente en el sindrome Vandoide (reorientacion del tejido en las
etapas tempranas del desarrollo de la antera, la formacion de apéndices externos del
polinio, y su superposicion); excepto en el género Coelia, donde solamente se presenta

una de las tres caracteristicas del sindrome.

La incumbencia en Coelia representa un mecanismo intermedio de este fenomeno; una
forma entre el sindrome vandoide, presente en las tribus basales de Epidendreae
(Agrostophyllinae y Calypsoinae) y la incumbencia simple presente en el resto de las

subtribus de Epidendreae (Chysinae, Bletiinae, Ponerinae, Pleurothallidinae y Laeliinae).

Coelia necesita que sus relaciones filogenéticas sean estudiadas, para poder conocer
mejor la tendencia evolutiva de sus caracteres florales; y, particularmente comprender
mejor la evolucion de la incumbencia en Calypsoinae, asi como la importancia del
surgimiento de un mecanismo muy simple de esta caracteristica en el resto de las
subtribus mas avanzadas de Epidendreae; lo que muy probablemente, facilito la bien

conocida y enorme diversificacion de especies en dichas subtribus.

La mayoria de las caracteristicas clave de la morfologia encontradas en la ontogenia
floral, estdn intimamente relacionados con los diversos sindromes de polinizacién

presentes y con la biologia de la reproduccion de la tribu Epidendreae.

Es necesario integrar los resultados de este trabajo en una analisis de reconstruccion de
estados ancestrales de Epidendreae, para obtener un marco firme que nos proporcione

evidencia sélida sobre la evolucion de los caracteres morfologicos y ontogenéticos de
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cada una de las subtribus que componen este grupo tan numeroso de especies de

orquideas.
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APENDICE I. Base de datos con los nimeros de acceso de Gen Bank de las secuencias de rbcL, matK, trnL-F e ITS de las especies de

la tribu Epidendreae, tomadas de los trabajos de Givnish et al. (2015); Freudenstein y Chase, (2015); que se descargaron y utilizaron

para la construccion de la matriz de secuencias de este trabajo. La letra N indica que no se encontrd ese marcador en las bases de datos

el Gen Bank.

Agrostophyllinae
Agrostophyllum majus
Earina autumnalis

Earina autumnalis
Earina deplanchei
Earina valida

Glomera sp

Calypsoae / Calypsoinae

Aplectrum hymale
Calypso bulbosa

Calypso bulbosa
Corallorhiza_maculata
Corallorhiza_wisteriana
Cremastra appendiculata
Dactylostalix ringens
Govenia lilacea

Govenia sp.

Govenia sp. (aff. superva)

rbcL

AF518054
AF074155

AF074155

N
AF518051.1
AF074172

AF074108

AF074120 /
AF074234
AF264162 /
AF074120
N
EU391361
EU391354
KMS526772.1
N
AF074175
AF074175

trnL

AF519964
KF591259.1

KF591259.1

N
AY008448
AF519962.1

AY380935.1/
EU266434
AF519961.1 /
AF519960.1
AF519960 /
AF519961.1
N
N
EU266439
N
AF519916
N
N

matK

AY368391
AF263656.1

AF263656.1

EF079337.1
N
AF263662.1

AF263623.1/
EU266416

AF263636.1

EF525689 / AF263636.1

N
KM598435
KM598436
KM598437

AY121723.1
AF263664
N

ITS

AF521080
AF260149.1
AF260149.1/
AY008469
N
AF521077.1
AF521079

AY008468

AF521076

AF521076

N
EF525685
EF525673

KM598423
AF521056.1
EF525672
N
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Govenia_sodiroi
Govenia_superba
Govenia_viaria

Oreorchis_patens / foliosa
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ABSTRACT

Background. Epidendreae is one of the most diverse tribes among the orchids with
remarkable variation in life form, floral morphology and pollination syndromes. Its
circumscription was recently revised and subtribes Agrostophyllinae and Calypsoinae
were transferred into this tribe. One of the principal floral characters utilized in
classification of orchids is the incumbency or bending of the column. This study records
and compares late stages of anther, column and lip development, and discusses anther
characters in fifteen representative taxa of five of the six subtribes in Epidendreae with
respect to classification and pollination biology.

Methods. A series of late floral stages were sampled and fixed for examination under
scanning electron microscope.

Results. Anther incumbency or bending in this group varies from 90° to almost 180°.
Incumbency in the late stages of development is reached in Bletiinae, Ponerinae,
Pleurothallidinae and Laeliinae whereas incumbency is reached early in its development
in Corallorhiza and Govenia of Calypsoinae.

Discussion. Our observations indicate that the position of Chysis in subtribe Bletiinae
needs revision based on differences in a number floral, and in particular of anther
characters; and that Coelia only shares the early anther incumbency with Calypsoinae
members, but not the rest of floral and anther characters. Anatomical characters such as
crystals around the actinocytic stomata on the anther cap and sugar crystals in Laeliinae;
lack of rostellum in Bletiinae; coalescent anther with the column, lack of trichomes and
papillae on lip keels, and underdeveloped rostellum in Chysis; a mechanism by which
the anther cap comes off (itis joined with the grooved lip by a claw) in Isochilus are all
related to pollination syndromes and reproductive biology.

Subjects Developmental Biology, Evolutionary Studies, Plant Science, Taxonomy
Keywords Chysis, Incumbency, Epidendreae, Anther, Development, Orchidaceae, Pollination

INTRODUCTION

Epidendroideae is an orchid subfamily with more than 21,000 taxa, the largest in this
group with approximately 76%-80% of the total species in the family (Freudenstein &
Chase, 2015; Givnish et al,, 2015). Within this subfamily, the tribe Epidendreae has been
recently identified as an example of flowering plant radiations associated with epiphytism
and with anther characters related to pollinator specificity (Freudenstein & Chase, 2015).
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Epidendreae includes one of the largest genera in the Neotropics, the genus EpidendrumL (Hdgsater & Soto-Arenas, 2005;
Pinheiro et al,, 2009; Pinheiro & Cozzolino, 2013) and also a diverse group composed of minute plants, the Pleurothallidinae
(Pridgeon, Solano& Chase, 2001; Blanco & Barboza, 2005; Damon & Roblero, 2007; Karremans et al, 2015; Karremans, 2016).
Plants in this tribe display remarkable variation in life form, floral morphology and pollination syndromes (Van Der Pijl,
Dodson & Flowers, 1969; Van den Berg, 2005; Jersdkovd, Johnson & Kindlmann, 2006; Freudenstein & Chase, 2015): for
instance the showy insect-pollinated laelias and cattleyas (Halbinger & Soto-Arenas, 1997; Borba & Braga, 2003; Van den Berg
et al, 2009); the fragrant encyclias and prosthecheas, usually bee pollinated and exclusively pollinated by wasps respectively
(Higgins, 2003); Chysis Lindl. with large fusiform bulbs and fleshy-waxy flowers probably pollinated by different bees
(Dressler, 1993; Soto-Arenas, 2005a; Soto-Arenas & Solano-Gomez, 2007; Soto-Arenas, 2008a); Isochilus R.Br. with reed-like
stems, inconspicuous bulb base and tiny, racemose tubular hummingbird-pollinated flowers (Salazar, 2005; Soto-Arenas,
2008b; Siegel, 2011); the terrestrial Bletia Ruiz & Pav. with deceit pollination (Sosa, 2007; Salazar, Chavez-Rendon &
Jiménez-Machorro, 2016), the mostly autopollinated and mycoheterotrophic Hexalectris Raf. (Fowler, 2005; Sosa et al,
2016), as well as the insect pollinated genera Calypso Salisb. and Govenia Lindl. (Whigham & McWethy, 1980; Van Der
Cingel, 2001; Garcia-Cruz & Sosa, 2005; Freudenstein, 2005a; Freudenstein, 2005b;Freudenstein, 2005c; Freudenstein, 2005d;
Pansarin, 2008; Garcia-Cruz et al, 2009; Tuomi et al., 2015). According to current classification of Orchidaceae derived
from recent

phylogenies, tribe Epidendreae is composed of six subtribes (Agrostophyllinae, Calypsoinae,Bletiinae, Ponerinae,
Pleurothallidinae, Laeliinae) (Van den Berg et al, 2005; Freudenstein & Chase, 2015; Chase et al,, 2015; Givnish et al., 2015)
(Table 1). With the recent addition of the Asian Earina and the North American Calypso the tribe is no longer exclusive of
theNeotropics as was previously considered by Van den Berg et al. (2005) and Van den Berg etal. (2000).

In orchids in general, including Epidendreae, the most noticeable element of the floweris the labellum, an element of the
inner whorl of tepals, showing evident diversity of form and color (Rudall & Bateman, 2004; Rudall, 2007). Another
striking element is the column, formed by the androecium and stigma/style with a single stamen with pollen grains
variously aggregated into pollinia (Dressler, 1981). Commonly, the position of the labellum and column are determinant for
forcing the pollinator to approach the flower ina certain way so that pollinaria are placed on the pollinator; pollinia may
move or changeorientation after removal by the pollinator in a way to successfully pollinate the next flowervisited (Van Der
Pijl, Dodson & Flowers, 1969; Peter & Johnson, 2005). The pollinia have reached remarkable complexity in some orchid
groups, including Epidendreae (Dressler,1993): they usually have several appendages such as the viscidium (part of the
rostellum, the section of the median stigma or tissue separating the anther from the fertile stigma), thesticky pad, a structure
that adheres to pollinators (Dressler, 1993) and in some species onlya liquid on the rostellum, the viscarium allows
pollinators to touch pollinaria (Dressler &Salazar, 1991; Hdgsater et al,, 2005). The caudicles are a slender, mealy or elastic
extensionof the pollinaria, or a mealy portion at one end of the pollinarium, produced within the
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Table 1 Subtribes in Tribe Epidendreae, their distribution, diversity and pollination syndromes. The representative taxa studied here are indicated.

Calypsoinae Bletiinae
Subtribe Agrostophyllinae Coeliinae Chysinae Ponerinae Pleurothallidinae Laeliinae
Distribution 0Old World 0ld and New World New New World New World New World New World
World
Included and None Corallorhiza macu- Coelia tripteraBletia purpurea, Isochilus major,  Stelis ciliaris, Speck-linia Laelia speciosa,

observed in this
study.

Pollinia number
Pollinators or
pollination syn-
dromes.

8and 4
Halictid bees
and autogamy

(Pridgeon etal,
2005)

lata, Govenia mutica

4

Bumblebees, hover
flies, empididae flies,
mosquitoes, bees,
facultative auto-
gamy (Whigham &
McWethy, 1980; Van
Der Cingel, 2001;
Freudenstein, 2005a;
Freudenstein, 2005b;
Freudenstein, 2005c;
Freudenstein, 2005d;
Garcia-Cruz & Sosa,
2005; Pansarin, 2008;
Garcia-Cruz et al.,
2009; Tuomi et al,
2015)

8
Unknown

Chysis bractescens,
Chysis limminghei,
Chysis laevis

8

Various kinds of bees,
bumblebees, auto-
gamy (Van Der Cin-
gel, 2001; Fowler,
2005; Soto-Arenas,
2005a; Soto-Arenas

& Solano-Gomez,
2007; Sosa, 2007; Sosa
etal, 2016; Salazar,
Chavez-Rendon &
Jiménez-Machorro,
2016)

Ponera juncifolia

4 and 6
Hummingbirds,
small bees and
wasps (Salazar,
2005; Soto-
Arenas, 2005q;
Siegel, 2011)

digitale

2,4,6and 8

Diptera (Pridgeon,
Solano & Chase, 2001;
Blanco & Barboza,
2005; Jersdkovd, John-
son & KindIlmann,
2006; Damon & Rob-
lero, 2007; Karremans
etal, 2015)

Oestlundia ligulata,
Prosthechea squalida,
Encyclia microbulbon
2,4,6,8and 12

Bees, wasps, birds,
butterflies, moths,
diptera (Van Der Pijl,
Dodson & Flowers,
1969; Dressler, 1993;
Halbinger & Soto-
Arenas, 1997; Borba &
Braga, 2003; Higgins,
2003; Soto-Arenas &
Solano-Gomez, 2007,
Soto-Arenas, 2008a;
Soto-Arenas, 2008b;
Van den Berg et al,
2009)
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anther and by which the pollinia attach to the viscidium or to pollinators (Dressler, 1981;Dressler, 1993; Chase et
al, 2003). Another important feature of the anther is the anther capthat covers the pollinarium, in most species,
this cap drops off the pollinarium following its removal by a pollinator, but in a few species the anther cap
embraces the pollinia, for some time before the anther cap drops off (Dressler, 1981; Peter & Johnson, 2005).
Based on phylogenetic research it is considered that the primitive condition of the antheris erect and parallel to
the axis of the column as in most Orchidoideae; whereas most Epidendroideae have the derived condition, an
erect anther in the early bud development,bending 90° to 120° by column elongation, so that it comes to rest,
like a cap, on the apexof the column. The term incumbent is used for this condition (Dressler, 1981; Dressler,
1993; Chase et al, 2003; Freudenstein & Chase, 2015) and is considered the most important

defining character of the subfamily Epidendroideae (Kurzweil, 1987; Dressler, 1981; Dressler,1993; Arditti, 1992;
Freudenstein, Harris & Rasmussen, 2002; Freudenstein & Chase, 2015).

Here we focus on recording and comparing the late stages in the ontogeny of the antherin representative
species of tribe Epidendreae, considering five out of the six subtribes. The incumbent anther has been
identified as the key synapomorphy for the subfamily Epidendroideae; however, there are two general ways
of reaching the inflexion of the anther in this group, one way by the reorientation of growth in the early
ontogenetic stagesof the anther (called vandoid morphology), and the other, as the result of elongation of the
column and the inflexion of the mature anther during the late stages of development (Freudenstein, Harris &
Rasmussen, 2002; Freudenstein & Chase, 2015). The degree of inflexion varies among species, and reversal has
been identified in several bird-pollinated species (Rasmussen, 1982; Freudenstein, Harris & Rasmussen, 2002). For
instance, in Coeliait has been determined that it exhibits early anther inflexion, which is characteristic of the
vandoid morphology; but it lacks superposed pollinia and pollinium stalks, both are alsokey characteristics of
this syndrome (Freudenstein & Chase, 2015; Freudenstein, Yukawa & Luo, 2017).

Kurzweil (1987) set the bases of the knowledge on column and anther development in this group: his work
consisted basically of morphological descriptions, using scanningelectron microscopy, of the early stages to
anthesis of few species of different genera belonging to subfamily Epidendroideae; and based on differences
on column and anther characters he reached taxonomic conclusions. Later Freudenstein (1994a), Freudenstein
(1994b) and Freudenstein, Harris & Rasmussen (2002) focused on the incumbency of the anther in the Vandoid
orchids, detailing the process by which this group of Epidendroideaeorchids develops inflexion, characterizing
the vandoid morphology. Recently, Valencia- Nieto, Espinosa-Matias & Mdrquez-Guzmdn (2011) and Valencia-
Nieto, Sosa & Mdrquez- Guzmdn (2016) provided detailed descriptions of the late ontogeny of column and
anther in representative taxa of subtribe Laeliinae, using this character to hypothesize the phylogenetic position
of the controversial genus Microepidendrum. Moreover, Freudenstein& Chase (2015) analyzed a few anther
characters using the most recent phylogenetic hypothesis to understand patterns of diversification, looking
for correlations between changes in specific characters and species diversity focusing in the Vandoid
morphology(superposed pollinia, early anther inflexion and cellular pollinium stalk). However, these
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anther characters are not present among the most diverse Epidendreae subtribes, and certainflower characteristics
have been identified as being related with pollinator specificity, thus creating an opportunity to conduct detailed
studies of late anther morphology and analyze these characters.

This study records and compares late stages of anther development in fifteen representative taxa, belonging to
five of the six subtribes in Epidendreae. The late ontogenyof the column is observed with emphasis on the lip,
column and anther. These charactersare discussed in light of classification and pollination syndrome.

MATERIALS AND METHODS

Field study permissions- Biological samples of flowers and buds were obtained from the living collection
maintained by the Botanical Garden of the Instituto de Biologia, UNAM and the botanical garden “Francisco
Javier Clavijero” of the Instituto de Ecologia, A.C. (INECOL). Access to the material was obtained under the
terms of scientific permits MX-JB-008-DF and VER-FL0-228-09-09. The Mexican species of Orchidaceae are
underspecial protection (Norma Oficial Mexicana, NOM-059-ECOL-2010, Secretaria de MedioAmbiente y
Recursos Naturales, Diario Oficial de la Federacién 30 December 2010, Mexico,DF) and the botanical gardens
hold individuals of every collected taxon. Data on vouchersis indicated in Table S1.

Sampling -Representative taxa in the subtribes Calypsoinae, Bletiinae, Ponerinae, Pleurothallidinae and Laeliinae
of the Epidendreae tribe were selected (Table 1, Fig. 1). Flowers and buds from the following species were
studied: Corallorhiza maculata (Raf.) Greene (Calypsoinae, Fig. 1A), Govenia alba A. Rich. & Galeotti
(Calypsoinae, Fig. 1B), Coelia triptera (Sm.) Mutel (Calypsoinae, Fig. 1C), Bletia purpurea (Lam.) DC.
(Bletiinae,Fig. 1D), Chysis bractescens Lindl. (Bletiinae, Fig. 1E), Chysis limminghei Linden & Rchb.f.(Bletiinae,
Fig. 1F), Chysis laevis Lindl. (Bletiinae, Fig. 1G), Isochilus major Cham. & Schltdl. (Ponerinae, Fig. 1H), Ponera
juncifolia Lindl. (Ponerinae, Fig. 11), Stelis ciliaris Lindl. (Pleurothallidinae, Fig. 1]), Specklinia digitale (Luer)
Pridgeon & M.W. Chase (Pleurothallidinae, Fig. 1K), Laelia speciosa (Kunth) Schltr. (Laeliinae, Fig. 11),
Oestlundialigulata (La Llave & Lex.) Soto-Arenas (Laeliinae, Fig. 1M), Prosthechea squalida (Lex.) Soto Arenas
& Salazar (Laeliinae, Fig. 1N) and Encyclia microbulbon Schltr. (Laeliinae, Fig. 1).

Fixation and processing of tissues-Three late floral developmental stages were selected: flowers in anthesis
and/or large buds prior to anthesis located at the base of inflorescences; intermediate stages of buds not
completely developed located in the middleof inflorescences; and early stages of small buds at the apex of
inflorescences. When sufficient individuals were available, three plants were randomly chosen, but in some cases
only one plant was available. All buds/flowers were fixed in FAA (formaldehyde, 95% ethanol, glacial acetic
acid, distilled water 1:5:0.5: 3.5, v/v).

Scanning electron microscope (SEM)-Characters were observed under the scanning electron microscope (SEM).
Dissected samples were dehydrated in a graded ethanol series(30, 75, 80, 96, 100 and 100% v/v), before critical-
point drying with a CPD-030 Bal-tec,
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Figure 1 Studied species of Tribe Epidendreae. (A) Corallorhiza maculata (Calypsoinae). (B) Govenia alba
(Calypsoinae). (C) Coelia triptera (Coeliinae). (D) Bletia purpurea (Bletiinae). (E) Chysis bractescens(Bletiinae).
(F) Chysis limminghei (Bletiinae). (G) Chysis laevis (Bletiinae). (H) Isochilus major (Poneri- nae). (1) Ponera
juncifolia (Ponerinae). (J) Stelis ciliaris (Pleurothallidinae). (K) Specklinia digita le (Pleu-rothallidinae). (L)
Laelia speciosa (Laeliinae). (M) Oestlundia liqulata (Laeliinae). (N) Prosthechea squal-

ida (Laeliinae). (O) Encyclia microbulbon (Laeliinae). Scale Bars: A=15cm.B=1cm.C=12cm.D=5

M E=9cm. F=55cm.G=65cm. H=1cm. I=5mm.J=45mm.K=3mm.L=14cm. M =14
cm.N=2cm. 0 =3.5cm.
Full-size Eal DOI: 10.7717/peer].4383/fig-1

and sputter-coating with gold. Observations were performed with a SEM model JSM-5310LV; JEOL, Tokyo.

RESULTS

Table 2 summarizes the main anther, column and lip features for the studied taxa of fiveof the six subtribes
in tribe Epidendreae.

Subtribe Calypsoinae: Corallorhiza maculata

Early late stages: Anther is inflected (early incumbency), about 90° to the axis of the column, epidermis is
smooth without ornamentation. At its apex, one caudicle is in close contact with the apical part of the
rostellum, which in this portion is composed of viscidium cells. The narrowed apex of the column is slightly
bent over itself, the column widens toward the base, the auricle (a small protuberance) is present at the sides
(Fig. 2A).Anthesis: Anther has grown, remaining sub-globose, operculate shaped and incumbent;it looks as if
has experienced marked inflection, but this is the result of the pronounced bending over itself of the apical
portion of the column (Figs. 2B-2C). From the middle tothe apex, the column is pronouncedly bent over itself
and it appears as if it were shorterin its length than in the previous developmental stage (Fig. 2C). The
column widens
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Table 2 Main features (anther, column and lip development characters) observed.

Late develop-ment Subtribes and the key taxa observed on Epidendreae
charac-ters

Calypsoinae Bletiinae Ponerinae Pleurothallidinae Laeliinae
Corallo-rhiza  Govenia mu- Coelia Bletia Chysis brac- Chysis Chysis Isochilus Ponera Stelis cil- Speckli- Laelia speciosa Oestlundia Prosthechea Encyclia
maculata tica triptera purpu- tescens lim- laevis major juncifo- iaris nia digi- ligul. qualid. micr Ib
rea minghei lia tale
Column bend-ing  Begins straight Begins straight ~ Always Begins Begins Begins Begins Begins Begins Always Begins Begins straight Always straight Always Always
(Fig. 2) endsvery endsarched straight straight straight ends straight straight straight straight straight straight ends slightly straight straight
arched (apical  (api-cal part ends arched ends ends ends ends ends arched
part pro-nounced arched arched arched slightly slightly slightly
pronounced bent over arched arched arched
bent over it- itself)
self)
Column wings Absent Present Absent Present Absent Absent Absent Absent Absent Absent Present Absent Absent? Absent Absent
(Fig. 2)
Incumbent an- 170° 170° 90° 170° 170° 170° 170° 180° 90° 170° 170° 140° 40° 90° 180°
ther (degree from
the orig- inal
position. Fig. 2)
Early inflexing Present Present Present Absent Absent Absent Absent Absent Absent Absent Absent Absent Absent Absent Absent
anther (Fig. 2)
Rostellum Present Present Present Present Present Present Only ves-  Present Present Present Present Present Present Present Present
(Fig.3) tigial and
insome
cases ab-
sent
Anther epider- mis Smooth Smooth Smooth Slightly Conspicuously ~ Striate Striate Smooth Smooth to Striate Densely Striate Slightly striate Slightly striate  Conspicuously
ornamenta-tion striate striate slightly slightly striate striate
(Fig. 4) striate corrugate
Type of stom-ata  Absent Absent Actino- Actino- Actino-cytic Actino- Actinocy-  Actinocy-  Actino- Absent Absent Actinocy-tic Absent Actinocytic Semi-
in anther (Fig. 4) cytictype  cytictype type cytictype  tictype tictype cytictype type typr actinocy-
tictype
Stipe (Fig. 5) Hamulus Tegula Absent Absent Absent Absent Absent Absent Absent Absent Absent Absent Absent Absent Absent
Pollinia num- 4 4 8 8 8 8 8 4 4 2 2 8 4 4 4
bers (Fig. 5)
Pollinia form Equal Equal Equal Equal Une-qual Une-qual  Unequal Equal Equal Equal Equal Unequal Equal Equal Equal
(Fig. 5)
Number of cau- 1 1 (irregular 2 2 1 1 Absent 1 2 Absent 1 2 Absent 2 2
dicles in pairs (Fig. mass of cells)
5)
Number of lip 2 5 0 3 cen-tral 5 central 5 central 3 cen- 0 0 0 2 3 1 central 6 ac- 3 central 2 central
keels (Fig. 6) 4 accesso- tral  6-8 cessories
ries accesso-
ries
Lip tricho- mesor  Absent Papillae Absent Absent Tricho-mes Tricho- Absent Absent Absent Tricho- Absent - Absent Trichomes Absent
papillae(Fig. 6) mes mes
Develop-ment Freelip Free lip but, Freelip Freelip Free lip but, Freelip Freelip Freelip Thelip Freelip Freelip Freelip Lip partially Lip basally Lip basally
of the column articulated by but, at- articulated by but, artic-  but, artic-  but, articc  baseat- but, artic- fused with the fused to the connate to the
and the lip acolumn foot  tached to acolumn foot  ulatedby ulatedby  ulatedby  tached by ulated by column (1/3 column column
the base acolumn acolumn acolumn acolumn acolumn from the base)
by a col- foot foot foot foot, rest foot
umn foot free

(continued on next page)
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Table 2 (continued)

Late develop- ment
charac-ters

Subtribes and the key taxa observed on Epidendreae

Calypsoinae Bletiinae Ponerinae Pleurothallidinae Laeliinae
Corallo-rhizamaculata Goveniamu-  Coelia Bletia Chysis brac- Chysis lim- Chysis Isochilus Ponera Stelis cil- Speckli- nia Laelia speciosa Oestlundia Prosthechea Encyclia
tica triptera purpu-rea tescens minghei laevis major Jjuncifo-lia iaris digi-tale  ligulata lid microbulb

Flower diameter 15 1 12 5 9 5.5 6.5 1 5 45 3 14 14 2 35

(cm)

lip - - 5505 - 25-35 x 28- 17 x 13 25 x 14 - - 9x.7 1.5-2 40-70 x 35-50  3-4 X2 10-14 -

length X wide(mm) X3.8-4.1 40 X0.6-1

Anther = = 1x13 = 33x33 33x3 25X 2 = = 32x.3 0.35-0.5 5-6 1.8 x 1.5 0.75 x 1.1 2x16

length X wide(mm) X0.3-0.4

Column length x - = 1.9-2.1 = 15-18 X 8-9 9 X 4.2 15%x7 = - 7 %x.25 13- 33-36 x 7-9 4-6 X 5.5 6-6.5 X2.3- 6-9.5 X 2.3

wide(mm) %x2.3-2.8 2x08 2.5

Ovary - - 6-9 - 15-25 X 5- 12-20 15 x 3.2 = - - 0.7- - =1l 11-15 X .4-.6 21-30 x 1.5

length X wide(mm) X4.5-5 X3-6 2 %04

Notes.

Soto-Arenas (2008c) mentions the presence of porrect wings in this species, however in our observations what he describes is interpreted as the apical part of the clinandrium.
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towards its base, where the two auricles are located, these auricles are prominent, thick and extending along the sides,
underneath where the column starts; the ovary has the samewidth (Figs. 2B-2C). We have not documented the rostellum
development in this taxon, the Figs. 3A-3B contains Coelia triptera rostellum development as only representative of this
subtribe. A well differentiated anther cap is absent; the cells of the epidermis of the anther are smooth to slightly striated
(Fig. 4A). Edges and apex of lip are incurved; two lamellae (protuberances) are present at the base of the lip, these are
longer than wide, forming a channel in the middle; between the borders where these two protuberances are in contact, in
a close-up of the cells of this zone, the presence of abundant pores are observed as in the initial stages (Figs. 5A-5C). Below
the apex of the anther, the hamulusprotrudes in the center as a very conspicuous structure. Behind it, the rest of the
rostellumis extending under the basal part of the anther (Fig. 6A). The cells of the hamulus in close-up are smooth,
rounded, granulose (Fig. 6B). The apex of the lip and its edges are extended.

Subtribe Calypsoinae: Govenia alba

Early late stages: the incumbent anther is approximately 90° from the axis of the column(early incumbency), is unilobed
and sub-quadrate shaped. Epidermal cells are smooth to slightly wrinkled. In the middle, below the apex of the anther, a
prominent sub-oval viscidium is visible, connected by means of an acute stipe (tegula). The column is erect and about the
same width along its entire length. Small wings begin to develop along its sides (Fig. 2D). We have not documented the
rostellum development in this taxon, the Figs. 3A-3B contains Coelia triptera rostellum development as only representative
of this subtribe. Anthesis: Anther is inflected approximately 170° to the axis of the column, and grown noticeably with an
ovoid shape; in the middle part, it presents a very prominent keelmade of uneven conspicuous cells (Figs. 2E-2F); the rest of
the epidermis of the anther ismade of smooth to slightly wrinkled cells (Figs. 2F and 4B). The column is of the same width
along its length and pronouncedly bent over itself; on its sides, the broadly rounded,oblong wings are slightly unfolded (Fig.
2E). We have not documented the lip developmentin this taxon, the Figs. 5A-5C contains Corallorhiza maculata as only
representative of thissubtribe. In the middle of column, underneath the apex of the anther, a peltate viscidiumis present,
and a tegula composed of a strand of granulose cells visible (Fig. 6C).

Subtribe Calyosoinae: Coelia triptera

Early late stages: Anther is inflected approximately 35° to the axis of the column (early incumbency), bilobed, and the tip
of the anther widens toward the apex; just below the anther apex, two small rounded protuberances are visible; the anther
cap is not distinguishable from rest of the anther epidermis. The column is hexagonal (Fig. 2G). In the intermediate late
stage: the anther is slightly more inflected, about 45° to the axisof the column, remains bilobed with a conspicuous apex,
and the two small rounded

protuberances are more developed. The cuticle of the epidermis of the anther is composed mainly of rounded, smooth cells, but
the anther cap is still not distinguishable (Fig. 2H). At the base of the anther, the developing rostellum consists of a
transverse structure
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Figure 2 Development micrographs of anther. Late stages of development (column and anther) of Corallorhiza
maculata (A, B, C). (A) Early incumbent anther. (B) Grown incumbent anther. (C) Lateral view bent over itself
column and the incumbent anther. Govenia alba (D, E, F) (D) Early incumbent anther, column erect (same
width throughout its length) and small developing wings. (E) Grown-up noticeably inflected anther. (F)
Prominent keel in the middle of anther, just below the apical part of tegula(viscidium shield). Coelia triptera (G,
H, 1,J) (G) Early incumbent anther (H) Intermediate late stage incumbent anther. (continued on next page...)

Full-size &l DOI: 10.7717/peer].4383/fig-2
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Figure 2 (...continued)

(1) Anther totally inflected, column hexagon-shaped, base joins the ovary which has pointed projections(black
arrows) and with large grooves that cross longitudinally (white arrows). (J) Close-up of anther

at anthesis, black arrows point the limit between anther cap and each pollinium respectively (two pairsof
granulose caudicles exposed at apex). Bletia purpurea (K, L, M); (K) Early erect anther, slightly sub

quadrate, bilobate with a trapezoid apex. (L) Intermediate late stage, anther inflected, the cucullate anthercap
with actinocytic stomata embedded in its upper part (white arrows, close-up in the inset and Fig. 4B).

(M) Anthesis, anther inflected, anther cap fully developed, pollinia (four upper visible), caudicles in the apex,
at sides column wings. Chysis bractescens (N, O, P) (N) Early anther, erect, round shaped, bilobate with
longitudinal lines marked on its epidermal tissue (black arrows). (O) Intermediate late stage anther, more
quadrate and slightly less erect (apex with some degree of inflection), anther cap visible. (P) Galeateanther
totally inflected, cucullate anther cap. A pair of pollinia exposed, with two lar™¥r caudicles (onepair, black
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Figure 2 (...continued)

(R) Intermediate late stage anther, more quadrate, slightly less erect (apex with some degree of inflection),
cucullate anther cap visible. (S) Galeate anther, totally inflected, cucullate anther cap. A pair of pollinia
exposed with two laminar caudicles (one pair, white arrows). Chysis laevis (T, U, V); (T) Early erect anther, apex
pronounced (trapezoid shaped), half round shaped, bilobate with longitudinal lines marked on its epidermal
tissue (black arrows). Two very inconspicuous rostellum primordia (white arro%s). (continued on next page...)
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Figure 2 (...continued)

(U) Intermediate late stage anther, slightly less erect (apex with some degree of inflection), bilobate, anther
cap visible. Rostellum appendages vestiges underdeveloped (white arrows). (V) Incumbent anther,the anther
cap conical shaped (like a hood), coalescent (fused by the sides to the column), dehiscent pollinia, open,
without caudicles. No rostellum developed, only two appendixes underdeveloped and rolled on themselves
(white arrows). Isochilus major (W, X, Y); (W) Early erect anther, semi-rectangularvertical with a pointed apex,
biloculate. Column narrow and slender. (X) Intermediate late stage anther, semi rectangular shaped, pointed
apex of conspicuous thickened cells, biloculate, each locule with longitudinal division (black arrow). (Y) Four
elliptical inflected pollinia. Anther cap was not observed inthis stage because it was lost during dissection; the
lone structure (anther cap) was placed and observed atthe side of the column E]the slide (white arrows).
(continued on next page...)
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Figure 2 (...continued)

Ponera juncifolia (Z, A", B"); (Z) Early erect anther, rounded and bilobed, each lobule ovoid (white ar- rows). (A" Intermediate late stage anther with
caudicles exposed. (B") Anther cap very conspicuous with actinocytic stomata embedded (black arrows). Two pollinia visible in each locule, four long
caudicles ex-posed. Stelis ciliaris (C", D", E") (C") Early anther erect bilobed, each lobule ovoid with a small rounded apex, anther cap beginning its
differentiation from the tissue of the rest of the anther, a clearly marked linedelimits it (black arrows). (D") Intermediate late stage anther, bilobed,
anther cap clearly marked (black arrows) below two ovoid pollinia in close contact to upper part of rostellum tip (bifid viscidium, white arrow). (E")
Incumbent anther, anther cap with inverted heart shape, two pollinia exposed, in close con- tact to the tip of rostellum the bifid viscidium with
abundant secretions. Specklinia digitale (F',G", H") (F") Inflected anther, cucullate, tip of two pollinia exposed. Column beneath with two teeth (white
ar- rows). Below column narrows and canaliculated (black arrows). Column wings differentiated. (G") An- ther slightly more inflected, column with
two teeth (white arrows). (H") Inflected cucullate anther, two caudicles exposed, column is slim and long, canaliculated in the middle portion (black
arrows), and with vertical wings. Laelia speciosa (I', ]', K") (I") Erect anther, quadrate, bilobed, with a trapezoidal apex. Lob- ules with median
longitudinal division each (black arrows). Column short and narrow. (J") Intermedi-

ate late stage inflected anther, anther cap sub-globose with round striated cells. Underneath four caudi-cles visible. (K") Inflected anther, the anther
cap is oblong, with its apex folded up. Four large granulose caudicles are exposed in two pairs. Oestlundia ligulata (L', M", N) (L") Early erect anther,
ovoid, bilobed, upper part by the apex a pleat of tissue is formed, early differentiation of the mid-part of the anther cap.(M") Intermediate late stage
inflected anther, bilobed with anther cucullate. (N) Inflected anther, sub- cubic almost straight, two pollinia visible. Prosthechea squalida (0", P", Q");
(0" Early erect anther, ob- long and bilobed. (P") Intermediate late stage inflected anther inflected the anther cap ellipsoid. Under anther cap four
pollinia, two pairs of caudicles exposed (white arrows). (Q") Inflected anther, anther cap truncate obovate shaped. Under it four pollinia, with four
large, granulose caudicles in two pairs. Ency- clia microbulbon (R", S", T"). (R") Inflected anther quadrate with upper corners rounded, under anther
captwo pollinia can be seen, (S") More inflected anther, sub-quadrate with upper part bi-lobed and corners rounded (white arrows). At the apex of
anther cap tip of two pollinia exposed. (T") Inflected anther, ob- cordate semi-quadrate. Anther cap with abundant semi-actinocytic stomata (black
arrows). Below anthercap, four pollinia are visible and two pairs of caudicles exposed. Scale Bars: A, B,C,D,E, F, G, H,], K, L, M, W, X, Y, Z, A", B,
C,DLE,F, G, H, L, M, N,0", P, Q R, S 100 pm.,N,0,P,Q R, S, T, U,
V, I K = 1 mm. Abbreviations: *, anther apex; a, anther; ac, anther cap; ap, appendage; au, auricle; c,
column; cau, caudicle; cl, clinandrium; dp, dehiscent pollinia; h, hamulus; |, lip; lo, lobule; Ip, lateral petal; m, mentum; o, ovary; p, pollinium; r,
rostellum; s, stomata; st, stigma; t, tegula; v, viscidium; w, column wings. Photo Credit SEM Images: Silvia Espinosa Matias. Figure edition: Benjamin
Valencia-Nieto. -

with smooth rectangular cells, in the lower layer of this tissue numerous intercellular connections are observed between
the walls (Figs. 2H and 3A). No conspicuous clinandriumis observed, the column is short. Anthesis: Anther is totally
inflected; its apex is now located approximately 90° from its original position (the axis of the column. Figs. 21, 2]).The
column is hexagonal; atits base it joins to the ovary which has pointed projections; itis very wide, with large longitudinal
grooves (Fig. 21). The well-developed rostellum formsa morphological barrier to separate the fertile stigmatic surface, which
is basal (similar to the aperture of a cavern. Figs. 21, 2] and 3B). The anther cap is now clearly distinguishable,shows smooth
cuticular rounded cells with few smooth actinocytic stomata with secretions(Fig. 4C). In the initial stages the lip is simple,
arrowhead shaped without ornamentationsor projections on the adaxial face, only with bulging sides like anticline convex
folds, converging in the apex (Fig. 5D). By anthesis the lip has grown in length and conserves the attributes previously
described; and in close-up its cells are rounded and smooth (Figs.5E-5F). Beneath the anther cap, on the tip of each
pollinium, are two pairs of round

Valencia-Nieto et al. (2018), PeerJ, DOI 10.7717/peerj.4383 14/40


http://dx.doi.org/10.7717/peerj.4383

Peer

caudicles with polyhedral cells (according to the previous description of Salazar (1990);they are granulose. Figs. 2], 6D).

Subtribe Bletiinae: Bletia purpurea

Early late stages: Anther begins its differentiation as an erect structure, it is subquadrate, bilobed, with trapezoidal apex
distally. Below the base of the anther, the column shows two very small lateral appendages that correspond to initial
clinandrium phases (Fig. 2K),on the middle, a transverse ridge of tissue is beginning its development, corresponding to the
initial stages of the rostellum (Fig. 3C); below the proto-rostellum there is a semicircular area composed of granulose
tissue, corresponding to the incipient surface ofthe stigmatic tissue (Fig. 2K). In the intermediate late stage: the anther is
round (sphericalin three-dimensional view); it is inflected, the apex is located approximately 160° from its original position,
the cucullate anther cap is now visible, with rounded epidermal cellsand abundant actinocytic stomata on its upper part;
below the cells are less conspicuous, smaller and rectangular. On the underside of the anther cap, the two lobes show signs
of a longitudinal division. At this stage, the column is more developed and broadened. The two lateral appendages
observed at the column apex sides are now broadened, clearlyforming the clinandrium; by the center, the transverse ridge
of tissue forms a defined rostellum, now projected as a well-developed tongue shaped structure with rectangular
epidermal cells. Underneath is the stigmatic surface, covered by the well-developed rostellum (Fig. 2L). Anthesis: the 170°
inflected anther looks obtriangular, with roundededges; a fully developed anther cap is composed of an epidermis with
irregular striated cells, the actinocytic stomata are less visible but present in the same area of previous stage.(Fig. 2M and 4C).
Underneath the anther cap, fully developed pollinia are exposed, the fourupper ones are visible and beneath them are located
another four (as previous reported in the genus by Sosa, 2002 and Sosa, 2008); the polyhedral cells developed on the apex
ofeach pollinium are more rounded and thickened, forming the caudicles (Figs. 2M and 6E). The anther is seated in the
well-defined clinandrium, the rostellum has a semi-lunateshape, forming a shield separating the pollinarium from the
fertile surface of the stigma located below (Figs. 2M and 3D). The sides of the column are spreading, forming the column
wings (Fig. 2M). At initial stages on the lip, three central keels can be observed extending longitudinally from the base to
the apex (Fig. 5G). By anthesis, three central andfew accessory keels can be observed extending longitudinally from the base
to the apex. (Fig. 5H). The cells of the epidermis of the lip are striated (Fig. 51).

Subtribe Bletiinae: Chysis bractescens, Chysis limminghei and

Chysis laevis

Early late stages: the anthers of the three species begin their differentiation as erect structures, in C. bractescens and C.
limminghei are round and in C. laevis more semi-circularor half round, all are bilobed, with each lobule presenting a
longitudinal line marked on theepidermal tissue (Figs. 2N, 2Q, 2T); C. laevis shows a tissue in its apex (trapezoid shaped)and
in the other two species the apex is not pronounced. At the base of the anther, towardsthe front, the column of C. bractescens
and C. limminghei, respectively, form an early
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developing rostellum, projecting conspicuously upward like a semi-lunate shape, coveringabout half of its length (Figs. 2N,
2Q and 3E, 3G). However, at the same stage of C. laevisonly two very inconspicuous projections or rostellum primordia can be
observed below theanther (Fig. 2T). No development can be seen of clinandrium appendices in any of the threespecies; nor
stigmatic surface or receptive tissue. In the middle of the lip of C. bractescens and C. limminghei five keels are beginning to
develop; some epidermal papillae cells (lookbigger and rounded) begin to differentiate and protrude in the middle of each keel
(Figs. 5],5M). In C. laevis, only three wide keels are developing, without different cells protruding on its epidermis (Fig. 5P).
In the intermediate late stage: the anther form on C. bractescensand C. limminghei is more quadrate, slightly less erect, its
upper part above the two lobulesnow has a more defined anther cap (Figs. 20, 2R). The rostellum is projecting towards the
front in C. bractescens and C. limmingheli, but in C. laevis the rostellum appendages remains underdeveloped and are only
slightly more pointed (Fig. 2U). On C. limminghei and C. laevis, a transversal cleavage of the tissue has formed; some
secretions can be seen in this area, that correspond to the future receptive stigmatic surface. The column apex of C.
bractescens and C. limminghei has widened and two small, lateral clinandrium teeth are observed (Figs. 20, 2R); similarly,
the column is widened also in C. laevis, but clinandrium appendices or teeth are no present (Fig. 2U). Anthesis: the fully
developed anthers of the three species are inflected, their apex is now located about 170° from its original position (Figs.
2P, 2S,2V). In C. bractescens and C. limminghei is galeate shaped, inboth, the cucullate anther cap (shaped like a helmet with
mask) covers almost completelythe pollinia, and its epidermal cells have irregular striated cuticle with few actinocytic
stomata (Figs. 4E, 4F). Under the anther cap, in the apex of the anther a pair of pollinia isexposed, bearing two laminar
caudicles composed of a membranaceous zone (as observedby Soto-Arenas, 2008a in fresh flowers. Figs. 6F, 6G). Below, the
transverse rostellum formsa very conspicuous structure, like a rectangular shield, made up with epidermal cells of
rectangular palisade shape (Figs. 2P, 2S and 3F, 3H). Underneath, the cleavage has widenedand is covered with a thick layer of
secretions. The column is very wide, laterally two teeth, one at each side of the column, are observed. Differently, in C.
laevis the cover of the anther is conical, like a hood, coalescent apparently fused by the sides to the column;underneath, the
pollinia are dehiscent, open, without caudicles (Figs. 2V and 6H); there is no rostellum developed, only two appendixes,
underdeveloped, rolled on themselves are seen at the sides of the column (Figs. 2V and 3], 3]). In the middle part of that
zone there is a large hollow with secretions on its surface, corresponding to the receptive area of the stigma. The column is
elongated and not very wide. The five keels on the lip of C. bractescens and C. limminghei are fully developed, numerous
simple trichomes and papillaeare present along the middle part of each keel (Figs. 5K, 5L, 5N, 50); distinctively, in C. laevis
only three large keels are fully developed and several less conspicuous accessory keelshave arisen, four on each side of the lip,
and trichomes are not present (Figs. 5Q, 5R).

Subtribe Ponerinae: Isochilus major
Early late stages: the anther begins its differentiation erect, elongate, bilobed, semi- rectangular vertical, with a pointed apex
composed of large conspicuous cells; at the base of
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Figure 3 Rostellum micrographs. Rostellum development of Coelia triptera (A, B). (A) Early stages, smooth
rectangular cells, numerous intercellular connections (white arrows). (B) Rostellum at anthe- sis, wide barrier
of rectangular cells. Bletia purpurea (C, D). (C) Early incipient rostellum. (D) Rostellumat anthesis (half-moon
shape structure) of rectangular epidermal cells. Chysis limminghei (E, F). (E) Tipof early-rostellum with
rectangular epidermal cells with striate cuticle. (F) Rostellum shield-like madeup with rectangular epidermal
cells arranged in palisade. Chysis bractescens (G, H). (G) Tip of projecting

early-rostellum with rectangular epidermal cells. (H) Rostellum shield-like (rectangular epidermal cells in
palisade). Chysis laevis (1, J). (continued on next page...) Gal
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Figure 3 (...continued)

(1) Close-up of one of two appendixes of underdeveloped rostellum rolled on itself (white arrow). (J)
Underdeveloped rostellum made up with striated rectangular epidermal cells arranged in palisade. Isochilus
major (K, L). (K) Triangular rostellum with two cellular types: elongated cells (white arrows), and the
glandular cellular type (black arrows) (L) Close-up of two cellular types of rostellum, the viscidium (black
arrows). Ponera juncifolia (M, N). (M) Right side of v-shaped shield rostellum (white arrows) (N) Closer view
of the border of rostellum with fibrous cells. Stelis ciliaris (O, P). (continued on[%ext page...)
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Figure 3 (...continued)
(O) Tip of upper part of rostellum, the viscidium is bifid with very fibrous cells, in the middle the

tissue is covered with a dense secretions (black arrows) (P) Rostellum with big round fibrous cells (white arrows).
Specklinia digitale (Q, R). (Q) Rostellum with large longitudinal striated cells. (R) Close-up of rostellum. Laelia
speciosa (S, T), (S) Tip of early rostellum with semi-rectangular cells (white arrows), theabaxial side with smooth
irregular cells (black arrow). (T) Close-up of rostellum at anthesis. Oestlundia ligulata (U, V); (U) Transverse half-
moon shaped rostellum. (V) Rostellum tip. Prosthechea squalida (W, X). (contffiued on next page...)
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Figure 3 (...continued)

(W) Early ellipsoid rostellum, border with thickened cells (black arrow two small bulges of stigma (white arrow).
(X) Close-up of the superior part or rostellum (white arrows), lower part with smooth cells (blackarrows).
Encyclia microbulbon (Y, Z) (Y) Early pointy tongue-shaped rostellum with longitudinal elon- gated striated
cells at the tip of rostellum. Scale Bars: A, B, C, D, E,F,G,H,J,K,L,N,O,P,Q,R,S, T,Z=10 Mm. |, M,
U, V, W, X, Y =100 JUm. Abbreviations: cau, caudicle; p, pollinium; r, rostellum; st, stigma; v, viscidium.
Photo Credit SEM Images: Silvia Espinosa Matias. Figure edition: Benjamin Valencia-Nieto.

the anther at the front the early developing rostellum is deltoid, projecting conspicuouslyupward. The column is narrow and
slender (Fig. 2W). In the intermediate late stage: the anther has inflected around 45° from its original position, continues
semi-rectangular shaped, bilobed, with pointed apex of conspicuous large cells; each lobule has now a line in the middle
part (an indication of its undergoing a longitudinal division, Fig. 2X); observations of the anther cap epidermis reveals the
presence of actinocytic stomata embedded in the smooth epidermal cells (Fig. 4G). On the middle part, in front of the base
of the anther, the acute rostellum is now projecting towards the front, it is composedof two cellular types: one, made of
longitudinal elongated cells; and at the two sides of the central part, the other cellular type corresponds to glandular tissue
made of rounded cells and copious secretions throughout its diameter, which corresponds to the viscidium(Figs. 3K, 3L). At
each side of the column, prominent lateral teeth are observed forming the clinandrium. The column is very narrow,
elongated (Fig. 2X). Anthesis: The anther is completely inflected around 180° from its original position, has four elliptical
pollinia exposed: the anther cap was not observed (because it was lost when dissections were made).Clinandrium is three-
toothed, two are lateral teeth and one prominent central tooth. Thecolumn continues narrow and more elongated (Fig. 2Y).
The lip is long and narrow, at itsbase is flat channeled, near the median part its very folded over, forming a slender channel
extending to the entrance formed by the acute apex, two different cellular types are presenton these zones of the epidermis
(Figs. 55-5U).

Subtribe Ponerinae: Ponera juncifolia

Early late stages: The anther initiates erect, rounded and bilobed, each lobule is ovoid (Fig. 2Z); the cuticle of the epidermis
cells of the anther cap is almost smooth, with actinocytic stomata embedded along the upper part (Fig. 4H). At the base of
the anther, theobtriangular rostellum is projected to the front, and two cellular types are distinguishable on it: those
extending from the base to the middle part of the inverted triangle which areslender longitudinal elongated cells; in the
apex, the other cellular type is composed of glandular tissue with rounded cells with copious secretions throughout its
diameter (as described above in I. major) which corresponds to the viscidium (Figs. 27, and 61). Basally,the column has a “v”
form without visible clinandrium. The lip is tri-lobed, without keelsor ornamentations; the mid-lobe tip is very folded over
upon itself (Fig. 5V). Anthesis: theanther has inflected about 90° from its original position; the anther cap is very conspicuous,
with an epidermis of some large smooth cells, and other slightly striated cells and actinocyticstomata embedded (Figs. 2A", 2B"
and 4H). In the median zone by the apex, where the anther cap is not obstructing view, two pollinia are visible in each
lobule, and four long
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Figure 4 Micrographs of anther cap cuticle. Cuticle of the epidermis of the anther cap of (A) Coral- lorhiza
maculata with smooth cells without stomata. (B) Govenia alba with smooth to slightly wrinkled cells without
stomata. (C) Coelia triptera with smooth cells showing actinocytic stomata and secretions.

(D) Bletia purpurea with slightly striated cells, note the actinocytic stomata. (E) Chysis limminghei with
conspicuous striated cells and actinocytic stomata. (F) Chysis bractescens with longitudinal striated cells and
actinocytic stomata. (G) Isochilus major with smooth cells and actinocytic stomata. (H) Ponera junci-folia with
smooth to slightly striated cells and actinocytic stomata. (continued on next pkgle. )
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Figure 4 (...continued)

(1) Stelis ciliaris with striated slightly corrugated cells without stomata. (J) Specklinia digitale with densely
striated cells without stomata. (K) Laelia speciose with round striated cells and actinocytic stomata. (L)

Oestlundia liqulata with round slightly striated cells without stomata. (M) Prosthechea squalida with slightly
cells and semi-actinocytic stomata. Scale Bars: A=J, L-N = 10 Um, K = 100 [dm. Photo Credit SEM

Images: Silvia Espinosa Matias. Figure edition: Benjamin Valencia-Nieto.

caudicles are exposed, the tip of those caudicles are closely in contact with the viscidium (Figs. 2B" and 61). The rest of the
rostellum forms a well-defined v-shaped shield with theborder made of rectangular cells (Figs. 2B" and 3M-3N). Two small

protuberances are seenat the sides of the column forming a small clinandrium (Fig. 2B"). Tri-lobed lip tips are extended and
the cells of its middle part are sub-quadrate shaped and striated (Figs. 5X-5Y).

Subtribe Pleurothallidinae: Stelis ciliaris

Early late stages: The anther is erect, bilobed, each lobule is ovoid with a small rounded apex, the upper part of the anther
cap is beginning its differentiation, its tissue is clearly marked with a line that delimits the two epidermal cell types (Fig.
2C"). The epidermis ofthe anther cap appears corrugated. At the base of the anther, hanging at the center in the mid part on
the tip of rostellum, the viscidium forms one bifid appendage, the cells in thetip of this appendage are very conspicuous,
and the cells of its exterior border are very conspicuously rounded. Below this area there is a hollowed structure (Fig. 2C").
The cordatelip is not well extended and has crenulated margins, its epidermis has very conspicuous rounded cells, at the
base in the center has a hollow structure known as glenion (Fig. 5Y).In the intermediate late stage: the anther is inflected
about 90° from the original position,bilobed, and the anther cap has big striated epidermal cells (Figs. 2D" and 41). Below the
anther cap, two ovoid pollinia are in close contact with the upper part of the bifid rostellumtip (the viscidium), the rest of
rostellum has large round cells (Fig. 2D"). Anthesis: the anther has inflected approximately 170° from its original position,
the anther cap has andinverted heart shape (Fig. 2E"), its epidermis with conspicuous, collapsed, corrugated cells(Fig. 41). In
the center by the apex of the anther, below the anther cap two pollinia are exposed, these two pollinia are in close contact to
the upper rostellum and on its tip, whosesides are covered with a dense secretion corresponding to the viscidium (Figs. 30
and 6]). The rest of rostellum has big round cells (Figs. 2E" and 3P). The stigma is prominent,standing out as the ends of an
olive wreath at each side of the anther (Fig. 2E"). Lip is extended cordate, in the base the glenion is full of trichomes
embedded with secretions (Figs. 57, 5A").

Subtribe Pleurothallidinae: Specklinia digitale

Only the intermediate late stages and anthesis stage of this species were observed. In the intermediate late stage: the apex of
the anther is 145° from the axis of the column, its formis cucullate, the tips of two pollinia are exposed. Beneath, the
crenulated rostellum forms a transverse morphological barrier made of large longitudinal cells. Just under it, there is ahole,
the column beneath this entrance has two teeth. Below, the column narrows and atcenter is canaliculate and the
clinandrium is a small lobe behind the anther. The column
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Figure 5 Early and anthesis stages of lip development. Corallorhiza maculata (A, B, C). (A) Lip. (B) Protuberances
of lip forming a channel in the middle. (C) Close-up of the cells of the protuberances, pres-ence of abundant
pores. Coelia triptera (D, E, F). (D) Early lip development with two bulges (white ar- rows). (E) Lip at anthesis
arrowhead shaped bulging sides (white arrows). (F) Smooth rounded single epi- dermis cells. Bletia purpurea (G,
H, 1). (G) Early stage lip (three central keels white arrows). (H) Anthesis lip (three central keels with white arrows
and 3-4 lateral accessory keels developed with black arrows). (1) Epidermis cells. Chysis limminghei (J, K, L). (J)
Early lip development, five central keels with large papillae epidermal cells protruding. (K) Lip at anthesis, five
keels with abundant simple trichomes. (L) Close-up oftrichomes. Chysis bractescens (M, N, O). (M) Early lip
development, five central keels with large papillae epidermal cells protruding. (continued on next page...)

Full-size Gal poy. 10.7717/peerj.4383/fig-5
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Figure 5 (...continued)

(N) Lip at anthesis, five keels with abundant large simple trichomes. (O) Close-up of trichomes. Chysislaevis
(P, Q, R). (P) Early lip development with three central keels prominent (white arrows). (Q) Base of the lip at
anthesis, three central keels (white arrows), five accessory keels at each side of the lip (blackarrows). (R) Close-
up of epidermal cells of the keels. Isochilus major (S, T, U). (S) Lip at anthesis, flat channeled (white arrow),
forming a slender channel (black arrow). (T) Close-up of epidermal cells

of the flat part of lip. (U) Close-up of epidermis cells of the conduplicate part and lip apex. Ponera juncifolia (V,
W, X). (V) Early lip development, tri-lobed (black arrows). (W) Lip at anthesis, mid-lobe apex slightly wrapped
(black arrows). (X) Epidermis cells. Stelis ciliaris (Y, Z, A"). (Y) Early lip, at base hollow in the middle (white
arrow). (2) Lip at anthesis, hollow at base (white arrow) with trichomes. (A")Close-up of hollow with trichomes.
Specklinia digitale (B", C", D). (B") Early lip, two simple thickened keels (white arrow), a channel formed
between them (black arrows). (C") Lip at anthesis with two simple thickened keels (white arrows) and channel
between (black arrows). (D) Cells on the keels. Oestlundia ligulata (E", F', G'). (E") Early lip with three central
keels (white arrows), two accessory keels at each side (black arrows). (F") Lip at anthesis unguiculate to the base
(black arrow), central keels highly verrucose (white arrows). (G") Central highly verrucose keel (white arrow)
besides accessory keels black arrows). =
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Figure 5 (...continued)

(I") Unguiculate lip at the base, tri-lobed, the lateral lobes incurved (white arrows), the central portion is
composed of abundant glandular trichomes. From the center to the tip of the mid-lobe, three large central
verrucose keels (black arrows) and two or more lateral keels are present. (J") Central portion with abundant
glandular trichomes secreting large amounts of sugar crystals (white arrows). Encyclia microbulbon (K. L".
M"). (K-L") Mid-lobe lip, circular-ovate with crenulated margins (white arrows), the center the surface is
cells. Scale Bars: C, F, I, R, T, U, A" =10 Um, A, B, D, G, J,K, L, M, O, P,V, W, X, Y, Z B, C", D, E, G,
J,M" =100 Im. E, H, N, Q, S, F', H", I, K, L" = 1 mm. Photo Credit SEM Images: Silvia Espinosa Matias.
Figure edition: Benjamin Valencia-Nieto.

Full-size Gl DOI: 10.7717/peer].4383/fig-5

wings are differentiated on the top and their tips are like teeth at each side (Fig. 2F"). In asubsequent stage the anther is
slightly more inflected than in the previous stage (near 155°).Rostellum is narrower and not crenulated anymore, forming a
transverse morphologicalbarrier made of large longitudinal cells. Just under it, there is a depression where the stigma is
located; the column beneath this entrance has two teeth. Below, the column elongates, narrows and is canaliculate. The
column wings are slightly more differentiated

Valencia-Nieto et al. (2018), PeerJ, DOI 10.7717/peerj.4383 25/40


http://dx.doi.org/10.7717/peerj.4383
https://doi.org/10.7717/peerj.4383/fig-5

Peer

and widespread (Fig. 2G"). The lip is simple, narrow, ligulate, slightly arched with two simple thickened keels, extending
from the base nearly to the apex (Fig. 5B"). Anthesis: Theanther is cucullate (Fig. 2H"), two pollinia with the caudicles
exposed, the cells on its tipsare large and smooth, claw shaped (Fig. 6K). The anther apex is 170° from the axis of thecolumn.
In this stage, the epidermis of the anther cap has densely striated cells (Fig. 4]). Beneath, the ventral rostellum is forming a
transverse morphological barrier made of large longitudinal cells. Just under it there is a hollow with the stigma (Figs. 3Q,
3R). Thecolumn is slender and long, canaliculate in the middle portion, and with vertical wings; the clinandrium is
extended at the sides and along the border of the anther (Fig. 2H"). Thelip is simple, ligulate, slightly arched, with two simple
thickened keels with slightly striatedround cells, extending from the base nearly to the apex (Fig. 5C", Fig. 5D").

Subtribe Laeliinae: Laelia speciosa

Early late stages: the anther is erect, quadrate, bilobed, with a trapezoid apex. The lobulesshow signs of undergoing a
longitudinal division (a line in the middle part of each lobuleis observed). Below, a transverse ridge of tissue forms a
defined rostellum projecting upwardly as a well-developed structure with rectangular epidermal cells (Figs. 21" and 39).
Underneath there is an area composed of different tissue corresponding to the incipient surface of the stigmatic region.
The column is short and narrow, almost the same size as the anther length (Fig. 21). In the intermediate late stage: the
anther has growth massively, is inflected, its apex is now located approximately 80° from its original position;the anther cap is
sub-globose, with round striated cells. Beneath the apex of the anther cap are visible four caudicles. At the base of the
anther, a transverse rostellum projects apically. Underneath is a big conspicuous depression where the future stigmatic
surface will develop (Fig. 2]"). Anthesis: the anther has inflected more, its apex is now located approximately 140° from its
original position, and the anther cap is oblong, with its apex folded up. The upper part of anther cap has the epidermis with
striated cells and abundantactinocytic stomata (Figs. 2K" and 4K). Beneath the apex of the anther cap, there are fourlarge
granulose caudicles in two pairs (Fig. 61.). Below the base of the anther, the large semi-circular rostellum, with slightly
striated large longitudinal cells (Fig. 3T) forms a shield that acts as a morphological barrier isolating the fertile stigmatic
surface underneathit. The stigma surface is covered with abundant secretions. The column is broad, narrowingtowards the
anther, and the clinandrium margins are toothed (Fig. 2K").

Subtribe Laeliinae: Oestlundia ligulata

Early late stages: the anther is erect, ovoid, and bilobed; by the apex a pleat of tissue is formed, corresponding with the early
differentiation of the mid-part of the anther cap. The rest of the epidermis of the anther cap is not distinguishable from the
anther epidermis(Fig. 2L"). At the base of the anther, in front of it, the rostellum projects upward, two crestsare presentin its
superior border near the apex. Below the rostellum, a transversal slit is formed along the column. The column has two
median lateral projections (like teeth) at itssides forming the clinandrium (Fig. 2L."). The lip is ornate, two rounded bulges are
found atthe base, extending along toward the tip forming two central keels; two accessory keels are
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Figure 6 Micrographs of pollinia and caudicles. Pollinia and caudicles of (A) Corallorhiza maculata one caudicle
connected to hamulus. (B) Corallorhiza maculata smooth, very rounded, granulose cells of the hamulus. (C)
Govenia alba tegula composed by a strand of granulose cells with viscidium resembling a lit-tle shield,
connected to the apex of the pollinia (one pair). (D) Coelia triptera, two pollinia and two pairs of caudicles with
polyhedral cells. (E) Bletia purpurea, four upper pollinia and two pairs of caudicles with polyhedral cells.

(continued on next page...)
(a)
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Figure 6 (...continued)

(F) Chysis bractescens, two pollinia and one pair of linear caudicles with membranaceous cells. (G) Chysis
limminghei, two pollinia and one pair of linear caudicles with membranaceous cells. (H) Chysis laevis, two
pollinia, one pollinium without caudicles and another dehiscent pollinium. (1) Ponera juncifolia, note twopairs
of caudicles, pollinia covered with anther cap. (J) Stelis ciliaris, two pollinia and central bifid tip of rostellum.
(K) Specklinia digitale, two pollinia and one pair of rectangular smooth caudicles. (L) Laelia speciosa with four
large granulose caudicles exposed in two pairs. (M) Oestlundia ligulata, two pollinia andpleat of tissue in the
anex (white arrows) of the anther can (N) Prastherhea sanalida four nollinia and twanairs of caudicles (O)

E,F,G,I,M,N,L=100 JUm. B, J, K = 10 dm. H =1 mm. Abbreviations: ac, anther cap; cau, caudi-
cle (irregular mass of cells); cau (1), one pair of caudicles; cau (2), two pair of caudicles; h, hamulus; p,
pollinium; r, rostellum; st, stigma; v, viscidium. Photo Credit SEM Images: Silvia Espinosa Matias. Figure
edition: Benjamin Valencia-Nieto.

present, on each side, the tip of the lip is folded upon itself (Fig. 5E"). In the intermediatelate stage: the anther continues
erect and bilobed, its upper part is differentiated clearly forming the anther cap, which now can be seen cucullate, beneath

the two lobules has its external sides very rounded, with marked wrinkles along its epidermis (Fig. 2M"). Anthesis:the now

sub-cubic anther continues almost straight (bent less than 40° from its original position. Fig. 2N"); the anther cap has
round, slightly striated cells at the apex (Fig. 4L), and the border possesses rounded cells. Only two pollinia are visible (Fig.

6M). Beneath, in the middle, the rostellum is narrower and has two crests by the center near its border(Figs. 2N" and 30U,
3V), the tissue under it has an abundant secretion of unknown nature;the ventral stigma is slightly cordate, with lateral lobes

prominent to the margins (Fig. 3U).Two lateral teeth form the clinandrium. Towards the base the column narrows (Fig. 2N").
The oblong lip is elongated and deeply ornamented, its base is unguiculate; the central keelis highly verrucose, flanked by

three lateral keels on each side, extending along its length (Figs. 5F', 5G").

Subtribe Laeliinae: Prosthechea squalida
Early late stages: The erect anther is oblong and bilobed, each lobule is ovoid, and nodifferentiation can be observed on the

epidermis of the upper area of the anther (that willdevelop into the anther cap Fig. 20"); in a close-up, small actinocytic
stomata are observedand are embedded within the striated epidermis (Fig. 4M); below the apex there is a pleat oftissue (Fig.

20"). In the middle an ellipsoid rostellum is seen forming a barrier, underneaththe column is depressed, in the deeper part, two
small bulges of tissue are present (Fig. 3W),their surface is densely hairy, covered with secretion of unknown nature. At each

side of thecolumn a small lateral tooth is forming the clinandrium (Fig. 20"). The lip is tri-lobed, thetip of large mid-lobe is
incurved, with the apical margins wrapped around each other, andthe lateral lobes are incurved. Near the base, below those

lateral lobes abundant papillae are observed (Fig. 5H"). In the intermediate late stage: the anther has inflected nearly 90°
from its original position, in the middle, the ellipsoid anther cap is well differentiated; under the anther cap four pollinia are

present, underneath two pairs of caudicles are exposed (Fig. 2P"); above the anther a conspicuous mid-tooth of the
clinandrium is seen and at its sides, it is flanked by two lateral teeth. Below the base of the anther, a transverserostellum is

present, under which there is a cordate stigma (Fig. 2P"). Anthesis: behind
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the anther, a prominent mid-tooth of the clinandrium is present and it is flanked by the two lateral teeth of the
clinandrium (Fig. 2Q"). The anther cap is truncate with obovate shape. Under the anther cap, four pollinia are present, with
four large granulose caudiclesexposed in two pairs (Fig. 6N). Below the base of the anther, a transverse, brick shaped
rostellum is present (Figs. 2Q" and 3X). Below the rostellum, the stigma with abundant stigmatic fluids is observed. The lip
is unguiculate and tri-lobed. The lateral lobes are smalland acute, incurved; beneath those, the central portion is composed of
abundant glandulartrichomes, secreting large amounts of sugar crystals (Figs. 51'-5]"). From the center to thetip of the mid-
lobe, three large, central, verrucose keels, and two or more lateral keels arepresent (Fig. 517).

Subtribe Laeliinae: Encyclia microbulbon

In the intermediate late stage: the anther is quadrate, with the upper corners rounded. The anther apex is inflected about
135° from the axis of the column, under the anther captwo pollinia can be seen; at the anther sides, there are two triangular
clinandrium teeth (Fig. 2R"). The middle part the rostellum is acute, the adaxial surface has longitudinal elongated cells, in
the abaxial side the rostellum is smooth (Fig. 3Y). Below, in the mid partof the column a depression with secretions is present
(Fig. 2R"). In a subsequent stage, theanther is more inflected to approximately 160° from the axis of the column, sub-
quadrate,with its upper part bi-lobed and the corners rounded. At the apex of the anther cap the tipof two pollinia are
exposed. The transversal rostellum forms a barrier separating the stigma.Below, a depression with few secretions is observed
corresponding to the future stigmatic surface. At the sides on the base of the anther, two triangular clinandrium teeth are
present(Fig. 2S"). Anthesis: the apex of the obcordate rectangular anther is 170° from the axis of the column (Fig. 2T"). In
the middle of the upper part of the anther cap abundant semi-actinocytic stomata are present (Fig. 40). Cubic crystals
are observed surrounding the stomata (Fig. S1). Below the anther cap four pollinia are visible in a closer view, and twopairs of
caudicles are exposed (Fig. 60). The clinandrium has lateral triangular teeth, oneon each side of the anther (Fig. 2T"). The
transverse rostellum is oblong, and the stigmaticsurface is seen under it (Fig. 3Z). The lip is tri-lobed. The lateral lobes are
erect with freetips, the mid-lobe is circular-ovate with crenulated margins, and in the center the surfaceis verrucose,
without keels (Figs. 5K'-5M").

DISCUSSION

Incumbent anther

Despite the enormous variation in the degree of incumbency or bending of the antherin Orchidaceae, three general
pathways of achieving it have been identified, two of them observed in this work. The first pathway described from the
distant subfamily Vanilloideae, is the result chiefly of the substantial elongation of the anther connectivetissue
(Freudenstein, Harris & Rasmussen, 2002); the second pathway is present in the non vandoid epidendroids (where most of
this study’s samples are placed), in which incumbency takes place on late ontogeny stages as the result of extension and
tippingof the mature anthers (Freudenstein, Harris & Rasmussen, 2002; Valencia-Nieto, Sosa &
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Mdrquez-Guzmdn, 2016). The third and, the most variable pathway, the so-called Vandoidmorphology or syndrome, is
observed in the development of Corallorhiza maculata and Govenia alba of Calypsoinae (a subtribe recently included in
Epidendreae) included in this study. In this pathway, bending is reached in early ontogenetic stages, as the result ofchanges
in direction of growth, that lead the anther to begin its development in a startingposition with incumbent orientation
(called early anther incumbency) and associated

to the superposed pollinia (result of a reorientation of the developing thecae), and also to the presence of pollinium stalks
or accessory structures of the pollinia, derived from the rostellum (varying zones and amounts of tissue of this structure)
which are differentin origin to the caudicles (extensions derived from the pollinia) (Freudenstein, Harris & Rasmussen,
2002).

Our micrographs showed that in the members of Bletiinae (including Chysis formerly considered in its own subtribe),
Ponerinae, Pleurothallidinae and Laeliinae the incumbencyis reached out by simple elongation of the anther and tipping in late
stages in the ontogeny.The only variation among members of this group was the degree of inflection of the anther(see Table
2). This variation seems to be the result of the morphologies associated with thediverse pollination syndromes in this group,
depending on the orientation of the pollinarianeeded for successful pollination.

Implications for classification

Two recent phylogenetic studies, one including representative taxa of all orchid groups (Givnish et al., 2015) and another
focused in subfamily Epidendroideae (Freudenstein & Chase, 2015) were the basis for revising the classification of
Orchidaceae (Chase et al, 2015). In these studies, Chysis was retrieved in a clade as the sister group to subtribe Bletiinae,
and thus its members were transferred to this subtribe, whereas previously it wasconsidered in its own subtribe Chysinae
(Chase etal, 2015). Based on a number of anthercharacters observed in this study, such as the shape of the anther cap, the
ornamentation ofthe epidermis of the anther, the form and number of pollinia, linear caudicles, absence ofcolumn wings, in
addition to characters in the labellum we suggest that further inclusionof species in Chysis in molecular phylogenies might
help clarify the position of this genuseither in subtribe Bletiinae or in its own subtribe Chysinae. If species in Chysis are
retrievedin Bletiinae the anther characters identified here might be defined as symplesiomorphic characters. However, is
Chysis is placed in its own subtribe, then the anther characters suchas linear caudicles in only one pair, unequal pollinia form,
shape of anther cap, absence of column wings and like so the characters of the lip such as the numbers of central an
accessory keels (3 0 5) and trichomes in it surface will be the main defining characters of this group.

Freudenstein & Chase (2015) and Freudenstein, Yukawa & Luo (2017) consider Coelia a member of subtribe Calypsoinae,
although it was previously classified in its own subtribe Coeliinae. Our observations of the column of Coelia triptera
indicate that early anther incumbency is present, it was already inflected approximately 45°. Freudenstein,

Yukawa & Luo (2017) proposed placing Coelia in the Calypsoinae, arguing that charactertransformations that lead to
detachable viscidium of the rostellum in this subtribe started
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from the morphology of Coelia. However, our observations show that this genus lacks a cellular pollinium stalk or stipe, as
well as superposed pollinia, and the only character ofthe vandoid syndrome which was observed is the early incumbent
anther. Moreover therest of anther characters are congruent with more advanced Epidendreae: like the presenceof granulose
caudicles (derived from the pollinium), erect column, and the pollinium number. Furthermore, Coelia is the only
epiphytic genus in a large group composed by terrestrial geophytes including many leafless and mycoheterotrophic taxa,
leaving the question open if indeed it should belong in the subtribe Calypsoinae.

Furthermore, a set of characters that our study found to differ between two genera in subtribe Calypsoinae were

observed in Govenia alba and Corallorhiza maculata and they might have implications in classification. Although both
genera are characterized by early anther incumbency, characteristic of the Vandoid syndrome, Govenia alba, has ategula
(pollen stalk derived from the column) mainly composed of a strand of granulosecells which connect the viscidium to the
pollinium apex. This type of pollinium stalk consists of the dorsal cuticle of the rostellum and it has been considered by
Rasmussen (1982), Dressler (1993) and Freudenstein (1994a) a type of stipe opposed to the hamulus present in Corallorhiza
maculata. Both genera have been classified previously in several subtribes in Epidendroideae, but the position of Govenia
in Orchidaceae has been the most controversial; Dressler (1981) placed this genus on subtribe Corallorhizinae in tribe
Maxillarieae of the extinct subfamily Vandoideae: later, Dressler (1993) transferred Govenia (subtribe Goveniinae) to tribe
Cymbidieae; Freudenstein (2005¢) placed this genus in tribe Calypsoeae but, without indicating relationships with the related Earina
(Agrostophyllinae) or Bletia (Bletiinae) (Garcia-Cruz & Sosa, 2005). Recently, Freudenstein & Chase (2015) and Freudenstein,
Yukawa & Luo (2017) placed Govenia in subtribe Calypsoinae based on theirphylogenetic studies in which this genus resulted
the sister group to the remainder generaof the Corallorhiza clade.

Pollination biology

In the very diverse Pleurothallidinae (5100 spp. Karremans, 2016), the majority of pollinators are unknown (Karremans,
2010); however, it has been indicated based on floralmorphology that species in this group are pollinated by flies (Pridgeon,
Solano & Chase, 2001). In addition, two genera this group were reported as having deceive pollination by pseudo-
copulation (Blanco & Barboza, 2005). The plants have minute flowers, with segments with great motility and abundant
trichomes and secretions (Pridgeon, Solano & Chase, 2001; Blanco & Barboza, 2005; Jersdkovd, Johnson & Kindlmann, 2006;
Karremans etal, 2015). These characters, were observed in Stelis ciliaris and Specklinia digitale, whichhave the smallest flowers
studied here, and furthermore they were previously identified bya number of pollination and morphological studies (Damon &
Roblero, 2007; Karremans etal, 2013; Ignowski et al, 2015) in which different pollinators besides diptera such like beeswere
reported.

Karremans et al. (2013) reports the pollination by Drosophila in the Specklinia endotrachys species group; however, this
group has a very different morphology to thespecies included in this study. The endotrachys group presents species

that share a
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notable reddish-orange color of the perianth parts, especially of the sepals, produce long-lived multi-flowered successive
inflorescences, and are larger plants with ten or more flowers open simultaneously, but only one per single inflorescence.
Differently,

S. digitale presents much smaller plants, and inflorescences with 4-10 miniature white-to cream-yellowish flowers, its
pollinator is also unknown but is related to the sometimes referred as Pleurothallis grobyi Bateman ex Lindl group, where
Damon & Roblero (2007) reports flies from the families Cecidomyiidae and Phoridae (plus an unidentified species)as
pollinators of Specklinia marginata closely related to S. digitalis in this species group of Pleurothallis grobyi, Damon & Roblero
(2007) also mention S. marginata was visited by beesof the genus Plebeia. Interestingly, the morphology of the flowers
observed in this study is almost identical to his close related S. marginata, the phylogenetic relationship betweenthis species
in Pleurothallis grobyi can probably reflect similarity in its pollinators group.

In Ponerinae, especially in Isochilus, flower characteristics are associated with hummingbird pollination (Van Der Pijl,
Dodson & Flowers, 1969; Siegel, 2011). In I. majorwe observed that the small tubular flowers are purple (rose and orange
colors dominate inother species of this genus), that the lips have gray lines, and pollinia are purple-maroonand when
collecting samples we also became aware of the absence of fragrance. In addition,during dissections of I. major flowers we
discovered a mechanism by which the anther cap comes off (it is joined to the grooved lip by a claw), leaving pollinia
exposed or being simply removed by only introducing the dissection needle (which resembles the bird beak) and coming
out with pollinaria on its surface, presumably as it happens at the time of pollination by hummingbirds. In the other
genera of this subtribe (Ponera, Nemaconia, Helleriella) the pollinators are unknown, but flower size, and red and yellow
colors (especially in P. juncifolia) lines in lip and secretions suggest pollination by small wasps or bees (Soto-Arenas,
2005D).

It has been identified that pollination in Laeliinae, another highly diverse group of Epidendreae (with approximately 1500
spp.), is carried out by diverse pollinators, rangingfrom Lepidoptera in Brassavola and in the diverse Epidendrum, to Diptera
in some other Epidendrum, birds in some Encyclia and Epidendrum, and predominantly Hymenoptera in most Laelia,
Prosthechea, Encyclia and Cattleya (Van Der Pijl, Dodson & Flowers, 1969; Borba & Braga, 2003; Van den Berg et al., 2009). In
Laelia it is well known that flowers emit fragrance to attract the pollinating insects, without nectar or other reward; thus,
itis considered as deceptive pollination. Taxa in this group are pollinated by large bees andbumblebees. Laelia has been
recognized as closely related to Cattleya but differs, in numberof pollinia (eight in Laelia vs. four in Cattleya, Halbinger &
Soto-Arenas (1997) Borba & Braga (2003)) as reported in this study.

Large Laelia flowers are considered as “gullet flowers”, with a lip that constitutes alanding platform for the pollinator, in
which the lateral lobes are upturned to enclose the column, forming a tunnel-shaped structure, where the pollinator enters
in search of nectar, and when it backs away it touches the stigmatic zone and the pollinarium,

depositing or removing the later on its back (Halbinger & Soto-Arenas, 1997). We found inour observations that not only the
anther bends, but also that the column bends markedlyprobably to reach an adequate position for allowing pollinators
entering the flowers. In
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Laelia speciosa, Soto-Arenas & Solano-Gémez (2007) reported pollination by bumblebees of the genus Bombus. Recently,
Peraza-Flores, Carnevali & Van den Berg (2016) segregatedsome members of Laelia into Schomburgkia, although L. speciosa
remains as the type and most basal Laelia.

Among taxa in the Encyclia alliance Higgins (2003) recorded that species in Prosthecheaproduce fragrances and are pollinated
by wasps. In Prosthechea squalida, our observationsof the lip suggest that abundant secretions are produced to attract
pollinators, resulting in areward-based pollination syndrome. In Encyclia and Oestlundia pollination is accomplishedby
Hymenoptera (diverse kinds of bees) (Dressler, 1993; Higgins, 2003). We found the presence of cubic crystals around the
actinocityc stomata of the anther cap in E. microbulbon,probably offered as attractors to the pollinators.

In Bletiinae, in a number of species in Bletia and in most Hexalectris and Basiphyllea, marked autogamy and cleistogamy
has been recorded; some reports of autogamy in Bletia highlight the lack of development (partial or total) of the rostellum
favouring self-pollination (Van Der Cingel, 2001; Salazar, Chavez-Rendon & Jiménez-Machorro, 2016). In Chysis the
pollinators are unknown; however, it has been suggested that that due to color and lip characters and fragrant flowers,
pollination by large bees or Euglossinii bees might be possible (Soto-Arenas, 2005a; Soto-Arenas & Solano-Gémez, 2007).
Our observations showed that in the keels of the lip of Chysis bractescens and C. limminghei there are abundant trichomes
and papillae, probably related with production of fragrancesthat could be collected by the brushes in hind limbs of bees,
especially of the Euglossinii group. Our observation in Chysis laevis found that the coalescent anther with the column,the
lack of trichomes and papillae on lip keels, the dehiscent pollinia at anthesis and

an underdeveloped rostellum (only two vestigial appendages observed) probably allow self-pollination. We suggest that
autogamy (by cleistogamy or pseudo-clestogamy) seemsto be the common mechanism for fruit production in this taxon.
In Calypsoinae the flowers are small to medium, and diverse pollinators have been reported such like noctuid moths in
Tipularia discolor (Whigham & McWethy, 1980),bumblebees in Calypso (Van Der Cingel, 2001; Tuomi et al,, 2015), and in
Cremastra andGovenia pollination is by bees (Garcia-Cruz & Sosa, 2005; Garcia-Cruz et al., 2009), in Dactylostalix and
Govenia hover flies were also reported (Pansarin, 2008); and finally, in Collarohiza Epididae flies and mosquitoes were
recorded as pollinators (Freudenstein,2005b). We observed in Govenia alba a slight fragrance and guide lines on the lip,
the column its pronouncedly bent over itself to accomplish a successful pollination by the incumbence leads to the
correct placement of pollinaria on the back of pollinator. In Corallorhiza maculata, the lip has a bulging structure on its
base forming a channel with

abundant pores on its epidermis, and as in Govenia, the column is pronouncedly bendinginward, but in this genus this character
suggests self-facilitation of pollination rather than correct placement of pollinaria on pollinators.

CONCLUSIONS

Our study corroborated that in the subtribes Bletiinae, Ponerinae, Pleurothallidinae, Laeliinae and Chysinae anther
incumbency is accomplished by simple elongation and

Valencia-Nieto et al. (2018), PeerJ, DOI 10.7717/peerj.4383 33/40


http://dx.doi.org/10.7717/peerj.4383

Peer

tipping of the anther in the late stages of development. It also confirmed that inflexion ofthe anther reached by the
reorientation of growth in the early ontogenetic stages of the anther, the vandoid morphology, was found in Calypsoinae
(excluding Coelia).

Our study identified that Chysis possesses a number of characters such as the shape of the anther cap, the ornamentation of
the epidermis of the anther, the form and number of pollinia, the linear caudicles, and the absence of column wings not
shared with the restof the taxa in subtribe Bletiinae; and therefore, suggesting that its position in this subtribemay need
revision. Our observations discovered that Coelia only shares the early anther incumbency with Calypsoinae, where it was
transferred recently; however, the rest of the morphological characteristics correspond to those of other members of
Epidendreae,suggesting also that its position needs to be revisited.

We found characters such like crystals around the actinocytic stomata on the anther capas well as sugar crystals in Laeliinae;
coalescent anther with the column, lack of trichomesand papillae on lip keels, and underdeveloped rostellum in
cleistogamously forms of Chysislaevis; a mechanism by which the anther cap comes off (it is joined with the grooved lip by a
claw) in Isochilus major. All of them related to pollination syndromes or reproductivebiology.
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