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1.RESUMEN

La vainilla (Vainilla planifolia) es uno de los recursos biolédgicos, culturales y comerciales mas
importantes a nivel nacional e internacional, incluso desde tiempos de antiguas civilizaciones
como los totonacas en el estado de Veracruz, México. Si bien su variacion quimica
(quimiotipos) y genética (genotipos) fue reportada en el Totonacapan, hoy en dia esta
informacion se extrapola en otras regiones de México como La Huasteca Potosina.

Algunas de las variantes mas representativas son el genotipo 1 (G-1) y el genotipo 6 (G-VI),
donde G-I es considerado como la condicion mas cercana al estado silvestre, mientras que G-
VI a la més seleccionada. A pesar de estas aproximaciones que permiten distinguirlos, se
desconoce si la anatomia vegetativa es una herramienta igualmente informativa. Por esta razon,
el objetivo de este trabajo consistio en analizar la variacion anatomica a dos niveles de
comparacion: (A) entre genotipos y (B) dentro de cada uno de ellos a partir de 6rganos como
la hoja, tallo y raiz. Se colectaron individuos representativos de cada genotipo procedentes de
la region del Totonacapan, obteniendo un total de 35 caracteres anatdmicos cuantitativos
correspondientes a estos tres drganos. A partir de los anélisis estadisticos efectuados se pudo
determinar que existen diferencias significativas en mas del 50% de los caracteres anatdmicos
refiriéndose a ambos niveles comparativos, particularmente dentro de los tejidos dérmico y
vascular de la hoja y el tallo. EI Andlisis de Discriminante Candnico (ADC) explico la
relevancia de algunos caracteres de la hoja y tallo para visualizar graficamente la variacién
entre genotipos y sus respectivas localidades. A través de una correlacion de Pearson se
encontrd que existen correlaciones significativas positivas representadas por caracteres de la
hoja y tallo. Por otra parte, en el andlisis jerarquico de conglomerados visualizado con un
heatmap se encontr6 una correlacion entre el area celular de ambas caras de la ldmina y tallo;
en adicion a esto, se pudieron apreciar agrupaciones de las localidades por similitud de
caracteres. Los resultados obtenidos permitieron responder a los objetivos planteados en este
trabajo ya que no solo se evidencio la variacion anatomico- vegetativa entre ambos genotipos
y dentro de cada uno de ellos, sino también se resaltdé la relevancia de las condiciones
ambientales y rasgos genéticos propios de la especie que posiblemente afectan los valores de
algunos parametros anatémicos foliares y caulinares, lo cual deberia ser retomado en un futuro
para el disefio de estrategias de conservacion de la especie.



2.INTRODUCCION

Vanilla planifolia Andrew es una especie perteneciente a la familia Orchidaceae cuyo habito
de vida es hemiepifito, es decir que durante su crecimiento se desarrolla sobre el suelo, y
posteriormente sobre un forofito, en este caso plantas con crecimiento de tipo secundario
(Cordero, et al, 1984).

Sus poblaciones proliferan en regiones tropicales y subtropicales de México, Centro y
Sudamérica, de manera particular en regiones como El Totonacapan que abarca la parte norte
de Puebla y Veracruz. En la actualidad la vainillina es uno de los productos mas importantes a
nivel nacional e internacional (Salazar-Rojas et al., 2012) con valor cultural y econémico en
México (Romeu 1995, Soto-Arenas 2003). Existen diversos cultivares de esta especie, de cuyos
frutos se extraen una gran cantidad de compuestos aromaticos volatiles, como la vainillina, la
cual es ampliamente utilizada en diversas industrias como refresquera, vinicola, e incluso
dentro del arte culinario de la reposteria y elaboracion de helados (Araya et al., 2014). Ademas,
la vainilla ha sido utilizada por algunas civilizaciones antiguas como los nativos
mesoamericanos que utilizaban la parte reproductiva para fines medicinales y ornamentales.
(Salazar-Rojas et al., 2012).

Desafortunadamente las poblaciones silvestres han disminuido debido a la extraccion y
colecta excesiva llevandola a ser catalogada en el apartado de Proteccidn Especial de acuerdo
a los acuerdos internacionales y a la ley mexicana (SEMARNAT, 2010) e incluida dentro de
especies en riesgo de extincion (CITES,2017). Anulado a lo anterior existe un acentuado
desinterés en las nuevas generaciones para el cultivo de este recurso natural. En respuesta a
ello se ha generado un gran interés en el estudio de la variabilidad en poblaciones que pueden
Ilegar a existir dentro de V. planifolia.

Diferentes estudios han abordado la variacion en poblaciones de vainilla,
comprendiendo la parte genética y quimica. Dentro de la primera categoria resaltan los trabajos
de Herrera-Cabrera y colaboradores (2011) en donde se analizaron 14 loci de cADN, dando
como resultado la presencia de cinco variantes conocidas como genotipos (G).

Los analisis quimicos realizados por Salazar -Rojas y colaboradores (2012) encontraron
diferentes gradientes de concentracion en cuatro compuestos aromaticos nombrando a seis
variantes conocidas como quimiotipos (CH).

A pesar de estas iniciativas para entender la variabilidad intraespecifica en V. planifolia,
todavia se conoce poco acerca de la variacion anatomica, por esta razon el objetivo del presente
trabajo fue llevar a cabo un analisis de la variacion anatémica en 6rganos como la hoja, tallo y
raiz tomando como referencia a los genotipos G-I y G-VI, estableciendo comparaciones entre
genotipos y dentro de cada genotipo.

Para este estudio se seleccionaron seis localidades (tres para cada genotipo) ubicadas
en la region del Totonacapan, en cada una de ellas se trabajaron 3 individuos, contando con
una n muestral de 18 individuos, siendo sometidos al procesamiento histoldgico en drganos
como hoja, tallo y raices.

Se definieron 35 caracteres anatdmicos cuantitativos (17 de hoja, 10 de tallo y 8 de
raiz). Los andlisis estadisticos permitieron identificar que mas del 50% de los parametros
establecidos explican la variabilidad en los dos niveles de comparacion. En el caso de la



comparacion entre genotipos y dentro de G-I estos cambios estuvieron definidos por el tejido
dérmico de la hoja, mientras que para G-VI1 fue dada por el tejido dérmico y vascular del tallo.

El Analisis de Discriminante Canonico (ADC) determind que las tres primeras
funciones canonicas explican un 94% de la variacion entre genotipos, explicandose a través de
caracteres como: el nimero de estratos de la vaina de esclerénquima en haces pequefios y
medianos (NEVEHPE/NEVEHPE), el indice estomatico (IEL) y el grosor de cuticula adaxial
(GCADL) en la hoja. En el tallo correspondieron al grosor de la pared de fibras en haces
vasculares (GPFV) y al grosor de la cuticula (GCT).

El resultado de la correlacion de Pearson permitio definir relaciones significativas de
tipo positivas entre pares de caracteres tomando como referencia los dos niveles de
comparacion establecidos.

En el primero de ellos, donde se compararon ambos genotipos, se encontrd que los
valores significativos involucran al tejido dérmico y vascular de la hoja, pero también al
dérmico y fundamental del tallo. En el segundo nivel se compararon de manera independiente
cada genotipo. Dentro de G-l las correlaciones estuvieron dadas por el tejido dérmico y
vascular de la hoja, mientras que en G-VI, por los tres tejidos del tallo.

Esto altimo se complementd con el analisis jerarquico de conglomerados representado
en un heatmap, el cual evidencio el nivel de agrupacion por similitud de las localidades. El
Ejido “Los Alamos”, Pantepec, Puebla (L3) mostré un efecto significativo en el
comportamiento de algunos de los caracteres, siendo mayores en gran parte de ellos.

Se cree que la variacién establecida al comparar ambos genotipos se encuentra
influenciada por las caracteristicas genéticas que residen en la especie, manifestandose en el
fenotipo, particularmente en la hoja y tallo, mientras que la variabilidad dentro de cada genotipo
quizés esté fundamentada por los elementos abidticos propios de las localidades. Aunque es
necesario que en futuros estudios sea validada este tipo de informacion.



3. ANTECEDENTES
3.1 Taxonomia del género Vanilla

El género Vanilla Mill (Orchidaceae) incluye alrededor de 110 especies distribuidas en
regiones tropicales del mundo, aunque la mayoria de ellas en América comprendiendo a
Centroamérica y Sudamérica, en donde se estima que surgié hace ca. 61 M.Aa (Bory et al.,
2008; Gigant et al., 2011; Azofeifa et al., 2014). El género abarca a la subfamilia Vanilloideae,
tribu Vanilleae y subtribu Vanillinae (Gigant et al., 2011; Azofeifa et al., 2014).

La subfamilia Vanilloideae fue considerada por algunos autores una “categoria
incierta” hablando particularmente de los géneros que la conforman debido a la limitacion de
variables morfoldgicas (vegetativas y reproductivas) (Cameron et al., 1999).

A partir del 2003 se realizaron estudios moleculares de ADN mitocondrial, nucleico y
plastidico que mostraron relaciones filogenéticas entre las tribus Pogonieae y Vanilleae (Figura
1) (Chase et al., 2003) y diferenciandolas de las subfamilias Apostasioideae y Cypripedioideae
(Cameron et al., 1999; Damian, 2020).

Vanillae es la tribu que engloba a Vanilla agrupdndose con otros géneros como
Pseudovanilla en cuyas especies juveniles se desarrollan drganos (tallo y hojas) no
fotosintéticos, obteniendo nutrientes a través de hongos micorrizicos y propiamente del sustrato
(\Valdovinos-Ponce et al., 2016). Lo mismo sucede en Galeola y Erythrorchis.
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Figura 1. Cladograma en donde se muestran las relaciones filogenéticas dentro de la subfamilia
Vanilloideae, basado en pruebas moleculares de DNA nuclear, mitocondrial y plasmidico.
Dentro de la tribu Vanilleae se observa el género Vanilla (Cameron, 2005).

A su vez el género Vanilla fue dividido en tres clados (Figura 2) y se determiné que el clado
alfa corresponde a las especies con hojas membranéaceas. Por otro lado, el clado beta engloba
a las especies distribuidas en regiones tropicales tales como Vanilla planifolia. Por altimo, el
clado gamma comprende a las especies del Caribe y Europa (Bouetard et al., 2010; Damiéan,
2020), logrando su éxito gracias a la dispersion de semillas (Bory et al., 2010; Sanchez, 2014).

Una de las especies mas representativas del género es V. planifolia, la cual puede ser
diferenciada del resto de las especies por su crecimiento hemiepifito, tallos cilindricos
lianoides, posicidn del labelo y la composicion quimica de los frutos que brindan aromas Unicos
(Soto-Arenas y Cribb 2010; Nicoletti de Fraga et al., 2017; Damian, 2020).
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3.2 Importancia historica de Vanilla planifolia en México

Durante el Meéxico prehispéanico, la vainilla fue un elemento util en varios &mbitos, entre ellos
se resalta el uso de los frutos como pago de tributo al imperio azteca, ademas de ser un articulo
dentro del comercio indigena.

La planta en general posee una serie de nombres en diferentes lenguas indigenas, entre
ellos: xanat, shanat, caxixanath (Totonaco, Veracruz) y tlilxdchitl (Nahuatl antiguo) (Hagsater
et al., 2005; Menchaca, 2017).

Hoy en dia representa un simbolo nacional, no solamente en el sentido de proporcionar
aromas agradables a nuestro paladar, sino también porgue es la primera orquidea registrada en
el nuevo.

Algunos médicos nahuatlatos como Martin de la Cruz y Juan Badiano ilustraron su
cuerpo vegetativo y reproductivo en su cddice Libellus de medicinalbus indorum herbis (Figura
3) que actualmente se conoce por su nombre.

Con la llegada de los espafioles, algunas de las plantas de V. planifolia fueron
trasladadas a varios paises europeos, popularizandose rapidamente que se perfeccionaron
técnicas de reposteria.
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Figura 3. Representacion grafica de una de las imagenes y descripciones mas antiguas de
Vanilla planifolia en el cddice de la Cruz-Badiano (Menchaca, 2017; Gémez, 2008).

3.3 Importancia econémica de Vanilla planifolia a nivel nacional y mundial

La produccidn de vainilla se llevo a cabo en principio dentro de regiones de México, hace 300
afios. Actualmente sus cultivos han gran impacto econémico a nivel mundial (Tabla 1), en
sectores como la reposteria, al desarrollar una gran variedad de dulces, galletas, helados, etc.
(Rodriguez- Lépez y Martinez- Castillo, 2019).

Para ello los paises productores desarrollaron técnicas como curado y beneficiado
(practicadas desde el siglo XVI1I11), con el fin de obtener el aroma caracteristico de la vainilla,
siendo posible gracias a los compuestos quimicos presentes en el fruto como vainillina, acido
vanillico, resinas, gomas y proteinas (Santiago, 2003).

La concentracion puede variar entre los individuos silvestres y cultivados, puesto que
se ha reportado la potencialidad de la vainillina dentro de este Gltimo grupo, por lo que es
altamente utilizado en diversos paises, entre ellos Pert, Colombia y algunos paises europeos.

Las propiedades medicinales de estas plantas han sido estudiadas, por ejemplo, en un
estudio reciente se le considera como un estimulante para fortalecer el cerebro humano, ataque
contra infecciones virales (tos) y disminucidon de fiebre (Cortés, 2021).

A pesar de los beneficios previamente descritos hoy en dia existe una problematica muy
grande con las poblaciones cultivadas ya que la produccion de frutos se ve disminuida a causa
de anormalidades morfoldgicas inducidas por hongos como Basidiomycota Uromyces joffrini
(Iglesias-Andrew et al., 2014; UAEM, 2015).

Otra problemaética tiene que ver con la competencia entre la vainilla natural y sintética,
ya que paises como China comenzaron a utilizar el ultimo grupo, sintetizandose a partir de la
corteza de coniferas, siendo ain méas econdémica que la vainilla natural, provocando una
reduccién poblacional de Vanilla planifolia (Soto-Arenas, 2006).

Cabe resaltar que en México la mayor produccion de Vanilla planifolia se da en
Veracruz, siendo la region de Totonacapan la que produce casi un 80% de vainilla a nivel
nacional. En este lugar los pobladores desarrollan métodos agronémicos ancestrales, en donde
los individuos son sometidos a diferentes condiciones ambientales (Rocha et al., 2018). A partir
de la enorme importancia de Vanilla planifolia en nuestro pais, es conveniente su conocimiento
y conservacion abordado desde un punto de vista multidisciplinario.
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Tabla 1. Principales paises productores de Vanilla planifolia registrados en el afio 2002 a nivel
mundial, mostrando sus ingresos estimados en dolares (Jacob, 2007).

Pais productor Produccién estimada
(cantidad en ddlares por

afio)

Madagascar 14,750

Indonesia 11,795
China 4,917
México 929
Turquia 836
Comoras 688
Tonga 639
Bélgica 492
Uganda 344
Polinesia Francesa 246

3.4 Distribucion y estado actual de conservacion de Vanilla planifolia

Con el proposito de conocer la distribucion poblacional de esta especie se han utilizado
herramientas de tipo geogréaficas, entre las cuales destacan los modelos predictivos de
distribucion espacial (Maxent), reportado por Herndndez-Ruiz y colaboradores (2016) (Figura
5).

A partir de la informacidn recabada en el Herbario Nacional de México (MEXU) y el
Herbario del Instituto de Ecologia A.C. (XAL) se utilizaron variables biocliméticas por
ejemplo el tipo de suelo, precipitacion anual, altitud, tipo de vegetacion, entre otras. Los
resultados de este estudio y el de Villamontes y colaboradores y colaboradores (2017)
determinaron que los individuos de V. planifolia presentan una distribucion potencializada en
norte de Oaxaca, particularmente en regiones tal y como se muestra en la figura 4.

Ademas, se determino que sus poblaciones silvestres se distribuyen en climas himedos
y en sitios donde las precipitaciones son por encima de 1500 mm anuales, dichas variables
podrian ser de gran utilidad para entender un poco mejor su centro de origen (Hernandez et al.,
2016).

Si bien el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial (IMPI) establecid la
denominacion de origen “vainilla de Papantla” hoy en dia estd sujeta a proteccion especial
debido a la tala de bosques, extraccion ilegal de individuos e inclusive un aumento considerable
de las sobre colecta de las poblaciones silvestres para la extraccion de la vainillina (Bory et al.,
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2008; Greule et al., 2010; Bello et al., 2015; Vega et al., 2020), de tal manera que la NOM-
059-SEMARNAT-2010 la decreté como una especie bajo proteccion especial (PR).
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Figura 4. Representacion de la distribucion de V. planifolia con las provincias biogeograficas
en México (forma de U) (Morrone, 2005). Puntos azules indican la distribucion de acuerdo con
Soto- Arenas (2009). Puntos verdes indican distribucion de acuerdo con Villanueva-
Villamontes, et al (2017). Las provincias en las que se distribuye V. planifolia corresponden a
la Peninsula de Yucatéan (6), Sierra Madre del Sur (11), Golfo de México (13) y Chiapas (14)

(Villanueva-Viramontes, 2017).
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Figura 5. Distribucion potencial de Vanilla planifolia a traveés del modelado de maxima
entropia. La distribucion del color de verde a rojo representa el aumento de la calidad del
habitat de la especie. Se muestran las distribuciones de la especie en dos periodos de tiempo
(@) registro de 1939 a 1998; (b) situacion en 2013. Los nimeros indican la clave del municipio
(INEGI, 2010; Hernandez- Ruiz 2016).

3.5 Variacidn genética y quimica en Vanilla planifolia

Uno de los aspectos a considerar cuando nos referimos al término biodiversidad es la variacién
genética predominante dentro de una especie Yy tal es el caso de Vanilla planifolia, ya que el
conocer la variabilidad es una herramienta Gtil para implementar estrategias de conservacion
(Esparza y Olguin, 2014; Abadie y Berretta, 2001; Villanueva-Villamontes, 2017).

De manera particular en la especie de interés existen estudios de variaciones genéticas
en poblaciones cultivadas y silvestres, por ejemplo, Cibrian (2000) utiliz6 como punto de
referencia ocho loci polimérficos con la finalidad de obtener la estructura genética de cultivares
de Veracruz, Oaxaca y Chiapas. Sus resultados mostraron que las poblaciones silvestres en
Oaxaca presentaron una mayor variacion genética, siendo del 87.5% (Cibrian, 2000;
Villanueva-Villamontes, 2017).

También se han utilizado marcadores moleculares RAPD (Random Amplified
polymorphic DNA) en 17 individuos silvestres provenientes de Veracruz (13), Oaxaca (3) y
Costa Rica (1) encontrando que los diferentes componentes geograficos. En este caso paises
como México y Costa Rica son evidencia contundente que explica la variacion entre los
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individuos silvestres, ademas que Oaxaca es fuente importante de variacion de Vanilla
planifolia (Schluter. 2002; Villanueva-Villamontes, 2017).

Por otro lado, algunos autores como Herrera-Cabrera y colaboradores (2012) igualmente han
explicado la variacion genética dentro del germoplasma de Vanilla planifolia, en particular
centrandose en trece loci de ADN utilizando como herramienta microsatélites. Los principales
hallazgos en esta investigacion nos muestran que se definen 5 variantes en nuestra especie de
interés denominandolas como genotipos (Figura 6) y denotadas con la letra G.

Sin embargo, hay que tomar en cuenta que el aspecto genético no ha sido el Gnico en el
que se ha detectado variacién dentro de Vanilla planifolia, sino que también se ha establecido
variacion quimica a partir de compuestos aromaticos mayores y menores. En particular autores
como Salazar-Rojas y colaboradores (2012), estudiaron las concentraciones de fitoquimicos
como; acido vanillico, p-hidroxibenzaldehido, p-hidroxibenzoico y vainillina, siendo este
altimo el unico clasificado como compuesto aromatico mayor.

Como parte importante de este estudio se realiz6 un analisis de cromatografia liquida
de alta presion (HPLC) permitiendo la identificacion de 6 variantes, conocidas como
quimiotipos, simbolizados con CH. Una observacion relevante acerca de este estudio es que la
concentracion de vainillina es mayor en la condicion comercializada o seleccionada (CH-VI)
y menor en la condicién més cercana a lo silvestre (CH-I) tal y como se observa en la figura 6.
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Figura 6. Dendograma en donde se muestra el nivel de agrupacion entre genotipos (G) y
quimiotipos (CH) (Herrera-Cabrera et al., 2012; Salazar-Rojas et al., 2011).
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3.6 La plasticidad fenotipica como herramienta en la biologia

La variacion de los atributos en poblaciones de especies y subespecies de plantas es explicada
a través de la plasticidad fenotipica. Varios autores reportan el caso de la variacion anatémica
entre individuos de Agave salmiana subsp salmiana Otto ex Salm-Dyck presentes en una
misma localidad, en donde se explica que la variacion anatémica de caracteres foliares a nivel
interpoblacional, se explica como la plasticidad fenotipica (Chavez-Guitron, et al., 2019).

Autores como Galindo y colaboradores (2020) refieren este término como la gran
cantidad de fenotipos producto de tan solo un genotipo, debiéndose a la heterogeneidad de un
ecosistema (factores bioticos y abioticos existentes), la cual se debe a fuerzas evolutivas, como
la microevolucion.

Desde el punto de vista historico el ambiente en el que se desarrolla una poblacion ha
causado lo que coloquialmente se conoce como “ruido” modificando la composicion de genes
dentro de las poblaciones, sin embargo, esto ha permitido comprender profundamente la accion
que ejerce la seleccidn natural que esta presente en todos los seres vivos (Gianoli, 2004).

La figura 7 es un claro ejemplo de esto, en donde se observa la variacion en el tamafio
de la hoja en una misma especie tras ser expuestas a diferentes condiciones luminicas,
produciendo que, a menor porcentaje de luz, el tamafio aumenta y por ende la morfologia de
este drgano vegetativo se ve altamente modificada.

o

Iy

Figura 7. Ejemplo de plasticidad fenotipica en la forma de las hojas dentro de la especie
Convolvulus chilensis Pers. creciendo en diferentes ambientes de intensidad luminica (100%,
20% y 5% de luz) (Guianoli, 2004).
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Por otra parte, la variacion natural nos habla a un nivel de organizacion distinto, por ejemplo,
en el caso de Vanilla planifolia nos referimos a la variacion entre los genotipos, la cual se
reporta en estudios de Martinez-Quezada y colaboradores (2016) quienes comparan los
caracteres epidéermicos foliares y caulinares en dos genotipos G-1y G-VI.

Este término también se ha extrapolado a la raiz presente en los genotipos de cassava
(Manihot esculenta Crantz) una especie de importancia econémica, cuyo centro de origen es
en el continente asiatico. Utilizando los genotipos R5, R11, R9, HB60 y KU50 bajo diferentes
condiciones ambientales como la disponibilidad de agua, se pudo apreciar una variacion con
respecto a los patrones de crecimiento, de tal modo que el genotipo R5 presenté una mayor
masa en la raiz primaria al ser sometido en agua, que durante periodo de sequia (Kengkanna et
al., 2019).

3.7 Ecologia y morfologia de Vanilla planifolia

Vanilla planifolia se caracteriza por ser una planta herbacea perenne cuyo crecimiento
(Augstburger, 2003; UAEM, 2015).

Los tallos son de color verde claro, los cuales interactian con un forofito, extendiéndose
hasta los 36 metros de largo (Figura 8).

Las hojas son de color verde oscuro, oblongas-elipticas, lisas y suculentas cuyos
margenes Ilegan a ser membranéaceos (Figura 8) (Damian, 2020).

Existen dos tipos de raices: las aéreas, es decir, las que se encuentran expuestas
directamente con la atmoésfera y ayudan al sostén de la planta a su huésped y las tipicas
subterrdneas que cominmente conocemos.

Las flores se disponen en helicoidalmente en racimos axilares, individualmente. Cada
flor posee tres sépalos y tres pétalos de coloracion blanquecina, uno de ellos modificado en el
labelo, que posee papilas de color amarillo; poseen estructuras florales altamente
especializadas.

El gimostemo o columna se ubica en el centro de la flor, es una estructura formada por
la fusion de los 6rganos reproductivos masculinos y femeninos, proporcionando recompensas
florales de tal modo que algunos insectos lleven a cabo la polinizacion (Castillo y Mark, 1993).

El fruto caracteristico se define como una capsula carnosa que tarda nueve meses en
madurar, carece de aroma inclusive en su estado de maduracion, adquiriéndolo a través de
proceso conocido como beneficiado (Augstburger, 2003; Damiron-Velazquez, 2004; UAEM,
2015).
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Figura 8. Organos vegetativos presentes en Vanilla planifolia (Sandoval-Zapotitla, 2016).

Dentro de las interacciones ecoldgicas que se presentan destacan las existentes en las raices
subterraneas, puesto que varios géneros bacterianos pueden parasitar a este érgano vegetativo,
algunos ejemplos son Azotobacter y Enterobacter, las cuales afectan directamente al
crecimiento de esta estructura, pudiendo incluso representar una problematica durante la
cosecha de individuos de V. planifolia, provocando que se marchiten (Guevara et al., 2016).
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3.8 Importancia de los estudios anatomicos para la distincion de poblaciones en
Angiospermas

Los estudios con un enfoque anatdmico, en particular en aquellos que engloban drganos
vegetativos como la hoja y el tallo, han jugado un papel fundamental para conocer las posibles
adaptaciones que han desarrollado los grupos de plantas ante condiciones ambientales en
particular. También, a partir de la informacion obtenida podemos estudiar aspectos evolutivos
como: variacion natural y plasticidad fenotipica.

En algunos géneros de orquideas como Elleanthus y Pleurothallis se estudiaron
caracteres anatomico- foliares entre las poblaciones terrestres y epifitas existentes dentro de
cada especie. Los resultados mostrados por Arévalo (2006) nos sefialan dos aspectos, por un
lado, la variacién entre ambos géneros cuya distribucion y condiciones climaticas son similares
y por otro lado la distincién de las dos poblaciones en especies como Pleurothallis cordifolia
(Ruiz & Pav.) Lindl. y Elleanthus purpureus C.Presl, tomando como punto de referencia un
andlisis de componentes principales.

En otras poblaciones de orquideas como Cattleya jenmanii Rolfe y Cattleya
lueddemanniana Rchb.F se encontraron diferencias en algunos parametros foliares,
atribuyéndose a las caracteristicas ambientales presentadas en los tratamientos de crecimiento
(orquideario, propagacion in-vitro y aclimatacion) (Torres y Sanabria, 2011).

Asimismo, en Crassulaceae del mismo modo se han retomado los estudios anatdmico-
vegetativos. Un claro ejemplo es el realizado por Sandoval y colaboradores (2019) cuyo
objetivo se baso en conocer la posible variacion de la hoja en siete accesiones (nimero de
colecta) provenientes de Echeveria aff. gigantea, ademas de determinar si realmente los
parametros anatdmicos se correlacionan con la forma de la hoja. Los resultados de este primer
punto obtenidos a partir de un anlisis multivariado nos reflejaron la distincién espacial de la
accesion JE6693 en un grupo independiente del resto, mientras que JE5599 y JE5692 formaron
otro grupo, donde la variacion fue explicada a partir de los parametros anatémico- foliares.
Algunos ejemplos registrados son; el indice estomético abaxial y adaxial, grosor de la cuticula
adaxial y abaxial.

Por otro lado, dentro de la familia Agavaceae algunos autores como Chavez-Guitron y
colaboradores (2019) reportaron la variacion de Agave salmiana subsp salmiana Otto ex Salm-
Dyck tomando como referencia sus hojas. A lo largo de este estudio se mencionan tres niveles
de comparacidn, el primero se dio entre las regiones media, basal y apical de las hojas, el
segundo entre los individuos de una localidad y finalmente entre tres localidades (Tecamac,
San Martin de las Piramides y Teotihuacan). Los resultados mostrados en un analisis de
componentes principales denotan las principales diferencias entre los individuos de una
localidad, especialmente de aquellos provenientes de la localidad de Tecamac, en donde los
individuos TEC1 y TEC 2 logran separarse de TEC3, TEC4 y TECS5; esto es explicado en su
mayoria por caracteres como la longitud de las células epidérmicas, grosor de las paredes
anticlinales, area de las células epidérmicas e indice estomatico en ambas caras de la epidermis.
En adicion a esto, un analisis de discriminante canonico aporté informacion para separar
espacialmente a las localidades entre si.

Por otra parte, algunos autores como Gilson y colaboradores (2006) analizaron la
variacion anatomica foliar presente en poblaciones de Erythroxylum ovalifolium Peyr
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(Erythroxylaceae). una especie arborea que se distribuye en los bosques de Brasil;
Particularmente los estudios se centraron en tres localidades bien definidas Marica (MC),
Jurubatida (JB) y Massambaba (MB) las cuales a su vez presentan tres microhdabitats
diferenciados de acuerdo al tipo de vegetacion predominante y humedad relativa. En el primero
los individuos estuvieron expuestos directamente a los rayos solares, dentro del segundo las
plantas fueron sometidas a condiciones parciales de luminosidad, mientras que, en el Gltimo de
ellos, predomind la sombra. Por esta razén, Gilson y colaboradores (2006) establecieron dos
niveles de comparacion; 1) diferencias entre localidades y 2) diferencias entre microhabitats.
Los resultados mostrados a partir de diagramas de caja-bigote nos indican las diferencias
anatomicas foliares en estos niveles comparativos, en el primero se determind que el grosor de
la epidermis abaxial siendo parte del tejido dérmico (um) difiere entre la localidad MB con
respecto a MC y JB reportada en el trabajo. Por otro lado, hablando propiamente del tejido
fundamental, el grosor del parénquima esponjoso y en empalizada difiere nuevamente entre
MB y en conjunto de MC y JB.

Ahora bien respecto a estudios ligados al tallo se encontré que dentro de la especie
Aporocactus flagelliformes (Linneo) (Cactaceae) existe variacion anatomica en algunos
parametros entre los individuos, ubicados en el Estado de Hidalgo, Olalde (2000) los define
como numeros de colecta, en cuyos resultados se denota que la longitud de las células
epidérmicas, longitud de los estomas, didmetro tangencial de vasos y médula media presentan
diferencias significativas en al menos un individuo, es decir, entre SA 1216, SA 1217, SA 1220
y SA 1221.

A partir de estos estudios se puede determinar que la variacién es atribuible en varios
grupos de angiospermas, denotandose a través de enfoques, como la morfologia, genética y
composicion quimica. No obstante, la informacion anatdmica permite abrir un panorama mas
amplio de las posibles diferencias no solamente dentro de las poblaciones en una especie, sino
también para comparar especies y demas niveles taxonémicos, donde V. planifolia no es la
excepcion.
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3.8.1 Estudios anatomicos en Vanilla planifolia

En la actualidad existen diversos estudios enfocados en la anatomia de los genotipos presentes
en Vanilla planifolia, algunos enfatizando aspectos como la presencia de caracteres anatdmicos
de la epidermis foliar y caulinar. En este caso los autores tomaron como punto de partida la
condicion cercana a lo silvestre (G-V1) y la proxima a la seleccionada (G-I11) siendo colectados
en la region de Totonacapan (Martinez- Quezada et al., 2016).

Si bien fueron detectadas algunas similitudes entre la anatomia de la epidermis del tallo
y de la hoja de ambos como la forma poligonal y rectangular de las células, rodeadas por
paredes anticlinales gruesas, igualmente reportadas por Baruah y Saikia (2002) y el tipo de
estomas tetraciclico en la epidermis abaxial de la ldmina (Nayar et al., 1976; Martinez-
Quezada et al., 2016).

Existen otros que permiten diferenciarlos como el indice estomético, grosor de la
cuticula en la hoja y el &rea de células epidérmicas del tallo, por mencionar algunos ejemplos.

Complementando este Gltimo estudio autores como Sandoval-Zapotitla y colaboradores
(2016) analizaron profundamente variacion entre los mismos genotipos de Vanilla planifolia,
tomando como referencia tres tejidos: epidérmico, fundamental y vascular de cuatro 6rganos
vegetativos: lamina, tallo, raiz subterranea y aérea.

Los resultados nos muestran que algunos caracteres procedentes del tejido vascular
ayudan a diferenciar a un genotipo del otro, entre ellos se encuentran; los haces vasculares
menores y marginales con vaina de esclerénquima los cuales forman parte del tallo. Mientras
que de la raiz algunos de los mayormente destacados son: el grosor de la pared periclinal
externa en raiz aérea, ademas del didmetro de los elementos de vaso del metaxilema en la raiz
subterrénea.

Si bien se menciona que en el genotipo G-I, representado como G-VI los valores de
estos parametros anatdmicos son heterogéneos debido a las diversas condiciones ambientales
a las que fueron expuestas los individuos y que por ende se diferencian del genotipo G-VI (G-
[11), no se menciona un método estadistico robusto que nos indique la relevancia de los
parametros anatémicos que nos permitan separar a los dos genotipos estudiados.

Por otro lado, dentro de aquellas investigaciones y estudios respecto a la anatomia en
el género Vanilla, autores como Reyes-Lopez y colaboradores (2015) estudiaron algunas
caracteristicas anatomicas de los estomas en cinco especies V. planifolia G Jackson, V.
pompona Schiede, V. inodora Schiede, V. odorata Presl y V. insignis Ames (Figura 9).

Se determind que la presencia de estructuras estomaticas prevalece en la cara abaxial
de la ldmina en la mayoria de las especies, por lo que su hoja es hipostomatica. Mientras que
otras como V. inodora Schiede, V. odorata Presl y V. insignis Ames tuvieron dichas estructuras
en ambas caras de la lamina, por lo tanto, sus hojas son anfiestomaticas. Varios autores definen
a esta condicion como primitiva (Camargo, 2009; Reyes-L0pez et al., 2015), encontrando asi
una ventaja adaptativa ligada con la doble conductancia en la capa limite, ideal en ambientes
donde la tasa fotosintética podria estar limitada.

En resultados ligados al indice estomatico se concluye que la especie V. planifolia
presentd el valor mas bajo. Hernandez y colaboradores (2007) reportan que la densidad
estomatica dentro del género Vanilla es bastante similar con algunos grupos de cactaceas, como
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algunas poblaciones de Myrtillocactus geometrizans las cuales presentan un rango de estomas
que varia entre 18 a 30 por mm 2.

15y K500  10ym
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Figura 9. Estomas en la parte abaxial de la ldmina del género Vanilla. (A). Vanilla planifolia.
(B). Vanilla pompona. (C).Vanilla insignis. (D). Vanilla inodora. (E). Vanilla odorata (Reyes-
Ldpez et al.,2015).
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8. JUSTIFICACION

A lo largo del tiempo en México Vanilla planifolia Andrew ha sido de gran importancia desde
el punto de vista econdmico ya que, a partir de la parte vegetativa, asi como también de la
seccion reproductiva se obtienen una gran cantidad de productos en nuestra vida cotidiana tales
como fragancias y aditivos para los alimentos (Cadena, 2016). No obstante, hoy en dia se
encuentra regida bajo la NOM-059 SEMARNAT catalogada como en peligro de extincion
(Villanueva-Villamontes, 2017). De manera particular las poblaciones silvestres, es decir,
similares al genotipo G-I, son las que mayormente han disminuido dentro de las regiones
tropicales y subtropicales en Estados como Veracruz y Puebla. A causa esta problematica
actual, es indispensable comprender varios aspectos biologicos en V. planifolia. Un claro
ejemplo esta ligado directamente con su posible variacién anatomica abundante en 6rganos
como la ldmina, el tallo e inclusive las dos clases de raices predominantes para su habito de
vida hemiepifito. Basandose en este tipo de informacion e incorporando la variacion quimica
y genética previamente descrita y registrada (Amos y Balmford, 2001) seré posible crear de
manera consciente planes de manejo para la conservacion de las poblaciones de V. planifolia.
Anudado a lo anterior, podra tener un mayor conocimiento sobre los procesos adaptativos
promovidos por distintas fuerzas evolutivas que permitieron su variacion vegetativa,
colonizacién y distribucion a lo largo del territorio mexicano, englobando particularmente a
los genotipos G-I (mas cercana a la silvestre) y G-VI (mas seleccionada y manejada) que se
mencionan a lo largo de este trabajo.

9. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

e Describir y analizar la variacion de caracteres anatomicos de hoja, tallo y raiz en los
genotipos G-1y G-VI de Vanilla planifolia.

5.2 Objetivos particulares

e Conocer el nivel de variacion natural de caracteres vegetativos entre los genotipos G-I
y G-VI.

e Conocer el nivel de plasticidad fenotipica de caracteres vegetativos dentro de cada
genotipo.

e Determinar el 6rgano vegetativo y tejido que contribuye a explicar la variacion natural
permitiendo diferenciar a los dos genotipos.

e Determinar el 6rgano vegetativo y tejido contribuye a explicar plasticidad fenotipica en
cada genotipo.

e Conocer el nivel de correlacion entre los atributos anatomicos y localidades a partir de
su similitud.
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10. HIPOTESIS

Si en las poblaciones de Vanilla planifolia prevalecen diferencias genéticas y quimicas,
entonces desde una perspectiva anatdmica vegetativa se ve reflejada esta misma tendencia,
siendo evidente no solo al comparar G-1 y G-VI, sino también dentro de cada una de estas
variantes.

7. MATERIALES Y METODO
7.1 Material biologico

Las preparaciones histologicas correspondientes a cada dérgano de cada genotipo se obtuvieron
del Acervo de preparaciones histoldgicas del Laboratorio de Apoyo a la Investigacion del
Jardin Boténico, Instituto de Biologia de la UNAM. Dichas preparaciones provienen de
secciones de la region media de la 1dmina, tallo y raices tanto aéreas como también subterraneas
de los genotipos seleccionados. Cabe resaltar que con el propoésito de evitar confusiones en la
manera en gque se nombran las variantes en funcion del tipo de estudio reportado, se propone
asignar el acrénimo G-I para sefialar el genotipo mas cercano a lo silvestre, mientras que G-VI
para el mayormente seleccionado, tal y como se muestra en la Tabla 2.
Tabla 2. Nomenclatura propuesta para nombrar a los genotipos de Vanilla planifolia.

Genotipo Quimiotipo Acroénimo seleccionado
Glll CH-VI G-Vi
GVI CH-I G-l

Todo el material bioldgico fue recolectado en distintas localidades de la Region del
Totonacapan en los estados de Veracruz y Puebla (Tabla 3). La identificacion de cada genotipo
se dio gracias al conocimiento tradicional de los productores y al Dr. Victor Salazar Rojas.
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Tabla 3. Datos generales de colecta para los genotipos G-1'y G-VI de V. planifolia de la regién
del Totonacapan, México. Valores promedio anual de precipitacion y temperatura.

Genotipo Acrénimo | Nombre de la Elevacion Precipitacién | Temperatura | Sistema
de localidad (ms.n.m.) (mm) (°C) de
localidad | /Coordenadas manejo
geograficas
L1(L1) Ejido “Los 450 2500-4500 18-20 Malla
Mangos”, sombra a
G-l Pantepec, 70%,
Puebla tutor de
20°28' 53" N, concreto
97°45'42" O
Rancho 250 1500-2500 18-23 Malla
“Veinte sombra,
Soles”, tutor
Papantla de natural
L2 (L2) Ocampo,
Veracruz
20° 27" 24" N,
97° 18" 56" O
Ejido “Los 450 2500-4500 18-22 Tutor con
Alamos”, arboles
L7(L3) Pantepec, de
Puebla citricos
20°28'53" N,
97°45'42" O
L2.1(L4) Rancho “20 250 1500-2500 18-23 Acahual
Soles”,
Papantla de
Ocampo
Veracruz
20° 27" 24" N,
97° 18" 56" O
G-VI
Municipio 1 150 1500-2500 18-23 Acahual
mayo,
L3 (L5) Papantla de
Ocampo
Veracruz
20°27' 24" N,
97°18' 56" O
L4(L6) Puntilla, 50 1200-1500 18-25 Tutor
Aldama Erythrina
20°10' 59" N, spy
96° 52" 1" O Pachira
acuatica
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en
sistema
malla
sombra al
70%

Se colectaron tres individuos adultos y sanos por cada una de las tres localidades de cada
genotipo, teniendo un total de 18 individuos a evaluar para los dos genotipos. De igual manera
en cada individuo y para cada caracter se obtuvieron 20 datos, por lo que al final se logro tener
una matriz de 360 datos totales: 180 del genotipo G-1y 180 del genotipo G-VI. A continuacion,
se describe detalladamente la forma en que se obtuvo la base de datos.

Figura 10. Condiciones selectivas de individuos de Vanilla planifolia bajo diferentes sistemas
de manejo. (A). Malla-sombra. (B). Arboles citricos (C). Acahual.

7.2. Andlisis de caracteres anatdémicos

Las preparaciones histoldgicas fueron observadas en un fotomicroscopio Carl Zeiss Axioscop
bajo las técnicas de iluminacion: campo claro, contraste de fases y polarizacién, de tal modo
que se logré hacer una descripcién anatémica de los tejidos dérmico, fundamental y vascular
en los drganos vegetativos de los genotipos G-I y G-VI. Dicha caracterizacion fue basada a
partir del trabajo de Martinez-Quezada y colaboradores (2016).
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Se establecieron un total de 35 caracteres cuantitativos (Tabla 4), los cuales conformaron la
matriz previamente sefialada. Dentro de este total 17 corresponden a la hoja, 10 al talloy 8 a la
raiz. Los datos obtenidos con sus respectivas repeticiones nos permitieron realizar una serie de
analisis estadisticos.

Las fotomicrografias fueron tomadas a partir de una cdmara Rising View version
4.10.17214.20200601 y editadas a través del programa Paint Shop Pro version 9.

Tabla 4. Caracteres cuantitativos analizados para lamina, tallo, raiz aérea y raiz subterranea.

Carécter Acronimo
Avrea de células, epidermis adaxial ACEADL
(um?)
Avrea de células, epidermis abaxial ACEABL
(um?)
Longitud de células oclusivas (um) LCOL
indice estomatico IEL
Grosor de la cuticula en margen GCML
(um)
Grosor de la cuticula adaxial (um) GCADL
LAMINA Ancho de células epidérmicas ANCEAD

adaxiales (um)

Alto de células epidérmicas ACEAD
adaxiales (um)

Grosor de la cuticula abaxial (um) GCAD

Ancho de células epidérmicas ACEAB
abaxiales (um)

Alto de células epidérmicas ALCEAB
abaxiales (um)

NUmero de estratos en la vaina de NEVEHME
esclerénquima de haces medianos

Grosor de pared de fibras GPFFHME
floematicas en haces medianos (um)

NUmero de estratos en la vaina de NEVEHPE
esclerénquima en haces pequefios

Grosor de la pared fibras GPFFHPE
floematicas en haces pequefios (um)
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Grosor de la pared fibras GPFFHMA
floematicas en haz marginal (um)
Diametro tangencial de vasos en haz DVHMA
marginal (um)
Area de células epidérmicas (um?) ACT
Longitud de células oclusivas (um) LCOT
indice estomatico IET
TALLO Grosor de cuticula (um) GCT
Ancho de células epidérmicas (um) ACET
Alto de células epidérmicas (um) ALCET
Grosor de banda de esclerénquima GFAECT
en cortex (um)
Grosor de pared de fibras en la vaina GPFV
de esclerénquima de haces
vasculares (um)
NUmero de estratos de la vaina de NEVEHVT
esclerénquima de haces vasculares
Diametro tangencial de vasos DVXHVT
xilematicos en haces vasculares
(Hm)
Alto de células de exodermis (um) ACEXRA
Ancho de células de exodermis ANCEXRA
(um)
RAIZ AEREA Grosor de pared periclinal externa GPPECEXRA
en células de la exodermis (um)
Diametro tangencial de vasos de DVMRA
metaxilema (um)
Alto de células de exodermis (um) ACERS
Ancho de células de exodermis ANCERS

(Hm)
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Grosor de la pared periclinal externa GPPECES
RAIZ SUBTERRANEA en células de la exodermis (um)

Diametro tangencial de vasos, DVMRS
metaxilema (um)

7.3 Andlisis estadisticos

En principio se realiz6 una prueba estadistica para conocer si los datos de los parametros
anatomicos presentaron o no normalidad. Para ello se hizo una prueba de Shapiro Wilks, la
cual permitié separar a los 35 parametros en dos grupos. Por un lado 30 de ellos tuvieron
distribucion normal, mientras que los restantes 5 no tuvieron ese comportamiento.

Por otro lado, se establecieron dos niveles de comparacion para cada uno de los analisis
estadisticos: (A) entre los genotipos G-1 y G-VIy (B) entre las localidades que engloban a un
mismo genotipo.

Con el proposito de establecer el nivel de variacion natural y plasticidad fenotipica, ademas de
definir qué drgano(s) vegetativo contribuye(n) a explicar cada concepto evolutivo se realizé un
analisis de varianza de una via (ANOVA) a un nivel de significancia 95% (P < 0.05). De
manera analoga para los datos que no presentaron normalidad se realizé una prueba de Kruskal
Wallis a un nivel de significancia de 5% (P < 0.05). Cuando el analisis de varianza fue
significativo, se realizé la prueba de Tukey de comparacion multiple de medias con el mismo
nivel de significancia. En los dos niveles de comparacion se reportaron los valores de la media.
Por otro lado, una vez que la prueba de Kruskal Wallis fue significativa, se efectuo la prueba
de Dunnet con el mismo nivel de significancia. Esta serie de pruebas estadisticas fueron
realizadas en el lenguaje computacional R-studio version 4.1.2 (R Core Team, 2020)

Para cada uno de los caracteres se calculd el indice de canalizacion microambiental, indicando
de manera indirecta el grado de plasticidad fenotipica (LS= Levene statistic P < 0.05), (Hall et
al. 2007). Dichos valores fueron obtenidos a través del programa Excel version 2019. La
representacion de la variabilidad en ambos niveles comparativos fue plasmada a manera de
resumen estableciendo diagramas de Venn, sefialando de esta manera el nimero de atributos
que permanecieron constantes y aquellos que difirieron.

Los datos de tipo cuantitativos discretos fueron transformados mediante raiz cuadrada,
mientras que los datos cuantitativos continuos se transformaron a través de logaritmo natural.
(Arroyo-Cosultchi et al., 2010: Martinez- Quezada, Sandoval-Zapotitla y Arias. 2019) con el
propdsito de correr un analisis de discriminante candnico (ACD) por medio del programa JMP-
7, cuya informacidn esta ligada al conocimiento de aquellos caracteres relevantes para explicar
la variacion anatomica entre los genotipos y localidades estudiados. Se comprobaron las
diferencias significativas entre los genotipos con sus respectivas localidades a traves del valor
obtenido en la prueba de Wilks Lambda.

Con la finalidad de conocer el nivel de correlacion entre los parametros anatomicos analizados,
se realizo un analisis de Correlacion de Pearson en el siguiente orden: (A) comparando el
genotipo G-I con el genotipo G-VI y (B) dentro de un mismo genotipo. Con esta misma
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intencion, a partir de la normalizacion de las variables y usando distancia euclidiana, se corri
un andlisis de agrupamiento visualizando con un mapa de calor, lo que también nos permitié
identificar el nivel de asociacion entre las localidades.

8. RESULTADOS
8.1 Descripcién anatomico-vegetativa de Vanilla planifolia.
HOJA
Tejido dérmico.

Vista superficial. Epidermis adaxial. Células de forma poligonal alargadas e isodiamétricas
con paredes anticlinales lineales y delgadas con rebordes curvados, con un area celular
promedio de 5844.77 um? (Tabla 5) con un arreglo aleatorio (Figura 15 A-C). Epidermis
abaxial células de forma poligonal alargadas e isodiamétricas con paredes anticlinales lineales
y delgadas con rebordes curvados, con un area celular promedio de 4789.89 um? (Tabla 5) con
un arreglo aleatorio. Los estomas sélo estan presentes en la epidermis abaxial, por lo que la
hoja es hipostomaética con un arreglo aleatorio y de tipo tetraciclicos, en donde las células
oclusivas estan rodeadas de 4 células epidérmicas adyacentes, dos en los polos y otras dos en
la parte lateral (Figura 15 D-F). La longitud promedio de las células oclusivas es de 39.14 um
con su eje longitudinal paralelo al eje longitudinal de la hoja, el indice estomatico promedio es
de 2.

Seccion transversal. Epidermis adaxial. La cuticula es lisa, con grosor promedio de 3.63 um
excepto en el margen, donde tiene un promedio de 18.15 um. Epidermis uniestratificada.
Células epidérmicas de forma oblonga, con un ancho de 38.07 um y un alto de 15.87 um,
excepto en el margen donde son isodiamétricas y de menor tamafio, con pared periclinal externa
delgada y la pared periclinal interna gruesa (Figura 15 G-1). Epidermis abaxial. La cuticula es
lisa, con grosor promedio de 2.22 um. Epidermis uniestratificada. Células epidérmicas de
forma oblonga, con un ancho de 28.76 um y un alto de 15.43 um. Con pared periclinal externa
delgada y pared periclinal interna gruesa. Los estomas se encuentran al mismo nivel que el
resto de las células epidérmicas, engrosamientos cuticulares externos e internos presentes, pero
reducidos.

Tejido fundamental.

Seccion transversal. Hipodermis adaxial y abaxial uniestratificada, con células de forma
oblonga periclinalmente alargadas, las abaxiales mas pequefias; la adaxial formando un estrato
continuo del genotipo G-VI, la abaxial discontinuo, ambas con paredes celulares engrosadas
celulésicas. EI meséfilo homogéneo, con parénquima de tipo esponjoso, células de forma
isodiamétrica, algunas oblongas, ambas formas con paredes celulares delgadas, excepto a nivel
del margen donde son engrosadas; las células ubicadas en ambos extremos son mas pequefias
y compactas, mientras que las ubicadas en el centro son mas laxas y grandes, a este nivel se
observan numerosos espacios aéreos, todas las células con cloroplastos frecuentes.

Tejido vascular.
Seccidn transversal. Conformado por haces colaterales, ubicados en la zona media adaxial del
mesofilo. Se encontraron tres tipos de haces vasculares, en funcion de su tamafio y el nimero
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de estratos de la vaina de esclerénguima hacia el xilema y hacia el floema. El tipo 1 de menor
tamano, sin estratos de la vaina a nivel del xilema y de uno a dos en el floema, cuyas fibras
tienen un grosor de pared promedio de 4.6 um (Figura 15 J-L). El tipo 2 de tamafio mediano,
con un estrato de la vaina en el xilema y dos estratos en el floema, cuyas fibras tienen un grosor
de pared promedio de 4.84 um (Figura 20 E-F). En estos dos tipos de haces los elementos del
xilema no son evidentes. El tipo 3 de mayor tamafio, con uno a dos estratos de la vaina en el
xilema y dos a cuatro en el floema, cuyas fibras tienen un grosor de pared promedio de 5.00
um tanto los elementos de xilema como los del floema son muy evidentes. Los tres tipos de
haces presentan un arreglo aleatorio a lo ancho de la hoja, siendo los méas abundantes los del
tipo 1.

TALLO.
Tejido dérmico.

Vista superficial. Epidermis con células de forma poligonal alargadas e isodiamétricas con
paredes anticlinales lineales y con un grosor promedio de 2.5 um y rebordes curvados, con un
area celular promedio de 4939.45 um? (Tabla 5) y un arreglo en hileras paralelas al eje
longitudinal del tallo. Los estomas tienen un arreglo aleatorio y de tipo tetracitico, dos en los
polos y otras dos en la parte lateral. La longitud promedio de las células oclusivas es de 39.06
um con su eje longitudinal paralelo al eje longitudinal del tallo, el indice estomatico promedio
es de 1.04.

Seccion transversal. Epidermis. La cuticula es lisa, con grosor promedio de 4.12 um.
Epidermis uniestratificada. Células epidérmicas de forma oblonga tangencialmente alargadas
0 isodiamétricas, con un ancho promedio de 29.1 um y un alto promedio de 21.42 um. Con
pared periclinal externa delgada y pared periclinal interna gruesa (Figura 20 C-D). Los estomas
se encuentran al mismo nivel que el resto de las células epidérmicas, engrosamientos
cuticulares externos presentes e internos muy reducidos, cAmara subestomatica presente pero
reducida.

Tejido fundamental.

Seccion transversal. Hipodermis uniestratificada con un estrato continuo, con células de forma
oblonga tangencialmente alargadas, con paredes celulares uniformemente engrosadas y
celulosicas (Figura 20 C-D). El cortex es homogéneo, diferenciado en dos regiones, en la region
periférica las células de forma oblonga tangencialmente alargadas y pequefias; la region interna
con células isodiamétricas y mas grandes, ambas con paredes celulares delgadas y cloroplastos,
el tejido es més laxo en la parte interna, entre el cértex y la region interna del tallo. Se observa
una banda del esclerénquima con uno a tres estratos con células poligonales de tamarios
variados y con células epidérmicas con grosor promedio de 5.45 um (Figura 18 G-I). En la
region interna también se observan dos regiones, en la region periférica y continua a la banda
las células son isodiamétricas y mas grandes; mientras que las de la region interna generalmente
son isodiamétricas y mas pequefias, ambas con paredes celulares delgadas.
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Tejido vascular.

Con un arreglo de tipo atactostele, conformado por haces colaterales organizados en circulos
conceéntricos, cada haz con floema exarca, mientras que la del xilema endarca. Se encontraron
tres tipos de haces vasculares, en funcion de su tamafio y el nimero de estratos de la vaina de
esclerénquima hacia el xilema y hacia el floema (Figura 18 A-C). El tipo 1 se ubican
cercanamente en la regidn periférica de la region central del tallo, continuo a la banda de
esclerénquima, de menor tamafio, sin estratos de la vaina a nivel del xilema y de uno a dos en
el floema, en este caso los elementos del xilema no son muy evidentes. El tipo 2 de tamafo
mediano, de uno a dos estratos de la vaina en el xilema y de uno a tres estratos en el floema. El
tipo 3 de mayor tamafio, con un estrato de la vaina en el xilema y dos a tres en el floema. Tanto
el tipo 2 y 3 se ubican en la region central del tallo; en ellos los elementos de xilema como los
del floema son muy evidentes, sin embargo, en el tipo 3 predomina un elemento de vaso de
mayor diametro (promedio de 134.70 um). En algunos haces del tipo 2 y 3 no se observa la
vaina de esclerénquima a nivel del xilema. De manera general, el promedio de los estratos de
esta vaina de los tres tipos de haces vasculares es de 2.03, mientras que el grosor promedio de
la pared de las fibras es de 5.6 um.

RAIZ AEREA.

Tejido dérmico.
Seccion transversal. La rizodermis puede estar conformada por un estrato de células oblongas,
algunas de ellas proyecciones a manera de pelos radicales tubulares y excepcionalmente en
algunas raices aéreas del genotipo G-VI se observan estratos multiestratificados con células
rectangulares tangencialmente alargadas, ordenadas en hileras radiales y paredes ligeramente
engrosadas (2.5 um).

Tejido fundamental.

Seccion transversal. Cortex conformado por exodermis, células parenquimaticas y una
endodermis. Exodermis uniestratificada formando un estrato continuo con células
rectangulares radialmente alargadas u oblongas, con un alto promedio de 44.72 umy un ancho
promedio de 33.57 um, con paredes externas gruesas en forma de arco, de un promedio de 5.98
pm y una pared interna delgada. En los extremos de la raiz que no se forman pelos radicales,
la pared externa es mas gruesa. En general el grosor de la pared externa de la exodermis en el
genotipo G-VI es mas gruesa. El parénquima es homogéneo, el cual se divide en dos regiones;
en la region periférica las células son oblongas y mas pequefias, mientras que en la region
interna las células son isodiamétricas y mas grandes, ambas con paredes celulares delgadas, a
este nivel se observan algunos espacios aéreos en algunas raices. La endodermis es
uniestratificada y discontinua a nivel de los polos del xilema, con células de forma oblonga y
con paredes periclinales externas delgadas y periclinales internas gruesas en forma de U, en
algunas raices no es evidente el engrosamiento de esta pared.

Tejido vascular.
Dentro del cilindro vascular, el periciclo es uniestratificado con células poligonales, aungue en
algunas raices no es tan evidente, dentro de éste el tejido vascular incluye floema y xilema
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organizados en polos alternos, en las raices méas desarrolladas se observan 11 paquetes de
floema y 11 de xilema, mientras que en las pequefias se observan 6 paquetes de cada uno de
estos tejidos. El paquete de floema esta rodeado de fibras con paredes lignificadas y
engrosadas; en las raices de tamafios menores no se observan estas fibras. El xilema con
elementos de vaso organizado en hileras radiales, los vasos del metaxilema hacia el centro con
un didmetro tangencial promedio de 42.67 umy el protoxilema hacia afuera con elementos de
vaso mas pequefios (Figura 18 D-F). En el centro de la raiz se forma una medula con células
poligonales e isodiamétricas, de paredes delgadas.

RAIZ SUBTERRANEA.

Tejido dérmico.
Seccion transversal. La rizodermis estd conformada por un estrato de células oblongas y en
ocasiones rectangulares tangencialmente alargadas (L4- G-V1), algunas de estas proyecciones
a manera de pelos radicales tubulares, y excepcionalmente en la localidad de Puntilla Aldama”
correspondiente al genotipo G-VI las raices subterraneas se observan posibles estratos
multiestratificados.

Tejido fundamental.
Seccion transversal. Cortex conformado por exodermis, células parenquiméticas y una
endodermis. Exodermis uniestratificada formando un estrato discontinuo de células
generalmente rectangulares radialmente alargadas u oblongas, con un alto promedio de 59.93
pm y un ancho promedio de 43.08 um, con paredes externas gruesas en forma de arco, de un
promedio de 6.72 um y una pared interna delgada. La pared externa es en su mayoria
uniformemente gruesa a lo largo de toda la raiz. En general el grosor de la pared externa de la
exodermis en el genotipo G-l es méas gruesa. El parénquima es homogéneo, el cual se divide
en dos regiones; en la region periférica las células son generalmente oblongas, aunque existen
algunas poligonales (L2 G-I, L5 G-VI), ambos tipos son mas pequefias, mientras que en la
region interna las células son isodiamétricas y méas grandes, ambas con paredes celulares
delgadas, a este nivel en la mayoria de las raices se observan algunos espacios aéreos (excepto
en L4 G-VI). La endodermis es uniestratificada y discontinua a nivel de los polos del floema,
con células de forma oblonga y con paredes periclinales externas delgadas y periclinales
internas gruesas en forma de U, en algunas raices no es evidente el engrosamiento de esta pared.

Tejido vascular.
Dentro del cilindro vascular, el periciclo no es tan evidente. Propiamente el tejido vascular esta
conformado por floema y xilema organizados en polos alternos, tanto en raices pequefias como
también en desarrolladas hay numerosos paquetes de xilema y floema que van de un rango de
8-14 respectivamente. El paquete de floema estéd rodeado de fibras con paredes lignificadas y
engrosadas, excepcionalmente esto no es asi en la localidad de “Rancho 20 soles” del genotipo
G-VI. El xilema con elementos de vaso organizado en hileras radiales, los vasos del metaxilema
hacia el centro con un diametro tangencial promedio de 78.96 umy el protoxilema hacia afuera
con elementos de vaso mas pequefios. En el centro de la raiz se forma una médula con células
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poligonales e isodiamétricas, de paredes generalmente delgadas, excepcionalmente las raices
del ejido “Los Mangos” del genotipo G-I tienen paredes gruesas.

CONTENIDOS CELULARES.

HOJA.
Cristales de oxalato de calcio con formas prismaticas alargadas, generalmente uno por celula,
en algunas ocasiones se observan dos cristales por célula, presentes tanto en epidermis (Figura
15 A-F), como en las células del mesofilo a nivel de los margenes. De manera particular en los
individuos de las localidades L2 y L5 no se visualizaron, mientras que en L6 tan sélo se
apreciaron sus restos.

TALLO.
Cristales de oxalato de calcio con formas prismaticas, cubicos e irregulares, generalmente hay
un cristal por célula, ocasionalmente dos cristales, en algunas regiones de la epidermis no hay
cristales, éstos se encuentran presentes tanto en epidermis, asi como también en el cortex.
Presencia de almidon de asimilacion en cortex y en las células de la region periférica de la parte
central del tallo, donde hay mayor contenido y mas granulos. La mayor parte de los individuos
correspondientes a G-VI no fue posible visualizarlos (L4 y L6).

RAIZ AEREA.
Las hifas se agrupan en pelotones, las cuales se encuentran distribuidos en el cortex y cristales
de oxalato de calcio en forma de aguja (rafidios) distribuidos generalmente en las células de la
region en la periferia de la raiz en el caso de la localidad L1.

RAIZ SUBTERRANEA.
Las hifas se agrupan en pelotones, las cuales se encuentran distribuidos en algunos extremos
de la raiz que comprenden el cortex (L1 del genotipo G-I y para el genotipo G-VI las
localidades L5 y L6). Los cristales de oxalato de calcio en forma de aguja (rafidios) cuya
distribucion es en la region de la periferia de la raiz en el caso de la localidad L6 y L5 del
genotipo G-VIy L2 de G-I.

8.2 Variacidn de caracteres anatémicos entre los genotipos G-1y G-VI.

De la comparacién entre los dos genotipos (ANOVA de una via con dos niveles) se encontro
que 19 (54.29%) caracteres muestran variacion significativa (P < 0.05) (Tabla 5) (Figura 11),
estos son: area celular de la epidermis adaxial (ACEADL), area celular de la epidermis abaxial
(ACEABL), indice estomatico (IEL), grosor de la cuticula adaxial (GCADL), ancho de las
celulas epidérmicas adaxiales (ANCEAD), alto de las células epidérmicas adaxiales (ACEAD),
grosor de cuticula abaxial (GCAD), ancho de las células epidérmicas abaxiales (ACEAB),
grosor de la pared de fibras floematicas en haces pequefios (GPFFHPE) y grosor de la pared
en fibras floematicas de haces medianos (GPFFHME) que corresponden a la hoja: el grosor de
la cuticula (GCT), ancho de las células epidérmicas (ACET), alto de las células epidérmicas
(ALCET), grosor de las fibras en la vaina del esclerénquima de haces vasculares del tallo
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(GFAECT), grosor de las paredes en la vaina de esclerénquima en haces vasculares (GPFV) y
diametro de vasos del xilema en haces vasculares (DVXHVT) del tallo y grosor de la pared
periclinal externa de las células de la exodermis (GPPECEXRA), alto de las células de la
exodermis (ACERS) y diametro de vasos del metaxilema (DVMRS) a la raiz.

Los restantes 16 (45.71%) caracteres son constantes entre los dos genotipos, siete de la hoja;
cuatro del tallo y cinco de la raiz. En esta comparacion se observa que 28 (80 %) caracteres
(13 en hoja, 8 en tallo y 7 en raiz) muestran valores mayores en el genotipo G-I mientras que
solo 7 (20 %) valores (cuatro para hoja, dos para tallo y solo uno para raiz) son mayores en el
genotipo G-VI (Figura 11).

Tabla 5. Promedio + una desviacion estdndar y LS (Levene statistic) de los parametros
anatémicos de los genotipos G-1'y G-VI de Vanilla planifolia. Letras desiguales indican grupos
distintos en la prueba Post Hoc (P < 0.05).

Caracter G- LS G-VI LS

ACEADL 5783.46 a 0.01 5906.09 b 0.01
+ 1883.55 +912.86

ACEABL 4350.13 a 0.09 5229.82 b 0.09
+752.81 +1073.41

LCOL 38.47 ab 0.02 39.81b 0.02
+3.09 +2.33

IEL 1.80a 0.10 2.21b 0.10
+0.41 +0.40

GCML 9.36 a 0.03 8.79 ab 0.03
+1.16 +1.46

GCADL 421a 0.16 3.06b 0.16
+1.23 +0.58

ANCEAD 42.83a 0.13 33.31b 0.13
+15.81 +6.10

ACEAD 17.49 a 0.10 14.26 b 0.10
+8.61 +2.16

GCAD 246 a 0.11 1.98b 0.11
+0.67 +0.38

ACEAB 32.03a 0.11 25.49b 0.11
+11.00 +5.15

ALCEAB 16.64 a 0.08 14.23 ab 0.08
+6.32 +2.14
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NEVEHME 2.29a 0.02 2.21ab 0.02
+0.52 +0.57

GPFFHME 5.80a 0.20 3.88Db 0.20
+3.28 +1.33

NEVEHPE 192a 0.10 157a 0.10
+0.75 +0.63

GPFFHPE 5.72a 0.24 3.48Db 0.24
+3.02 +1.23

GPFFHMA 5.25a 0.10 4.33ab 0.09
+1.84 +1.53

DVHMA 40.18 ab 0.00 39.81b 0.00
+9.76 +8.00

ACT 4903.11ab | 0.00 4975.84 b 0.00
+1165.69 +752.14

LCOT 39.33a 0.00 38.80 a 0.00
+2.57 +2.64

IET 1.03a 0.00 1.05ab 0.00
+042 +0.27

GCT 4.86 a 0.18 3.38b 0.18
+0.79 +1.39

ACET 31.98a 0.10 26.22 b 0.10
+543 +10.53

ALCET 23.68a 0.11 19.16 b 0.11
+2.97 +7.17

GFAECT 6.67 a 0.23 4.22b 0.23
+1.87 +1.80

GPFV 7.86 a 0.40 3.34b 0.40
+2.87 +1.56

NEVEHVT 223 a 0.10 1.84 ab 0.10
+0.48 +0.69

DVXHVT 150.02 a 0.11 119.39b 0.11
+2541 + 48.86

ACEXRA 46.36 ab 0.04 43.08 b 0.04
+18.09 +18.28

ANCEXRA 34.86 ab 0.04 32.28hb 0.04
+14.97 +14.97
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GPPECEXRA | 544 a 0.10 6.52b 0.10
+4.26 +3.47

DVMRA 43.21 ab 0.01 42.13 b 0.01
+30.09 +23.47

ACERS 66.01a 0.10 53.85b 0.10
+11.63 +10.91

ANCERS 45.34a 0.05 40.83 ab 0.05
+8.08 +8.52

GPPECES 7.64 ab 0.14 5.81a 0.14
+3.43 +3.85

DVMRS 103.26 a 0.31 54.67 b 0.31
+24.80 +28.47
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Figura 11. Diagramas de caja-bigote de aquellos caracteres representativos para distinguir a
los genotipos G-1y G-VI.

19
G-I

Figura 12. Diagrama de Venn en donde se muestra la variacion natural a partir de los
pardmetros anatémicos entre genotipos (19), ademas de aquellos que permanecen constantes
(16).

8.3 Variacion de caracteres anatomicos entre individuos de las localidades del genotipo
G-l

A partir de la comparacion de las tres localidades del genotipo G-1 (ANOVA de una via con
tres niveles), se encontrd variacion significativa (P < 0.05) en 23 caracteres (65.71%), en al
menos en una de las tres localidades analizadas (Tabla 6) (Figura 13). La mayoria de los
caracteres de la hoja resultaron ser variables con excepcion del indice estomatico (IEL) y
namero de estratos en la vaina de esclerénquima en haces medianos (NEVEHME), tan solo 4
enel talloy 4 alaraiz. Dentro de estos 23 caracteres, 6 de ellos (17.14%), son los mas variables
al formar tres grupos (Figura 14 y 15). Cuatro de hoja: area celular de la epidermis en ambos
extremos (ACEADL/ACEABL), grosor de la cuticula adaxial (GCADL) y grosor de la pared
de las fibras floematicas en los haces medianos (GPFFHPE). Uno en el tallo: grosor de la pared
de fibras en la vaina de esclerénquima en haces vasculares (GPFV). Uno de raiz aérea: diametro
de vasos del metaxilema (DVMRA).

Diecisiete caracteres (48.57%) tienen menor variacion ya que forman dos grupos. Doce en la
hoja: longitud de células oclusivas abaxial (LCOL), grosor de la cuticula en el margen de la
lamina (GCML), ancho de las células epidérmicas abaxiales (ANCEAD), alto de células
epidérmicas adaxiales (ACEAD), grosor de la cuticula abaxial (GCAD), ancho de las células
epidérmicas abaxiales (ACEAB), alto de las células epidérmicas abaxiales (ALCEAB), numero
de estratos en la vaina de esclerénquima de haces medianos (NEVEHME), grosor de la pared
en las fibras floematicas en haces medianos (GPFFHME), grosor de la pared en las fibras
floematicas en haces pequefios (GPFFHPE), grosor de la pared de fibras floematicas en haz
marginal (GPFFHMA) y diametro de los vasos en el haz marginal (DVMMA). Dos en el tallo:
area celular (ACT) y ancho de células epidérmicas (ACET) y tres en ambos tipos de raiz: alto
de las células de la exodermis (ACEXRA), ancho de las células de la exodermis (ANCEXRA)
y grosor de la pared periclinal externa de las células de la exodermis (GPPECES). Los restantes
12 (34.28%) caracteres son significativamente constantes entre las tres localidades analizadas
para este genotipo (Figura 13). Dos en hoja, seis en tallo y cuatro en raiz (Tabla 6).
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Cabe sefalar que ocho caracteres (22.85%) muestran valores mayores para la localidad del
Ejido “Los Mangos” también de Pantepec, Puebla, sicte caracteres (20%) son mayores en la
localidad de Rancho 20 Soles de Papantla de Ocampo, Veracruz. Finalmente 20 caracteres
(57.14%) tienen valores mayores y corresponden a la localidad del Ejido “Los Alamos” en
Pantepec Puebla.

Tabla 6. Promedio + una desviacion estandar y LS (Levene statistic) de los pardmetros
anatomicos del genotipo G-I de Vanilla planifolia en tres localidades. Letras desiguales indican
grupos distintos en la prueba Post Hoc (P<0.05).

Caracter L1 LS L2 LS L3 LS
ACEADL 5787.88 ¢ 0.02 6711.70a | 0.14 5165.88 b 0.12
(Hm?) + 959.23 + 965.9 + 446.27
ACEABL 4881.18 a 0.12 4327.40b | 0.00 3841.43¢c 0.12
(Lm?) + 717.33 + 621.86 +517.27
LCOL 41.41a 0.08 36.66 b 0.05 37.36b 0.03
(Um) +2.40 +2.55 +1.79
IEL 161c 0.10 1.80 bc 0.00 1.95¢ 0.09
+041 +0.34 +0.43
GCML 8.64 bc 0.05 8.97 bc 0.02 9.76 a 0.07
(m) +1.01 +1.18 +0.94
GCADL 400b 0.09 5.02¢c 0.09 3.20a 0.15
(m) +0.48 +0.57 +1.55
ANCEAD 39.76 b 0.07 36.44 bc 0.15 52.18a 0.22
(m) +8.99 +6.83 +10.19
ACEAD 12.74 ¢ 0.28 14.21 bc 0.19 25.57 a 0.50
(1m) +1.86 +3.18 +10.59
GCAD 2.00 bc 0.18 2.19b 0.10 3.17a 0.29
(1m) +0.35 +0.35 +0.56
ACEAB 27.53 bc 0.14 29.76 b 0.07 38.77 a 0.21
(1m) +4.60 +6.85 +15.66
ALCEAB 13.23b 0.20 13.46 b 0.19 23.25a 0.40
(1m) +1.97 +1.74 +6.92
NEVEHME 2.18a 0.05 2.06b 0.10 2.63a 0.15
+0.59 +0.25 +0.48
GPFFHME 6.04 a 0.04 443b 0.24 6.93 a 0.19
(1m) +0.92 +2.56 +4.69
NEVEHPE 248 a 0.30 1.21ab 0.36 2.06 b 0.08
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+0.65 +0.61 +0.25
GPFFHPE 6.0la 0.05 4.43b 0.22 6.73¢ 0.18
(Hm) +1.29 +2.07 +4.47
GPFFHMA 4.82b 0.08 6.31a 0.20 4.61 bc 0.12
(Hm) +2.12 +0.99 +175
DVHMA 38.28 bc 0.05 34.66 ¢ 0.14 47.61a 0.18
(um) +9.51 +6.69 +7.95
ACT 5143. 88 a 0.05 5644.76 0.15 3923.08 ¢ 0.20
(Hm?) +890.57 ab +382.19
+1260.29
LCOT 40 b 0.01 38.07ab | 0.03 3991a 0.02
(Lm) +2.39 +2.33 +255
IET 1.05 ab 0.02 1.01 ab 0.02 1.03 ab 0.00
+0.46 +0.41 +039
GCT 458b 0.06 4.77 ab 0.02 422 a 0.08
(Lm) +0.45 +0.66 +1.02
ACET 34.58 a 0.08 33.16ab | 0.04 28.19¢c 0.12
(um) +5.41 +4.32 +431
ALCET 23.10 ab 0.02 23.03ab | 0.03 2491a 0.05
(um) +2.63 +261 +3.26
GFAECT 6.85Db 0.03 8.27a 0.25 481b 0.28
(um) +1.55 +1.28 +0.85
GPFV 7.12Db 0.09 11.13a 0.41 5.34c 0.32
(um) +151 +1.65 +1.47
NEVEHVT 2.26a 0.01 211ab 0.05 2.33a 0.04
+0.57 +0.37 +0.47
DVXHVT 163.66 a 0.09 141.09 bc | 0.06 145.62 ab 0.03
(um) +30.01 +19.97 +19.45
ACEXRA 33.90 a 0.22 51.32b 0.18 53.87b 0.24
(um) +5.19 +7.29 +8.10
ANCEXRA 28.17¢ 0.19 37.48ab | 0.08 38.95a 0.12
(um) +21.19 +7.38 +10.36
GPPECEX 3.26a 0.04 2.85a 0.15 3.28a 0.05
RA (um) +2.95 +0.51 +221
DVMRA 45.46 b 0.05 24.67c 0.43 59.50 a 0.38
(Hm) +37.40 +25.02 +39.87
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Figura 13. Diagrama de Venn en donde se sintetiza la variacion dentro del genotipo G-I
(plasticidad fenotipica) denotando tanto el numero de caracteres que distinguen a las
localidades (6) como también de aquellos que presentan constancia al compararlas (valores en

rojo).
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ACERS 63.78 a 0.03 66.41 a 0.00 67.83a 0.03
(1m) +12.09 +14.01 +7.70
ANCERS 44.53 bc 0.03 47.79 a 0.04 45.67 ab 0.00
(Hm) +5.62 +8.51 +8.94
GPPECES 7.11 be 0.07 5.86 cd 0.23 9.95a 0.23
(1m) +4.42 +0.81 +2.57
DVMRS 86.85b 0.19 100.43ab | 0.03 122.49 a 0.16
(1m) +32.00 +7.04 +11.61
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Figura 14. Diagramas de caja-bigote en donde se observan algunos caracteres del genotipo G-
I que presentan diferencias significativas dentro de las localidades estudiadas.

Figura 15. Vanilla planifolia. Diferencias dentro del genotipo G-I. A-F. Vista superficial. A-
C. Area de células epidérmicas adaxiales (Flechas). D-F. Area de células epidérmicas abaxiales
(Flechas). G-L. Secciones transversales. G-1. Grosor de cuticula adaxial (Flechas). J-L. Grosor
de pared de fibras floematicas en haces pequefios (Flechas). Columna izquierda Pantepec,
Puebla. Columna central Papantla, Veracruz. Columna derecha Pantepec, Puebla.
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8.4 Variacion de caracteres anatomicos entre individuos de las localidades del genotipo
G-VI.

A partir de la comparacion de las tres localidades del genotipo G-VI (ANOVA de una via con
tres niveles), se encontr6 variacion significativa (P < 0.05) (Tabla 7) (Figura 17) en 19
caracteres (54.29%), al menos en una de las tres localidades analizadas. En la hoja, solo cinco
caracteres son variables, en el tallo la mayoria de los caracteres fueron variables a excepcion
de dos: el area celular (ACT) y la longitud de células oclusivas (LCOT), en la raiz 6 caracteres
son variables y dos constantes: el ancho de las células de la exodermis en raiz aérea y
subterranea (ANCEXRA/ANCERS).

Un solo caracter se diferencia en las tres localidades a nivel del tallo y es el grosor de banda
del esclerénquima en cortex (GFAECT) (Figura 17). Dieciocho caracteres (51.43%) con menor
variacion forman dos grupos, ellos son: grosor de la cuticula adaxial (GCADL), ancho de las
células epidérmicas abaxiales (ACEAB), alto de las células epidérmicas abaxiales (ALCEAB),
grosor de la pared de las fibras floematicas en los haces pequefios (GPFFHME) y nimero de
estratos en la vaina de esclerénquima en los haces pequefios (NEVEHPE) en el tallo: indice
estomatico (IET), grosor de la cuticula (GCT), ancho de las células epidérmicas (ACET), alto
de las células epidérmicas (ALCET), grosor de la pared de las fibras en la vaina de
esclerénquima del cortex (GPFV) y nimero de estratos en la vaina de esclerénquima en los
haces vasculares (NEVEHVT) y diametro tangencial de vasos xileméticos en haces vasculares
(DVXHVT). Para la raiz: alto de las células de la exodermis (ACEXRA), grosor de la pared
periclinal externa en las células de la exodermis (GPPECEXRA), didmetro de los vasos del
metaxilema (DVMRA), alto de las células de la exodermis (ACERS), grosor de la pared
periclinal externa de las células de la exodermis (GPPECES) y diametro de los vasos del
metaxilema (DVMRS) en raiz.

Los restantes 16 (45.71%) caracteres son significativamente constantes entre las tres
localidades analizadas para este genotipo (Figura 16), 12 de ellos corresponden a la hoja, dos
para tallo y dos para raiz (Tabla 7).

Cabe serialar que seis caracteres (17.14%) tienen valores mayores y corresponden a la localidad
de Rancho 20 Soles de Papantla de Ocampo, Veracruz; diecisiete caracteres (48.57%) muestran
valores mayores para la localidad 1° de mayo en Papantla de Ocampo, Veracruz y doce
(34.28%) son mayores en la localidad de Puntilla Aldama, San Rafael, Veracruz.
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Tabla 7. Promedio + una desviacion estandar y LS (Levene statistic) de los parametros
anatomicos del genotipo G-VI de Vanilla planifolia en tres localidades. Letras desiguales
indican grupos distintos en la prueba Post Hoc (P<0.05).

Carécter L4 LS L5 LS L6 LS
ACEADL 5862.7a | 0.00 | 5802.66a 0.02 605291 a 0.02
+921.31 +927.56 +883,51
ACEABL | 529431a | 001 | 5207.1a 0.00 5188.05a 0.00
+913.19 +1167.88 +1136.34

LCcoL 4093a | 002 | 4033a 0.00 38.79 ab 0.03
+2.49 +2.27 +1.86

IEL 219a | 0.00 217a 0.02 2.27a 0.03
+0.39 +0.31 +0.47

GCML 8.78bc | 0.00 8.39a 0.05 9.20 ab 0.05
+1.09 +1.19 +1.88

GCADL 3.07bc | 0.07 3.28a 0.14 2.82¢ 0.02
+0.51 +0.57 +0.59

ANCEAD 3214a | 003 | 3276a 0.02 35.02 ab 0.05
+5.62 +5.36 +6.93

ACEAD 12.94a | 009 | 14.05ab 0.01 15.80a 0.10
+2.14 +1.62 +1.66

GCAD 193a | 002 | 208ab 0.05 1.94a 0.02
+0.33 +0.31 +0.48

ACEAB 26.47a | 004 | 2331b 0.08 26.69a 0.05
+4.73 +4.43 +5.58

ALCEAB 13.08a | 008 | 1358a 0.05 16.02 b 0.13
+1.83 +1.35 +1.93

NEVEHME 201b | 004 | 226ab 0.08 2.01a 0.04
+0.29 +0.60 +0.70

GPFFHME 432a |01 4.28a 0.10 3.09b 0.20
+1.01 +1.14 +1.44

NEVEHPE 1.72a | 010 1.85a 0.16 1.16b 0.40
+0.45 +0.77 +037

GPFFHPE 428ab | 023 | 367ab 0.06 2.48b 0.29
+0.76 +1.11 +1.04

GPFFHMA 494a | 014 | 424ab 0.02 3.81b 0.12
+0.94 +114 +2.07
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DVHMA 3885a | 002 | 38.25ab 0.04 42.33b 0.06
+8.37 +5.54 +9.14
ACT 4722.16¢ | 0.05 | 5254.58ab | 0.06 4950.78 be 0.00
+726.72 +701.00 +742.78
LCcoT 39.16a | 000 | 39.62a 0.02 37.62a 0.03
+2.74 +255 r2.21
IET 089b | 0.15 1.19a 0.13 1.08a 0.03
+0.32 +0.21 +0.18
GCT 270b | 0.20 351la 0.04 3.92a 0.16
+1.99 +0.76 +0.76
ACET 2143c | 018 | 27.42b 0.05 29.81 ab 0.14
+15.78 +4.93 +5.00
ALCET 1454b | 044 | 2169a 0.17 21.26a 0.19
+10.47 +2.47 +2.75
GFAECT 296c | 030 5.48a 0.30 421b 0.00
+2.20 +1.01 +0.88
GPFV 268b | 0.20 4.16 a 0.25 3.16b 0.05
+2.17 +0.90 +0.83
NEVEHVT 1.36b | 0.26 2.08a 0.13 2.07a 0.13
+0.99 +0.27 +0.27
DVXHVT 13254¢ | 0.00 | 136.82ab 0.04 125.82 b 0.04
+37.55 +32.72 +31.96
ACEXRA 4577a | 000 | 49.77hbc 0.08 42.69 b 0.07
+10.11 +10.37 +9.96
ANCEXRA | 31.26bc | 0.03 [ 37.50ab 0.20 28.10¢ 0.13
+6.46 +6.80 +6.06
GPPECEXRA | 513b [ 0.21 7.29a 0.12 7.13a 0.10
+4.28 +253 +271
DVMRA 31.79b | 024 | 6273a 0.49 31.86 b 0.24
+25.62 +13.12 +13.99
ACERS 56.01a | 004 | 4852b 0.10 57.01a 0.06
+7.08 +9.30 +13.45
ANCERS 4158ab | 002 | 40.98b 0.00 40.02 b 0.02
+8.85 +9.23 +7.39
GPPECES 517b | 011 7.65a 0.31 4.62b 0.20
+2.71 +5.50 +1.44
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DVMRS 49.68 a 0.09 61.76 a 0.12 52.56 b 0.03
+7.67 +13.79 +7.84

Figura 16. Diagrama de Venn en donde se sintetiza la variacién dentro del genotipo G-VI
(plasticidad fenotipica) denotando tanto el numero de caracteres que distinguen a las
localidades (1) como también de aquellos que presentan constancia al compararlas (valores en
rojo).
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Figura 17. Diagramas de caja-bigote en donde se observan los caracteres del genotipo G-VI
que presentan diferencias significativas dentro de las localidades estudiadas.
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Figura 18. Vanilla planifolia. A-F. Seccion transversal. Diferencias dentro del genotipo G-I.
Columna izquierda Pantepec, Puebla. Columna central Papantla, Veracruz. Columna derecha
Pantepec, Puebla. A-C. Grosor de pared de fibras en haces del tallo (Flechas). D-F. Diametro
tangencial de vasos de metaxilema en raiz aérea. (Flechas). G-1. Diferencias dentro del genotipo
G-VI. Columna izquierda Papantla, Veracruz. Columna central Papantla, Veracruz. Columna
derecha Puntilla Aldama. G-I. Grosor de banda de esclerénquima en cortex del tallo (Flechas).

8.5 Analisis de Discriminante Candnico (ADC).

A partir de lo obtenido en ADC se determind que las tres primeras funciones canonicas
representan el 94% (Tabla 8). Tanto los valores propios, asi como también los valores de
representacion candnica fueron muy altos (cercanos a 1), esto nos indica que los parametros
evaluados tienen una gran importancia en relacion con la discriminacién de los grupos. Por otra
parte, el valor de Lambda Wilks es bajo (A = 0.00001), teniendo un valor F igual a (P<0.05),
lo que indica que los valores entre las localidades de cada genotipo se distribuyen
independientemente dentro de nubes de puntos (Figura 19).
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Se encontrd que ambos genotipos estudiados estan separados espacialmente en la Figura 18,
en donde las localidades del genotipo G-I son las nubes rojas y las del genotipo G-V1 son las
nubes azules, sin embargo, las localidades del genotipo G-VI tienen un mayor acercamiento
entre si, con respecto a las de G-I, ya que éstas Ultimas estan mas separadas entre si.

El eje canodnico 1 explica el 57.15% de la variacion. Hacia la derecha de este eje podemos
observar que se ubican los individuos distribuidos de la localidad L2 correspondientes al
genotipo G-I los cuales poseen, un menor indice estomético en la ldmina (IEL), un mayor
numero de estratos en la vaina de esclerénquima de los haces pequefios del esclerénquima
(NEVEHPE) y una pared gruesa en las fibras de la vaina de esclerénquima en los haces
vasculares del tallo (GPFV). Mientras que en el lado izquierdo de este mismo eje candnico se
observa que los individuos de la localidad L3 comprendiendo nuevamente al genotipo G-I tiene
un mayor indice estomatico en la lamina (IEL), menos estratos en la vaina de esclerénquima
en los haces pequefios (NEVEHPE), mientras que las paredes de las fibras de la vaina de
esclerénquima en haces vasculares del tallo son mas delgadas (GPFV: Figura 20).

En la parte superior del eje candnico 2 en la parte superior de la figura 19 podemos observar
que los tres individuos de la localidad L3 los cuales comprenden al genotipo G-I presentan
mayor grosor en la cuticula adaxial de la 1dmina (GCADL), y del tallo (GCT) y poseen mas
estratos en la vaina de esclerénquima en los haces medianos de la lamina (NEVEHME). Hacia
el extremo inferior de este mismo eje canonico se ubican los individuos de la localidad L4 del
genotipo G-VI con cuticula adaxial de las laminas y del tallo mas delgadas (GCADL/GCT) y
menos estratos en la vaina de esclerénquima en los haces medianos (NEVEHME: Figura 20).
Para finalizar dentro del eje candnico 3 (no incluido en la figura 19) hacia el extremo positivo
se ubican las localidades L2 y L3 del genotipo G-l poseen méas estratos en la vaina de
esclerénquima en los haces vasculares pequefios (NEVEHPE) y una pared de fibras floematicas
mas gruesa en el haz marginal (GPFFHMA), ambos caracteres en la lamina (Tabla 9).
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Figura 19. Diagrama de dispersion de puntos en el espacio bidimensional de andlisis de
discriminante canoénico de 35 caracteres cuantitativos evaluados por cada uno de los genotipos.
Genotipo G-I (rojo) L1 (.), L2 ( + )y L3(x) y genotipo G-VI (azul) L4(|:|), LS(O) y

L6(Z).
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Figura 20. Vanilla planifolia. Comparacion entre genotipos (columna izquierda G-I, columna
derecha G-VI). A-B. Vista superficial, indice estomatico de la ldmina (Flechas). C-N. Seccion
transversal. C-D. Grosor de cuticula adaxial (Flechas). E-F. NUmero de estratos de vaina de
esclerénquima en haces medianos (Flechas). G-H. Numero de estratos de vaina de
esclerénquima en haces pequefios (Flechas). I-J. Grosor de paredes de fibras floematicas en haz
marginal (Flechas). K-L. Grosor de cuticula de tallo (Flechas). M-N. Grosor de pared de fibras
en haces vasculares del tallo (Flechas).
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Tabla 8. Resumen del analisis de discriminante canonico (ADC), de los 35 caracteres
anatomicos cuantitativos evaluados por cada genotipo de Vanilla planifolia.

Funcién Valores propios Porcentaje Porcentaje Correlacion candnica
canonica acumulado

1 22.36 57.15 57.15 0.98

2 9.34 23.89 81.03 0.95

3 5.07 12.97 94.00 0.91

Tabla 9. Representatividad de los 35 caracteres anatdmicos evaluados de los dos genotipos (G-
| y G-VI) de Vanilla planifolia en cada una de las 3 primeras funciones canonicas del analisis
de discriminante canonico. En negritas los caracteres de mayor peso.

Caracter Funcion candnica 1 Funcion canédnica 2 Funcion candnica 3
ACEADL 0.00 -0.00 -0.00
ACEABL 0.00 -0.00 0.00

LCOL 0.00 -0.09 0.16
IEL -0.60 -0.19 -0.41

GCML -0.07 -0.06 -0.13

GCADL -0.43 -0.68 0.19
ANCEAD -0.00 0.00 0.01

ACEAD -0.17 0.05 -0.11

GCAD -0.40 0.45 0.13

ACEAB -0.00 0.00 -0.04
ALCEAB -0.14 0.08 -0.17

NEVEHME 0.04 -0.73 -0.19
GPFFHPE 0.04 -0.28 0.16
NEVEHPE -0.48 0.16 0.66
GPFFHME 0.16 -0.08 0.43
GPFFHMA 0.32 -0.48 -0.57

DVHMA 0.02 0.00 -0.01
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ACT 0.00 -0.00 -0.00
LCOT 0.01 -0.02 0.05
IET 0.00 0.20 -0.03
GCT -0.20 0.52 0.00
ACET 0.02 -0.09 -0.00
ALCET -0.01 0.08 -0.0
GFAECT 0.43 0.23 0.14
GPFV 0.62 0.32 0.14
NEVEHVT -0.30 -0.27 0.41
DVXHVT -0.00 -0.00 0.01
ACEXRA 0.01 -0.00 -0.03
ANCEXRA -0.03 0.00 -0.02
GPPECEXRA -0.40 -0.00 -0.14
DVMRA 0.03 0.00 0.04
ACERS 0.00 0.02 -0.02
ANCERS 0.00 0.01 -0.00
GPPECES -0.20 0.13 0.07
DVMRS 0.02 0.04 0.01

8.6 Andlisis de correlacién de caracteres.
8.6.1. Visualizacion con heatmap o mapa de calor.

Para los 35 caracteres de las tres localidades de cada genotipo se calcul6 su distancia euclidiana
con varianzas normalizadas, se representa el grafico de heatmap en donde es posible observar
la agrupacion de estos caracteres anatomicos (Figura 21). Es posible observar la agrupacion de
caracteres anatomicos en cada uno de los genotipos G-1'y G-VI. Existen dos grupos: Ay B, en
el primer grupo, tenemos dos subgrupos: Al con 20 caracteres y A2 con 12 caracteres. Dentro
del subconjunto Al, se observan dos agrupaciones. La primera incluye: indice estomatico de
la 1dmina (IEL) y del tallo (IET), nimero de estratos en la vaina de esclerénquima de haces
medianos y pequefios (NEVEHME/NEVEHPE), nimero de estratos de la vaina de
esclerénquima de haces vasculares del tallo (NEVEHVT), grosor de pared de fibras del floema
en haces pequefios, medianos y los del margen de la hoja (GPFFHPE/GPFFHME/GPFFHMA),
grosor de cuticula adaxial y abaxial de la ldmina y del tallo (GCADL/GCABL/GCT). En la
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segunda agrupacion de este mismo subconjunto se incluyen: altura de las células epidérmicas
abaxiales y adaxiales de la ldamina y del tallo (ALCEAB/ACEAD/ALCET). Por otro lado,
dentro del subconjunto A2 se agrupan: la longitud de células oclusivas en la ldmina (LCOL) y
tallo (LCOT), ancho de las células de la exodermis en raiz aérea (ANCEXRA), y subterranea
(ANCERS), ancho de células epidérmicas abaxiales y adaxiales de la hoja
(ACEAB/ANCEAD) y del tallo (ACET), altura de las células de la exodermis en raiz aérea y
subterranea (ACEXRA/ACERS), diametro de los vasos del metaxilema en la raiz subterranea
y aérea (DVMRS/DVMRA) y didmetro de los vasos en el haz marginal de la hoja (DVHMA).
Por otra parte, en el interior del grupo B se puede observar la relacion de tres caracteres: area
de células epidérmicas abaxiales y adaxiales (ACEABL/ACEADL) y area de células
epidérmicas del tallo (ACT).

En relacion a la agrupacion de las localidades de los dos genotipos, se puede apreciar que la
primera agrupacion es entre la localidad L1 del genotipo G-I (Ejido los Mangos de Pantepec,
Puebla) y la localidad L4 del genotipo G-VI (Rancho 20 Soles en Papantla de Ocampo,
Veracruz) y estas dos localidades con la localidad L5 del genotipo G-VI (Ejido 1° de mayo,
Papantla de Ocampo Veracruz). Por otro lado, se observa una agrupacion entre la localidad L6
del genotipo G-VI (Puntilla Aldama, San Rafael, Veracruz) con la localidad L2 del genotipo
G-1 (Rancho 20 Soles en Papantla de Ocampo, Veracruz) y estos dos se relacionan con las tres
localidades anteriores. Finalmente, la localidad L3 del genotipo G-l (Ejido los Alamos de
Pantepec, Puebla) es la localidad que presenta una menor correlacién con el resto de las
localidades.
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Figura 21. Heatmap de 35 caracteres anatomicos evaluados para cada una de las localidades
de los genotipos G-I y G-VI de Vanilla planifolia.

8.6.2 Correlacion de Pearson entre caracteres anatomico-vegetativos en genotipos de
Vanilla planifolia.

Se realiz6 un analisis de correlacion de Pearson con la finalidad de conocer si los caracteres
anatomico- vegetativos entre los genotipos G-I y G-VI, y dentro de cada uno de ellos
correspondientes a V. planifolia estan correlacionados entre si.

Tabla 10. Correlaciones mayormente significativas en los dos niveles de comparacion con r >
0.80.

Pares de caracteres Valor de r Nivel de Organo Tejido involucrado
correlacionados comparacion involucrado
GPFFHME/GPFFHPE 0.90 Dérmico
Entre genotipos Hoja
ALCEAB/ACEAD 0.85 Vascular
GFAECT/GPFV 0.80 Tallo Fundamental/ VVascular
GPFFHPE/GPFFHME 0.91 Hoja Dérmico
ALCEAB/ ACEAD 0.87 Vascular
ALCET/NEVEHVT 0.89 Dérmico/Vascular
ACET/ALCET 0.88 Dérmico
ALCET/DVXHVT 0.83 Tallo Dérmico/Vascular
ACET/DVXHVT 0.83 Dérmico/Vascular
ACET/NEVEHVT 0.83 Dérmico/Vascular
ACET/GCT 0.82 Dérmico
ALCET/GFAECT 0.82 Dérmico/ Fundamental
ALCET/GCT 0.80 Dérmico
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GPFV/GFAECT

0.80

Vascular/Fundamental

A continuacion, en las figuras 22, 23 y 24 se muestra graficamente las correlaciones
establecidas para la comparacion entre ambos genotipos y dentro de cada uno de estos,
comprendiendo un total de 17 caracteres positivamente correlacionados, es decir, aquellos que

tuvieron r > 0.50.
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Figura 22. Correlaciones de Pearson de caracteres anatomico- vegetativos de V. planifolia en
genotipos G-I y G-VI. Cada color identifica el tipo de relacion. La intensidad de color indica
una mayor correlacion: tonos fuertes, correlacion cercana a 1, positiva (azul), correlacion

cercana a -1, negativa (rojo).
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Figura 23. Correlaciones de Pearson de caracteres anatomico- vegetativos de V. planifolia en
el genotipo G-I. Cada color identifica el tipo de relacion. La intensidad de color indica una
mayor correlacion: tonos fuertes, correlacion cercana a 1, positiva (azul), correlacion cercana
a -1, negativa (rojo).
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Figura 24. Correlaciones de Pearson de caracteres anatomico- vegetativos de V. planifolia en
el genotipo G-VI. Cada color identifica el tipo de relacion. La intensidad de color indica una
mayor correlacion: tonos fuertes, correlacion cercana a 1, positiva (azul), correlacion cercana
a -1, negativa (rojo).

9. DISCUSION.

A lo largo del presente escrito se estudiaron parametros anatomicos de tipo vegetativos de los
dos genotipos distintos de V. planifolia. Uno de dichas estructuras es la hoja en donde se
observaron células epidérmicas poligonal alargadas y algunas isodiamétricas, ambas caras con
rebordes curvados y paredes anticlinales delgadas, tal y como se report6 por Martinez- Quezada
y colaboradores (2016).

Con respecto a su distribucién se observo un arreglo aleatorio en ambas epidermis, corroborado
por Nayar y colaboradores (1976) y Baruah y Saikia (2002), por lo que se puede considerar un
caracter comuan dentro de la especie.

Los estomas se localizan en la superficie abaxial de la lamina, siendo por lo tanto
hipostomatica, concordando con los hallazgos de Martinez- Quezada y colaboradores (2016).
Este comportamiento también se observa en otras especies como V. wightii Lindl. ex Wight
(Nayar et al., 1976) y grupos como Cypripedioideae y Epidendroideae (Arévalo et al., 2011),
considerada una caracteristica primitiva no sélo en Orchidaceae sino también en otras plantas
(Camargo, 2009). Ortiz-Cruz y colaboradores (2021) afirman que esta condicion esta ligada
con la poca capacidad de retencion de agua.

Los estomas son tetraciclicos, donde Nayar y colaboradores (1976) resaltan su importancia
para diferenciar grupos dentro Orchidaceae, en particular Stebbins y Klush (2014) definen que
dicha condicion esta relacionado con la forma de la hoja, asociandolo a las de tipo elipticas.
Algunos autores como Sandoval-Zapotitla y colaboradores (2010b) ratifican que este
parametro tiene un gran peso en la taxonomia y en la filogenia de esta familia. Desde un punto
de vista fisiologico, los estomas reducen la pérdida de agua, conservando asi la suculencia
(Zotz, 2016).

El valor de la longitud de las células oclusivas e indice estomatico varian con respecto a varios
estudios, mientras que en el de Martinez- Quezada y colaboradores (2016) ambos parametros
coinciden con el presente escrito, autores como Stern y Judd (1999) reportan valores superiores
(48 um para este primero y 3 a 4.40 para el indice estomatico).

En esta Gltima caracteristica no se menciona la region especifica donde se midieron estos
valores, ya que Bird y Gray (2003) afirman que el nimero de estomas por mm? varia en
diferentes partes de la hoja, registrandose en Cymbidium, por lo que podrian existir
inconsistencias al momento de reportar (Garcia-Gaytan et al., 2013).

En cuanto a las secciones transversales de la hoja se observé una cuticula lisa y delgada en

ambas caras de la epidermis, no obstante, resultd ser mayor en la epidermis adaxial (3.06 a 4.21
pim) que en la abaxial (1.98 a 2.46 pum) coincidiendo con lo reportado por Stern y Judd (1999)
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donde la primera comprende valores entre 2.5 y 5 um, mientras en esta ultima los valores son
menores a 2.5 pm.

A nivel del margen la cuticula fue gruesa ya que se registran datos que varian desde 8.79 a 9.36
pm. De acuerdo con varios autores como Dickinson, (2000) y Ortiz- Cruz y Morales (2018).
Esto probablemente juega un papel importante para enfrentar el estrés bidtico y abidtico. Sin
embrago esto estd sujeto a discusion ya que Plectrophora H.Focke presenta una cuticula
delgada a pesar de desarrollarse en ambientes xerofitos. Por ello Figueroa, (2007) sugiere que
este caracter no es del todo informativo para deducir la adaptacion de las orquideas.

Respecto a la epidermis se observé que es de tipo uniestratificada continua para ambas
epidermis y a nivel del margen. Otros autores que han estudiado V. planifolia mencionaron que
tanto la parte adaxial como la abaxial poseen de dos a tres estratos (Baruah y Saikia, 2002),
dicho resultado quizas se debio al considerar a los estratos de la hipodermis, por este motivo
se presentaron errores dentro de la interpretacion.

Las células epidérmicas son oblongas, con un ancho de 38.07 um y un alto de 15.87 umen la
parte adaxial y un ancho de 28.76 pum y alto de 15.43 pum en la epidermis abaxial. Si bien
Martinez- Quezada y colaboradores (2016) encontraron valores mas alto para la misma especie,
en otras como Oncidium abortivum Rchb. f., Elleanthus obliganthus Poepp & Endl. y Stelis
Swartz se aproximaron a lo estimado en el presente (Arévalo et al., 2011).

La pared periclinal externa de las células epidérmicas es delgada, mientras que la interna es
gruesa, lo cual concuerda con lo dicho por (Stern y Judd 1999), por el contrario, Martinez-
Quezada y colaboradores. (2016) afirman que las dos paredes estan engrosadas, esto quizas se
deba a la perspectiva visual del pardmetro anatomico. Algunos autores como Zotz (2016)
afirma que el engrosamiento de ambas esté asociado con especies xerofitas.

Referente a los engrosamientos cuticulares en los estomas, se determiné que son muy reducidos
pero evidentes, los cuales ayudan a conservar la humedad en los estomas y disminuir la
evapotranspiracion (Riveron et al., 2017).

En relacion al tejido fundamental se observé que existe una hipodermis tanto adaxial y abaxial
uniestratificadas. En la seccidn abaxial fue continua y en la abaxial discontinua, lo cual no se
habia reportado para V. planifolia, por lo que el presente escrito aporta informacién adicional
para entender sus posibles adaptaciones y procesos evolutivos, jugando un rol importante en la
proteccion de los tejidos internos de la hoja como el meséfilo y los haces vasculares de la
insolacion.

El mesdfilo es homogéneo y de tipo esponjoso con dos clases de células, las que se ubican
cerca de la hipodermis son mas pequefias y oblongas, mientras que aquellas cercanas a los
haces vasculares son mas grandes e isodiamétricas. Garcia-Gaytan y colaboradores (2013)
consideran el grosor del meséfilo un parametro para saber si las hojas son gruesas o delgadas
y deducir las condiciones ambientales a las que crecen los individuos.

A nivel del mesdfilo fueron evidentes espacios aéreos y cloroplastos. De acuerdo a Arévalo y
colaboradores (2011) esta caracteristica foliar se encuentra asociada a plantas con un
metabolismo de tipo CAM, el cual ha sido considerado una adaptacion fisiologica contra el
déficit de agua, registrada en orquideas epifitas de corteza como Epidendrum excisum Lindl.,
y de ramita Rodriguezia lehmannii Rchb.f.
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Finalmente, referente al tejido vascular fue posible observar abundantes haces vasculares,
distribuidos a lo ancho de la hoja y de tipo colateral. Cabe resaltar que los 3 tipos de haces no
habian sido referidos para esta especie. En el caso de Plectrophora se hallaron de dos tipos,
prevaleciendo en la parte media de la lamina (Figueroa, 2007). Mientras que en otras orquideas
como Cattleya jenmanii Rolfe y C lueddemanniana Rchb. presentan de uno a dos tipos de
acuerdo a Torres y Sanabria (2011), por lo que se puede concluir que esta condicion es variable
en Orchidaceae.

El grosor de la vaina de las fibras de esclerénquima tiene la funcion de conferir mayor
resistencia mecanica a las hojas en caso de deshidratacion, por lo que es una condicion
caracteristica de hojas en ambientes xerofitos (Arévalo et al., 2011). En el caso de V.planifolia
es mas gruesa a nivel de floema por lo que podria tratarse de una barrera de proteccion contra
herbivoros evitando la succion de savia en el floema.

Dentro de la vista superficial del tallo se observé una epidermis cuyas células son poligonales,
reportadas por Martinez- Quezada y colaboradores (2016): sin embargo, en el presente estudio
se identificaron algunas isodiamétricas, también definidas en tallos de otras orquideas tales
como Cochlioda noezliana (Mast.) Rolfe y Osmoglossum boothianum Rchb.f. (Stern y
Carlsward, 2006).

Las paredes anticlinales celulares fueron lineales y ligeramente gruesas (2.5 pum) tal y como lo
observaron autores como Baruah y Saikia (2002) para la especie de estudio. Mientras que la
organizacion celular es paralela al eje longitudinal del tallo, coincidiendo con los resultados de
Martinez- Quezada y colaboradores (2016).

Los estomas son de tipo tetracitlico cuyo arreglo fue aleatorio difiriendo a lo descrito por
Martinez- Quezada y colaboradores (2016) quienes ademas afirmaron la presencia un arreglo
en hileras asimismo, esto mismo se reporta en los estomas de V. wightii. Probablemente este
arreglo se interpreta como distinto ya que los estomas estuvieron muy cercanos entre si y esto
pudo impedir el definir con claridad dicho patron.

La longitud de las células oclusivas no se habia analizado con anterioridad, por lo que es un
dato complementario para la descripcién de la especie. El valor de indice estomético cae dentro
de los valores reportados por Martinez- Quezada y colaboradores (2016) (1.02 a 1.5) y por
Baruah y Saika (2002) (1.17 a 2.07).

Ahora bien, hablando de la epidermis caulinar en seccion transversal fue posible determinar
una cuticula lisa con un grosor promedio de 4.12 um, siendo superior a los encontrados en la
epidermis de la ldmina a nivel de la vena media, pero menor al del margen.

Las células epidérmicas son oblongas tangencialmente alargadas, en menor proporcion
prevalecen las isodiamétricas. Generalmente son mas anchas (29.1um) que altas (21.42 yum),
coincidiendo dentro de lo establecido por Martinez- Quezada y colaboradores (2016).

Por otro lado, los estomas son superficiales, siendo una condicién adaptativa para las orquideas
expuestas a humedad constante y sombra (Figueroa, 2007). Sus rebordes cuticulares externos
e internos son reducidos, con una camara subestomatica mas pequefia que el resto de las células
del meséfilo. De acuerdo con Metcalfe (1963) la reduccién de la camara desempefia un papel
importante en la proteccion contra pérdida constante de agua y gases.
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El tejido fundamental comprende una hipodermis uniestratificada con células oblongas
tangencialmente alargadas. En adicidn a esto se puede afirmar que, en esta especie, tanto el
tallo como la hoja son dérganos vegetativos que almacenan nutrientes y agua en ausencia de
pseudobulbos (Figueroa, 2007).

El cértex es homogéneo; sin embargo, hay dos regiones bien definidas, en ambas se pudo
evidenciar una gran cantidad de cloroplastos, cuya funcion principal a nivel fisioldgico es la
fotosintesis (Figueroa, 2007).

Prevalece una banda de esclerénquima casi a la mitad de cortex con uno a tres estratos celulares
de forma poligonal y con paredes celulares de 5.45 um anteriormente no reportados para esta
especie. La presencia de esta banda podria jugar un papel importante respecto a la proteccion
contra patogenos hacia el tejido vascular (Sandoval-Zapotitla, 2016).

Por altimo, dentro del tejido vascular en el tallo se encontr6 un estele atactostele, cuyos haces
se organizaron en circulos concéntricos, caracteristica descrita para las monocotileddneas
(Gifford y Foster, 1989). Al igual que en la hoja, los haces vasculares se dividieron en tres tipos
de acuerdo a su tamafio y el nUmero de estratos de su vaina de esclerénquima en xilema y
floema. Dicho aspecto no se habia registrado para la especie.

Respecto al tejido dérmico en la raiz aérea y subterranea se encontré6 un velamen
multiestratificado con células rectangulares tangencialmente alargadas con paredes
ligeramente engrosadas (2.5 um), lo cual difiere con respecto a lo reportado por Baruah y Saika
(2002) para la misma especie ya que exclusivamente se menciona un velamen uniestratificado,
cuya explicacion quizés esté ligada con la procedencia de las raices.

Las células del velamen de V. planifolia, son isodiamétricas y en algunas ocasiones elipticas
con paredes engrosadas. La presencia de dicha estructura ha permitido que las raices en varios
grupos de orquideas epifitas eviten la pérdida de agua ya que la disponibilidad de este recurso
es de dificil acceso a comparacién de plantas que crecen sobre un sustrato rico en materia
organica, es decir, hablando de plantas terrestres (Zotz, 2016).

Como parte del tejido fundamental, la pared externa de la exodermis es gruesa y lignificada,
mientras que la interna es delgada, en consecuencia, dentro de la pared externa se forma un
arco conformado por lignina y cuya funcion esta ligada a la proteccion contra patdgenos hacia
el cortex (Ramirez et al., 2016), evidenciado en Encyclia cordigera Hook. De igual manera ha
aportado tolerancia hacia el estrés bi6tico a partir de la biosintesis de metabolitos como PHS1
y PSH2, reportadas en V.planifolia (Miranda, 2021).

Las células de la exodermis son mas altas y anchas en la raiz subterranea, lo cual se pueda
deber a una mayor capacidad de almacenamiento de nutrientes puesto que esta raiz interacciona
simbioticamente con hongos micorrizicos (Silva, 2010).

En la region central se pudieron apreciar numerosos espacios aéreos en algunas de las raices,
particularmente en las maduras. Por este motivo, es recomendable para futuros estudios tomar
en cuenta el estado de madurez de las raices para encontrar diferencias de expresion de
caracteres.
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Por ultimo, el tejido vascular se encuentra organizado en un cilindro vascular, albergando un
periciclo evidente en algunas raices maduras, cuyas células son poligonales. El grosor de sus
paredes no fue tomado en cuenta, no obstante, autores como Ramirez y colaboradores (2016),
mencionan la importancia de un periciclo esclerificado para evitar un dafio ante cierto tipo de
plagas, como hongos e insectos, pero no solo esto, sino que también Rodrigues y Santana
(2008) mencionan su importancia en relacion a una rigidez estructural ante ambientes secos.
En la parte interior del periciclo se apreciaron elementos asociados al xilema y floema
oraganizandose en polos alternos, cuyo xilema es exarco, (Baruah y Saika, 2002).

Hoy en dia no existen estudios rigurosos acerca de la descripcion anatomica detallada en la raiz
de V. planifolia, por lo que este escrito podria ser una iniciativa para realizar estudios
comparativos futuros con especies cercanas, ademas de comprender la relacion existente entre
los caracteres anatomicos y el entorno.

En relacion a los contenidos celulares en cada 6rgano vegetativo podemos decir lo siguiente.
En vista superficial de la Iamina, se observo la presencia de cristales de oxalato de calcio. Sus
estructuras fueron variables, no obstante, la forma prismatica alargada fue la que predomino,
algunos de ellos siendo solitarios y en ocasiones agrupados. Si bien ya fueron mencionados
para V. planifolia (Martinez-Quezada et al., 2016), en donde también se presentaron cristales
amorfos y oblongos.

Su principal funcion estéa relacionada con la regulacion de la salinidad en la planta, también
son utiles como mecanismo de defensa contra la herbivora (Jauregui-ZUfiga; Moreno-
Carcamo, 2004). Una contribucidon adicional es la presencia de estos cristales en varias hojas
de V. planifolia correspondientes a la condicion cercanamente a lo comercializado. Por otra
parte, en el mesdéfilo de la hoja hubo cristales y también en la vena media.

En las células del meséfilo dichas estructuras estan presentes, sin embargo, no son tan
abundantes como en la epidermis, a este nivel son rafidios, los cuales no habian sido registrado
en la especie. Autores como Carlsward y colaboradores (1997) afirman que su presencia, tipo
y ubicacién ayuda a la delimitacion de grupos filogenéticos(Sandoval-Zapotitla et al., 2010a).

A nivel del tallo, los cristales abundantes presentan forma prismatica, cubica e irregulares,
siendo solitarios y agrupados, no obstante, en el trabajo de Martinez-Quezada y colaboradores
(2016) se mencionan algunas otras formas como oblonga, redondeada e inclusive algunos
amorfos.

Por otra parte, en seccion transversal fue posible observar mayor abundancia de cristales en la
epidermis que en cortex. A este ultimo nivel se encontré una gran cantidad de granulos de
almiddn de asimilacion, cuya funcion esta ligada con los procesos fotosintéticos, de asimilacion
del carbono para la diferenciacion (Tofifio et al., 2006).

Adicionalmente Loza- Cornejo y colaboradores (2007) afirman un aumento considerable de
estas reservas del almidén en relacion a la baja precipitacion del sitio donde la planta se
desarrolle, siendo extensamente abordado en Mammillaria uncinata.

Dentro de los contenidos celulares en la raiz aérea, se encontrd a nivel del cértex numerosos
pelotones de hifas de especies fungicas, cuya identificacion taxondémica no se ha llevado a
cabo, sin embargo, no se descarta la posibilidad su ubicacién en el filum Basidiomycota, ya
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que se han reportado en las raices de V. planifolia, permitiendo eficiencia de absorcion de
nutrientes como fosforo (P) y nitrogeno (N) (Smith y Read, 1997).

Autores como Silva (2010) menciona dos tipos principales de pelotones presentes dentro de las
raices de Orchidaceae, por ejemplo, pelotones intactos o pelotones digeridos, por lo que seria
importante abordarlo en estas raices.

A nivel del cortex, se observaron multiples rafidios, los cuales no se habian registrado para este
drgano vegetativo.

En la raiz subterranea, fue posible observar nuevamente varios pelotones de hifas en el
parénquima, no obstante, a diferencia de la raiz aérea, dichas estructuras fungicas se
distribuyeron en solo algunos extremos de la raiz, lo que podria sugerir un almacenamiento de
nutrientes exclusivamente en esas regiones. Al igual que en la raiz aérea, se apreciaron
nuevamente rafidios, los cuales fueron méas abundantes en la region periferia del parénquima,
cercanamente a las células exodérmicas, protegiendo al tejido fundamental y vascular contra
agentes patdgenos infecciosos.

Variacion entre los genotipos

De los caracteres que corresponden al tejido dérmico de la lamina, ocho presentaron diferencias
significativas, no obstante, el indice estoméatico (IEL) y el grosor de la cuticula adaxial
(GCADL) contribuyeron en un 81.04 % de la variacion natural (Figura 13). Estos ultimos
resultados concuerdan con lo estipulado por Martinez-Quezada y colaboradores (2016) al
comparar los mismos genotipos, pero también en otros géneros de orquideas como
Pleurothallis R.BR y Elleanthus (Arévalo, 2011)

Cabe resaltar que el indice estomatico en la lamina ha sido util para separar poblaciones de
Agave salminana subsp salmiana (Chavez-Guitron et al., 2019) y Olea europea L. (Guefel et
al., 2008).

La mayoria de los parametros dérmicos tienen valores mas altos en el genotipo G-l con
excepcion del area celular en ambas caras de la epidermis (ACEADL Y ACEBL) e indice
estomatico (IEL), lo que nos podria indicar que dentro de G-VI la posibilidad de captar luz es
mayor al denotar mayor tamafo. De la misma manera, al tener mayor nimero de estomas la
tasa de evapotranspiracion aumenta.

De manera general, el tejido dérmico de la hoja actia como un interfaz entre la planta y su
entorno, explicando varios aspectos biolégicos (Brown y Jordan, 2002).

En relacion al tejido fundamental, no se tomaron pardmetros cuantitativos, por lo que es
importante que en futuras investigaciones se consideren algunos como: nimero de estratos de
la hipodermis, alto y ancho de las células hipodérmicas e inclusive el grosor de sus paredes
celulares mencionados por Sandoval-Zapotitla y colaboradores (2019)

Dentro del tejido vascular existen dos caracteres que presentan variacion. Ambos corresponden
al nimero de estratos de la vaina de esclerénquima en haces medianos y pequefios (NEVEHME
y NEVEHPE), siendo lo mas representativos para explicar un 81.04 % de la variacién natural
(Figura 13). Si bien Sandoval-Zapotitla y colaboradores (2016) reportaron sus funciones con
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respecto a la eficiencia en el transporte de agua y proteccion contra agentes patdgenos, en la
actualidad no se habia mostrado la significancia de estos parametros para diferenciar a los
genotipos.

En relacion al tallo se encontr6 que en el tejido dérmico existen tres caracteres con variacion,
sin embargo, solamente el grosor de la cuticula (GCT) contribuye a explicar el 23.89% dentro
del ADC. Los valores de este caracter son mayores en el genotipo G-I, coincidiendo con lo
reportado por Martinez-Quezada y colaboradores (2016), lo que indica una mayor proteccion
contra los rayos solares y disminucion de la pérdida de agua por evapotranspiracion.

Con respecto al tejido fundamental, sélo el grosor de la pared de la banda de esclerénquima en
cortex (GFAECT) contribuy6 a distinguir ambos genotipos, sin embargo, no es un parametro
indicativo dentro del ADC. Cabe resaltar que G-I presenta un mayor grosor, dando como
resultado una mayor eficiencia en la proteccion de los haces vasculares en el tallo (Sandoval-
Zapotitla, 2016).

Referente al tejido vascular, dos parametros fueron variables, sin embargo solo el grosor de la
pared de fibras en vaina de esclerénquima en haces vasculares (GPFV) 23.89 % (Figura 13),
fue significativo para distinguir genotipos mismo que no habia sido registrado en la especie,
donde G-I presenta los valores mas altos, interpretando que el tejido vascular en las poblaciones
de este genotipo se encuentran mayormente protegidas ante patégenos, corroborado por
Sandoval-Zapotitla y colaboradores (2016).

Respecto a la raiz aérea y subterranea si bien existen caracteres que presentan diferencias
significativas no tienen peso en la distincion de los genotipos, dando como resultado que dicho
organo vegetativo es el mas conservado al compararlos. Se propone que en futuros estudios se
deberian considerar algunos otros parametros, como el niumero de estratos celulares en el
velamen, alto y ancho de las células del velamen y nimero de estratos del parénquima, tal y
como en el estudio de la raiz de Encyclia cordigera (Ramirez et al., 2016).

Posiblemente este o0rgano vegetativo es el mas conservado entre todos los genotipos de V.
planifolia, por lo que se propone enfatizar el estudio comparativo en hoja y tallo. Esto ultimo
no solo se ha visto en esta especie, sino también en otras como, por ejemplo: Camaridium
wrightii Lindl, Stelis Swarts, Masdevallia walteria Ruiz y Pav y Lepanthes wendlandii Rchb.F.
(Orchidaceae) en donde se realiz6 una caracterizacion anatémica foliar y un analisis
comparativo que permitié observar diferencias entre las especies y de qué manera los caracteres
se encuentran relacionados con las condiciones ambientales donde crecen (Ortiz-Cruz et al.,
2021). A partir de esto Terrazas y Arias (2003) sefialan la importancia de la anatomia foliar y
caulinar de las especies vegetales para poder de esta manera distinguirlas en grupos
independientes.
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Variacion dentro de genotipos

Por otro lado, hablando del genotipo G-I, en donde se manifiesta la plasticidad fenotipica.
Fueron seis los caracteres que formaron tres grupos independientes correspondientes a sus
localidades.

Tres de ellos corresponden al tejido dérmico de la Id&mina, y contribuyen con un 50% de la
variacion en este genotipo. Dos se definen como el area de las células epidérmicas adaxiales y
abaxiales (ACEADL y ACEABL), mientras que el ultimo fue el grosor de la cuticula adaxial
(GCADL).

Si bien para esta variante es la primera vez que se reportan estos hallazgos, dentro de
poblaciones vegetales que comprenden Lupinus campestris L, Lupinus montanus L (Fabaceae)
Cantor del Angel (2018), Agave salmiana subsp. salmiana Otto ex Salm- Dyck (Agavaceae)
(Chavez-Guitrén et al., 2019), Alchemilla procumbens Rose (Rosaceae), Symphoricarpos
microphyllus (Jimenez- Noguiera et al., 2017) se resalta la variabilidad a nivel poblacional de
estos caracteres anatémico foliares.

Todos estos trabajos indican que estos parametros no son condiciones diagnosticas en estos
grupos denotando la plasticidad fenotipica, en donde las presiones selectivas del ambiente
juegan un rol importante.

La mayoria de estos rasgos dérmicos son mayores en la localidad de El Ejido “Los Mangos”,
Pantepec, Puebla y en Rancho “20 Soles”, Papantla de Ocampo, Veracruz. Considerando que
todos ellos crecieron en un sistema de Malla sombra al 50%, lo que podria indicar que, bajo
este sistema de cultivo, donde la radiacidon solar es reducida, con nutrientes limitados y periodos
de sequias marcados, la presencia de células con &rea mayor y una cuticula gruesa podria
permitir una mayor captacion de radiacién solar y menor pérdida de agua por
evapotranspiracion.

Se ha reportado que en algunas especies de orquideas como Cattleya Jemnmanii ROLFE y C.
lueddemaniana RCHB existe un engrosamiento de la cuticula foliar marcado al ser sometidas
a un orquideario, donde prevalecieron altas temperaturas y baja tasa de humedad (Sanabria y
Torres, 2010)

Por otra parte, en el tejido vascular de la lamina, el grosor de la pared de fibras de los haces
vasculares pequefios (GPFFHPE), permite diferenciar a las localidades en tres grupos, en donde
los individuos del Ejido “Los Alamos”, Pantepec, Puebla posee valores mas altos, lo que podria
indicar eficiencia en el transporte de agua y una mayor proteccion contra patdgenos.

Respecto al tejido vascular del tallo sélo el grosor de la pared de fibras de esclerénquima de
haces vasculares (GPFV) resulto ser el unico pardmetro variable, determinando que el Ejido
“Los Mangos”, Pantepec en Puebla y al Rancho “20 Soles”, Papantla de Ocampo en Veracruz,
los valores son superiores, denotando una mayor proteccion del haz vascular contra patdgenos,
ademas de ofrecer soporte mecanico (Sandoval-Zapotitla et al., 2016).

Por altimo, dentro del tejido vascular de la raiz aérea se estimo que el diametro tangencial de
vasos de metaxilema (DVMRA) fue donde se obtuvieron tres grupos diferenciados. El cual

74



desempefia su labor en la eficiencia de transporte de agua. Del mismo modo Sandoval-Zapotitla
y colaboradores (2016) resaltan su relevancia en relacion a la tolerancia bajo el déficit de agua.
Dicha condicion fue muy marcada en el Ejido “Los Alamos”, Pantepec, Puebla quizé por ser
el sitio con mayor humedad.

De manera general se afirma que el Ejido “Los Alamos” en Pantepec, Puebla se caracterizé por
presentar los valores més altos en veinte pardmetros anatomicos. Probablemente debiéndose al
sistema de manejo en tutores de arboles citricos, ademéas de una mayor disponibilidad de
nutrientes y agua, descritos por Sandoval-Zapotitla y colaboradores (2016).

Contrariamente en el Ejido “Los Mangos” en Pantepec, Puebla con siete caracteres con valores
altos y el Rancho “20 Soles” en Papantla de Ocampo, Veracruz con ocho caracteres. Siendo
que el sistema de manejo fue de tipo malla-sombra con limitados nutrientes y agua, donde
inclusive existe una estacionalidad de sequia muy marcada en el Ejido “Los Mangos” en
Pantepec, Puebla.

Si bien estos resultados coinciden con lo reportado por Sandoval-Zapotitla y colaboradores
(2016) para la misma especie, hasta hoy no se habia enfatizado qué parametros anatomicos se
modificaban, explicando la plasticidad fenotipica de G-I

Respecto al genotipo G-V se determind que solo el grosor de banda de esclerénquima en cortex
(GFAECT) en el tallo, permite una clara diferenciacion de las tres localidades en este genotipo.
El cual no habia sido abordado en estudios previos, por esta razon, seria interesante definir y
comparar caracteres anatémicos adicionales ligados al tejido fundamental de este 6rgano.
Para este parametro la localidad del Municipio 1° de mayo, Papantla de Ocampo Veracruz es
la que concentra los valores més altos contando con un sistema de manejo Acahual, una altitud
de 150 msnm, y abundancia de forofitos de relevancia econémica (maiz).

El mayor grosor de esta banda en el cortex podria ser una ventaja al impedir el ataque de
patdgenos hacia el tejido vascular del tallo, siendo asi una barrera de aislamiento para estos
organismos.

Dentro del genotipo G-VI la localidad de Municipio 1 mayo, Papantla de Ocampo en Veracruz
presentd los valores mas altos en la mayoria de los caracteres, seguido de Rancho “20 Soles”
en Papantla de Ocampo, Veracruz y por tltimo la localidad Puntilla, Aldama, Veracruz.

Esto posiblemente se deba al sistema de manejo utilizado en esta localidad (malla-sombra) con
tutores vivos. Basandonos en este estudio pareciera ser que existe una correlacion entre el
sistema malla sombra y parametros anatdmico- vegetativos con valores reducidos, aunque
habria que realizar estudios ain mas detallados para confirmarlo.

A partir de lo estimado se puede afirmar que la plasticidad fenotipica en este genotipo es
mayormente representada por el tallo, correspondiendo al tejido fundamental seguido del
dérmico, lo cual puede ser retomado en futuros estudios de indole comparativa.

Finalmente, es importante resaltar la validez de los estudios anatomicos dentro de los procesos
de microevolucion ya que no es suficiente el analizar Unicamente parametros morfoldgicos,
dentro de los cuales no es posible distinguir dentro de los individuos que corresponden a un
genotipo.
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Correlaciones entre caracteres

Dentro de las agrupaciones mas evidentes se encuentran integradas por diecisiete parametros
anatémicos conformados por los tejidos dérmico, fundamental y vascular, es decir, un 45.71
%, cuyo valor es r > 0.50, lo que indicaria su relevancia en este tipo de estudios, dando una
idea de la adaptacion particular dentro de esta especie.

Dentro de estas correlaciones resaltan aquellas con valores de r > 0.80 y estan restringidas a la
hoja y el tallo, donde estan involucrados principalmente los tejidos dérmico y vascular. Cabe
resaltar que la relacion entre el alto de las células epidérmicas abaxiales y adaxiales
(ALCEAB/ACEAD) junto con el grosor de pared de fibras de los haces pequefios y medianos
(GPFFHPE/GPFFHME), ambos en la hoja, estan correlacionados tanto entre genotipos como
hacia dentro del genotipo G-I.

En cada uno de estos parametros los valores son superiores en la localidad del Ejido “Los
Alamos” en Pantepec, Puebla (L3), siendo evidente en el heatmap (Figura 21) debido a las
tonalidades mas oscuras. Sin embargo, el primer par corresponde al tejido dérmico y el segundo
al vascular, siendo predecibles debido a su procedencia en comun.

Si bien Castellanos (2020) report6 el primer par como una correlacion positiva en Laelia spp
(Orchidaceae), ésta no fue significativamente alta (r=0.20), indicando que sus tejidos operan
como sistemas bioldgicos diferentes.

Por otro lado, con valor altamente significativo, se encontré la agrupacion entre el grosor de
pared de las fibras en la banda de esclerénquima en el cértex y el de la pared de las fibras en
los haces vasculares en el tallo (GFAECT/GPFV) los cuales se presentan entre genotipos y
dentro de G-VI.

A pesar de que en ambos caracteres estd involucrado el esclerénquima, es de resaltar que
corresponden a dos tejidos diferentes, el fundamental y el vascular, por lo que se sugiere que
en futuros estudios sean considerados denotando su relevancia en futuros estudios
comparativos.

Es importante resaltar que a diferencia del genotipo G-I, dentro del genotipo G-VI, se reflejaron
un mayor nimero de correlaciones significativas todas ellas a nivel del tallo. En el tejido
dérmico se establecieron tres pares de relaciones: ancho y alto de células epidérmicas
(ACET/ALCET), ancho de células epidérmicas y grosor de cuticula (ACET/GCT) y alto de
células epidérmicas y grosor de cuticula (ALCET/GCT). Todo esto nos sefiala que los
caracteres del tejido dérmico en el tallo de esta variante operan como un sistema altamente
correlacionado.

A pesar de lo estipulado, en tallos de Aporocactus flagelliformis (Cactaceae), se reporta una
correlacion negativa entre el ancho de sus células epidérmicas y el grosor de la cuticula (r=-
0.53), por lo tanto, estas especies funcionan como sistemas bioldgicos independientes entre si.

De igual manera fue posible detectar correlaciones de caracteres que corresponden a distintos
tejidos, por ejemplo: el nimero de estratos de la vaina de esclerénquima en los haces vasculares
con el alto y ancho de las células epidérmicas (NEVEHVT/ALCET- ACET), didmetro de vasos
del xilema en los haces vasculares con el alto y ancho de las células epidérmicas
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(DVXHVT/ALCET- ACET), donde se observa que estan involucrados el tejido vascular y
dérmico. Finalmente, de igual forma se percibio una relacion significativa entre el alto de las
células epidérmicas y el grosor de pared de las fibras de la banda de esclerénquima en el cortex
(ALCET/GFAECT), donde estan involucrados el tejido dérmico y fundamental. Todas estas
agrupaciones no habian sido definidos en estudios previos, por lo que es importante que se
consideren a futuro

Es necesario sefialar que, dentro de este genotipo, los caracteres presentan un comportamiento
diferente, ya que, en la mayoria corresponden al tejido dérmico, son mayores en la localidad
“Rancho 20 Soles” en Papantla de Ocampo, Veracruz. (L4) a excepcion del alto de las células
epidérmicas (ALCET), siendo este ultimo mas alto en el resto de las localidades de G-VI
(Figura 17), mientras que los correspondientes al tejido vascular como el nimero de estratos
de la vaina de esclerénquima en los haces vasculares (NEVEHVT) y al didmetro de vasos del
xilema en los haces vasculares (DVXHVT) son homogéneos en las tres localidades de G-VI,
compartiendo tonalidades similares en el anélisis de heatmap (Figura 21).

Cabe resaltar que dentro de las relaciones de diferentes tejidos no se habian dado a conocer,
por lo que es necesario considerarlos en futuros estudios de indole bioldgica.

Correlacién entre localidades

De manera general se determiné una agrupacion dispersa para las localidades del genotipo G-
| (Figura 17), mientras que para las localidades del G-VI esta agrupacion es estrecha.

Los individuos de la localidad L1, del Ejido “Los Mangos”, en Pantepec, Puebla guardan
mucha similitud con los de la localidad L4 del Rancho “20 Soles” en Papantla de Ocampo
Veracruz y a su vez con aquellos de la localidad L5 del Municipio 1° de mayo en Papantla de
Ocampo, Veracruz.

Si bien los individuos de la localidad de G-I crecieron bajo un sistema de manejo de malla con
70% de sombra, tutores de concreto, a una altitud de 450 m s. n. m., con temperatura promedio
anual de 18 a 20 °C, y precipitacion promedio anual de 2500-4500 mm, los individuos de ambas
localidades de G-VI crecieron en condiciones diferentes, bajo un sistema de manejo de acahual,
tutores naturales, a una altitud de 250 ms. n. m. (L4) a 150 m s. n. m. (L5), con una temperatura
promedio anual de 18 a 23 °C, y precipitacion promedio anual de 1500-2500 mm, lo que nos
indica diferencias tanto en la altitud como en la precipitacion, no obstante, los individuos de
estas tres localidades comparten una gran similitud en sus caracteres anatomico- vegetativos, a
pesar de corresponder a diferentes genotipos (Figura 21).

Once caracteres son compartidos en los individuos de estas dos localidades, de los cuales seis
corresponden a la hoja, cinco de éstos al tejido dérmico y solo uno al vascular (Tabla 10), tres
al tallo siendo dos de ellos parte del tejido dérmico y el restante al vascular, para la raiz sélo se
comparten dos caracteres, uno de tejido fundamental y otro del vascular.

Los individuos de la localidad L5 a su vez comparten tres caracteres con los individuos de las
localidades anteriores, uno para cada érgano analizado, perteneciendo al tejido vascular en el
caso de la hoja y el tallo y al fundamental en la raiz (Tabla 10).
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Por otro lado, los individuos de la localidad L2 del Rancho “20 Soles” en Papantla de Ocampo,
Veracruz del genotipo G-I guardan una estrecha relacion con los individuos de la localidad L6
en Puntilla Aldama, Veracruz, si bien en ambas las plantas crecieron en un sistema similar de
malla sombra al 70%, sobre tutores vivos y bajo una temperatura media anual similar (18-24
°C), sin embargo, las localidades L6 del G-VI, se ubica a una altitud mucho menor (50 m s. n.
m.), con una precipitacion promedio anual también menor (1200-1500 mm) en comparacion a
los individuos de la localidad L2 del G-1 (250 m s. n. m. y 1500-2500 mm).

No obstante, de pertenecer a dos genotipos diferentes, creciendo en altitudes y precipitaciones
distintas, sus individuos comparten una gran similitud en cinco de sus caracteres anatomicos
(Figura 21), s6lo uno dérmico para hoja, tres para tallo de los cuales dos corresponden al tejido
dérmico y uno al vascular y en la raiz s6lo un carécter del tejido fundamental (Tabla 10)

Finalmente, los individuos de la localidad L3 en el Ejido “Los Alamos” en Pantepec, Puebla
del genotipo G-I, se separa notablemente de ambos conjuntos y se distingue porgque son
individuos que crecieron en un sistema de manejo sobre arboles de citricos, a una altitud de
450 m s. n. m., precipitacion promedio anual de 2500 a 4500 mm y temperatura promedio anual
de 18 a 22 °C. Es necesario mencionar que, en algunos estudios, la presencia de arboles citricos
como Citrange carrizo que cumplen la funcion de forofito para las plantas de V. planifolia han
contribuido significativamente en la reduccion de algunos caracteres, en particular se sefiala el
indice estomatico en hojas y tallos (Cafiizares et al., 2003).

Sin embargo, en el presente estudio se encontrd que los valores en varios caracteres presentes
en los individuos se caracterizaron por ser mayores respecto al resto de las localidades debido
a las tonalidades mas oscuras dentro del heatmap (Figura 21). Los organismos de esta localidad
crecieron sobre tutores vivos con una alta precipitacion estacional y con un buen suministro de
materia organica y de ventilacion, lo que quizas explique las tendencias de expresar valores
mas altos en doce de sus caracteres, ocho de ellos expresados en la hoja, de los cuales seis
pertenecen al tejido dérmico y los dos restantes al vascular, mientras que en la raiz cuatro
caracteres expresan valores altos, tres del tejido fundamental y uno al vascular (Figura 21).

10. CONCLUSIONES

De manera general se determind que existe variacion anatdmico-vegetativa en los genotipos
G-1y G-Vl de V. planifolia. Dichos hallazgos complementan la variabilidad genética y quimica
que se ha encontrado en trabajos previos, cumpliendo lo establecido en la hipotesis.

Referente a la variacion natural entre ambos genotipos se encontré que mas de la mitad de los
caracteres analizados (54%) permiten distinguirlos; no obstante, fue en la hoja y tallo en donde
fue muy evidente, en particular en sus tejidos dérmico y vascular, abordando el primer y tercer
objetivo particular en el presente escrito.

Al igual que en el caso anterior, mas de la mitad de los pardmetros anatomicos explicaron la
plasticidad fenotipica. Dentro de G-I se reporté un 65%, el cual, fue mayormente atribuido al
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tejido dérmico de la hoja, mientras que en G-VI fue del 54%, sin embargo, esta vez fue
explicado en su mayoria por el tejido dérmico del tallo. Las caracteristicas anatomicas de la
raiz permanecieron constantes en ambos niveles comparativos, posiblemente a la expresion
marcada de procesos adaptativos en 6rganos como la hoja y tallo. Respondiendo al segundo y
cuarto objetivo especifico.

Por otro lado, se establecié que las correlaciones significativas de caracteres comparando
ambos genotipos engloban a los tejidos dérmico y vascular de la hoja, pero también al tejido
fundamental y vascular del tallo. Por otra parte, en G-l dichas agrupaciones se limitaron
exclusivamente al tejido dérmico y vascular de la hoja, a diferencia de G-VI en donde
prevalecieron en los tres tejidos del tallo. Asimismo, se pudo determinar el nivel de agrupacion
de las localidades producto quizds de la similitud ambiental y de sistemas de manejo,
resolviendo lo desarrollado por el quinto objetivo particular. No obstante, es indispensable que
en un futuro se indague su posible relacién con los pardmetros anatémicos.

Este es el primer trabajo en donde se incorporan analisis estadisticos tomando como punto de
partida caracteres cuantitativos de tipo anatomico- vegetativos para algunos de los genotipos
en V. planifolia, siendo un aporte para el estudio de la evolucion intraespecifica, en donde cada
una de estas variantes inician la divergencia hacia lo que se conoce como especiacion.

Es importante que en futuros estudios se anexe la informacion anatémica referente al resto de
los genotipos, conociendo de esta manera algunos aspectos bioldgicos de la especie como es el
caso de las estrategias adaptativas bajo ciertas condiciones abidticas, ademas de los cambios
estructurales en los drganos vegetativos tras los procesos de seleccion y factores abioticos.
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12. ANEXOS
Scripts utilizados en R

A) Prueba de Shapiro Wilks
# Instalar paquete ggplot2 y ggpur

library(ggpubr)

library(ggplot2)
shapiro.test(vail3ACEABL)

shapiro.test(vail$ACEADL)
La funcién shapiro.test permite conocer si los datos presentan o no una distribucién normal,
dentro del paréntesis vail es la base de datos nombrada inicialmente, después se observé el
signo $ y finalmente ACEABL y ACEADL son los acrénimos correspondientes a algunos de
los caracteres evaluados

B) Graficas para el modelo hipotético de la normalidad
vail$LOCGEN <- paste (vail$local, "-", vail$genotipo)
La funcion “paste” permitid agrupar a dos columnas dentro de la base de datos vai, en este caso
la localidad (local) y genotipo, asignando un nombre a esta nueva columna (LOCGEN)
ggqgplot(vail, "ACEABL", facet.by = "LOCGEN", ylab = "area cel de epid abax lam")

C) ANOVA
# Andlisis de varianza
aov(ACEABL ~ LOCGEN, data=vai)
#para tener tabla completa
sumary(aov(ACEABL ~ LOCGEN, data=vai))
#0
aov(ACEABL ~ LOCGEN, data=vai) -> "ACEABL"
Para obtener los valores correspondientes al andlisis de varianza se usa la funcién aov, esto
para aquellos caracteres que presentaron normalidad

D) Prueba Post-Hoc
#Instalar pagquete agricolae
library(agricolae)
TukeyHSD(ACEADL)
HSD.test(ACEADL, "LOCGEN?", group= TRUE, console=TRUE)
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La funcion TukeyHSD permite separar grupos a partir de letras en aquellos caracteres que
presentaron normalidad

E) Prueba de Kruskal Wallis

#Instalar paquetes ggplot2, tidyverse, rstatix, ggpubr y agricolae
library(agricolae)
library(tidyverse)
library(ggpubr)
library(rstatix)
library(ggplot2)

vai %>% kruskal_test(tACEXRA ~ LOCGEN)
La funcién kruskal_test nos indica si hay diferencias significativas entre los genotipos con
respecto a los caracteres evaluados, en particular para aquellos que no se comportaron de
manera normal

F) Prueba de Dunn

#Instalar paquetes FSA y R companion
library( FSA)
library(R companion)

L <-dunn_test(LCOL~LOCGEN, data=vai)
print(L, dunn.test.results=TRUE)

L
La funcion dunn_test permite la asignacion de letras para diferenciar a los grupos dentro de
aquellos caracteres que no presentaron distribucion de tipo normal, donde LCOL es el caracter
y LOCGEN es la variable donde se incluyen los datos de las localidades y genotipos estudiados,
finalmente la letra L denota el objeto asignado

Las matrices de datos fueron cargadas, donde X1 corresponde a las variables dependientes
(caracteres) y Y1 a las independientes (ambientales y sistemas de manejo)

X1 <-read.csv(file.choose(), row.names=1, sep=",")

X1

Y1 <-read.csv(file.choose(), row.names=1, sep=",")

Y1
# Para conocer el nimero de dimensiones a tomar en cuenta en el grafico

print(modell)

barplot(model1$cor, xlab = "Dimension”, ylab = "Canonical correlations", ylim = ¢(0,1))
## Para realizar este analisis fue necesario llamar y posteriormente utilizar la funcion CCA

install.packages('CCA")

library(CCA)
## Posteriormente obtenemos el grafico, observando el comportamiento de ambos tipos de
variables

model3 <- cc(X1, Y1)

model3
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plt.cc(model3,var.label = TRUE)

G) Heatmap
#Mapa de calor para vai
vail
#Quitar columnas que no tienen informacion
vail[,-(39:79)]-> vail
names(vail)
#Quitar columnas que no tienen datos numericos (Localidad, genotipo y LOCGEN)
datal <- as.matrix(vail[, -c(1,2,38)])
heatmap(datal)
dim(datal)
# Dentro de la funcién rownames fueron asignados los nombres a las filas dentro del heatmap,
en este caso las localidades con sus respectivos genotipos
rownames(datal) <- ¢("CHI L1", "CHI L2", "CHI L3", "CHVI L4", "CHVI L5", "CHVI
L6™)

La funcion heatmap nos permite reordenar columnas y filas provenientes de la base de datos
(vail), de tal manera que al trabajar con las medias aritméticas se crea una imagen, en cuyos
laterales se forman dendrogramas.

H) Analisis de correlacion de Pearson.
# Instalar paquetes como:
library("PerformanceAnalytics")
library("xts")
library(""zoo™)
library("ggplot2™)
install.packages(*'PerformanceAnalytics", dependencies = TRUE)
#Entre genotipos
#Para conocer todas las correlaciones posibles
chart.Correlation(vail, histogram= TRUE, pch=19, size= 2)
#Eliminar columnas donde haya datos no paramétricos
vail$genotipo <- NULL
vail$local <- NULL
Nota: En caso de ser un grafico muy grande, se pueden eliminar aquellas correlaciones menores
a unar< 0.5, quedando como:
vail$NEVEHME <- NULL
vail$NEVEHPE <- NULL
vail$GPFFHMA <- NULL
Donde NEVEHME, NEVEHPE y GPFFMA son los caracteres que queremos omitir, esto con
la finalidad de permitir visualizar eficazmente la correlacion.

#Otra manera de realizar este analisis es mediante la funcién cor
#Para ello se llama al paquete corrplot
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library(corrplot)

#Nuevamente se omiten las variables no numéricas
CHI$genot <- NULL
CHI$local <- NULL

#Posteriormente se ejecuta el método numérico
M = cor(CHI)
corrplot(M, method = 'number’)

#También se pueden aplicar otras técnicas como la del circulo
corrplot(M, method = ‘circle’)
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