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RESUMEN
Las estructuras secretoras son responsables de la sintesis de los metabolitos secundarios,
los cuales son importantes desde una perspectiva farmacoldgica, asi como en el campo de
la ecologia quimica. El estudio de las estructuras secretoras se ha centrado en familias de
angiospermas muy diversas. Aunque Asteraceae es la familia mas grande dentro de las
eudicotileddéneas, el estudio comparativo de sus estructuras secretoras es limitado y su
relevancia evolutiva no se ha explorado. Este trabajo se divide en tres partes, en el Capitulo
|, se describen y comparan las estructuras secretoras foliares de 542 especies de 35 tribus
y 11 subfamilias de Asteraceae, se evalla su diversidad a nivel de tribu, se reconoce su
utilidad taxondémica y se identifican los patrones evolutivos generales en la familia. En el
Capitulo Il, se pone a prueba la hipétesis de la influencia de las estructuras secretoras
foliares en los procesos de diversificacion de los linajes en Asteraceae. Se evidencian dos
cambios importantes en las tasas de diversificacion de la familia y se relacionan con la
presencia de tricomas glandulares y canales secretores. En el Capitulo lll, se describe y
compara la ontogenia de los canales y cavidades secretoras de dos especies de Asteraceae,
se concluye que ambos tipos de estructuras secretoras internas se originan de
promeristemos diferentes pero tienen patrones ontogenéticos similares, lo que permite
inferir un origen evolutivo comun. Los resultados mostraron que la diversidad estructural
de las compuestas no soélo estd circunscrita al aspecto morfoldgico, sino también
anatdémico. Este proyecto permitié apoyar la hipdtesis sobre la relacién entre la diversidad
quimica como promotor de la diversificacién de Asteraceae y es congruente con los

resultados de trabajos previos utilizando otra fuente de atributos con relevancia ecoldgica.



ABSTRACT
Secretory structures are responsible for the synthesis of secondary metabolites, which are
important from a pharmacological perspective, as well as in the field of chemical ecology.
The study of secretory structures has focused on very diverse angiosperm families. Although
Asteraceae is the largest family within the Eudicots, the comparative study of their
secretory structures is limited and their evolutionary relevance has not been explored. This
work is divided into three parts, in Chapter |, the leaf secretory structures of 542 species
from 35 tribes and 11 subfamilies of Asteraceae are described and compared, their diversity
is evaluated at the tribe level, their taxonomic importance is recognized, and their general
evolutionary patterns in the family are identified. In Chapter I, the hypothesis of the
influence of leaf secretory structures on the diversification processes of lineages in
Asteraceae is tested. Two important changes are evident in the diversification rates of the
family and are related to the presence of glandular trichomes and secretory canals. In
Chapter lll, the ontogeny of the secretory canals and cavities of two species of Asteraceae
is described and compared; it is concluded that both types of internal secretory structures
originate from different promeristems but have similar ontogenetic patterns, which allows
us to infer a common evolutionary origin. The results showed that the structural diversity
of the Compositae is not only limited to the morphological, but also to the anatomical
aspect. This project supported the hypothesis about the relationship between chemical
diversity as a promoter of the diversification of Asteraceae and is consistent with the results

of previous work using another source of attributes with ecological relevance.



INTRODUCCION GENERAL

A lo largo de su evolucidn, las plantas han desarrollado multiples mecanismos fisiolégicos
para llevar a cabo procesos basicos de la vida como la autorregulacién, la reproduccion y la
autopreservacién. Estos mecanismos pueden incluirse en dos categorias: el metabolismo
primario, que se encarga de las funciones bdsicas de mantenimiento (Pott et al., 2019) y el
metabolismo secundario, que se centra en aquellos procesos que aunque no intervienen
directamente en el metabolismo primario, cumplen funciones importantes para hacer
frente a las presiones ambientales como la radiacién solar, el estrés hidrico, asi como para
fungir como agentes reguladores de las interacciones que establecen con otros organismos
(Salam et al., 2023).

Una de las principales estrategias de autopreservacién es el desarrollo de la defensa
guimica, la cual ha sido particularmente exitosa gracias a la sintesis de una gran variedad
de productos del metabolismo secundario como los terpenoides, alcaloides y los
compuestos fendlicos (Mithofer & Boland, 2012). Estos compuestos quimicos pueden tener
diferentes funciones tales como detener y repeler a herbivoros y patégenos (Anaya Lang,
2003) y son sintetizados en regiones especializadas de los érganos vegetales denominados
sistemas secretores.

De acuerdo con Mauseth (1988), los sistemas secretores pueden dividirse en células
(idioblastos) secretoras y estructuras secretoras. El estudio de las estructuras secretoras se
ha centrado en los grupos de angiospermas altamente diversos como Apiaceae, Fabaceae,
Lamiaceae, Malvaceae, Rosaceae, Rutaceae y Solanaceae, en los cuales también se ha

identificado un gran nimero de compuestos quimicos (Moerman et al., 1999; Evans, 2009;



Gras et al., 2021). Asteraceae es la familia con mayor nimero de especies dentro de las
eudicotileddneas (Funk et al., 2009; Panero & Funk, 2008; Villasefior, 2018) y se caracteriza
por su gran relevancia medicinal debido a que los taxones que integran a esta familia
sintetizan una amplia diversidad de metabolitos secundarios (Pérez-Castorena et al., 2001;
Romo de Vivar et al., 2007; Arciniegas et al., 2009; Arciniegas et al., 2015). A pesar de que
la diversidad quimica en Asteraceae esta bien documentada (Calabria et al., 2009), el
conocimiento de las estructuras secretoras en las compuestas es limitado. Los estudios
publicados hasta la segunda década de los afios 2000 estuvieron enfocados a caracterizar
la superficie epidérmica o la anatomia general de los érganos vegetales de taxones
puntuales de Asteraceae (Carlquist, 1958; Bombo et al., 2012; Redonda-Martinez et al.,
2012; Ozcan et al., 2015; Silva et al., 2015; Dere & Aytas Akcin, 2017; Rojas-Leal et al., 2017;
Bezerra et al., 2018) sin hacer énfasis en las estructuras secretoras ni profundizan en la
relevancia de su estudio en un contexto evolutivo.

Evaluar los caracteres desde la perspectiva de la sistematica filogenética comparativa,
es fundamental para analizar los patrones generados como resultado de procesos
evolutivos (Papavero et al., 2001). Este tipo de analisis constituyen un punto de partida para
comprender patrones evolutivos, desarrollar y contrastar hipdtesis adaptativas, describir
cambios morfoldgicos, dilucidar patrones de diversificacién y convergencias evolutivas, asi
como analizar las relaciones de la biota con el ambiente (Morrone, 2013). Por lo tanto, este
trabajo de investigacién tiene por objetivos:

1. Conocer la diversidad de estructuras secretoras a lo largo de la familia y describir

sus variaciones.



2. Identificar qué estructuras se encuentran en cada tribu y su abundancia, asi como
determinar su valor taxonémico.

3. Determinar las implicaciones evolutivas de las estructuras secretoras en la
diversificacién de los linajes en Asteraceae.

4. Contrastar los patrones ontogenéticos de dos tipos de estructuras secretoras con

caracteristicas estructurales similares en taxones filogenéticamente distantes.

Para abordar los objetivos, el capitulo 1 de este trabajo se centra en caracterizar la
diversidad de estructuras secretoras foliares en Asteraceae en representantes de 35 de las
40 tribus reconocidas para la familia. En el capitulo 2 se explora la relevancia de estos
sistemas secretores en la evolucion de las compuestas a través de métodos filogenéticos
comparativos. Por ultimo, en el capitulo 3, se describe la ontogenia de los canales y
cavidades en dos especies de Asteraceae y se contrastan con los patrones de desarrollo

reportados en otros grupos de angiospermas.
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Las estructuras secretoras foliares en Asteraceae: una sintesis
de su diversidad y evolucion
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L., Terrazas T. 2023. Leaf secretory structures in Asteraceae: a
synthesis of their diversity and evolution. The Botanical Review
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Abstract

This study presents the first comparative analysis of the leaf secretory structures
across Asteraceae. In this work, the leaf secretory structures of more than 500 spe-
cies of 35 of the 40 tribes and 11 of the 13 subfamilies of Asteraceae are described
and compared to evaluate their diversity at the tribe level and to identify evolution-
ary patterns. Leaf secretory structures are present in 28 of the 35 analyzed tribes
and correspond to canals (recorded in 17 tribes), secretory cavities (1 tribe), hyda-
thodes (19 tribes), laticifers (4 tribes) and glandular trichomes (24 tribes). Canals
are mostly associated with vascular bundles and predominate in Asteroideae, while
cavities were only present within Tageteae. Hydathodes occur in leaves without
divisions and with well-developed teeth. Laticifers were observed only in the tribes
of Cichorioideae. Seven glandular trichome morphotypes were differentiated by
their cellular composition and shape. These observations together with the avail-
able information showed that secretory structures are found in 80% of the Astera-
ceae tribes. Four of the 40 tribes did not present any type of secretory structure.
Our study reveals that almost all of the tribes possess one to three types of secre-
tory structures, and are absent in some early-diverging clades. Character evolution
analyses show that glandular trichomes are plesiomorphic in Asteraceae. This study
found that secretory structures prevail in late-diverging lineages and were taxo-
nomically informative at different levels. Our comparative study of the secretory
structures in Asteraceae is essential for the standardization of its terminology and
will provide a frame of reference for future studies.

Keywords Glandular trichomes - Canals - Secretory cavities - Laticifers -
Hydathodes
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Introduction

In plants, secretions account for the isolation or elimination of all types of substances
not stored for their remobilization or incorporation into other metabolic processes;
these substances are generally products of secondary metabolism or substances not
modified by the action of cell metabolism (Fahn 1979). These compounds can be
retained in subcellular compartments or released from the cells without compromis-
ing their integrity (Fahn 1982; Beck 2010). Individual cells or multicellular structures
that are responsible for carrying out secretory functions are called secretory struc-
tures, and their classification has represented a great challenge because of their physi-
ological, anatomical or topographic (its location on the plant body) aspects (Fahn
1979; Mauseth 1988). However, the topographic criterion, e.g., internal or external
secretory structures, seems to be the most widely used by many authors. The first
corresponds to secretory cells (also named secretory idioblasts), cavities, canals, and
laticifers, while the latter includes glandular trichomes, papillae, colleters, nectar-
ies, hydathodes, and the stigmatic tissue of the gynoecium (Esau 1977; Dickison
2000; Evert 2006; Beck 2010). Secretory structures can be found in all plant organs,
although their major diversity is concentrated in the leaves (Fahn 1979).

The study of secretory structures has focused on highly diverse angiosperm fami-
lies, such as Apiaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Malvaceae, Rosaceae, Rutaceae, and
Solanaceae, in which a large number of phytochemicals have been identified (Moer-
man et al. 1999; Evans 2009; Gras et al. 2021). These compounds are not only rel-
evant from a pharmacological perspective but also very important in the field of
chemical ecology. Because Asteraceae is the most diverse family within angiosperms
and has a large number of medicinal species that have been the subject of numerous
phytochemical studies (Pérez-Castorena et al. 2000, 2001; Arciniegas et al. 2011,
2018; Heinrich et al. 2012; Cilia-Lopez et al. 2021), this family is an interesting case
study for studying the diversity of secretory structures. Most of the published stud-
ies are focused on the general leaf anatomy or the epidermal appendages in some
punctual genera of certain tribes of the Asteraceae, such as Anthemideae (Dere &
Aytas Akcin 2017), Cardueae (Ozcan et al. 2015), Heliantheae (Bombo et al. 2012;
Silva et al. 2015; Bezerra et al. 2018), Madieae (Carlquist 1958; Carlquist 1959a, b,
¢), Senecioneae (Rojas-Leal et al. 2017), Tageteae (Garcia-Sanchez et al. 2012) and
Vernonieae (Redonda-Martinez et al. 2012, 2016). Past works that investigated leaf
anatomy and epidermal appendages were not focused on secretory structures; there-
fore, the descriptions are often vague or unspecific and use different terms to refer to
similar structures.

Several studies have comprised and compared the different tribes of Asteraceae,
including the work of Lersten & Curtis (1985), who analyzed the presence of hyda-
thodes in 88 species of 80 genera in 10 tribes; and Castro et al. (1997), who analyzed
the leaf secretory structures in 72 species of 21 genera in 6 tribes. In 2009, Robinson
presented a revision of the most important microcharacters of the family, while in
2019, Liesenfeld et al. analyzed the leaf trichomes of 34 species of 24 genera in 11
tribes. However, if we consider that Asteraceae includes approximately 40 tribes in
13 subfamilies (Panero & Crozier 2016), a descriptive comparative study that ana-
lyzes most of the tribes within the family based on the most recent phylogenetic

@ Springer
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hypothesis is essential. Comparative studies allow us to establish homology hypothe-
ses (De Pinna 1991) and are fundamental for developing a reference scheme in highly
diverse taxa, such as Asteraceae. In this work, the leaf secretory structures occurring
in members of 35 of the 40 recognized tribes are compared and described. This sam-
pling included 11 of the 13 subfamilies of Asteraceae. Our aim was to recognize the
diversity along the family, identify which secretory structures are found in each tribe,
determine the variations of each structure, and discern the evolutionary patterns of
the main types of secretory structures in the family.

Material and Methods
Taxonomic Sample

A total of 542 species from 35 tribes and 11 subfamilies of Asteraceae were selected,
representing 87.5% of the tribes and 84% of the subfamilies according to Panero &
Crozier (2016; ESM 1). For each species, at least one individual was selected from
field collections or specimens deposited in the National Herbarium of Mexico, Uni-
versidad Nacional Autonoma de México (MEXU) and in the University of Texas at
Austin Herbarium (TEX). One to two leaves per individual were sampled. The selec-
tion criteria were fully developed leaves without apparent damage and leaves not
associated with inflorescences.

Microtechnique

The middle third of the leaf blade (including the intercostal area from the middle vein
to the margin) of the fresh samples was fixed with FAA (37% formaldehyde, glacial
acetic acid, 95% ethanol, and distilled water, Ruzin 1999). The samples obtained
from the herbarium specimens were previously rehydrated in boiling water and sub-
sequently treated with a 20% NaOH solution to restore both the shape and size of the
cells. An entire leaf or part of it (depending on the size of the leaf) was removed from
the herbarium specimens and processed using the leaf clearing technique (Martinez-
Cabrera et al. 2007). All samples were dehydrated with ethanol (10-100%) in a Leica
TP1020 automatic changer (Leica, Wetzlar, Germany), with the samples maintained
at each concentration for 24 h. The tissues were infiltrated and embedded with Para-
plast®, and 12—16 pum sections were made in the transverse and paradermal planes
with a rotary microtome (Leica RM2125RT, Leica, Wetzlar, Germany). The sections
were stained with safranin-fast green (Johansen 1940) and mounted with synthetic
resin. Photographs of secretory structures were taken with an EvolutionTM LC color
digital camera coupled to an Olympus Bx51 microscope (Olympus, Tokyo, Japan).
The terms used to describe secretory structures are based on Fahn (1979), Mauseth
(1988), Castro et al. (1997), Evert (2006) and Funk et al. (2009). According to the
microscopic observations and information from the literature, a synthesis of the types
of secretory structures in each of the Asteraceae tribes was carried out.

@ Springer
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Phylogenetic Analyses

The chloroplast DNA matrix generated by Rivera et al. (2020), including eleven
molecular markers (aipB, matK, ndhD, ndhF, ndhl, rbcL, ndhJ, ndhK, ndhC, trnL-
trnF, 23 S-trn4) was used. Because not all the species included in the original molec-
ular matrix were analyzed in this study, taxa for which no anatomical information
was available were eliminated. To represent the four tribes included in Cichorioideae,
sequences of matK, ndhF, and trnL-trnF of Sinclairia ismaelis (Funk et al. 2012;
JN837476.1, IN837373.1, IN837283.1) from GenBank (Sayers et al. 2020) were
incorporated into the matrix. Thus, the reduced matrix with 171 species of most of
the tribes of Asteraceae and its sister groups (members of Calyceraceae and Goode-
niaceae) was aligned using the default parameters in MAFFT v.7 (Katoh et al. 2002).

Phylogenetic analysis was carried out through Bayesian inference using MrBayes
3.2.7a (Ronquist & Huelsenbeck 2003). The nucleotide substitution model for the
plastid dataset was selected using jModelTest2 (Darriba et al. 2012) with eleven sub-
stitution schemes, and the model fit was evaluated using the Akaike information cri-
terion to select the best model. Analyses were performed using two runs with four
Markov Monte Carlo chains of 10,000,000 generations, saving one tree every 1000
generations, starting with a random tree. The burn-in was set after the first 25% of
the generations, and the remaining trees were summarized in a majority-rule con-
sensus tree. Both model selection and phylogenetic inference were carried out at the
CIPRES Science Gateway (Miller et al. 2010).

Ancestral Character States Reconstruction and Character Evolution

A tree sample was compiled from the two t.files obtained from the MrBayes run
using R v.4.0 (R Core Team 2020) through RStudio v.1.1.383 (RStudio Team 2020).
First, trees from all runs were concatenated, with 10% of each of the trees in each file
discarded. Then, 200 trees were randomly sampled from this concatenated tree file.
An ancestral character state reconstruction analysis was performed in BayesTraits V3
(Meade & Pagel 2017) using the tree sample and the presence or absence of the five
main types of secretory structures. The reversible-jump Markov chain Monte Carlo
(rj-MCMC) approach was used to integrate the model uncertainty. Each rj-MCMC
analysis was run with an exponential hyperprior (mean on a uniform interval from 0
to 10). The chain was run for 500,000 generations, and the first 10% were discarded
as burn-in. The mean values of all the posterior probabilities found were illustrated
as pie chart diagrams on the majority-rule consensus tree using the package Phytools
v.0.7-47 (Revell 2012) of R v.4.0 (R Core Team 2020) through RStudio v.1.1.383
(RStudio Team 2020).

Results
Secretory structures are present in 28 of the 35 analyzed tribes and correspond to

canals, cavities, hydathodes, laticifers and glandular trichomes (Fig. 1). Although at
least one type of secretory structure is present in most tribes, seven of the analyzed

@ Springer
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Fig. 1 Distribution of the main five types of secretory structures in the 35 tribes of Asteraceae analyzed

tribes do not present such structures: Barnadesieae, Chaenactideae, Corymbieae,
Hecastocleideae, Hyalideae, Pertyeae and Stifftieae. It is important to emphasize that
the simultaneous presence of glandular trichomes, hydathodes, and canals is com-
mon along the family and occurs in 11 tribes (Table 1; Fig. 1). Each of the secretory
structures observed is described below.

Canals

Canals consist of intercellular spaces that are highly variable in size. Seen in para-
dermal sections, canals usually form a long duct (Fig. 2a, b), although in some cases,
they can be solitarily short intercellular spaces that can be developed very close to
each other, thus giving them the appearance of a single structure, as occurs in many
species of Coreopsideae and Eupatorieae and some taxa of Astereae and Heliantheae
(Fig. 2c, d). In either case, canals are always circular in transverse sections and
delimited by the parenchymatous unistratified sheath with slightly thickened primary
walls. Toward the canal lumen, there is a unistratified secretory epithelium that con-
sists of small cells with thinned walls and evident nuclei, sometimes with reddish
contents. In most cases, canals are associated with vascular bundles located on the
xylem (Fig. 2e), phloem (Fig. 2f) or both vascular tissues (Fig. 2g). Canals can also
be located laterally to the vascular bundles (Fig. 2h), mainly in representatives of
Astereae and Coreopsideae. In all cases, canals are separated from the vascular tissue
by the vascular bundle sheath. In some taxa of Astereae, Eupatorieae, Mutisieae, and
Senecioneae, the canals are not associated with the vascular bundles. In the midrib,
one to several canals are observed either toward the adaxial (Fig. 21) or abaxial sur-
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Leaf Secretory Structures in Asteraceae: A Synthesis of Their Diversity... 1

face (Fig. 2j) or surrounding the vascular bundles (Fig. 2k). In most taxa, canals do
not preserve their contents; however, in some cases, they preserve yellow contents
with a crystallized appearance (Fig. 2I). Such canals were present in 280 species and
17 of the analyzed tribes (Fig. 3).

Cavities

Cavities are distinguished as large elliptical to rounded intercellular spaces in para-
dermal sections (Fig. 2m). They are always solitary and externally delimited by the
cavity sheath, which includes several strata of nonsecretory cells with thickened
walls that surround the secretory region and by more than one layer of epithelial cells
surrounding the cavity lumen (Fig. 2n). Given their size, they are evident to the naked
eye, and in almost all taxa, they partially conserve their contents. Cavities were only
present in the species analyzed from the tribe Tageteae.

Hydathodes

In the studied species, hydathodes are generally present in leaves with well-devel-
oped teeth; however, it is also possible to find hydathodes in leaf blades with entire
margins or even in strongly divided leaf blades. In all cases, hydathodes are irrigated
by a vein (primary, secondary or higher order) that divides into xylem strands upon
reaching the tooth. The surrounding mesophyll of these strands differentiates into an
epithem with large intercellular spaces (Fig. 4a, b). In the hydathode, one or more
guttation pores are observed in the epidermis. They were found in 141 species and
19 tribes (Fig. 5).

Laticifers

In paradermal sections, highly branched elongated cells are observed (Fig. 4c). Latic-
ifers fuse with each other, forming articulated laticifers; however, they are not very
evident because in most species, they lose their contents with histological process-
ing. Some taxa partially retain grayish (Fig. 4d) or reddish (Fig. 4e) contents, both of
granular consistency. In all the analyzed species, laticifers are associated with vascu-
lar bundles and are more visible toward the abaxial surface of the midrib, where they
can be solitary or in groups (Fig. 4f). Laticifers were only observed in species of the
tribes Arctotideae, Cichorieae, Liabeae, and Vernonieae.

Glandular Trichomes

Glandular trichomes in Asteraceae share the presence of thin cuticles and cell walls,
large nuclei toward the apical cells of the trichome, and generally reddish cellular
contents. Here, we recognize seven morphotypes: (1) vesicular, (2) stipitate, (3) pel-
tate, (4) uniseriate, (5) globoid, (6) capitate, and (7) spatulate. Glandular trichomes
can only be found on the abaxial surface (88 species) or on the adaxial surface of the
leaf blade (3 species), although the predominant condition is on both surfaces (155
species). In all cases, glandular trichomes derive from epidermal cells and are mostly
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12 M. Martinez-Quezada et al.

Fig.2 Canals and cavities. (a) Verbesina virgata, canals, PS. (b) Galinsoga parviflora, canals, CL. (¢) Bac-
charis salicifolia, canals, PS. (d) Aldama dentata, canals, CL. (e) Lagascea rigida, canal on xylem side
of the vascular bundle, TS. (f) Baccharis salicifolia, canal on phloem side of the vascular bundle, TS. (g)
Terbesina virgata, canals on both sides of the vascular tissue of the vascular bundle, TS. (h) Cosmos par-
viflorus, canal on lateral side of the vascular bundle, TS. (i) Brickellia secundiflora, canals on xylem side
of the vascular bundle in the midrib, TS. (j) Centaurea rothrockii, canal on the phloem side of the vascular
bundle of the midrib, TS. K) Ageratina pichichensis, canals in both sides of the vascular tissue of the mid-
rib, TS. 1) Tridax rosea, canal with contents, PS. m) Dyssodia papposa, secretory cavity, PS. n) Dyssodia
pinnata, detail of the cavity sheath (s) and secretory epithelium (e), PS. In all cases, the red arrows indicate
the position of the canals with respect to the vascular bundles. Scale bar is 50 pm in a, e-g, k-n; 100 pm
inb, d, i, j; 300 pm in ¢; 25 pm in h. PS=paradermal section, TS=transverse section, CL=cleared leaf
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Fig. 3 Distribution of the canals in the 35 tribes of Asteraceae analyzed

multicellular at the base, body, and apex; however, the greatest variation is observed
in the apical cells. Glandular trichomes occurred in 25 tribes and 247 of the analyzed
species, representing 45.2% of the studied taxa (Fig. 6). Each of the morphotypes is
described below.

Vesicular

In frontal view, the vesicular morphotype of glandular trichomes has both a base and
short biseriate body (rarely triseriate) and the apex is bicellular (Montanoa ptero-
poda, Fig. 7a) and may or may not present an evident subcuticular space, as occurs
in Parthenium bipinnatifidum. Vesicular glandular trichomes can sometimes be con-
fused with uniseriate trichomes in lateral view because their position with respect to
the section plane can change (Fig. 7b). Vesicular glandular trichomes can be found
sunken in a depression of the epidermis or superficially. They were the predominant
morphotype of glandular trichomes and occurs in 167 species and 20 of the studied
tribes (Fig. 6).

Stipitate

The stipitate morphotype of glandular trichomes has a multicellular foot, the body is
generally elongated, uniseriate or biseriate, and the apex can be bicellular or multi-
cellular. At least 4 subtypes of stipitate glandular trichomes are recognized, and they
differentiated by the shape of the apex and division planes of apical cells. Subtype
1 is characterized by having a conical apex with divisions in multiple planes, as in
Ageratina adenophora (Fig. 7c). Subtype 2 is characterized by a biseriate apex that

@ Springer



14 M. Martinez-Quezada et al.

Fig.4 Hydathodes and laticifers. (a) Stevia lucida, hydathode, CL. (b) Zaluzania augusta, hydathode, TS.
(¢) Pyrrhopappus multicaulis, laticifer, CL. (d) Sonchus oleraceus, laticifer with grayish contents, PS. (e)
Pyrrhopappus multicaulis, laticifer with reddish contents, PS. (f) Pinaropappus roseus, laticifers toward
the abaxial surface of the midrib (red arrows), TS. Scale bar is 100 pm in a, ¢; S0 um in b, f; 25 ym in d,
e. PS=paradermal section, TS=transverse section, CL=cleared leaf

becomes wider toward its most distal part, as in Brickellia secundiflora (Fig. 7d).
Subtype 3 is characterized by a globose apex with divisions in multiple planes, as in
Piqueria pilosa (Fig. 7e). Subtype 4 characterized by a bicellular apex, as observed in
Pseudognaphalium viscosum (Fig. 71). Stipitate glandular trichomes were observed
in 15 species corresponding to 5 tribes (Fig. 6).
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Fig.5 Distribution of the hydathodes in the 35 tribes of Asteraceae analyzed
Peltate

The peltate morphotype of glandular trichomes are sunken in a depression of the epi-
dermis; in surface view, they have a shield shape, while in the cross section of the leaf
(longitudinal view of the trichome), they are obconic, and three different subtypes
are recognized. Subtype 1 has a multicellular base and body, and the apex is not well
differentiated from the body and lacks a particular cellular organization; in longitu-
dinal sections, the terminal cells form a convex structure as observed in Haplopap-
pus deserticola, Hazardia berberidis, and Isocoma veneta. (Fig. 7g, j). Subtype 2 is
formed by a unicellular base and body and presents an apex that is well differentiated
from the body with approximately 10 cells radially arranged, only found in Erigeron
longipes (Fig. 7h, k). Subtype 3 is structurally similar to Subtype 1 but differs in the
terminal cell form, which is flattened in longitudinal section, only in Lophopappus
tarapacanus (Fig. 71, 1). Peltate glandular trichomes were only found in four species
of Astereae and a single species of Mutisieae.
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Fig. 6 Distribution of the morphotypes of glandular trichomes and their position in the leaves of 35 tribes
of Asteraceae

Uniseriate

The uniseriate morphotype of glandular trichomes have a row of cells of variable
number. Seven subtypes of uniseriate glandular trichomes were recognized accord-
ing to the shape of the apical cell. In Subtype 1, the cells of the body are rectangular,
equal in size, and the apical cell has the same shape as the rest of the trichome cells,
but its distal region is rounded, as in Chromolaena collina (Fig. 8a). In Subtype 2, the
cells of the body are more or less rounded and become larger toward the apex, ending
with a flagelliform appendage derived from the cell wall, as in species of Baccharis
and Gutierrezia argyrocarpa (Fig. 8b). In Subtype 3, the cells of the body are rectan-
gular while the apical region was conical with acute distal region, as in Chromolepis
heterophylla (Fig. 8c). In Subtype 4, the cells of the body are depressed while the
apical cells were quadrangular and smaller in size, as exemplified in Dolichlasium
lagascae (Fig. 8d). In Subtype 5, the cells of the body are rounded and have the same
size while the apical cells are narrower, elongated, and sharp at its distal end, as in
Flourensia resinosa (Fig. 8e). In Subtype 6, the cells are small and develop in an
invagination of the epidermis, and they are clavate with depressed cells, except the
apical cells, which are rounded, as in Gundlachia corymbosa (Fig. 8f). In Subtype
7, the cells are quadrangular at the base of the trichome and depressed toward the
apex, and the apical cells are conical and rounded, as observed in Cosmos bipinnatus
(Fig. 8g). Uniseriate trichomes were observed in 136 species and distributed in 15
tribes (Fig. 6).
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Fig. 7 Diversity of vesicular, stipitate and peltate glandular trichomes. (a) Montanoa pteropoda, vesicular
glandular trichomes (frontal view), TS. (b) Stevia tomentosa, vesicular glandular trichomes (lateral view),
TS. (¢) Ageratina adenophora, stipitate trichome Subtype 1, TS. (d) Brickellia secundifiora, stipitate tri-
chome Subtype 2, TS. (e) Piqueria pilosa, stipitate trichome Subtype 3, PS. (f) Pseudognaphalium visco-
sum, stipitate trichome Subtype 4, TS. (g) Isocoma veneta, peltate trichome Subtype 1, TS. (h) Erigeron
longipes, peltate trichome Subtype 2, TS. (i) Lophopappus tarapacanus, peltate trichome Subtype 3, TS.
(j) Isocoma veneta, peltate trichome Subtype 1, PS. k) Erigeron longipes, peltate trichome Subtype 2, PS.
1) Lophopappus tarapacanus, peltate trichome Subtype 3, PS. Scale bar is 50 pm in a; 25 um in b, ¢, e-1;
20 pum in d. PS=paradermal section, TS=transverse section
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Fig. 8 Diversity of uniseriate, capitate, globoid, and spatulate glandular trichomes. (a) Chromolaena col-
lina, uniseriate trichome Subtype 1, TS. (b) Gutierrezia argyrocarpa, uniseriate trichome Subtype 2, TS.
(¢) Chromolepis heterophylla, uniseriate trichome Subtype 3, PS. (d) Dolichlasium lagascae, uniseriate
trichome Subtype 4, TS. (e) Flourensia resinosa, uniseriate trichome Subtype 5, PS. (f) Gundlachia cor-
ymbosa, uniseriate trichome Subtype 6, TS. (g) Cosmos bipinnatus, uniseriate trichome Subtype 7, TS.
(h) Arctotheca prostrata, capitate trichome Subtype 1, PS. (i) Heterothalamus alienus, capitate trichome
Subtype 2, PS. (j) Campovassouria cruciata, capitate trichome Subtype 3, TS. k) Cosmos bipinnatus,
globoid trichome, TS. 1) Archibaccharis schiedeana, spatulate trichome, PS. Scale bar is 25 pm in a, b, e,
f,h,i,;20 yminc,d, g, j, k
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Capitate

The capitate morphotype of glandular trichomes present a uniseriate body and spheri-
cal apex. Three subtypes of capitate trichomes are differentiated by body length and
apex characters. Subtype 1 has a unicellular base and body and a unicellular or bicel-
lular and spherical apex, as observed in Heterothalamus alienus (Astereae, Fig. 8 h).
Subtype 2 has a unicellular base and a unicellular and elongated body that widens
abruptly in the region near the spherical apical cell (Fig. 81), as observed in Arcto-
theca prostrata (Arctotideae). Subtype 3 has a unicellular base, a uniseriate body, and
a large (2 times larger than the rest) and bicellular apex, as observed in Campovas-
souria cruciate (Eupatorieae, Fig. 8)). Capitate trichomes were present in only three
species of Arctotideae, Astereae and Eupatorieae (Fig. 6).

Globoid

The globoid morphotype of glandular trichomes are constituted by a bicellular
foot, bicellular body and an apical pyramidal cell; in some cases, they are bicellular
(Fig. 8k). They occur in three species of Coreopsideae and Inuleae.

Spatulate

The spatulate morphotype of glandular trichomes are distinguished by being thin at
the base and widening toward the apex; they have depressed cells that can show mul-
tiple divisions, but the distal portion is always rounded, as in Archibaccharis schie-
deana (Fig. 81). They were present in six species of the tribes Astereae, Calenduleae,
Eupatorieae, Millerieae and Wunderlichieae.

The synthesis of the secretory structures in Asteraceae based on our results and
the information available in the literature is given in Table 1; Fig. 9. The integra-
tion of both sources of information reveals that almost all of the tribes possess one
to three types of secretory structures, although these structures predominate in the
subfamily Asteroideae and are absent in some early-diverging clades. Character evo-
lution analyses for the main five secretory structures show that glandular trichomes
are the plesiomorphic secretory structure in the family (Fig. 10) recorded in the
early-diverging clades, and their presence is inferred in the basal nodes of the trees.
Although glandular trichomes have originated in several lineages, their occurrence
appears as an ancestral state with high probability in all reconstructed nodes. Canals
and hydathodes appear in three different lineages within Asteraceae: Mutisioideae,
Carduoideae (Cardueae) and Asteroideae, and they predominate in Asteroideae (the
most recent and diverse subfamily). Compared with trichomes, the presence of canals
or hydathodes is not a common ancestral state among the three lineages in any of
the reconstructed nodes. Cavities and laticifers are revealed as apomorphies within
Tageteae and Cichorioideae, respectively.
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Fig.9 Graphic summary of the distribution of the five types of secretory structures, throughout Asteraceae,
reported in this work and in previous studies

Discussion

Asteraceae is the largest family among angiosperms, and it includes 23,113 to 23,600
species (Panero & Funk 2008, 2009; Villasefior 2018). This diversity is reflected
not only in its morphological variability but also in the anatomical complexity of its
organs, particularly the leaves. In this study, five secretory structures occurring in the
leaves were identified, which are informative at different taxonomic levels. Similarly,
some tribes without secretory structures were recognized, which correspond mostly
to early-diverging tribes. At the same time, some evolutionary patterns were recog-
nized, and certain anatomical considerations of secretory structures were performed.
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Fig. 10 Character evolution. (a) Summarized majority-rule consensus tree at the tribe level. (b) Canals. (¢)
Cavities. (d) Hydathodes. (e) Laticifers. (f) Glandular trichomes. Annotations: red=absence, blue=presence

Systematic Value of Leaf Secretory Structures in Asteraceae and Their
Evolutionary Patterns

The observations made in 542 species of Asteraceae distributed in 35 of the 40 tribes

currently recognized by Panero & Crozier (2016) along with data from the litera-
ture review (Table 1) revealed that secretory structures are present in 80% of the
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tribes in Asteraceae. The representatives of these tribes have one to three types of
secretory structures, with the greatest diversity of them in the tribes of the subfamily
Asteroideae. Four of the 40 tribes did not show any type of secretory structures: Bar-
nadesieae, Hecastocleideae, Hyalideae and Stiffticae. Information on the secretory
structures was not available for the Callilepis clade (Panero & Crozier 2016) or the
tribes Dicomae, Gymnarrheneae and Oldenburgieae; therefore, future studies should
be focused on these taxa (Fig. 9).

The tribes of Asteraceae that did not present secretory structures belong to early-
diverging subfamilies: Barnadesioideae, Hecastocleidoideae, Stifftioideae, and Wun-
derlichioideae (Rivera et al. 2020). An interesting aspect is that secondary metabolites
of medicinal interest have been reported for some of their members, such as Barna-
desia, Hyalis and Stifftia (Bohm & Stuessy 1995; Ybarra et al. 1997; Machado et
al. 2012; Marques et al. 2012). Therefore, these compounds must be synthesized in
secretory idioblasts in some regions of the mesophyll. These secretory cells could
be evolutionarily important to the development of more specialized and complex
structures.

Secretory structures are considered important mechanisms to avoid herbivory.
However, this defensive activity in early-diverging Asteraceae lineages is oriented
to the development of both mechanical and chemical barriers. For the former, there
are thicker cuticles, a higher density of eglandular trichomes, and a higher proportion
of sclerenchyma in their leaves (Terrazas et al. unpublished data). In this sense, the
evolutionary pattern of secretory structures in Asteraceae indicates that the early-
diverging lineages did not present secretory structures, whereas most of the members
of the later-diverging tribes generate a high diversity of secretory structures (Fig. 10).

Glandular trichomes constitute the most diverse secretory structure in the family.
These epidermal appendages (together with the hydathodes) occur in some members
of some earliest-diverging clades, and they appeared and disappeared multiple times
in the evolution of the tribes. However, their presence becomes more frequent toward
the lately diverging lineages of the subfamily Asteroideae, which exhibit the maxi-
mum diversity. Although the morphotypes of glandular trichomes and their subtypes
were not diagnostic of any of the tribes, they are an important character sources for
recognizing species inside several groups (Krak & Mraz 2008; Hayat et al. 2009;
Rojas-Leal et al. 2017; Vitali 2017); i.e., Subtypes 3 and 4 of stipitate trichomes
are diagnostic of Piqueria pilosa and Pseudognaphalium viscosum, respectively. Tri-
chomes are solitary in almost all the studied taxa except in the Baccharis species,
which are grouped and generally found in a depression on the epidermis (Budel et al.
2004, 2018; Hadad et al. 2013). Compared with the rest of the morphotypes, stipitate
trichomes show greater complexity, and they were previously reported for Stevia
(Gutiérrez et al. 2016), many genera of the tribe Cichorieae such as Stephanomeria,
Prenanthes, Dubyaea, and Hieracium (Krak & Mraz 2008), and lVernonia gossypina
and . ramaswamii (Narayana 1979). Even though reported trichomes did not cor-
respond to any of the subtypes of stipitate trichomes described in this work, the seven
main morphotypes proposed have characteristics that make them sufficiently robust
to classify the trichomes reported as stipitate trichomes. Thus, even if another differ-
ent subtype exists in other Asteraceae groups, it will be possible to group it in this
category.
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Canals were observed in 280 species of Asteraceae studied distributed in 17 tribes
and predominated in the tribes of Asteroideae (Fig. 10). Their position with respect
to vascular bundle tissues is considered to be taxonomically informative because it
allows the identification of groups of species in some genera, as previously reported
for Aldama (Bombo et al. 2012; Oliveira et al. 2013; Souza da Silva et al. 2014,
Filartiga et al. 2016). In Erigeron galeotti and E. janivultus there are canals above
the xylem of the vascular bundles of the leaf blade, whereas E. karwinskianus, E.
longipes and E. pubescens have canals below the phloem of the vascular bundles.
The presence of contents in the canal lumen could be important for recognizing
supraspecific taxa, as observed in many species of Coreopsideae. Likewise glandular
trichomes, canals are present in some of the early-diverging clades but prevail in the
most diversified tribes in the family.

Hydathodes appeared in several species of different tribes and were prevalent in
several tribes of Asteroideae, such as Eupatorieae, Heliantheae, and Senecioneae,
although they also appeared in some early-diverging tribes, such as Mutisieae. The
results of this study contributed to broadening the knowledge of the number of taxa
with hydathodes for the family, now identified in 142 analyzed species distributed
in 19 tribes. Lersten & Curtis (1985) mentioned the presence of hydathodes in eight
of the tribes of the subfamily Asteroideae; therefore, this work expands the presence
of hyathodes to twice the number of tribes, pointing out they are more common than
previously considered. Hydathodes are almost never reported due to their structural
simplicity, making them difficult to identify by routine anatomical analyses (because
more than a single microtechnique is needed to describe them, e.g., leaf clearings);
therefore, the margin of the leaf blade is not often described in detail and the presence
of guttation under field conditions is rarely reported. Hydathodes are commonly pres-
ent in taxa with leaves without divisions and toothed margins, but not in Cardueae,
where they are absent because of the massive sclerification of the veins and the pres-
ence of a spine at the apex of the margin teeth, as occurs in Cirsium species. How-
ever, they are also present in several taxa with leaves whose leaf blades are strongly
divided or whose leaves are not divided but have entire margins.

According to Loockerman et al. (2003), cavities correspond to a synapomorphy
for the tribe Tageteae. However, these secretory structures were present only in the
analyzed species of the subtribe Tagetineae, as reported in previous studies (Simon et
al. 2002; Fonseca et al. 2006; Milan et al. 2006; Garcia-Sanchez et al. 2012; Oliveira
et al. 2015; Lusa et al. 2016; Ferraro & Scremin-Dias 2017; Lizarraga et al. 2017;
Lusa et al. 2017; Paez et al. 2019; Younis et al. 2020); therefore, the cavities are taxo-
nomically informative at the subtribe level.

Laticifers have only been mentioned in previous studies for the tribe Cichorieae
(Fahn 1979, 1982; Evert 2006); however, the observations in this work confirm also
their occurrence in Arctotideae, Liabeae and Vernonieae, as previously reported
(Metcalfe 1967; Lewinsohn 1991; Karis et al. 2006; Gutiérrez & Lujan Luna 2013).
These tribes belong to the subfamily Cichorioideae; therefore, although laticifers are
not informative in recognizing tribes, they are informative at the subfamily level.
Laticifers are commonly found toward the abaxial surface of the leaves and espe-
cially evident at the midrib, as in Scorzonera (Cichorieae; Makbul et al. 2011, 2016).
It is possible that laticifers develop differentially in the organs of certain taxa, i.e.,
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Melo-de-Pinna & Menezes (2003) reported laticifers in the adventitious roots of
eleven species of Richterago (Mutisieae) but not in their leaves. In this work, latici-
fers were not observed in the leaves of R. amplexifolia and R. angustifolia. Laticifers
in Asteraceae must be further studied to determine their role in the systematics of the
family, such as in other angiosperm families, e.g., Sapindaceae (Medina et al. 2021).

Anatomical Considerations

In this work, five secretory structures in the vegetative leaves of the analyzed spe-
cies of Asteraceae were reported: glandular trichomes, canals, cavities, hydathodes
and laticifers. The number of types is greater than that of Fahn (1979), who iden-
tified four types without considering the cavities. However, it is less than that of
Castro et al. (1997), who reported the presence of extrafloral nectaries and glandular
appendages in addition to the secretory structures found in this work. Extrafloral nec-
taries and glandular appendages are only found in leaves associated with reproduc-
tive structures, such as inflorescences and involucre bracts, as Carlquist (1959a, b)
and O’Dowd & Catchpole (1983) previously reported. A more exhaustive review of
secretory structures can provide a new standardization of the terminology and expand
the knowledge of the taxa in which these structures occur. The number of taxa with
secretory structures reported in previous works, added to those here studied increased
substantially their knowledge in the Asteraceae (Table 1; Fig. 10).

In taxonomic studies, trichomes viewed on the surface represents a widespread
identification method; however, in this work, the transverse and paradermal sections
as well as the cleared leaves allowed us to summarize the diversity of glandular
trichomes in seven morphotypes according to the fine details of the cellular organi-
zation in its three regions (base, body, and apex). Performing only observations of
trichomes at the surface view and their associated inferences could lead to misinter-
pretation by assigning the same name to glandular trichomes, which differ in their
cellular conformation.

Vesicular glandular trichomes outstand as the most common morphotype in the
family (present in 167 species) and have been previously reported for several genera
of different tribes, such as Aldama (Bombo et al. 2012; Oliveira et al. 2013; Souza da
Silva et al. 2014; Filartiga et al. 2016), Dimerostemma (Silva et al. 2015), Flouren-
sia (Delbon et al. 2007, 2012), Helianthus (Aschenbrenner et al. 2013), Richterago
(Melo-de-Pinna 2004), Sigesbeckia (Aguilera et al. 2004) and Jernonia (Narayana
1979; Redonda-Martinez et al. 2012; Oliveira et al. 2015; Lusa et al. 2016). However,
this morphotype has frequently been described in different ways, and its variations
lead to the consideration of more than one type of glandular trichome because the
cells of the apex can collapse; similarly, the subcuticular storage space may or may
not be visible. The position of the trichome with respect to the section plane also
influences the way it is described since these structures may appear biseriate in fron-
tal view or uniseriate in lateral view.

In general, uniseriate trichomes are thought to have no secretory function; never-
theless, uniseriate trichomes share characteristics with the rest of the morphotypes,
particularly the presence of reddish contents in their cells; however, confirming
whether a uniseriate trichome is glandular requires histochemical tests (Aschen-
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brenner et al. 2013; Muravnik et al. 2016). These epidermal appendages are structur-
ally very similar to each other, and the greatest variation is found in the shape of the
apical cell, as previously reported (Robinson 2009; Rojas-Leal et al. 2017). In most
cases, more than one type of trichome, e.g., eglandular or glandular, can be found
in the leaves of Asteraceae (Redonda-Martinez et al. 2016; Liesenfeld et al. 2019).
The most common pattern is Subtype I uniseriate glandular trichomes and vesicular
glandular trichomes on the same leaf.

The presence of peltate glandular trichomes was reported by Favi et al. (2008)
in lernonia galamensis ssp. galamensis; according to our observations, the glandu-
lar trichomes reported by these authors actually correspond to vesicular trichomes.
Peltate trichomes were only observed in the analyzed species of Erigeron, Isocoma,
Haplopappus, and Hazardia, all of them members of the Astereae tribe, thus repre-
senting the first confirmed report for Asteraceae. This diversity suggests the need to
perform additional anatomical studies in combination with other techniques oriented
to surface observations, in order they provide an even clearer picture of the diversity
of glandular trichomes in the family.

In many cases, determining what type of internal secretory structure gives rise to
certain secretions can be complicated; in general, any whitish liquid is reported as
latex; however, exudates can originate in laticifers, canals or cavities (Pickard 2007).
In Asteraceae, the predominant inner secretory structures are canals, which have gen-
erally been described as elongated intercellular spaces that are delimited by epithelial
cells; however, none of the definitions indicates their length (Mauseth 1988; Evert
2006; Beck 2010). Canals have great variability in length, from less than 100 um to
more than 800 pm. For example, in most taxa of Astereae, Coreopsideae, and Eupa-
torieae, there are short (< 100 pm) to very long (> 500 pum) canals in the same leaf, as
in Bidens odorata and Conyza bonariensis. In some species of Cosmos and Dahlia,
the short canals are more or less spherical to elliptical in paradermal sections and tend
to develop very close to each other, giving the appearance of being a single struc-
ture, although they always remain independent, as previously reported for Solidago
canadensis (Lersten & Curtis 1989). Regardless of the size, the canals in Asteraceae
always show a unistratified canal sheath derived from the vascular bundle sheath, as
well as epithelium made up of a single stratum of secretory cells, which is consistent
with the most widely used descriptions of canals (Mauseth 1988; Evert 2006).

Although secretory cavities, such as canals, are also intercellular spaces delim-
ited by epithelial cells, Fahn (1979) and Mauseth (1988) mentioned that this type of
secretory structure is characterized by the presence of a multistratified secretory epi-
thelium and sheath. Crang et al. (2018) highlighted other differences between canals
and cavities are that the latter are generally larger, more or less spherical and isolated
from each other, as occurs in Myrtaceae and Rutaceae. Structural similarities between
canals and secretory cavities could lead to misinterpretation, although the character-
istics of the sheath wall and secretory epithelium are consistent across taxa. For this
reason, it is recommended to take them into account when making observations; in
the same way, it is advisable to section the leaves in the paradermal plane in addition
to the transverse plane and perform observations in cleared leaves if possible.

Laticifers in Asteraceae have been underexamined, being those of Taraxacum
(Cichorieae; Castelblanque et al. 2016) the most studied. This is mainly because their
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structural characteristics do not allow them to be easily identified, as occurs in other
families of angiosperms, such as Apocynaceae or Euphorbiaceae (Hagel et al. 2008).
In Asteraceae, they are generally inconspicuous because they rarely retain their cel-
lular contents. When the latex is preserved, it can be grayish with a granular appear-
ance, as in Sonchus oleraceus (Cichorieae), while in other cases, it is reddish with an
oily appearance, as in Dillandia subumbellata (Liabeae). Such traits could provide
clues about the chemical composition of the latex they produce, as has been reported
in other plant families with laticifers (Bauer et al. 2014).

Rios et al. (2020) mentioned that the extrafloral nectaries and hydathodes found
on leaf teeth in eudicots can be very similar in appearance. However, they emphasize
that the main differences between both types of secretory structures are the presence
of an epithem (absent in the extrafloral nectaries) and the vascular bundles that irri-
gate the leaf teeth in their terminal portion, which are formed only by xylem strands
in the case of hydathodes, while in the case of nectaries, the vascular strands are
formed by xylem and phloem. In the analyzed Asteraceae species, the characteristics
observed in the secretory structures found in the leaf teeth were consistent with those
reported by Rios et al. (2020); therefore, it was confirmed that they correspond to
hydathodes, while extrafloral nectaries do not exist in the family.

Idioblasts are individual cells with secretory activity (Fahn 1979; 1982; 1988;
2000), which is why many authors consider them a category within secretory struc-
tures; however, there are several attributes that together indicate their considerable
differences. First is the fact that secretory idioblasts are unicellular, whereas the rest
of the categories of secretory structures are multicellular and structurally complex.
These secretory cells do not have a particular morphology distinguishing them from
other adjacent cells (with the exception of size in some cases), which makes their
identification difficult, and specific histological techniques, such as histochemical
tests, are necessary for their recognition (Fahn 1979). Another important characteris-
tic of idioblasts is its capacity of containing a great variety of compounds of different
chemical nature (e.g., tannins, starch, oils, or compounds derived from calcium; Esau
1977; Crang et al. 2018). Their secretory activity in some cases can be affected by
environmental conditions (Steyn et al. 2002; Solovchenko 2010) and can originate
from any parenchymatic tissue, such as the epidermis or mesophyll (Beck 2010). For
these reasons, we recommend using the term “secretory systems” (Mauseth 1988) to
refer to any cell or groups of cells that have secretory activity (endogenous or exog-
enous). Under this terminology, we treat secretory idioblasts and secretory structures
as two different types of secretory systems. Secretory idioblasts have been observed
in many Asteraceae taxa, and these structures should be analyzed in detail in future
publications.

Conclusions

Asteraceae shows great morphological variability that is reflected in its anatomical
diversity, particularly in its secretory structures. In this work, we found secretory
structures in most tribes in the family but predominated in the late-diverging lin-
eages, whereas they were absent or scarce in the early-diverging lineages. Secretory
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structures allow for the recognition of taxa at different levels, and a comparative
study of secretory structures in Asteraceae is essential for standardizing its terminol-
ogy and thus providing a framework for future studies. The detailed descriptions pre-
sented in this work will allow us to test hypotheses through phylogenetic comparative
methods and determine the evolutionary role of secretory structures in Asteraceae
diversification.
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Resumen

Las plantas estan constantemente sometidas a presiones ambientales mediadas por
factores bidticos y abidticos. Las interacciones que las plantas establecen con otros
organismos, particularmente la herbivoria, representan una fuerte presion selectiva y
juegan un papel importante en los procesos evolutivos. La defensa quimica en las plantas
ha sido particularmente exitosa debido a la sintesis de una amplia variedad de fitoquimicos
sintetizados en estructuras secretoras. La presencia y diversidad de estructuras secretoras
en grupos muy diversos de angiospermas ha permitido plantear la hipdtesis de que son
parte activa en procesos macroevolutivos. El objetivo de este trabajo es evaluar la
relevancia de las estructuras secretoras en la diversificacidon de linajes en Asteraceae a
través de métodos filogenéticos comparativos. Los resultados muestran que los tricomas y
canales glandulares influyen en las tasas de diversificacion en los clados mas diversos de la
familia, la alianza Heliantheae y el clado conformado por las subfamilias Asteroideae,
Cichorioideae y Carduoideae. La mayor diversidad de fitoquimicos para Asteraceae se ha

reportado en estos grupos, reconociéndose al menos 18 familias de compuestos quimicos,
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capaces de interferir en los procesos fisiolégicos de diversos grupos de microorganismos y
herbivoros. En este sentido, parece existir una relacion entre la evolucién de las estructuras
secretoras en la familia, la sintesis de compuestos quimicos cada vez mdas complejos y
diversos y mayores tasas de diversificacion en la familia. Los canales y tricomas glandulares,
junto con otros rasgos previamente reconocidos como la duplicacién completa del genoma,
el capitulo racemoso, la presencia de vilano y frutos fitomelananicos, han sido y son
importantes para la radiacion de linajes en Asteraceae.

Palabras clave: evolucion dependiente de caracter, tasas de diversificacion,

macroevolucion, adaptacién, fitoquimica.

Introduccién
Las plantas, al ser organismos sésiles, estdn constantemente sometidas a presiones
ambientales mediadas por factores bidticos y abidticos. A lo largo de su historia evolutiva
han desarrollado diferentes estrategias para enfrentar dichas presiones, las cuales van
desde pequenos cambios en la expresidon genética (Rapp & Wendel, 2005; Smith & Ritchie,
2013), cambios en el metabolismo celular (Grotewold, 2005; Silvera et al., 2009; Greiner et
al., 2011) hasta cambios estructurales (Wessinger et al., 2019; Howard et al., 2020; Cunha
Neto et al., 2022). Dichas estrategias han permitido la supervivencia de los individuos y el
establecimiento de sus poblaciones, lo que a su vez, ha desencadenado la diversificacion de
los linajes.

Las interacciones que las plantas establecen con otros organismos, estan entre los

factores bidticos que mas influyen en los procesos macroevolutivos (Forister et al., 2012;
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Hembry & Weber, 2020). Tales interacciones pueden ser de diferente naturaleza pero se
resumen en cinco categorias: competencia, depredacidn, herbivoria, mutualismo y
parasitismo (Gong & Zhang, 2014; Hembry & Weber, 2020). Las interacciones planta-
animal, particularmente la herbivoria, representan una fuerte presion selectiva (Strauss &
Agrawal, 1999; Fornoni, 2011). Bajo este escenario, las plantas han emprendido una carrera
armamentista para hacer frente a los herbivoros, la cual tiene que ver principalmente con
barreras mecdnicas y quimicas para la proteccién de los érganos vegetales (Flrstenberg-
Hagg et al., 2013; War et al., 2018).

La defensa quimica en plantas ha sido particularmente exitosa gracias a la sintesis de
una gran variedad de productos del metabolismo secundario, entre los que se encuentran
alcaloides, cardendlidos, esteroides, terpenoides o compuestos fendlicos (Mithofer &
Boland, 2012). Estos compuestos quimicos tienen diferentes funciones como repeler,
intoxicar, detener o interferir procesos de desarrollo o reproduccién de herbivoros y
patégenos (Anaya Lang, 2003). Esta gama de compuestos se sintetiza en regiones
especializadas de los érganos vegetales denominados sistemas secretores, que de acuerdo
con Mauseth (1988) pueden dividirse en células secretoras y estructuras secretoras.

El estudio de las estructuras secretoras en las angiospermas se ha remitido a taxones
con un gran numero de especies como Fabaceae, Euphorbiaceae, Lamiaceae o el orden
Sapindales (Matos & Sousa Paiva, 2012; Almeida & Sousa Paiva, 2019; Guo & Zhou, 2019;
Tolke et al., 2022). La presencia y diversidad de sistemas secretores en grupos de
angiospermas que incluyen una gran diversidad de especies, ha permitido plantear la

hipdtesis de que los sistemas secretores forman parte activa en los procesos
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macroevolutivos (Foisy et al., 2019). Asteraceae es la familia mas diversa dentro de las
eudicotileddneas, incluyendo ca. 23,600 especies (Panero & Crozier, 2016). Las plantas de
esta familia presentan una gran diversidad quimica y de estructuras secretoras, registradas
en 80% de las tribus de la familia (Calabria et al., 2009; Martinez-Quezada et al., 2022). Dada
la importancia de las estructuras secretoras desde el punto de vista ecoldgico, este trabajo
tiene el objetivo de evaluar su relevancia evolutiva en la diversificacion de los linajes en
Asteraceae. Mediante la aplicacién de métodos filogenéticos comparativos, se explora la
potencial relacion entre dichas estructuras con relevancia ecolégica y la evolucion de la

familia.

Materiales y métodos

Andlisis filogenéticos. Se usé la matriz de secuencias de cloroplasto generada por Rivera et
al. (2020), la cual incluye 11 marcadores moleculares (atpB, matK, ndhD, ndhF, ndhl, rbcL,
ndhJ, ndhK, ndhC, trnLtrnF, 23 S-trnA). Debido a que no todas las especies incluidas en la
matriz molecular original fueron analizadas en este estudio, se eliminaron los taxones de
los cuales no se tuviera informacién anatdmica disponible. Para representar las cuatro
tribus de Cichorioideae, se incorporaron a la matriz secuencias de matk, ndhFy trnL-trnF de
Sinclairia ismaelis (Liabeae; Funk et al., 2012; JN837476.1, JN837373.1, IN837283.1);
asimismo, para representar a la tribu Inuleae se incorporaron secuencias de Blumea riparia
(Chen et al. 2016; KX526537.1, KX527129.1). Todos los nuevos sets de datos fueron
obtenidos de GenBank (Sayers et al., 2020) de acuerdo con los numeros de registro

mencionados. La matriz reducida quedd conformada por 172 especies, representando 35
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de las 40 tribus de Asteraceae y sus grupos hermanos (miembros de Calyceraceae vy
Goodeniaceae), la cual fue alineada usando los parametros por defecto en MAFFT v.7

(Katoh et al., 2002).

Los analisis filogenéticos se llevaron a cabo a través de inferencia Bayesiana, usando
MrBayes 3.2.7a (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). El modelo de sustitucion de nucleétidos
para el set de datos de cloroplasto se seleccioné usando jModelTest2 (Darriba et al., 2012),
con 11 esquemas de sustitucion y el modelo de mejor ajuste fue evaluado usando el criterio
de informacién de Akaike para seleccionar el mejor modelo. Los analisis se llevaron a cabo
usando dos corridas con cuatro cadenas de Markov Monte Carlo de 10 millones de
generaciones, salvando un arbol cada 1,000 generaciones, empezando con un arbol
aleatorio. El burn-in fue establecido después del primer 25% de generaciones y los arboles
restantes fueron resumidos en un arbol de consenso de mayoria. Tanto la seleccion del
modelo como la inferencia filogenética se llevaron a cabo en el portal CIPRES Science

Gateway (Miller et al., 2010).

Estimacion de tiempos de divergencia. Se utilizé la matriz concatenada para obtener un
arbol filogenético calibrado, para lo cual se realizé la estimacién de los tiempos de
divergencia usando BEAST v.1.10.4 (Suchard et al., 2018) a través del portal CIPRES Science
Gateway (Miller et al., 2010). Se particiond la matriz por marcador; los parametros de cada
marcador se estimaron independientemente bajo GTR + G con cuatro categorias gamma.
Se implementd un reloj relajado lognormal para las tasas de sustitucion y un modelo de

nacimiento-muerte para el arbol. Los priors de calibracién fueron los mismos utilizados por
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Panero y Crozier (2016). Se realizaron dos corridas de 80 millones de generaciones de una
cadena de Markov Monte Carlo (MCMC), las cuales corrieron independientemente vy
muestrearon cada 20,000 pasos para 4,000 arboles. El burn-in se establecié al 13% después
de su inspeccién con Tracer v.1.7.2 (Rambaut et al., 2018). Se produjo un arbol de maxima
credibilidad de clados en TreeAnotator v.2.6.0 (Drummond & Rambaut, 2007) y se visualizo

en FigTree v.1.4.3 (Rambaut, 2010).

Estimacion de las tasas de diversificacion. Se analizd la heterogeneidad en las tasas de
diversificacion usando BAMM v.2.5.0 (Rabosky, 2014). Debido a la gran diversidad de la
familia Asteraceae, se incluyé un comando de muestreo incompleto, en donde se incluyd la
proporcién de especies muestreadas respecto al total de especies. Se corrié una cadena de
Markov Monte Carlo por 50 millones de generaciones, muestreando cada 10,000 pasos; el
burn-in fue establecido al 30%. Se usé el paquete Coda (Plummer et al., 2006) para verificar
la convergencia de las cadenas. Los archivos de salida fueron procesados usando
BAMMtools (Rabosky et al., 2014). Coda y BAMMztools fueron ejecutados en R v.4.0 (R Core

Team 2020) a través de RStudio v.1.1.383 (RStudio Team, 2020).

Evolucion dependiente de cardcter. Para evaluar la contribucion de las estructuras
secretoras en la diversificacion de Asteraceae, se llevd a cabo un analisis de evolucion
dependiente de caracter a través del Hidden State Speciation and Extinction method (HiSSE
v.2.1.1), para seis caracteres focales. Primero la presencia-ausencia de estructuras
secretoras, y luego evaluando independientemente a cada uno de los tipos principales de

estructuras secretoras presentes en la familia: canales, cavidades, hidatodos, laticiferos y
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tricomas glandulares. Usando la filogenia fechada, se probaron cinco modelos de evolucién:
1) Primero un modelo nulo, donde las tasas de diversificacion no cambian a lo largo de la
filogenia (Null). 2). El segundo modelo prueba dos tasas de diversificacién que dependen
directamente de los estados del caracter focal (BiSSElike model). 3) El tercer modelo evalta
la correlacion entre los cambios en las tasas de diversificacion y los estados observados y
no observados del caracter focal (HiSSE; Beaulieu & O’Meara, 2016). Los dos modelos
restantes corresponden a modelos de diversificacion independiente de caracter (CID;
Beaulieu and O’Meara, 2016; Cunha Neto et al., 2022), con distintas tasas de diversificacion;
4) un modelo con dos tasas de diversificacion (CID2) y 5) uno con cuatro tasas de

diversificacion (CID4).

La tasa neta de diversificacién y la tasa de fraccidn de extincion se calcularon a través
de los parametros por defecto, constreiidos para tener la misma tasa de transicidn para
todos los estados de caracter. Se consideré una fraccion del muestreo taxondmico
(FitzJohn, 2012) y la seleccion del mejor modelo se obtuvo a través del criterio de
informacién de Akaike (AIC). Los andlisis de evolucion dependiente de caracter se llevaron
a cabo a través del paquete ‘diversitree’ (FitzJohn, 2012) en R v.4.0 (R Core Team, 2020) a

través de RStudio v.1.1.383 (RStudio Team, 2020).

Reconstruccion de estados ancestrales y evolucion de caracteres. Se seleccioné una muestra
de arboles de los dos archivos .t obtenidos de las corridas de MrBayes usando R v.4.0 (R
Core Team, 2020) a través de RStudio v.1.1.383 (RStudio Team, 2020). Primero, los arboles

de todas las corridas fueron concatenados, descartando el 10% de los arboles en cada
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archivo. Posteriormente, 200 arboles fueron muestreados aleatoriamente de este archivo
de arboles concatenados. Se realiz6 un analisis de reconstruccidn de estados ancestrales
usando BayesTraits V3 (Meade & Pagel, 2017), considerando la muestra de arboles, asi
como los datos correspondientes a las estructuras secretoras que tuvieron influencia en las
tasas de diversificacion (la presencia o ausencia de canales y tricomas glandulares). Se usé
la aproximacion de las cadenas de Markov Monte Carlo de salto reversible (rj-MCMC) para
integrar el modelo de incertidumbre. Cada uno de los analisis de rj-MCMC se corrié con un
hyperprior exponencial (en un intervalo de 0 a 10). La cadena se corrié para 500,000
generaciones y el primer 10% fue descartado como burn-in. Los valores promedio de todas
las probabilidades posteriores encontradas fueron ilustradas como diagramas de pastel
sobre el arbol de consenso de mayoria, usando el paquete Phytools v.0.7-47 (Revell, 2012)

de Rv.4.0 (R Core Team, 2020) a través de RStudio v.1.1.383 (RStudio Team, 2020).

Resultados

Estimacion de tiempos de divergencia y tasas de divergencia. El arbol de Maxima
Credibilidad de Clados derivado del analisis de estimacién de tiempos de divergencia,
mostré que Asteraceae divergid durante el Eoceno de su grupo hermano, Calyceraceae,
hace 48.43 Ma (% HDP: -). Todas las tribus en la familia se originaron durante el Mioceno-
Plioceno (2.84-22.93 Ma). El analisis de estimacion de las tasas de diversificacién reconocid
dos cambios importantes en las tasas de diversificacion en los linajes, el primer cambio
ocurre en la tribu Cardueae, mientras que el segundo ocurre en Cichorioideae y Asteroideae

(Fig. 1a).
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Evolucion dependiente de cardcter. La influencia de las estructuras secretoras sobre las
tasas de diversificacion se evalud a través de dos escenarios: 1) poniendo a prueba la
presencia y ausencia de las estructuras secretoras independientemente del tipo y 2)
evaluando cada tipo de estructura secretora de manera independiente. En el primer caso,
el analisis mostré que el modelo HiSSE fue el mejor modelo a partir del criterio de
informacién de Akaike (AIC). Por lo tanto, la presencia-ausencia de estructuras secretoras
en Asteraceae (independientemente del tipo), no influye directamente sobre las tasas de
diversificacion de los linajes. En el segundo escenario, al evaluar de manera independiente
cada uno de los cinco tipos de estructuras secretoras, en particular en los analisis de los
canales y los tricomas glandulares, se seleccioné al modelo BiSSE como el de valor mas bajo
de AIC. En este caso se demostré que ambos tipos de estructuras secretoras influyen
positivamente sobre las tasas de diversificacion de los linajes en Asteraceae (Fig. 1b, c).

Evolucion de caracteres y reconstruccion de estados ancestrales. El analisis de evolucion de
caracteres mostro que las tasas de transicion entre los estados de cardcter son iguales; en
este sentido, la ganancia y pérdida tanto de los canales como de los tricomas glandulares

ocurre con la misma probabilidad a lo largo de la filogenia (Fig. 2).

Discusion

La aparicion de la defensa quimica en plantas ha sido fundamental en la evolucién vegetal
(Jones & Firn, 1991; Weng et al., 2012; Li et al., 2020), pues ha funcionado como una
estrategia regulatoria de las interacciones que las plantas establecen con los organismos y

con su ambiente (Furstenberg-Hagg et al., 2013). En particular, la herbivoria es uno de los
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eventos bioldgicos mds importantes que impulsa la evolucién de las plantas, favoreciendo
el desarrollo de mecanismos de defensa que consecuentemente permiten el
mantenimiento de los individuos y las poblaciones, lo que constituye el motor primario de
especiacion (Turelli et al., 2001).

Los sistemas secretores estan en constante interaccién con el ambiente, por lo que su
presencia se considera una estrategia adaptativa importante, ayudando al mantenimiento
de la integridad de los érganos vegetales. Los sistemas secretores estan estrechamente
relacionados con la diversidad de compuestos producto del metabolismo secundario. Su
relevancia ecoldgica ha sido inferida principalmente mediante la observacion de fenémenos
que ocurren en el campo. No obstante, la actividad bioldgica de estos fitoquimicos ha sido
ampliamente documentada, demostrando su capacidad para interferir en los procesos
fisioldgicos de varios grupos de organismos (Anaya Lang, 2003; Reinecke & Hilker, 2014), asi
como para hacer frente a las condiciones del ambiente mediante su actividad
fotoprotectora (Torres-Contreras et al., 2022; Lingwan et al., 2023).

En 1964, Ehrlich y Raven propusieron su hipotesis de escape y radiaciéon, que trata de
explicar la evolucion de la defensa quimica en plantas mediada por la herbivoria. Siguiendo
esta premisa, podemos esperar que existan sistemas secretores en grupos vegetales muy
diversos, lo que a su vez estaria relacionado con los procesos de diversificacion. En la
actualidad, se considera que las familias de angiospermas con el mayor nimero de especies
son Asteraceae, Orchidaceae, Fabaceae, Rubiaceae y Poaceae (Govaerts et al., 2017); en
todas ellas se ha reportado la presencia de sistemas secretores en sus érganos (p.e.

Lewinsohn et al., 1998; Somaru et al., 2002; Klein et al., 2004; Stern, et al., 2014; Martinez-
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Quezada et al., 2022). La importancia de las estructuras secretoras como estrategias
adaptativas en el contexto evolutivo se ha explorado muy poco; sin embargo, algunos
estudios como el de Dassanayake et al. (2018) concluyen que las glandulas de sal (tricomas
glandulares especializados en la secrecion de sales) han sido estructuras secretoras
fundamentales para el establecimiento, supervivencia y diversificacion de multiples linajes
de angiospermas en ambientes salinos. Por otra parte, Tolke et al. (2022) hacen énfasis en
la importancia de la relacidn entre los sistemas secretores (canales, cavidades e idioblastos
secretores) y la diversidad quimica, en la evolucion del orden Sapindales.

La diversidad quimica de Asteraceae es abrumadora, hasta el momento se han
identificado al menos 18 familias de compuestos quimicos entre los que se encuentran los
alcaloides, las cumarinas, los flavonoides, las lactonas sesquiterénicas y los terpenos (Fig.
3). Estos compuestos actian a varios niveles en las interacciones con otros organismos; sin
embargo, resalta su actividad antifungica, bactericida, citotdxica e insecticida (Cilia-Lopez
et al., 2021). En Asteraceae se ha reportado la presencia de al menos cinco tipos de
estructuras secretoras (canales, cavidades, hidatodos, laticiferos y tricomas glandulares) en
alrededor del 80% de las tribus de Asteraceae (Martinez-Quezada et al., 2022). Los tricomas
glandulares son las estructuras secretoras mas diversas en la familia en términos de forma,
estructura y posicién, identificAndose al menos 20 tipos distintos (Martinez-Quezada et al.,
2022). Las compuestas han explorado multiples caminos evolutivos para el desarrollo de
diferentes tipos de tricomas glandulares y su evolucidn tiene influencia en las tasas de
diversificacién de la familia. En este tipo de estructuras secretoras se han localizado diversos

compuestos quimicos, como fenoles, lactonas sesquiterpénicas, polisacaridos y terpenos
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(Muravnik et al., 2016, 2019, 2022). En este sentido, los derivados epidérmicos parecen
cumplir funciones fisioldgicas y ecolégicas importantes al fungir como la primera barrera
defensiva de las plantas.

Agrawal & Konno (2009) mencionan que las estructuras secretoras internas, en
particular los canales y los laticiferos, conforman defensas importantes contra la herbivoria,
debido al gran numero de compuestos quimicos encontrados en sus secreciones
producidas. Aunque la presencia de estructuras secretoras parece ser una condicién
constante en los érganos vegetales de grupos de angiospermas particularmente diversos,
autores como Foisy et al. (2018) no encontraron asociacion entre la evolucién de los canales
y los laticiferos con procesos de diversificacion en 345 familias de angiospermas. Sin
embargo, esto no sucede en Asteraceae, en donde se encuentra una clara relacion entre la
presencia de determinados tipos de estructuras secretoras y un incremento en las tasas de
diversificacion.

Hasta el momento no existen registros de canales secretores en las pteridofitas
(Pickard, 2007; Prado & Demarco, 2017); no obstante, este tipo de estructuras secretoras
es frecuentemente encontrada en todos de los érganos de la mayoria de los grupos de
espermatofitas (en donde podria estar su origen evolutivo). El comportamiento de los
canales al interior de las plantas con flores es muy variable, p.ej. los canales estan presentes
en tres familias (Anacardiaceae, Burseraceae y Simarubaceae) de las nueve que se
reconocen en el orden Sapindales (Tolke et al., 2022). En el caso de Asterales, Foisy et al.
(2018) reportan canales (resiniferos) Unicamente para Asteraceae, especificamente dentro

de la tribu Heliantheae. Estos mismos autores también reportan la presencia de latex en
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miembros de Astereae, Cardueae, Heliantheae, Neurolaeneae, Mutisieae, Stifftiecae y
Tageteae. No obstante, los laticiferos Unicamente estdn presentes en las cuatro tribus de la
subfamilia Cichorioideae, mientras que las estructuras secretoras internas en la mayoria de
las tribus de Asteraceae corresponden a canales secretores (Martinez-Quezada et al., 2022).
Por lo tanto, es importante resaltar que las secreciones observadas en los érganos
vegetales, pueden provenir de distintos tipos de estructuras secretoras internas (p.ej.
canales, cavidades, células secretoras o laticiferos), por lo que su caracterizacién es
importante al momento de establecer hipétesis de homologia.

En este trabajo, los canales (al igual que los tricomas glandulares) influyeron en las
tasas de diversificaciéon en al menos dos linajes de Asteraceae: Carduoideae y Cichorioideae-
Asteroideae. Esta discrepancia en el valor evolutivo de los canales, respecto a otros estudios
previos como el de Foisy et al. (2018), podria deberse a variables que afectan el resultado
de los andlisis de diversificacion, p.ej. el origen evolutivo de los canales en nodos profundos
de la filogenia de las plantas vasculares, su aparicién multiple y de manera independiente
en las angiospermas, asi como la falta de una caracterizacion minuciosa de los sistemas
secretores para los taxones analizados, sin mencionar que los drganos vegetativos parecen
producir estructuras secretoras diferencialmente, como ocurre en el género Richterago
(Melo-de-Pinna & Menezes, 2003; Martinez-Quezada et al., 2022).

Al realizar una revisidon general sobre la diversidad quimica de Asteraceae, se puede
observar que los linajes con mayor nimero de especies, es decir las subfamilias y tribus mas
diversas, presentan un mayor nimero de compuestos quimicos reportados en los estudios

fitoquimicos (Fig. 3). En el caso de los linajes menos diversos, el nUumero de compuestos es
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menor, encontrdndose solamente alrededor de seis de las 18 de familias de compuestos
quimicos reportados en la familia. Estos resultados preliminares son congruentes con la
diversidad de estructuras secretoras presentes en los mismos linajes; en este sentido es
posible encontrar una relacién entre la diversidad quimica y las estructuras secretoras, en
conjunto con su complejidad estructural a nivel molecular y anatémico.

Asteraceae es la familia mas diversa dentro de las plantas con flores. Su diversidad no
sélo se refleja en el nimero de especies que la integran, sino también en su diversidad
morfolégica, anatémica y quimica. Es toda esta plasticidad la que se sugiere, ha promovido
la diversificacion de la familia. Sin duda, una de las innovaciones evolutivas mas
importantes, corresponderia a las flores agrupadas en capitulos (cabezuelas) y la pérdida
de la dominancia apical floral en el centro de la cabezuela (Pozner et al., 2012). No obstante,
Panero y Crozier (2016) mencionan que otros caracteres como la duplicacidn y la presencia
de elementos transponibles del genoma (Staton & Burke, 2015), los capitulos dispuestos en
sinflorescencias racemosas, la presencia de un vilano (caliz modificado) en las cipselas, los
frutos fitomeldnicos, asi como los procesos de dispersion transocednicos han sido
fundamentales en la evolucién de la familia. A esto puede sumarse que, gracias a la
adquisicion de diferentes tipos de habitos y los eventos multiples de extinciones masivas
gue han ocurrido a lo largo de la historia de la Tierra, las compuestas se convirtieron en
parte fundamental de la flora colonizadora en el planeta (Palazzesi et al., 2022).

Aunque previamente Cronquist (1977) sugirid que la diversificaciéon quimica de
Asteraceae habia sido un evento clave en la evolucién de la familia, el valor evolutivo de

estos fitoquimicos no fue explorado hasta el trabajo de Calabria et al. (2009), cuyos
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resultados concuerdan con los nuestros, confirmando que el nimero de fitoquimicos
presentes en las tribus mas grandes de Asteraceae es mayor, respecto a los linajes menos

diversos en términos de numero de especies.

Conclusiones

La evolucidon de las Asteraceae ha implicado multiples cambios a diferentes niveles, desde
cambios genéticos y fisiolégicos hasta cambios morfoldgicos. En este trabajo se encontré
que los tricomas glandulares y los canales son estructuras secretoras que han influido sobre
las tasas de diversificacidn de la familia. Dicha influencia estd relacionada con su diversidad
quimica y con la diversidad de especies en los linajes. Bajo este escenario, los linajes de la
familia donde predominan los canales y los tricomas glandulares, corresponden a las tribus
mas diversas y donde se ha reportado un mayor nimero de compuestos quimicos. La
diversificacion de Asteraceae ha implicado, en consecuencia, no solo cambios

macroscopicos sino también cambios a nivel estructural y quimico.
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Figura 1. A) Tasas de diversificacidon en la familia Asteraceae. Los puntos rojos indican los cambios
(shifts) en las tasas de diversificacidn, ubicando a la tribu Cardueae y al nodo que engloba a las
subfamilias Cichorioideae y Asteroideae. B) Resultados del andlisis de evolucidn dependiente de
caracter, en azul se representa la ausencia de canales secretores, mientras que en rojo se representa
la presencia de este tipo de estructuras secretoras. C) Resultados del analisis de evolucién dependiente
de caracter, en azul se representa la ausencia de tricomas glandulares, mientras que en rojo se

representa la presencia de este tipo de estructuras secretoras.
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Figura 2. Evolucién de las estructuras secretoras en Asteraceae. Se muestra

canales y B) tricomas glandulares en las 35 tribus de Asteraceae analizadas.
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Figura 3. Representacion diagramatica de la diversidad quimica conocida en Asteraceae.
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Resumen

Los canales secretores estdan ampliamente distribuidos en las plantas con semilla, su
diversidad se concentra en las angiospermas, donde han sido reportados en un gran
numero de familias, mientras que otros tipos de estructuras secretoras internas como las
cavidades secretoras han sido identificadas uUnicamente en Rutaceae, Myrtaceae y
Asteraceae. ldentificar y reconocer estos dos tipos de estructuras secretoras ha sido
complicado debido a sus similitudes estructurales y de desarrollo. En este trabajo se
describe y compara la ontogenia de los canales y las cavidades secretoras en dos especies
de Asteraceae, con el objetivo de entender las diferencias estructurales entre ellas y que
permitan establecer hipétesis de homologia mas apropiadas. Se recolectaron hojas en
desarrollo, incluyendo el apice de los tallos de Bidens odorata y Tagetes tenuifolia. Las
muestras se procesaron mediante la técnica de inclusion en metacrilatos y se realizaron
cortes longitudinales y transversales. El desarrollo tanto de los canales como de las
cavidades secretoras es de tipo esquizégeno, en contraste con lo reportado previamente
para otras familias como Rutaceae en donde se reportan como lisigenas. Los canales en

Asteraceae se originan de células del procambium mientras que las cavidades se originan
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de células del meristemo fundamental. Las similitudes estructurales y del desarrollo entre
ambos tipos de estructuras secretoras permiten inferir que tienen un origen evolutivo
cercano. Los canales y las cavidades en Asteraceae se pueden diferenciar a partir del
numero de estratos del epitelio secretor y de la vaina, asi como por el tipo de promeristemo
que les da origen.

Palabras clave: estructuras secretoras, células epiteliales, esquizégeno, lisigeno.

Introduccién
Las estructuras secretoras en las plantas vasculares pueden clasificarse en externas e
internas (Dickison, 2000). Dentro de las estructuras secretoras internas se encuentran las
cavidades secretoras, los canales y los laticiferos (Evert, 2006). Por un lado, los laticiferos
constituyen células alargadas que pueden fusionarse entre si formando conductos simples
o muy ramificados (Mauseth, 1988). En contraste, las cavidades secretoras y los canales se
consideran estructuralmente mas complejas al tratarse de espacios intercelulares rodeados
por un epitelio secretor y células no secretoras que forman una vaina (Martinez-Quezada
et al.,, 2022). Los canales han sido reportados en un gran numero de familias de
angiospermas (Fahn, 1979), mientras que las cavidades secretoras han sido identificadas
tipicamente en Rutaceae y Myrtaceae (Kalachanis y Psaras, 2005).

De acuerdo con Esau (1977) y Fahn (1982), la principal diferencia entre los canales y
las cavidades secretoras es su origen ontogenético, esquizégeno para el caso de los canales
y lisigeno para las cavidades secretoras. No obstante existen otras estructuras secretoras

internas que comparten estadios de desarrollo que tipicamente se reconocen en los
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patrones esquizégenos o lisigenos, por lo que son denominadas estructuras secretoras
esquizolisigenas (Turner et al., 1998). Los estudios ontogenéticos han aportado mas
informacidn respecto a las diferencias entre los canales y cavidades, por lo que de acuerdo
a estos trabajos, pueden ser diferenciados a partir de sus patrones de desarrollo (Bezerra
et al., 2018).

Los canales y cavidades estdn presentes en muchas familias de angiospermas,
particularmente en aquellas con gran diversidad de especies. En Asteraceae, los canales se
han reportado en especies de 17 de las 40 tribus reconocidas para la familia, mientras que
las cavidades se han registrado Unicamente en los miembros de la subtribu Tagetineae de
Tageteae (Martinez-Quezada et al.,, 2022). Estas estructuras secretoras suelen ser
comunmente confundidas tanto en Asteraceae como en otros grupos de angiospermas
(Kalachanis y Psaras, 2005; Garcia-Sanchez et al., 2012; Anaya-Gutiérrez et al., 2022). Esta
confusién no es trivial, puesto que los canales y las cavidades secretoras han demostrado
tener caracteristicas estructurales similares. Los estudios de desarrollo, han aportado
informacién importante para entender las diferencias entre estructuras secretoras similares
(Ramirez-Diaz et al., 2019) y se han reconocido sus implicaciones evolutivas, ecoldgicas y
sistematicas (Orton, 1955; Wake, 1989; Ochoa-Lépez et al., 2020). Por lo tanto, el objetivo
de este trabajo es caracterizar e identificar diferencias en los patrones de desarrollo de
estos tipos de estructuras en Asteraceae, que aporten mas informacién para poder

reconocerlas y establecer hipétesis de homologia.
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Materiales y métodos

Seleccion y recolecta de material. Se seleccionaron dos especies de Asteraceae que
presentaran canales o cavidades secretoras y que crecieran de manera natural en la Reserva
Ecolégica del Pedregal de San Angel (REPSA-UNAM). Se eligié a Tagetes tenuifolia Cav.
(Tageteae) y Bidens odorata Cav. (Coreopsideae) como modelos de estudio, la primera por
tener cavidades secretoras y la segunda por presentar canales en sus hojas maduras
(Martinez-Quezada et al., 2022). De cada especie se seleccionaron 10 individuos, de los
cuales se seleccionaron hojas en diferentes estadios de desarrollo, desde hojas ubicadas en
el dpice del tallo hasta hojas completamente expandidas. En el caso de las hojas mas
pequefias (muy proximas al apice del tallo), se removieron en conjunto con el meristemo
apical, mientras que en el caso de las hojas expandidas, se removié un lébulo del tercio
medio de la lamina.

Procesamiento histoldgico. Las muestras se fijaron en glutaraldehido por 24 h, transcurrido
ese tiempo, se lavaron con agua destilada y se preservaron en etanol al 30%. Las muestras
fijadas se deshidrataron en series graduales de etanol hasta etanol absoluto,
posteriormente se infiltraron e incluyeron los tejidos en glicol-metacrilato (Zarlavsky, 2014).
Las muestras incluidas se montaron en portamuestras de madera y se seccionaron con un
micrétomo rotatorio en el plano transversal y longitudinal a 3-5 um de espesor. Los cortes
se extendieron sobre portaobjetos gelatinizados, se tifieron con violeta de cresilo
(Zarlavsky, 2014), se montaron con resina sintética y se realizaron observaciones en el

microscopio dptico.
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Resultados

Las estructuras secretoras estudiadas aparecen en los primeros estadios de desarrollo de
las hojas, aproximadamente entre el segundo y tercer par de hojas en desarrollo (Fig. 1A).
Al analizar los primordios foliares de Bidens odorata, se observa que el desarrollo de los
canales inicia con la diferenciacién de las células epiteliales, y aparentemente ocurre antes
de la diferenciacidn de las células del procambium (Fig. 1B, C). Las células epiteliales tienen
divisiones anticlinales y proliferan hacia ambos extremos del primordio foliar (Fig. 1D). Una
vez que comienza la proliferacion de las células epiteliales, dentro de éstas se desarrollan
multiples vacuolas, y simultdaneamente se origina un espacio intercelular entre ellas
formando el lumen del canal que se llena de contenidos (Fig. 1E-G).

Los primordios foliares de Tagetes tenuifolia se alargan gradualmente a partir del
segundo y tercer par de hojas, una vez que esto sucede, en el margen de la |amina aparece
una serie de protuberancias que corresponderdn a los I6bulos de la lamina. El desarrollo de
las cavidades secretoras inicia como un cimulo de células con divisiones en todos los planos
(Fig. 2A), mas o menos esférico sobre cada uno de los |6bulos de la hoja. Las células en la
periferia del cdmulo parecen cesar sus divisiones celulares mientras que las centrales siguen
dividiéndose sin un patrén definido, las nuevas células son de mayor tamafio que las que
les dieron origen y con nucleos grandes (Fig. 2A-D). Una vez que esto ocurre, se forma un
espacio intercelular que dara origen al lumen de la cavidad, el cual crece en tamaiio.
Ademads, se observan mas de tres divisiones periclinales que conforman la vaina de la
cavidad. A medida que el lumen crece, las células que lo circundan se vuelven cada vez mas

compactas (Fig. 2E-J). En este momento se diferencian las células epiteliales en la periferia
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del lumen (Fig. 2K), mientras que las células de la periferia engrosan sus paredes y la vaina

de la cavidad se hace conspicua (Fig. 2L).

Discusion

A pesar de que los sistemas secretores (en particular las estructuras secretoras) se
encuentran en un gran numero de especies dentro de las plantas vasculares, actualmente
no existe un consenso generalizado para estandarizar su nomenclatura. Esta inconsistencia
en el uso de la terminologia ha llevado a asignar varios nombres a una misma estructura
secretora p.ej. los diferentes tipos de tricomas glandulares o los términos usados para hacer
referencia a los canales, lo que hace dificil tener un panorama mas preciso sobre su
diversidad, haciendo mas complicado el establecimiento de hipétesis de homologia.

El estudio de las estructuras secretoras con caracteristicas similares no ofrece un
panorama diferente, pues los canales y cavidades secretoras son a menudo confundidos
debido a cuestiones técnicas o interpretativas (Kalachanis y Psaras, 2005; Garcia-Sanchez et
al., 2012; Anaya-Gutiérrez et al., 2022). Esto es debido principalmente a sus semejanzas
estructurales, como la presencia de un epitelio secretor delimitado en muchos casos por
uno o varios estratos de células no secretoras que conforman una vaina (Crang et al., 2018).
Asimismo, a causa de su tamafio y posicidn se les denomina a menudo como glandulas
(Aguilar-Rodriguez et al., 2022), haciendo mas confuso el uso de términos para
diferenciarlas. Aunque los estudios que se encargan de describir la ontogenia de las
estructuras secretoras han sido importantes para delimitarlas (Bezerra et al., 2018), los

limites que definen a una cavidad secretora permanecen poco claros.
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El lumen de los canales y las cavidades secretoras en Asteraceae es de origen esquizégeno

Por mucho tiempo, el criterio para hacer distincién entre las estructuras secretoras internas
que tienen células epiteliales fue el origen ontogenético de su espacio intercelular (lumen),
que se describié como esquizégeno o lisigeno (Esau, 1977; Fahn, 1982). Bajo esta premisa,
la formacidon del lumen de los canales, se desarrollaria a partir de la separacion de las células
por la disolucién de la lamina media (origen esquizégeno), mientras que en las cavidades
secretoras dicho espacio sera de origen lisigeno, es decir, se formara debido a la muerte
celular programada (Turner et al., 1998).

Las cavidades secretoras han sido reportadas principalmente en Rutaceae y
Myrtaceae (Fahn, 1979), familias en donde se ha concentrado el mayor nimero de estudios
de desarrollo de este tipo de estructuras. En Citrus (Rutaceae), las cavidades se han
reportado tanto en érganos vegetativos como reproductivos y el desarrollo del lumen de
dichas cavidades se ha descrito principalmente como lisigeno (Knight et al., 2001; Rafiei y
Rajaei, 2007). No obstante, en varios trabajos también se reportaron como cavidades
esquizégenas, incluso algunos autores consideran que el limite entre esquizégeno y lisigeno
no es claro, por lo que decidieron describirlas como esquizolisigenas (Fahn, 1988). Debido
a estas inconsistencias, Turner et al. (1998) utilizando varios métodos de fijacion y
diferentes medios de inclusién, determind que el origen lisigeno de las cavidades secretoras
en Citrus correspondia a un artefacto del procesamiento histoldgico, tratandose en realidad
de estructuras secretoras de origen esquizégeno, como confirmaron posteriormente otros

autores (Bosabalidis, 2010).
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Las cavidades secretoras de Myrtaceae son muy similares a nivel macroscopico a las
de Rutaceae (Kalachanis y Psaras, 2004), describiéndose muchas veces como glandulas
pellcidas. El género mas estudiado de esta familia es Eucalyptus y a diferencia de Rutaceae,
siempre ha existido un consenso en que el lumen de las glandulas de aceite de este género
es de origen esquizégeno (Carry Carr, 1970). En los estudios publicados hasta el momento,
se ofrece suficiente informacidn sobre los mecanismos de disolucién de la Idmina media
que dan paso a la formacidn de un espacio intercelular sin la lisis de las células. En las dos
especies de Asteraceae analizadas, tanto el lumen de los canales como el de las cavidades
tiene desarrollo esquizdégeno, lo cual es consistente con lo reportado previamente para
Verbesina (Bezerra et al., 2018) y Tagetes (Del Fueyo, 1986).

Un aspecto importante que se debe considerar es a partir de qué promeristemo se
originan estas estructuras secretoras. De acuerdo con los trabajos de Knight et al. (2001) y
Rafiei y Rajaei (2007), las cavidades secretoras de Rutaceae se originan a partir de células
meristematicas de la protodermis y del meristemo fundamental, mientras que en
Myrtaceae, se originan Unicamente de células de la protodermis (Carr y Carr, 1970;
Kalachanis y Psaras, 2005). En el caso de Bidens odorata, la iniciacién de las células
epiteliales ocurre antes de la diferenciacién de las células del procambium, dicha posicidn
se mantiene durante el desarrollo de la lamina y coincide con el recorrido de los haces
vasculares en las venas de la hoja. Por lo tanto, se puede inferir que la identidad de las
células procambiales en este punto del desarrollo ya esta determinada, por una parte daran
origen a las células epiteliales del canal y al mismo tiempo, daran origen al sistema vascular

(Bezerra et al. 2018). Por otra parte, la iniciacion de las células epiteliales en Tagetes
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tenuifolia no se encuentra espacial u ontogenéticamente asociada con las células
procambiales, sino que se originan a partir de células del meristemo fundamental en
regiones muy localizadas de los I6bulos de la lamina, como en otras especies de este género

(Del Fueyo, 1986).

éLas cavidades secretoras son canales especializados?

Algunos autores consideran que otra diferencia importante entre canales y cavidades es la
longitud de dichas estructuras. Bajo la definicidn cldsica de los canales, estos
corresponderian a estructuras que forman un espacio intercelular alargado, mientras que
las cavidades corresponderian a espacios intercelulares mas o menos esféricos y elipticos.
Esta diferencia posiblemente estd asociada a la corteza y parece cumplirse para otros
organos como las hojas (Fahn, 1979; Angyalossy et al., 2016). Se han reportado canales de
diferentes tamanos en varias especies de las tribus Astereae, Coreopsidae, Eupatorieae y
Tageteae de Asteraceae, desde algunos mas o menos elipticos y de menos de 30 um, hasta
canales alargados de mas de 100 um (Del Fueyo, 1986; Martinez-Quezada et al., 2022), por
lo que esta variacién en longitud no es un cardcter que nos permita diferenciar los canales
de las cavidades en hojas.

Se puede inferir un origen evolutivo comun entre canales y cavidades debido a sus
similitudes estructurales como la presencia de un epitelio secretor delimitado por células
no secretoras que conforman una vaina (Martinez-Quezada et al., 2022), su origen potencial
a partir de cualquiera de los tres promeristemos, patrones de desarrollo similares, asi como

su gran variabilidad en cuanto a tamafio y la presencia simultanea de ambos tipos de
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estructuras secretoras en el mismo érgano (Del Fueyo, 1986). Las cavidades secretoras han
aparecido en clados o linajes de angiospermas con una gran representatividad de canales,
p.ej. en el orden Sapindales (Tolke et al., 2022), que incluye a Rutaceae, los canales estan
presentes en Anacardiaceae, Burseraceae y Simaroubaceae. En contraste, en Asteraceae
los canales estan presentes en al menos 17 tribus y las cavidades estan circunscritas a
Tageteae (Martinez-Quezada et al., 2022), por lo que se puede determinar que los canales
son plesiomorficos respecto a las cavidades. Estos mismos autores resaltan que en
Asteraceae el numero de estratos de células epiteliales y de la vaina (un estrato de
epiteliales y de la vaina en los canales, tres o0 mds estratos de en el caso de las cavidades),
son diferencias consistentes que permiten delimitarlas en la familia. Bajo este marco de
referencia las glandulas de aceite que se reportan en Rutaceae, efectivamente
corresponden a cavidades secretoras, mientras que las que se reportan para Myrtaceae,
corresponden a canales cortos.

Planteamos la hipdtesis de que las cavidades secretoras surgen como una variacion
de los canales en la historia evolutiva de las angiospermas. Las cavidades secretoras se
originan como canales especializados (Vuillmin, 1884; Van Tieghem, 1885; Lebois, 1887)
gue se vuelven muy grandes y por una cuestién mecanica y funcional, han desarrollado un
epitelio secretor y vaina multiestratificados. Los multiestratos de las cavidades le permiten

soportar una mayor presién debido a la acumulacién de un mayor volumen de secreciones.
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Conclusiones

Los canales y las cavidades secretoras en Asteraceae tienen origen esquizégeno. Los
patrones de desarrollo de estos tipos de estructuras secretoras coinciden con otros grupos
como Myrtaceae y Rutaceae. Estos tipos de estructuras secretoras pueden desarrollarse a
partir de células provenientes de diferentes promeristemos en taxones distintos, los canales
pueden originarse potencialmente a partir de células de la protodermis, del meristemo
fundamental y del procambium, mientras que en el caso de las cavidades secretoras, sélo
se ha reportado su origen a partir de células de la protodermis y del meristemo
fundamental. Los caracteres estructurales mas consistentes que permiten reconocer a los
canales de las cavidades secretoras en Asteraceae son aquellos que corresponden al
numero de estratos de células epiteliales y de la vaina de la cavidad como se habia
reportado en trabajos previos. Ademas de esto, los canales en esta familia se originan a
partir de células del procambium, mientras que las cavidades secretoras se originan a partir

de células del meristemo fundamental.
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Figura 1. Desarrollo de los canales de Bidens odorata. A) Apice del tallo en seccién
longitudinal, se aprecian los primeros tres pares de primordios foliares y las primeras células
que corresponden al inicio de los canales secretores (flechas). B-C) Diferenciacion de las
células epiteliales e inicio de las células procambiales (flecha). D) Proliferacién de las células
epiteliales a través de divisiones anticlinales hacia ambos extremos del primordio foliar. E-
F) Desarrollo de multiples vacuolas al interior de las células epiteliales, formacion del
espacio intercelular y produccion de secreciones. G) Canal completamente desarrollado. E
= células epiteliales, X = xilema.

Figura 2. Desarrollo de las cavidades secretoras de Tagetes tenuifolia. A-D) Camulo de
células con divisiones en todos los planos que marca el inicio del desarrollo de las cavidades
secretoras en los I6bulos de la hoja. E-J) Formacion del espacio intercelular y compactacion
de las células en la periferia debido al crecimiento del lumen de la cavidad. K) Diferenciacion
de las células epiteliales en la periferia del lumen de la cavidad. L). Cavidad secretora
madura, se observan las células de la periferia engrosadas (vaina) rodeando al epitelio

secretor (Fig. 2).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

Asteraceae es una de las familias mas diversas dentro de las angiospermas, esta diversidad
no solo se refleja en el numero de especies que comprende, sino que también se ve
reflejada en su variabilidad morfoldgica y anatdmica. Los miembros de Asteraceae
presentan modificaciones del plan estructural basico de las eudicotiledéneas que han
resultado exitosas en términos ecoldgicos y evolutivos. De acuerdo con Panero y Crozier
(2016), caracteres como la duplicacién y la presencia de elementos transponibles del
genoma (Staton & Burke, 2015), los capitulos dispuestos en sinflorescencias racemosas, la
presencia de un vilano (caliz modificado) en las cipselas, los frutos fitomelanicos, asi como
los procesos de dispersidn transoceanicos han permitido la diversificacion de los linajes de
la familia.

Aunque actualmente se reconoce la extraordinaria diversidad quimica presente en
las compuestas, su valor adaptativo sélo fue reconocido por pocos autores, siendo
Cronquist (1981) uno de los primeros en sugerir que la fitoquimica de Asteraceae
contribuyd a su éxito evolutivo. Todos estos compuestos no son sintetizados
aleatoriamente en los érganos vegetales sino que se producen en células y tejidos
especializados de los mismos, conocidos como sistemas secretores. Por lo tanto, se podria
inferir que la diversidad de compuestos quimicos producidos en los érganos de las
Asteraceae (principalmente las hojas), estaria relacionada con la diversidad de sistemas
secretores.

En este trabajo se analizaron representantes del 87% de las tribus reconocidas para

Asteraceae. Los resultados en conjunto con lo reportado previamente para la familia,
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demostraron que las estructuras secretoras estan presentes en el 80% de las tribus en la
familia. Los resultados también mostraron que la diversidad estructural de las compuestas
no sélo esta circunscrita al aspecto morfoldgico, sino también anatémico. En el primer
capitulo de esta tesis se encontraron 20 tipos de tricomas glandulares agrupados en 20
categorias, cavidades secretoras, hidatodos, laticiferos y canales secretores en al menos
cuatro posiciones distintas respecto a los haces vasculares. En este sentido, los miembros
de esta familia han puesto a prueba las estructuras secretoras en multiples ocasiones en su
historia evolutiva, resultando en una gran diversidad de formas estructurales.

El resultado de los andlisis filogenéticos comparativos, permitieron apoyar la
hipdtesis de Cronquist (1981), puesto que las estructuras secretoras mas diversas dentro de
Asteraceae (canales y tricomas glandulares) se revelaron como atributos que favorecieron
la diversificacion de los linajes de las compuestas. Los patrones de las tasas de
diversificacion a lo largo de la filogenia utilizada son similares a los obtenidos por Panero y
Crozier (2016). Si bien previamente se habia hablado del papel de la diversidad quimica
como un promotor de la radiacidon de Asteraceae; este estudio es el primer acercamiento
gue explora la relacién entre las estructuras secretoras, la diversidad quimica y los patrones
de diversificacidn. En este sentido, los linajes con un menor nimero de especies, pueden o
no presentar estructuras secretoras y éstas se vuelven mas abundantes y diversas en los
linajes con un mayor numero de especies; patréon que se repite con la diversidad quimica

reportada en la familia.
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