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Abstract: Comparative leaf anatomy and phylogenetic relationships of 11 species of Laeliinae with
emphasis on Brassavola (Orchidaceae). Brassavola inhabits a wide altitude range and habitat types from
Northern Mexico to Northern Argentina. Classification schemes in plants have normally used vegetative and
floral characters, but when species are very similar, as in this genus, conflicts arise in species delimitation, and
alternative methods should be applied. In this study we explored the taxonomic and phylogenetic value of the
anatomical structure of leaves in Brassavola; as ingroup, seven species of Brassavola were considered, and
as an outgroup Guarianthe skinneri, Laelia anceps, Rhyncholaelia digbyana and Rhyncholaelia glauca were
evaluated. Leaf anatomical characters were studied in freehand cross sections of the middle portion with a
light microscope. Ten vegetative anatomical characters were selected and coded for the phylogenetic analysis.
Phylogenetic reconstruction was carried out under maximum parsimony using the program NONA through
WinClada. Overall, Brassavola species reveal a wide variety of anatomical characters, many of them associated
with xeromorphic plants: thick cuticle, hypodermis and cells of the mesophyll with spiral thickenings in the
secondary wall. Moreover, mesophyll is either homogeneous or heterogeneous, often with extravascular bundles
of fibers near the epidermis at both terete and flat leaves. All vascular bundles are collateral, arranged in more
than one row in the mesophyll. The phylogenetic analysis did not resolve internal relationships of the genus; we
obtained a polytomy, indicating that the anatomical characters by themselves have little phylogenetic value in
Brassavola. We concluded that few anatomical characters are phylogenetically important; however, they would
provide more support to elucidate the phylogenetic relantionships in the Orchidaceae and other plant groups if
they are used in conjunction with morphological and/or molecular characters. Rev. Biol. Trop. 59 (3): 1047-
1059. Epub 2011 September 01.

Key words: Cladistic analysis, leaf anatomy, orchids, Brassavola, Laelia, Guarianthe, Rhyncholaelia.

Laeliinae es una subtribu neotropical que
comprende alrededor de 40 géneros y 1913
especies (van den Berg 2005). Géneros como:
Brassavola R. Br., Cattleya Lindl., Guarianthe
Dressler & W.E. Higgins y Rhyncholaelia Schl-
tr., son de un extraordinario valor ornamental;
otros como Encyclia Hook., Epidendrum L.y
Prosthechea Knowles & Westc., constituyen
elementos floristicos comunes del Neotrdpi-
co. Brassavola (Epidendroideae, Laeliinae) se
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distribuye desde el norte de México hasta el
norte de Argentina y ocupan intervalos de dis-
tribucién altitudinal desde los 0-1000 (-1700)
msnm. Entonces se caracteriza por presentar
plantas epifitas con tallos teretes, de una sola
hoja suculenta, e inflorescencias generalmente
racemosas, de una a tres (-18) flores. Las espe-
cies de Brassavola son cominmente conocidas
como “dama de noche” por sus flores blancas,
muy fragantes al anochecer. La mayoria de
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las plantas muestran un aspecto similar en sus
caracteristicas vegetativas y florales, lo cual
ha causado conflictos en la delimitacién de
las especies y en los sistemas de clasificacion
propuestos. El nimero y la delimitacién de las
especies para el género es variable de acuerdo
a diversos autores, Jones (1975), considerd 18
spp; Brieger et al. (1976), incluyeron 15 spp;
por su parte Withner (1998) sefial6 16 spp. y
posteriormente en 2007 reconsiderd el género
constituido por 19 spp.

A pesar de los avances en el conocimiento
de la estructura anatémica de muchos represen-
tantes de las Orchidaceae, Stern & Carlsward
(2009) sefialaron que los estudios anatémicos
exhaustivos en la subtribu Laeliinae han sido
escasos. Sin embargo, Baker (1972) caracteriz6
detalladamente la morfologia y anatomia foliar
de 36 géneros y 79 taxones de las Laeliinae. Por
otra parte, Oliveira & Sajo (1999) estudiaron la
anatomia foliar de los géneros: Prosthechea y
Encyclia, ademds de las especies Epidendrum
campestre Lindl. y E. secundum Jacq., también
pertenecientes a las Laeliinae.

En Brassavola las investigaciones se han
centrado principalmente en dos especies B.
nodosa (L.) Lindl. y B. cucullata (L.) R. Br. en
las cuales se ha estudiado la anatomia de sus
drganos vegetativos (Abreu & Pefia 1982, Prid-
geon et al. 1983, Porembski & Barthlott 1988,
Stern & Carlsward 2009). Stern & Carlsward
(2009) con un enfoque evolutivo, realizaron
un andlisis cladistico basado en caracteres
morfo-anatémicos vegetativos de 40 especies
(incluyendo B. cucullata) de la subtribu Lae-
liinae, con el fin de examinar si la anatomia
podria proporcionar evidencia sobre la monofi-
lia del grupo. De esta manera se evaluaron seis
caracteres anatomicos foliares, los resultados
obtenidos indicaron que los caracteres vegeta-
tivos por si solos son insuficientes para resolver
las relaciones filogenéticas entre los taxones
estudiados, pero pueden ser ttiles para evaluar
los patrones de evolucién dentro de la subtribu.

Dado que Brassavola es un grupo monofi-
Iético (van den Berg er al. 2009) y que sus
plantas presentan una morfologia foliar muy
similar, en el presente trabajo se examind la

estructura anatémica foliar de un grupo de
especies de Laeliinae con énfasis en Bras-
savola, con el propdsito de explorar carac-
teres de valor taxondémico y ademds evaluar
si éstos son filogenéticamente informativos
para este género.

MATERIALES Y METODOS

En clasificaciones taxondmicas previas
para Brassavola (Schlechter 1919, Brieger
et al. 1976, Withner 1998, 2007) la mayoria
coinciden en la existencia de cuatro secciones.
En este estudio se consideraron siete especies
pertenecientes a tres de las secciones pro-
puestas por estos autores: 1. Secc. Brassavola
Lindl.: B. appendiculata A. Rich. & H. G.
Galeotti; 2. Secc. Cuneilabia Rchb.: B. acau-
lis Lindley & Paxton, B. nodosa (L.) Lindl. y
B. subulifolia Lindl.; 3. Secc. Conchoglossa
Schltr.: B. ceboletta Rchb., B. fragrans Barb.
Rodr. y B. tuberculata Hook.; basado en revi-
siones taxondmicas previas en este trabajo se
acepta el nombre B. appendiculata. La especie
Brassavola appendiculata se distribuye desde
el Norte de México hasta Nicaragua y corres-
ponde con lo que otros autores han llamado en
esta zona como B. cucullata. Adicionalmente,
se analizaron cuatro especies también perte-
necientes a la subtribu Laeliinae: Guarianthe
skinneri (Bateman) Dressler & W. E. Higgins,
Laelia anceps Lindl., Rhyncholaelia glauca
(Lindl.) Schltr. y R. digbyana (Lindl.) Schl-
tr. La cita de los nombres de los autores fue
seguida de acuerdo a Brumitt & Powell (1992).
Los especimenes del material estudiado pro-
vienen de plantas recolectadas en el campo y
de colecciones particulares. Muestras repre-
sentativas de cada taxdén fueron depositadas en
el Herbario CICY, del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan, Mérida, México, con
los siguientes registros: R. glauca: D. Angulo
sn; R. digbyana: G. Carnevali et al. # 4966; B.
subulifolia: G. Carnevali # 7503; B. ceboletta:
G. Carnevali #7529; B. fragrans: G. Carnevali
#7530; B. nodosa: G. Carnevali #7531; B.
acaulis: G. Carnevali #7236; G. skinneri:G.
Carnevali sn; Laelia anceps: G. Carnevali sn;
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B. appendiculata: W. Cetzal # 32; B. tubercu-
lata: A. Pardo sn.

El estudio se llevé a cabo con hojas madu-
ras de plantas vivas; se tomaron fragmentos de
la porcién media de la hoja y se fijaron en FAA
(Formaldehido 5%, Acido acético 5%, Agua
40% y Etanol 50%) (Sass 1958). Dichos frag-
mentos fueron seccionados transversalmente
a mano alzada. Las secciones fueron tefiidas
con azul de tolouidina acuosa (0.5%), se mon-
taron en glicerina (50%) y se sellaron con
esmalte transparente para uflas. Para el estudio
epidérmico, se colocaron porciones de hoja
de aproximadamente 0.5cm en hipoclorito de
sodio comercial (3.75%) durante tres horas, se
lavaron exhaustivamente con agua destilada y
se eliminaron los restos del mesofilo con ayuda
de un pincel y bajo un microscopio estereos-
cépico. Las porciones de epidermis se tifieron
y se montaron de forma semejante a lo antes
expuesto. Todas las ldminas preparadas fueron
fotografiadas con un microscopio dptico Nikon
Eclipse E 200 equipado con cdmara fotografi-
ca digital Evolution LC en el Laboratorio de
Anatomia Vegetal “Antonio Ferndndez”, de
la Facultad de Agronomia de la Universidad
Central de Venezuela (UCV), en Maracay,
Venezuela. Por otra parte, se observaron con un
microscopio 6ptico binocular Leica-DME para
la descripcién de los caracteres de los tejidos

dérmico, fundamental y vascular, en el Labo-
ratorio de Anatomia Vegetal de la Unidad de
Recursos Naturales del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan, A.C. (CICY), Mérida,
Yucatdn, México.

Producto de la caracterizacién y obser-
vacion de la estructura anatémica foliar se
codificaron 10 caracteres, los mismos definie-
ron sus estados en cada caso (Cuadro 1). Una
vez codificados todos los caracteres para cada
taxa, se procedié a construir la matriz que se
emplearia en el andlisis cladistico (Cuadro 2).
Los caracteres codificados fueron no ordena-
dos, discretos, binarios y multiestados. Las
especies: G. skinneri, L. anceps, R. glauca y R.
digbyana se seleccionaron como grupo exter-
no, esto basado en la filogenia de las Laeliinae
realizada por van den Berg ef al. (2009); para
la polarizacién de los caracteres se utilizé como
raiz a L. anceps. La reconstruccion filogenéti-
ca se efectud con el uso de NONA (Goloboff
1993) a través de WinClada (Nixon 2002).
Por lo tanto, se aplicé el algoritmo Ratchet
(Nixon 1999) con 500 iteraciones, diez arboles
y tres caracteres muestreados en cada iteracion.
Cuando se obtuvo mds de un arbol igualmente
parsimonioso, se calcularon drboles de consen-
so estricto para identificar los clados comunes
a todos estos arboles. La discriminacion entre
los arboles resultantes se hizo sobre las bases

CUADRO 1
Caracteres anatémicos y estado de cardcter codificados para el anlisis cladistico de Brassavola

TABLE 1
Anatomical characters and character state coded for cladistic analysis of Brassavola

N° Caracter anatémico/estado de caracter

1 Superficie de la cuticula: lisa (0), ondulada (1)

2 Distribucién de los estomas: abaxial (0), ad-abaxial (1)

3 Tipo de tricomas: tetracitico (0), paracitico (1), anomociticos (2)

4 Células de pared secundaria con engrosamientos: ausentes (0), presentes (1)
5 Disposicion de los paquetes de fibras: adaxial/abaxial (0), abaxial (1)

6 Presencia de rafidios: ausentes (0), presentes (1)

7 Presencia de drusas: ausentes (0), presentes (1)

8 Distribucién de hipodermis foliar: adaxial (0), adaxial-abaxial (1), ausente (2)
9 Organizacion del mesoéfilo: heterogéneo (0) homogéneo (1)

10 Tipo de meséfilo: equifacial (0), bifacial (1)
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CUADRO 2
Estados de caracter codificados para cada taxa en el
andlisis cladistico de Brassavola y su grupo externo

TABLE 2
Coded character states for each taxa in the cladistic
analysis of Brassavola and the outgroup

Taxon Caracteres
12345678910
Laelia anceps 000O0O0OOOOOO
Gurianthe skinneri 001201 01001
Rhyncholaelia dighyana 0 0 0 1 1 0 1 2 0 1
R. glauca 0010111201
Brassavola acaulis 1111110210
B. appendiculata 0110110 10102
B. ceboletta 1111000200
B. fragrans 01011000T1T1O0
B. nodosa 110101 110100
B. tuberculata 0110010210
B. subulifolia 0110010200

de longitud de los drboles (L), el indice de
consistencia (IC) (Kluge & Farris 1969) y el
indice de retencion (IR) los cuales son valores
que evaldan la homoplasia del juego de datos
(Farris 1989).

RESULTADOS

Estudio anatéomico foliar: Sistema dér-
mico (Cuadro 3): CuricuLA: tanto las especies
de Brassavola como las del grupo externo tie-
nen cuticula gruesa, sus espesores superan los
10pm (evaluacién efectuada sobre fotografias),
la cual varia de lisa a ondulada (Figs. 1-2).
CELULAS EPIDERMICAS TIPICAS: isodiamétricas
a ligeramente alargadas en vista paradérmica
con paredes anticlinales rectas y gruesas, mien-
tras que en seccién transversal se observan
cuadrangulares a rectangulares con la pared
periclinal externa plana o convexa en mayor o
menor grado y llegan a formar papilas en Bras-
savola acaulis, Brassavola ceboletta (Fig. 3) y
Brassavola nodosa (Fig. 4). Tricomas: ausen-
tes en todas las especies estudiadas. Estomas:
las hojas de Brassavola son anfiestomadticas,
sin embargo el resto de las especies estudia-
das tienen hojas hipoestomaticas (Cuadro 3).
El tipo de estoma en Brassavola es variable:
paraciticos, tetraciticos o combinaciones de
éstos, los cuales pueden estar al mismo nivel
del resto de las células epidérmicas o hundidos.
En B. acaulis (Fig. 5), B. appendiculata, B.
tuberculata, B. subulifolia (Fig. 6) y B. cebo-
letta, son paraciticos; en Brassavola fragrans
y B. nodosa son paraciticos y tetraciticos; en

CUADRO 3
Caricteres del sistema dérmico de las especies de Brassavola y su grupo externo

TABLE 3
Characters of Brassavola dermal system and the outgroup

Taxon Forma.de Superﬁf:ie de

la hoja la cuticula

L. anceps plana lisa

G. skinneri plana lisa

R. digbyana plana lisa

R. glauca plana lisa

B. acaulis terete ondulada

B. appendiculata terete lisa

B. ceboletta plana ondulada

B. fragrans terete lisa

B. nodosa plana ondulada

B. tuberculata terete lisa

Disposicién de los estomas

Tipo de estomas

abaxial tetraciticos
abaxial anomociticos/paraciticos
abaxial tetraciticos
abaxial paraciticos
adaxial-abaxial paraciticos
adaxail-abaxial paraciticos
adaxial-abaxial paraciticos

adaxial-abaxial paraciticos/tetraciticos

adaxial-abaxial paraciticos/tetraciticos

adaxial-abaxial paraciticos
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Fig. 1-4. Secciones transversales de la hoja de Brassavola. Nétese pared periclinal externa de células epidérmicas y cuticula.
1. B. acaulis. convexa y muy ondulada 2. B. fragrans. plana y levemente ondulada. 3. Vistas paradérmicas. Nétense papilas,
indicadas con flecha en 3. B. ceboletta 'y 4. B. nodosa.
Fig. 1-4. Transverse sections of Brassavola leaf. Note outer periclinal wall of epidermal cells and cuticule. 1. B. acaulis.
Convex an very undulating. 2. B. fragrans. flat and slightly undulating. Paradermal views. Note papillae, as indicated by
arrow in 3. B. ceboletta and 4. B. nodosa.

Rhyncholaelia digbyana y Laelia anceps son
tetraciticos y en Rhyncholaelia glauca (Fig. 7)
son paraciticos (Cuadro 3). S6lo en Guarianthe
skinneri se diferencian estomas anomociticos
(Fig. 8) ademds de los paraciticos. SISTEMA
FUNDAMENTAL: (Cuadro 4). HipobERMIS: en las
especies estudiadas que tienen hipodermis, esta
es uniestratificada a excepcion de G. skinneri
que la presenta biestratificada, pero sélo en la
cara adaxial. En las hojas teretes de B. appen-
diculata (Fig. 9) y B. fragrans, la hipodermis
se distribuye en la cara abaxial y adaxial, por
consiguiente circunda la hoja, mientras que las

hojas conduplicadas de B. nodosa, se ubica en
ambas caras. En L. anceps, se dispone sélo en la
cara adaxial (Fig. 10). Las c€lulas de este tejido
son isodiamétricas o en ocasiones ligeramente
alargadas periclinal o anticlinalmente y con
paredes engrosadas. CLORENQUIMA: a pesar que
algunas hojas de Brassavola son teretes o semi-
teretes, se puede diferenciar un lado adaxial
correspondiente al drea superficial sulcada de
la hoja y uno abaxial que corresponde a la
region convexa o redondeada de la misma hoja.
Por lo tanto se observaron dos tipos de hoja
de acuerdo a la disposicién del parénquima:
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Fig. 5-8. Vistas paradérmicas de la epidermis foliar. 5. Brassavola acaulis. 6. B. subulifolia. 7. Ryncholaelia glauca. 8.
Guarianthe skinneri.
Fig. 5-8. Paradermal views of leaf epidermis. 5. Brassavola acaulis. 6. B. subulifolia. 7. Ryncholaelia glauca. 8.
Guarianthe skinneri.

bifaciales y equifaciales. En G. skinneri, R.
digbyana y R. glauca, el mesofilo es bifacial,
con una clara diferenciacién de parénquima en
empalizada, conformado por tres a seis capas
de células alargadas y de parénquima esponjoso
constituido por nueve a trece capas de células,
voluminosas y de paredes delgadas (Cuadro 4).
El resto de las especies poseen hojas equifa-
ciales, unas con diferenciacién de parénquima
empalizada y parénquima esponjoso en ambas
caras: B. ceboletta, B. nodosa y L. anceps; y
se presentaron generalmente cinco a seis capas
del primer tejido en la cara adaxial y cuatro a
cinco en la abaxial con siete a diez capas del

esponjoso en el centro, este dltimo constituido
por c€lulas voluminosas y de paredes delgadas,
y las otras: B. acaulis, B. fragrans, B. tubercu-
lata y B. subulifolia con mesofilo homogéneo
(sin distincién entre parénquima empalizada
y esponjoso) (Cuadro 4); estas ultimas espe-
cies tienen hojas de semiteretes a teretes y el
mesofilo estd integrado por aproximadamente
20-22 capas de células. En B. appendiculata
el mesofilo puede ser heterogéneo u homogé-
neo. (Cuadro 4). CELULAS CON ENGROSAMIEN-
Tos: espiralados en la pared secundaria de las
células del mesofilo son muy abundantes en:
B. acaulis (Fig. 11), B. ceboletta, B. fragrans
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CUADRO 4
Carécteres del sistema fundamental y vascular de las especies de Brassavola y su grupo externo

TABLE 4
Fundamental characters and vascular system of Brassavola species and the outgroup

Hipodermis Tipo de hoja de
Taxon adaxial  adaxial-abaxial acuerdo al mesofilo
L. anceps P(1%) equifacial
G. skinneri P(2%) bifacial
R. digbyana A bifacial
R. glauca A bifacial
B. acaulis A equifacial
B. appendiculata P(1%) equifacial/bifacial
B. ceboletta A equifacial
B. fragrans P(1%) equifacial
B. nodosa P (1%) equifacial
B. tuberculata A equifacial
B. subulifolia A equifacial

Células con Cristales Fibras extravasculares
Meséfilo  engrosamientos . . . X
espiralados rafidios  drusas abaxial ~ adaxial-abaxial
He A P A P
He A P P P
He P P P P
He A A P P
Ho P A A P
Ho/He A A A P
He P P A P
Ho P p A P
He P A A P
Ho A A A P
Ho A A A P

He=heterogéneo; Ho=homogeneo; P=presente;*=mimero de capas; A=ausente.

y B. nodosa; mientras que en R. digbyana,
son reticulados y muy engrosados. En el resto
de las especies estudiadas no se observaron
dichos engrosamientos (Cuadro 4). INCLUSIONES
CELULARES: idioblastos conteniendo cristales
de oxalato de calcio en forma de rafidios en el
mesofilo de: B. ceboletta (Fig. 12), B. fragrans,
L. anceps, G. skinneri y R. digbyana; o con
drusas en la hipodermis y el mesofilo de: G.
skinneri, R. dighyana y R. glauca (Cuadro 4).
FIBRAS EXTRAVASCULARES: son comunes en todas
las especies estudiadas, los paquetes de fibras
son variables en posicién y nimero. Dispuestos
en la cara abaxial: B. acaulis, B. appendiculata,
B.nodosa, G. skinneri, R. digbyana y R. glauca
y organizados en ambas caras en: B. ceboletta,
B. fragrans, B. tuberculata, B. subulifolia y
L. anceps (Cuadro 4) (Fig. 13). En las hojas
teretes a semiteretes se observo una mayor can-
tidad de paquetes de fibras extravasculares. Sis-
TEMA VASCULAR: HAZ VASCULAR: de tipo colateral
cerrado. En Brassavola los haces principales
generalmente se disponen en un arco central
y los haces vasculares secundarios, en arcos
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subyacentes superior y/o inferior, arreglados en
zig-zag. En L. anceps, G. skinneri, R. digbyana
y R. glauca, los haces vasculares principales
se organizan en una hilera central, intercalados
con haces vasculares secundarios. Estos haces
estdn bordeados por una vaina vascular escle-
renquimadtica, mas desarrollada hacia el lado
del floema (Fig. 13).

Analisis filogenético de Brassavola: La
matriz de datos anatémicos comprendié diez
caracteres (Cuadro 2). En la busqueda heuristi-
ca se encontraron 168 arboles mds parsimonio-
sos de 22 pasos, un IC=0.50 y un IR=0.57. En
el arbol de consenso estricto no se resuelven las
relaciones internas del género, se obtuvo una
politomia (Fig. 14).

DISCUSION

Los caracteres presentes en la cuticula
de las especies de Brassavola coinciden con
las caracteristicas sefialadas para las Laeliinae
por Baker (1972) al referirse a la presencia
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Fig. 9-12. Secciones transversales de las hojas. 9. Brassavola appendiculata, nétese hipodermis (indicada con flecha)
y parénquima clorofiliano. 10. Laelia anceps con mesofilo equifacial heterogéneo. 11. B. acaulis, con engrosamientos
espiralados. 12. B. ceboletta, nétense inclusiones cristalinas.

Fig. 9-12. Transverse sections of leaves. Brassavola appendiculata. note hypodermis (indicated by arrow) and chorophyll
parenchyma. 10. Laelia anceps. with mesophyll equifacial heterogeneous. 11. B. acaulis. note spiral thickenings. 12. B.

ceboletta. note crystalline inclusions.

de una cuticula de lisa a granular. En este
estudio se caracteriz6 como lisa u ondulada
hasta papilosa. Sandoval-Zapotitla et al. (2003)
mencionaron que la presencia de micropapilas
como ornamentaciones epidérmicas facilita una
mejor captaciéon de luz por diferentes angu-
los oblicuos. Asimismo, pueden actuar en la
regulacién de la cantidad de luz incidente y
evitan que se calienten los tejidos subyacentes
y se dafien los estomas (Lindorf et al. 1991).
En Brassavola, la presencia de papilas estu-
vo asociada a las especies con hojas planas

y erectas de B. ceboletta y semiteretes de B.
nodosa, sin embargo, también se presentaron
en B. acaulis, que tienen hojas teretes. De
acuerdo a Esau (1965) y Withner et al. (1974)
el grosor de la cuticula estd determinado por
la exposicion al sol, las hojas mds expuestas
tienden a exhibir una cuticula mds gruesa en
ambas caras; este rasgo ha sido observado en
otras orquideas, como Maxillaria miniata y
Pleurothalis cardiantha (Ely et al. 2007). Esta
condicion se constaté en Brassavola, debido
a que crecen generalmente en las ramas mads
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4 mm

Fig. 13. Comparacién de secciones transversales de las especies de Brassavola. A-D. aplica la escala: 3 mm. A. B.
appendiculata. B. B. fragrans. C. B. revoluta. D. B. subulifolia. E-G. aplica la escala: 4 mm. E. B. acaulis. F. B. ceboletta.

G. B. nodosa.

Fig. 13. Comparison of transverse sections of species of Brassavola. A-D. scale applies: 3mm. A. B. appendiculata. B. B.
fragrans. C. B. revoluta. D. B. subulifolia. E-G. scale applies: 4 mm. E. B. acaulis. F. B. ceboletta. G. B. nodosa.

Laelia anceps
Guarianthe skinneri
Rhyncholaelia digbyana
Rhyncholaelia glauca
Brassavola acaulis

Brassavola appendiculata

Brassavola ceboletta
Brassavola fragans
Brassavola nodosa

Brassavola revoluta

Brassavola subulifolia

Fig. 14. Arbol de consenso estricto de 168 arboles mds
parsimoniosos basado en caracteres anatomicos foliares de
siete especies de Brassavola. L= 22, CI= 50, RI=57.

Fig. 14. Strict consensus tree of 168 most parsimonious
trees base on leaf anatomical characters of seven species of
Brassavola. L= 22,1C= 50, IR= 57.

expuestas del forofito y presentan cuticulas
gruesas, superiores a 7um (considerando la
propuesta de Pyykko 1966), ademds tienen
las paredes anticlinales y periclinales de las
células epidérmicas engrosadas. No se obser-
varon tricomas en Brassavola y el resto de
las especies estudiadas, esto en corresponden-
cia con los resultados de Stern & Carlsward
(2009), quienes mencionaron la ausencia de
tricomas en las Laeliinae. Sin embargo, Baker
(1972) indic6 que es frecuente la presencia de
tricomas en las Laeliinae, por lo que Stern &
Carlsward (2009) argumentaron que la ausen-
cia de tricomas en las 37 especies estudiadas,
posiblemente se debia a que la célula terminal
de dichos tricomas tiene paredes delgadas y
se desprende facilmente, ademds mencionaron
que estos tricomas son efimeros en las hojas
adultas. No obstante, lo anteriormente expuesto
es poco probable porque deberian observarse
las bases de los mismos en la epidermis. Los
estomas paraciticos y tetraciticos fueron los
mas frecuentes, lo cual coincide con lo des-
crito por Stern & Carlsward (2009), quienes
seflalaron que los estomas tetraciticos son los
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mas comunes en las Laeliinae. En el trabajo de
los autores antes citados no se describieron los
tipos de estomas de cada una de las especies
consideradas, de igual forma ocurre con el estu-
dio de Abreu & Peiia (1982). Por consiguiente,
en esta investigacién se presenta una primera
descripcién de los tipos de estomas para siete
especies de Brassavola y para las especies G.
skinneri, L. anceps, R. glauca y R. digbyana.
En algunas especies de orquideas que
carecen de seudobulbos, el mesofilo foliar
posee células con engrosamientos espiralados,
que tienen por funcién almacenar agua y evitar
el colapso de los tejidos durante los periodos
de sequia, tal como se presenta en la subtribu
Pleurothallidinae (Pridgeon 1986, Scatena &
Nunes 1996, Ely er al. 2007). Este rasgo se
observé en B. acaulis y B. ceboletta. En Bras-
savola los tallos son muy delgados, teretes y
posiblemente sea muy limitada su funcién de
almacenamiento de agua, por consiguiente, la
hoja estd adaptada para cumplir esta funcién.
Madisson (1977) y Roth (1992) consideraron
que la hipodermis es la estructura mas comin
para el almacenamiento foliar de agua, estando
presente en varias familias de epifitas. Segin
Haberlandt (1914), Madisson (1977) y Ely
et al. (2007), ademds de almacenar agua, la
hipodermis ejerce un papel importante en la
economia de calor especialmente en epifitas
con metabolismo CAM vy protege al tejido foto-
sintético del exceso de luz, al disminuir la can-
tidad de ésta que incide sobre el clorénquima.
La constitucién del mesofilo estd asociada
a la forma de la hoja; por lo general las hojas
teretes presentan mesofilo homogéneo, no pre-
sentando diferenciacion entre parénquima en
empalizada y esponjoso (Oliveira & Sajo 1999,
Stern & Carlsward 2009) y las hojas condupli-
cadas pueden presentar mesofilo heterogéneo,
donde se distingue parénquima en empalizada
y esponjoso. La mayoria de las especies estu-
diadas de Brassavola que presentaron parén-
quima homogéneo, poseen hojas teretes o
semiteretes. La deposicion de inclusiones celu-
lares cristalinas ha sido frecuentemente obser-
vada en Orchidaceae (Sandoval-Zapotitla et
al. 2003, Stern et al. 2004, Stern & Carslward

2009). No obstante, poco se conoce sobre la
funcién(es) de los cristales. Stern & Carlsward
(2009) notaron la presencia de paquetes de
fibras en muchos taxones de Laeliinae. La dis-
tribucion de las fibras observadas en este estu-
dio, corresponde con la sefialada por Stern &
Carlsward (2009) para L. anceps, R. digbyana,
G. skinneri'y B. cucullata (B. appendiculata en
este estudio). Oliveira & Sajo (1999) indicaron
que las células esclerificadas confieren resis-
tencia mecdnica en caso de deshidratacion, por
otra parte Withner et al. (1974), sefialaron que
en Orchidaceae la presencia de hojas corid-
ceas, son caracteristicas de formas vegetativas
mds evolucionadas, que poseen seudobulbos
y son capaces de sobrevivir en hdbitats xéri-
cos. Conforme con los caracteres sefialados
por Rudall (1992), los resultados observados
en las especies estudiadas indican que estas
plantas poseen rasgos xeromorficos, puesto
que la mayoria de la especies tienen cuticula
gruesa, hipodermis, células con engrosamien-
tos espiralados en el mesofilo y abundantes
paquetes de fibras. Los caracteres anatémicos
foliares evaluados fueron muy heterogéneos
dentro del género y a su vez compartidos con
otros taxones de las Laeliinae previamente
estudiados a nivel especifico, por consiguiente,
no aportaron informacién de valor taxonémico
para Brassavola. En el caso de las Laeliinae y
especificamente en Brassavola, la variabilidad
anatémica observada en sus representantes esta
posiblemente asociada al amplio rango de hébi-
tats donde crecen.

Stern & Carlsward (2009) realizaron un
andlisis filogenético con caracteres anatémicos
vegetativos a nivel genérico en las Laeliinae,
sin embargo, no obtuvieron resolucién en las
relaciones, concluyendo que dichos caracteres
no fueron filogenéticamente informativos. Los
resultados del andlisis filogenético realizado en
este trabajo tampoco presentaron resolucion a
nivel inter e intragenérico, por lo que conllevan
a la siguiente interrogante ;En el resto de los
géneros de las Laeliinae los caracteres anato-
micos permiten resolver las relaciones filoge-
néticas intragenéricas? Es importante realizar
estudios donde se explore la utilidad de los
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caracteres anatomicos para facilitar la interpre-
tacion de la evolucidn de estos caracteres y el
entendimiento de las relaciones entre taxones.

Los caracteres anatémicos evaluados pre-
sentaron poco valor filogenéticamente infor-
mativo en Brassavola. Por otra parte, andlisis
filogenéticos en diferentes grupos de las Orchi-
daceae, como Oncidiinae (Stern & Carlsward
2006) y Maxillarieae (Stern et al. 2004); ambos
basados en ocho a diez caracteres anatomi-
cos de la hoja, tallo y/o raiz, generaron poca
resolucién en las topologias. Estas investiga-
ciones coinciden en sefialar que los caracteres
anatomicos generalmente son pocos y que por
sf solos presentan limitada informacién filoge-
nética. Sin embargo, es importante destacar que
a excepcion del trabajo aqui presentado, en la
mayoria de los estudios arriba citados el nime-
ro de taxa excede ampliamente el nimero de
caracteres, lo cual dificulta la obtencién de la
resolucién y soporte en las topologias. En con-
clusion, los caracteres anatomicos de las siete
especies de Brassavola resultaron ser homogé-
neos y no aportaron suficiente informacién que
permitiera separar las especies y ademads, estos
mismos caracteres no fueron filogenéticamen-
te informativos. No obstante, en conjuncién
con caracteres morfolégicos y/o caracteres
moleculares, pueden permitir dilucidar con
mayor soporte las relaciones filogenéticas en
las Orchidaceae y de otros grupos de plantas.
Asf por ejemplo, Cameron et al. (1999) sugi-
rieron que las tribus Cymbidieae y Maxillarieae
estdn cercanamente relacionadas de acuerdo a
datos de secuencias de rbcL, y posteriormente
Yukawa & Stern (2002) consideraron que los
estégmatas presentes en la raiz de especies de
estas subtribus podria ser una sinapomorfia en
el clado Cymbidieae-Maxillarieae. Ahora bien,
Prychid et al. (2004), sefialaron que los cuerpos
de silice estdn ausentes en dos subfamilias de
Orchidaceae: Vanilloideae y Orchidoideae, y
en la mayoria de las tribus y subtribus de las
Epidendroideae, pero estdn presentes en las
Apostasioideae que representa el grupo herma-
no del resto de las Orchidaceae. Estos resul-
tados anteriormente expuestos conducen a la
interpretacion que los caracteres anatomicos en

general pueden ser de utilidad taxondmica y/o
filogenética a diferentes niveles y dependiendo
del grupo en estudio.
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RESUMEN

Brassavola crece en un amplio rango altitudinal y de
tipos de habitat desde el Norte de México hasta el Norte de
Argentina. En los sistemas de clasificacion de las plantas
se utilizan normalmente caracteres vegetativos y florales,
pero cuando las especies son muy similares, como es el
caso de este género, los conflictos surgen en la delimitacion
de las especies, por lo tanto deben ser aplicados métodos
alternativos de identificacion. En este trabajo se explord el
valor taxonémico y filogenético de la estructura anatémi-
ca de las hojas de Brassavola, se consideré como grupo
interno a siete especies de este género y como grupo exter-
no a Guarianthe skinneri, Laelia anceps, Rhyncholaelia
digbyana y Rhyncholaelia glauca. Entonces se realizaron
secciones transversales de hojas frescas para el estudio
de los caracteres anatémicos. Diez caracteres anatémicos
vegetativos fueron seleccionados y codificados para el and-
lisis filogenético. La reconstruccién filogenética se 1levé a
cabo bajo el principio de maxima parsimonia utilizando el
programa NONA a través de WinClada. Todas las especies
son anatOmicamente similares, no obstante, difieren en
algunos rasgos como presencia o no: de papilas epidérmi-
cas, de hipodermis, de células con engrosamientos espira-
lados en la pared secundaria de las células del mesofilo, de
inclusiones cristalinas; ademads en el tipo de hoja de acuer-
do al arreglo del mesofilo; en la organizacion de los haces
vasculares y de los paquetes de fibras extravasculares.
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En el arbol de consenso estricto se obtuvo una politomia.
Asimismo, fue evidente que los caracteres anatomicos
analizados son filogenéticamente poco informativos; sin
embargo, en conjuncién con caracteres morfolégicos y/o
moleculares, podrian dilucidar las relaciones filogenéticas.

Palabras clave: anatomia foliar, andlisis cladistico, orqui-
deas, Brassavola, Laelia, Guarianthe, Rhyncholaelia
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