ESTUDIO MORFO-ANATOMICO DE DOS ORQUIDEAS DE UNA

SELVA NUBLADA TROPICAL

Francisca Ely, Fresia Torres, Fermin Rada y Yelitza Leon

RESUMEN

Se describen por primera vez la estructura morfo-anatomica
v estrategias hidricas de dos orquideas de las selvas nubladas
andinas de Venezuela, Maxillaria miniata y Pleurothallis car-
diantha. El estudio se efectué en una selva nublada poco in-
tervenida y en el bosque secundario del Jardin Botdnico de la
Universidad de los Andes, Venezuela. Las muestras recolecta-
das fueron fijadas en FAA y sometidas a métodos tradicionales
de anatomia vegetal y de MEB. Se determinaron sus potencia-
les hidricos foliares durante el aiio 2004-2005, para determi-
nar si presentan un comportamiento CAM tipico, CAM facul-
tativo o C;. Ambas especies exhiben caracteres xeromdrficos en
sus organos vegetativos. M. miniata presenta seudobulbos como
principales reservorios hidricos, hojas delgadas cartdceas, cé-

lulas epidérmicas de paredes engrosadas, hipodermis adaxial
biestratificada y abaxial uniestratificada, clorénquima homogé-
neo con haces bien desarrollados, abundante esclerénquima, y
cristales siliceos asociados a tejidos epidérmicos y esclerenqui-
madticos. En contraste, P. cardiantha presenta hojas suculentas
a coridceas, epidermis adaxial papilosa, mesdfilo heterogéneo,
haces pequerios, poco desarrollados e hipodermis acuifera plu-
riestratificada en ambas caras, que junto con los idioblastos
acuiferos del clorénquima constituyen los tejidos de reserva de
agua. Los potenciales hidricos registrados en estas especies se
mantuvieron elevados y casi invariables durante todo el ario, lo
cual sugiere un metabolismo CAM en ambos casos.

Introduccion

Las selvas nubladas tro-
picales constituyen uno de
los ecosistemas con mayor
biodiversidad vegetal del pla-
neta. En Venezuela se presen-
tan tipicamente entre 1800 y
2500msnm (Vareschi, 1980;
Ricardi, 2000). Tal diversi-
dad estd aportada principal-
mente por las especies epifi-
tas; especificamente por los
bridfitos y plantas vasculares
pertenecientes a las familias
Araceas, Bromeliaceas, Or-
quidédceas, Polipodidceas y
Piperdceas (Benzing, 1987,
Kersten y Silva, 2002; Sch-
neider et al., 2003; Kiiper
et al., 2004; Zotz, 2004).
Las orquideas constituyen el
grupo mejor representado y
mas diverso de los epifitos
vasculares (Benzing, 1987)

y dentro de esta familia se
destacan los géneros Pleu-
rothallis con 700 especies y
Maxillaria con 500 especies
(Foldats, 1970). La distribu-
cién de estos géneros es muy
amplia; abarca desde Flori-
da hasta Argentina, aunque
se concentra mas en Brasil,
Colombia, y Venezuela, se-
guida de Costa Rica y Perud
(Foldats, 1970; Oliveira y
Sajo, 1999, 2001; Borba et
al., 2001, Borgo y Menezes-
Silva, 2003). En Venezue-
la, Pleurothallis cardiantha
Rchb.f. y Maxillaria mineata
(Lindl) L.O. son dos de las
orquideas mds comunes de
las selvas nubladas del Es-
tado Mérida (Foldats, 1970;
Schneider et al., 2003). Estos
epifitos se encuentran tipica-
mente asociados a Pteridofi-
tos de los géneros Asplenium,

Elaphoglossum y Polypodium
y a Piperdceas del género
Peperomia (Schneider et al.,
2003).

La morfologia externa de
los d6rganos vegetativos y flo-
rales de las especies vene-
zolanas de Pleurothallis y
Maxillaria ha sido descrita
en detalle por Foldats (1970).
Pridgeon (1982) describi6 la
anatomia de 22 géneros de
la subtribu Pleurothallidi-
nae y caracterizé al género
Pleurothallis, basdndose en
los d6rganos vegetativos de P.
alexandrae, P. peduncularis y
P. scoparium. Posteriormente,
Pridgeon et al. (2001) realiza-
ron un andlisis filogenético de
la subtribu, apoyados en se-
cuenciaciéon de ADN nuclear
y cloroplastico, e incluyeron
en el estudio a la especie ve-
nezolana P. cardiantha. Por

otro lado, en Brasil, Oliveira
y Sajo (1999, 2001) realizaron
estudios morfo-anatémicos de
P. smithiana y Borba et al.
(2001, 2002) realizaron estu-
dios morfométricos y de bio-
logia reproductiva de P. ada-
mantinensis, P. fabiobarrosi,
P. johannensis, P. ochreata y
P. teres. Los estudios morfo-
anatémicos realizados por
Pridgeon (1982) y Oliveira
y Sajo (1999, 2001) sugieren
que Pleurothallis representa
un género muy homogéneo,
en lo que concierne a su es-
tructura vegetativa. Maxilla-
ria comparte el mismo tipo
de habitat que Pleurothallis y
ambos géneros se encuentran
estrechamente asociados en
las selvas nubladas andinas
(Schneider et al., 2003); a
pesar de ello, no existen des-
cripciones anatémicas de las
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SUMMARY

The morpho-anatomical vegetative structure and water-stor-
ing strategies of two orchids of the Venezuelan Cloud Forests,
Pleurothallis cardiantha and Maxillaria miniata, are described
for the first time. Field work was conducted in a relatively pre-
served Cloud Forest and a secondary forest of the Botanical
Garden of the Universidad de los Andes, Venezuela, located
in the same vicinity. Botanical specimens were stored in FAA
and submitted to standard plant anatomy microtechnique pro-
cedures, including SEM. Monthly leaf-water potentials were re-
corded during 2004-2005 in order to determine whether these
species behave as typical CAM, facultative CAM or Cj; species.
Both exhibit xeromorphic characters in their vegetative organs.
M. mineata presents pseudobulbs as main water storing struc-

RESUMO

Descrevem-se por primeira vez a estrutura morfo-anatomica
e estratégias hidricas de duas orquideas das selvas nubladas
andinas da Venezuela, Maxillaria miniata e Pleurothallis car-
diantha. O estudo foi efetuado em uma selva nublada pouco
intervencionada e no bosque secunddrio do Jardim Botdnico
da Universidade dos Andes, Venezuela. As amostras recolhidas
foram fixadas em FAA e submetidas a métodos tradicionais de
anatomia vegetal e de MEB. Determinaram-se seus potenciais
hidricos foliares durante o ano 2004-2005, para determinar se
apresentam um comportamento CAM tipico, CAM facultativo o
C3. Ambas as espécies exibem caracteres xeromorficos em seus
orgdos vegetativos. M. miniata apresenta pseudobulbos como
principais reservatorios hidricos, folhas finas cartdceas, células

tures, thin cartaceous leaves, epidermal and sclerenchymatic
tissues associated with siliceous crystals, adaxial hypodermis
double layered, single-layered abaxial hypodermis, homogenous
mesophyll with well developed collateral bundles, and abundant
sclerenchyma. P. cardiantha, in contrast, presents moderately
succulent to coriaceous leaves, adaxial epidermal cell forming
papillae, heterogenous mesophyll with poorly developed vascu-
lar bundles. The water-storing tissues in this species involve
the adaxial and abaxial hypodermis, as well as the acuiferous
idioblasts located in the spongy parenchyma. The leaf water-
potentials registered were high and remained practically invari-
able during the year, which suggests a typical CAM metabolism
in both cases.

epidérmicas de paredes engrossadas, hipoderme adaxial bi es-
tratificada e abaxial uni-estratificada, clorénquima homogéneo
com feixes bem desenvolvidos, abundante esclerénquima, e cris-
tais cilicios associados a tecidos epidérmicos e esclerenquimd-
ticos. Em contraste, P. cardiantha apresenta folhas suculentas
a coridceas, epiderme adaxial papilosa, mesofilo heterogéneo,
feixes pequenos, pouco desenvolvidos e hipoderme agiiifera
pluri-estratificada em ambas caras, que junto com os idioblas-
tos agqiiiferos do clorénquima constituem os tecidos de reserva
de dgua. Os potenciais hidricos registrados nestas espécies se
mantiveram elevados e quase invaridveis durante todo o ano, o
qual sugere um metabolismo CAM em ambos os casos.

especies venezolanas de Pleu-
rothallis y Maxillaria.

Las orquideas han desarro-
llado estrategias especializa-
das para afrontar las limita-
ciones hidricas, de nutrientes,
y la intensa radiacién que
le imponen su hébito epifi-
to (Benzing, 1987; Olivei-
ra y Sajo, 1999, 2001; Zotz,
2004); éstas consisten en el
desarrollo de 6rganos de al-
macenamiento de agua y car-
bohidratos, conocidos como
seudobulbos, que suelen estar
asociados a 6rganos florales
muy desarrollados, como es
el caso de los géneros Maxi-
llaria (Foldats, 1970), Van-
da y Epidendrum (Oliveira
y Sajo, 2001). En ausencia
de seudobulbos, las funcio-
nes de almacenamiento de
agua y nutrientes pueden ser
desempeiiadas por las hojas,
en cuyo caso, el desarrollo
de los d6rganos vegetativos
restantes es mucho més li-
mitado, como ocurre en or-
quideas del género Pleurotha-
llis (Oliveira y Sajo, 1999).
Ademads de las estructuras

de reserva, las orquideas se
asocian a hongos endomi-
corrizégenos y presentan el
metabolismo conocido como
acido crasulaceo (CAM; Wat-
son y Dallwitz, 2000; Zotz,
2004), atributos que han sido
considerados también como
adaptaciones a condiciones
xerofiticas (Oliveira y Sajo,
2001) y, en ambos casos, fa-
vorecen el aprovechamiento
de los recursos limitantes en
esas condiciones.

Los objetivos del presente
estudio son en primer lugar,
hacer una descripciéon morfo-
anatémica de P. cardiantha
y M. mineata, y en segundo
lugar, establecer cudles es-
trategias desarrollaron estas
especies para adaptarse al
hébito epifito, por lo que es
importante determinar si pre-
sentan un comportamiento
CAM tipico, como se asume
que presentan la mayoria de
las orquideas epifitas, CAM
facultativo, o bien C3 (Dahl-
gren et al., 1985; Watson y
Dallwitz, 2000, Zotz, 2004).
De presentarse los dos ul-
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timos casos mencionados,
deberian detectarse fluctua-
ciones entre sus potenciales
hidricos diurnos y en el caso
de presentar un metabolismo
CAM facultativo, fluctuacio-
nes solo en los periodos mads
himedos (Lambers et al.,
1998). El comportamiento
hidrico de estas especies fue
estudiado tanto en su ambien-
te natural, una selva nublada
poco intervenida, como en
un bosque secundario donde
habian sido introducidas des-
de 1998.

Area de Estudio

Las areas de estudio fueron
la selva nublada Monte Zer-
pa de Mérida, a 2150msnm
y el bosque secundario del
Jardin Botanico de Mérida,
a 1850msnm, el cual ha sido
destinado a la recreacion de
un bosque nublado y por ello
se han introducido epifitos
vasculares desde 1998. Am-
bos sitios pertenecen al Mu-
nicipio Libertador, al NNE
de la ciudad de Mérida, Ve-

nezuela. El régimen local de
precipitaciones es bimodal; el
periodo de sequia mas largo
se extiende desde diciembre
hasta marzo y el siguiente
de junio a setiembre. Los pe-
riodos lluviosos abarcan de
abril a junio y de mediados
de setiembre hasta finales de
noviembre. La temperatura
anual promedio bajo el do-
sel es de 16,9°C +2°C entre
el mes més cédlido y el més
frio (Schwarzkopf, 1985). El
periodo 2004-2005 se carac-
terizd por ser bastante hu-
medo; la precipitacion total
anual (Santos, 2006) fue de
2495.9mm y los tnicos meses
relativamente secos fueron
diciembre (77mm) y marzo
(35,9mm). Los meses mds hu-
medos fueron mayo (404mm)
y noviembre (401,35mm).

Materiales y Métodos

Las muestras para el estu-
dio anatémico fueron reco-
lectadas de un total de siete
individuos presentes en las
copas de cinco arboles (7/5)
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recién caidos en la selva nu-
blada de Monte Zerpa y de
cinco individuos del dosel del
bosque secundario del Jardin
Botdnico, provenientes origi-
nalmente de Monte Zerpa. En
la caracterizacién morfoldgica
se describieron hojas, tallos
y raices de ambas especies y
los seudobulbos, en el caso
de M. miniata.

Se guardaron testigos de
herbario de los ejemplares
recolectados en Monte Zer-
pa, en el herbario MERC del
Centro Jardin Botanico, Uni-
versidad de Los Andes, Vene-
zuela, identificados como:

Pleurothallis cardiantha
Rchb.f.

VENEZUELA. Mérida:
Monte Zerpa, Municipio Li-
bertador. Selva nublada ubi-
cada a 2150m al NNE de
Mérida, sector Santa Rosa.
14-X1-2003. (Ely, F., Leon,
Y., Tirado C. y Borregales E.
608. MERC).

Maxillaria mineata
(Lindl) L.O.

VENEZUELA. Mérida:
Monte Zerpa, Municipio Li-
bertador. Selva nublada ubi-
cada a 2.150 m, al NNE de
Mérida, sector Santa Rosa.
14-X1-2003. (Ely, F., Leon,
Y., Tirado C. y Borregales E.
619. MERC).

El tamafio, contorno y con-
sistencia de la lamina, fueron
medidos en un total de 20
hojas, mientras que los carac-
teres morfoldgicos de tallos y
raices se midieron en cinco
individuos y en ambos casos,
se promediaron los valores
obtenidos. En los estudios
anatémicos se utilizaron hojas
completamente expandidas,
fijadas en formaldehido al
37%: alcohol etilico al 70%:
acido acético glacial (FAA)
y, en el caso de Pleurothallis
se estudiaron también hojas
de plantulas, dado que éstas
tienen una apariencia mads
suculenta que las adultas.
Para separar la epidermis del
meséfilo se empled la técni-
ca de Jeffrey, citada por Jo-
hansen (1940). Se realizaron
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secciones trans-
versales a mano
alzada de la re-
gién media de
la lamina. Todas
las preparaciones
fueron tenidas
con fucsina basi-
ca-azul de astra
segin Luque et
al. (1996) y se
montaron en gli-
cerina acuosa al
50% (Johansen,
1940). Adicio-
nalmente, se rea-
lizaron estudios
con microscopia
electronica de
barrido (MEB)
en el Laboratorio
de Analisis Qui-
mico de Materia-
les LAQUEM-
ULA. Para ello, las muestras
foliares fueron deshidratadas
en una serie de alcoholes bu-
tilicos segin Sass (1958) y
recubiertas con sales de plata
en un cubridor iénico Sputter
Coat, marca SPI, y se ob-
servaron en un microscopio
Hitachi modelo S-2500.

Para el estudio de potencia-
les hidricos de P. cardiantha
se marcaron 17 individuos
en Monte Zerpa y 13 en el
Jardin Botanico; en el caso
de M. miniata, por las li-
mitaciones de acceso a las
plantas, solo se marcaron 10
individuos en Monte Zerpa
y 12 en el Jardin Botdnico.
De los individuos marcados
se seleccionaron tres al azar
para tomar las tres muestras
foliares que se utilizarian en
cada medicién (una hoja por
individuo y medicién) y se
promediaron las tres medi-
ciones. Los potenciales fue-
ron medidos durante un afio
con una cdmara de presion,
siguiendo la metodologia de
Tyree y Hammel (1972). Las
mediciones fueron efectuadas
a las 07:00, cuando el poten-
cial hidrico se presume méxi-
mo, y a las 13:00, cuando las
temperaturas son mayores y
las especies de metabolismo
C; o CAM facultativas ex-
hiben una disminucién en el
potencial hidrico foliar como
consecuencia de la transpira-
cion (Lambers et al., 1998).

Mensualmente se obser-
varon las condiciones en las
que se hallaban los indivi-
duos marcados en ambos si-
tios, con mayor énfasis en
los meses de diciembre-abril,
para comparar el comporta-
miento de dichas especies en
los meses usualmente mas
secos. Para determinar di-
ferencias significativas entre
las mediciones realizadas a
las 07:00 y a las 13:00, entre
individuos de la misma espe-
cie, entre las dos especies y
entre las dos localidades de
estudio, se realizaron pruebas
no paramétricas de Mann-
Whitney con los valores de
potenciales hidricos mensua-
les obtenidos durante el afio
de mediciones, con un nivel
de significancia de 0,05.

Resultados
Hdbito

Ambas especies son hier-
bas epifiticas; en el caso de
Magxillaria miniata, los tallos
son péndulos, engrosados (Fi-
gura la) y forman seudobul-
bos, en Pleurothallis cardian-
tha son cespitosos, delgados
y erectos (Figura 1b).

Morfologia foliar
En P. cardiantha las hojas

son glabras, carnosas en la
fase de pldntula y modera-

Figura 1. a: Maxillaria miniata. b: Pleurothallis cardiantha.

damente suculentas a coria-
ceas cuando completan su
expansion, de contorno ovado,
dpice acuminado y base pro-
fundamente cordada (Figura
1b), de 4-10x1,5-4,5cm. Se
insertan perpendicularmente
al tallo, con un dngulo de
~90°. En M. miniata las hojas
son envainadoras, disticas,
con limbos foliares deciduos,
por lo que no estdn presentes
en las regiones mds viejas del
tallo, de consistencia coriacea,
brillantes, de contorno linear
hasta ligeramente oblongo,
con dpice redondeado, obtuso
hasta emarginado (Figura 1a)
de 10-34x2-3cm. Las hojas
asociadas a los seudobulbos
son mads largas que las de los
tallos péndulos. En los tallos,
las hojas se insertan con un
angulo de 45-60° con respec-
to al eje vertical.

Morfologia caulinar

P. cardiantha presenta ta-
llos agregados, rectos y as-
cendentes, revestidos con dos
vainas tubulosas y aplicadas
que no forman seudobulbos
de 6-12cm de longitud y 2-
3mm de espesor. M. miniata,
en cambio, presenta tallos
endurecidos, de hasta Im de
longitud y 1-2cm de espesor,
revestidos por vainas mar-
cescentes imbricadas. Los
seudobulbos estdn presentes
en nimero y tamafio variable,
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Figura 2. Maxillaria miniata. a: epidermis adaxial, b-d: epidermis abaxial.
b tr: base de tricoma glanduloso hundido, est: estoma. Nétese en a y ¢ la presencia de cristales siliceos en las células

epidérmicas.

Figura 3. Pleurothallis cardiantha. a-b: epidermis adaxial papilosa, c-d: epidermis abaxial con estomas anomociticos.
est: estoma, pa: papila. Nétese los tricomas en a y c.

son ovoides hasta elipticos,
fuertemente comprimidos,
unifoliados y revestidos con
las vainas foliares.

Morfologia radicular
En ambas especies, las

raices son delgadas y poco
desarrolladas, con escasas

ramificaciones, de 2-4mm de
espesor en M. miniata y de
1-3mm en P. cardiantha.

Estructura foliar

En ambos casos, las hojas
son hipoestomadticas con es-
casos tricomas glandulosos y
estomas de tipo anomocitico
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25 um

(Figuras 2b-d, 3b-d, 4d) en
una epidermis uniestratificada
por ambas caras (Figuras 4a,
5b y ). En M. miniata los
tricomas se ubican en inva-
ginaciones de la epidermis
(Figura 4a, d), en P. cardian-
tha son emergentes y erectos
(Figura 3a, c). La cuticula es
lisa en ambas superficies. En

M. miniata tanto la superficie
adaxial como la abaxial son
engrosadas (Figura 4a, d),
la adaxial de 5-10pym y la
abaxial de 5-7um de espesor,
mientras que en P. cardian-
tha la adaxial es de 5-7um
y la abaxial de Sum (Figura
5b, ).

En seccion transversal, M.
miniata presenta células epi-
dérmicas cuadrangulares has-
ta rectangulares, las adaxiales
de 12,5-17,5%22,5-32um, las
abaxiales de 12,5-19x19-27um
(altoxancho), con paredes de
3-4um de grosor (Figura 4a,
d). En vista paradermal, el
contorno es rectangular hasta
poliédrico, con paredes anti-
clinales rectas en la superficie
adaxial (Figura 2a) y ligera-
mente onduladas en la abaxial
(Figura 2b-d). Todas las célu-
las epidérmicas contienen un
cuerpo siliceo por célula (Fi-
gura 2a, c). La densidad de
estomas es de 260 (80-300)
por mm2. P. cardiantha, en
seccion transversal, presenta
células epidérmicas adaxiales
papilosas de 30-67x59-99um
y abaxiales rectangulares de
19-27x28-42um (Figura 5b,
f). En vista paradermal, las
células epidérmicas adaxiales
son tetra hasta hexagonales
con paredes moderadamente
engrosadas y las abaxiales
son poliédricas hasta isodia-
métricas, con paredes anti-
clinales redondeadas y més
delgadas (Figura 3a, c¢) y 101
(90-110) estomas por mm?2

El meséfilo es muy com-
pacto, con una hipodermis
tanto adaxial como abaxial
en ambas especies; el clo-
rénquima es homogéneo en
M. miniata (Figura 4a) y he-
terogéneo en P. cardiantha,
tanto en pldntulas como en
hojas adultas (Figura 5b, f).
En M. miniata la hipodermis
adaxial es biestratificada y
continua, formada por células
de contorno rectangular hasta
redondeado, de 23-50x28-
50um (altoxancho); la hipo-
dermis abaxial es discontinua
y uniestratificada, formada
por células pequeias e isodia-
métricas de 14-27x16-37um
(Figura 4a). En P. cardiantha
tanto la hipodermis adaxial
como la abaxial estdn consti-
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Figura 4. Maxillaria miniata. a: meséfilo en seccion transversal; b: detalle de cloroplastos, haz vascular menor e idio-
blastos almacenadores de agua; c: detalle de un haz vascular mayor; d: detalle de un tricoma glandular; e: cristales
tipo estegmata asociados a las fibras libriformes; f: detalle de un haz vascular menor; y g: seccién transversal de un
haz de fibras.
cf: casquete de fibras, cl: clorénquima, ep: epidermis, fl: floema, id: idioblastos almacenadores de agua, hf: haces de
fibras, hip: hipodermis, hma: haz vascular mayor, hme: haz vascular menor, st: estegmata, tr gl: tricoma glanduloso, vv:
vainanvascular, xi: xilema.

tuidas por células elongadas,
de paredes muy delgadas con
engrosamientos celuldsicos
helicoidales en las paredes
secundarias (Figura 5b, c,
f, i). La hipodermis adaxial
cuenta con 3 estratos de cé-
lulas, de 56-170x50-142um,
siendo el tercero el de ma-
yor tamafio (Fig 5b, c); la
abaxial tiene 1-2 estratos y
estd constituida por células
més pequeflas, de 47-70x42-
50um (Figura 5f). Los estu-
dios con MEB confirmaron
que esta pared secundaria en
espiral se deposita sobre una
pared primaria persistente
muy delgada y presumible-
mente permeable (Figura 5h)
a la que se asocian pequefios
cristales de oxalato de calcio
(Figura 5h).

El clorénquima en M. mi-
niata consta de 5-7 capas de
células isodiamétricas hasta
globosas, de 17-50%29-72pm
(altoxancho), con paredes
delgadas (Figura 4a-b), con
numerosos cloroplastos (Fi-
gura 4b). Inmersos en el clo-
rénquima existen numero-
sos idioblastos reservantes
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de agua (Figura 4a, b) de
paredes delgadas y lisas. En
P. cardiantha el clorénquima
se diferencia en un parén-
quima en empalizada de 1-2
estratos de células pequeiias,
elongadas, con cloroplastos
pequefios, poco notorios de
42-60%x42-50um (Figura 5b,
f). El parénquima esponjoso
es de 4-5 estratos, constitui-
do por células parenquimati-
cas también con abundantes
punteaduras, de 56-142x42-
150pum (Figura 5b, d, k) e
idioblastos globosos reser-
vantes de agua, con engro-
samientos helicoidales en la
pared secundaria, que tienen
el mismo origen y funcién de
las hipodérmicas, pero cuyas
bandas son mds engrosadas y
paralelas (Figura 5b, f, j, k).
Este tipo de engrosamientos
celulésicos han sido descritos
previamente por Pridgeon
(1982) para Pleurothallis
alexandrae, P. peduncularis y
P. scoparium, por Oliveira y
Sajo (1999) para P. smithiana
y por Stern et al. (2004) en
diversos géneros de la tribu
Maxillarieae. Las células del

parénquima esponjoso presen-
tan abundantes amiloplastos
(Figura 5d).

En ambas especies, los ha-
ces vasculares son colate-
rales y presentan una vaina
vascular doble; la externa,
parenquimadtica y uniestra-
tificada (Figuras 4a, c, g;
5a, b). En P. cardiantha las
células de la vaina externa
presentan abundantes ami-
loplastos (Figura 5d, g) y la
vaina interna esta constituida
por fibras (Figuras 4a-c; 5Sa,
b, ). En M. miniata, la vai-
na esclerenquimatica forma
casquetes floemdticos (Figura
4a, c, g) y la vaina vascu-
lar no forma prolongaciones
adaxiales ni abaxiales, pero
forma conexiones parader-
males entre los haces (Figura
5a). En M. miniata los haces
son de mayor tamafio y su
densidad es de ~45 haces por
mm?2. Hacia la cara abaxial
y alternando con los haces
vasculares se observan haces
de fibras dispuestos en una
unica fila (Figura 4a, b, f).
Las fibras asociadas a los ha-
ces vasculares en M. miniata

suelen estar acompafiadas por
células de parénquima xile-
madtico, de paredes delgadas
con abundantes punteaduras
(Figura 4g). En esta especie,
todas las fibras presentan es-
tegmatas (cuerpos siliceos
contenidos en células coénicas)
dispuestas en filas regulares
(Figura 4e). En P. cardiantha
los haces son muy pequefios
y su densidad es de 22 haces
por mm? (Figura 5b, f).

El nervio medio en ambas
especies estd formado por un
unico haz colateral cerrado
que en P. cardiantha précti-
camente no se diferencia de
los haces vasculares mayores
(Figura 5a, b). En M. minia-
ta es convexo hacia la cara
abaxial, sin interrupciones de
la hipodermis en la adaxial,
con una vaina interna escle-
renquimatica que forma un
casquete floemdtico y una
vaina externa parenquimadtica
uniestratificada (Figura 4c).
Los nervios marginales, no
representados en las figuras,
estdn formados por un tnico
haz colateral con una vaina
de 2-5 capas de fibras en P.
cardiantha y de 3-5 capas
de células en M. miniata.
El tejido fundamental de los
nervios medio y marginales
en M. miniata es parenquima-
tico, escaso y de 3-4 estratos
en la superficie abaxial.

Estructura caulinar

En la seccidn transversal,
M. miniata presenta un tallo
con una cuticula de 12-18um
de grosor y epidermis unies-
tratificada constituida por
células rectangulares de pa-
redes muy engrosadas y lig-
nificadas de 24-27x27-37um
(altoxancho; Figura 6a). La
corteza se diferencia en una
region externa de 9-11 capas
de células de paredes engro-
sadas y parcialmente lignifi-
cadas, y otra interna de 7-9
capas de células de paredes
delgadas. Inmersas en el pa-
rénquima existen numerosas
fibras dispersas (Figura 6a).
El tejido vascular forma una
atactostela constituida por
numerosos haces colaterales,
con una vaina esclerenqui-
mdtica que forma casquetes
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Figura 5. Pleurothallis cardiantha. a: detalle de un haz vascular mayor, b: meséfilo en seccién transversal, c: detalle
de las cé€lulas de la hipodermis abaxial con MEB, d: detalle de los amiloplastos con MEB, e: detalle de la epider-
mis adaxial, f: meséfilo de una plantula en seccion transversal, g: haz vascular menor rodeado de amiloplastos, h:
detalle de los engrosamientos de las paredes secundarias de las células hipodérmicas con MEB, i: detalle de una
célula de la hipodermis adaxial, j: idioblastos acuiferos del clorénquima esponjoso, y k: detalle de las punteaduras
y engrosamientos espiralados en las células del clorénquima esponjoso.
am: amiloplastos, cl emp: clorénquima en empalizada, cl esp: clorénquima esponjoso, cri: cristal, eng esp: engrosa-
miento espiralado, ep ab: epidermis abaxial, ep ad: epidermis adaxial, hi ab: hipodermis abaxial, hi ad: hipodermis
adaxial, hv: haz vascular, hv ma: haz vascular mayor, hv me: haz vascular menor, nm: nervio medio, pa: papila, y
pun: puntuteduras. fl, id, vv y xi como en Figura 4.

floematicos (Figura 6a, b).
P. cardiantha presenta tallos
con una cuticula de 7-10pm
de espesor, epidermis unies-
tratificada de células isodia-
métricas de 20-35x21-23um,
con escasos tricomas glan-
dulares hundidos (Figura 7a).
La corteza es homogénea,
parenquimatica, de 5-7 estra-
tos de células; la capa més
interna limita con un anillo
esclerenquimatico que rodea
el tejido vascular. El tejido
vascular también forma una
atactostela de haces colatera-

les (Figura 7a, b) dispuestos
en dos a tres anillos concén-
tricos. Los haces presentan
una vaina esclerenquimética
que forma casquetes floema-
ticos. El tejido fundamental
es parenquimdtico y contiene
abundantes amiloplastos (Fi-
gura 7c).

Seudobulbo

El seudobulbo de M. mi-
niata presenta una cuticula
muy engrosada y lignifica-
da, de 20-25um de espesor,
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seguida de una epidermis
uniestratificada (Figura 6¢)
de células rectangulares con
paredes engrosadas de 25-
29%27-49um (altoxancho).
El parénquima fundamental
del seudobulbo es acuifero
y forma grandes espacios
intercelulares (Figura 6d),
las células contienen peque-
flos rafidios (Figura 6f) y
granulos de almidén que no
se agregan en amiloplastos.
Inmersos en el tejido paren-
quimdtico se hallan haces
vasculares colaterales peque-

flos, poco desarrollados en
comparacién con los de los
tallos (Figura 6d).

Raiz

En seccién transversal se
distingue un velamen de 3
capas de grosor en P. car-
diantha (Figura 7d, f) y de 4
capas en M. miniata (Figura
6g, h). El epivelamen en am-
bas especies es de células
isodiamétricas a poligonales
(Figuras 6h, 7f). El endove-
lamen en P. cardiantha esta
constituido por dos capas de
células ovadas hasta globo-
sas de paredes muy delgadas
(Figura 7f), mientras que en
M. miniata esta constituido
por tres capas de células con
engrosamientos helicoidales
conspicuos (Figura 6h), simi-
lares a los descritos por Stern
et al. (2004) para algunos
géneros de la tribu Maxilla-
riae. La exodermis en ambas
especies estd constituida por
células cuadrangulares de pa-
redes engrosadas (Figuras 6g,
h; 7d, f). Tanto el velamen
como la exodermis presentan
abundante micelio y vesiculas
de hongos endomicorrizdge-
nos de tipo VAM (Figuras
6g; 7d, f).

La corteza, de 5-6 capas
en M. miniata, esta confor-
mada por células de paredes
delgadas, isodiamétricas en
las capas mds externas, glo-
bosas, en el estrato interme-
dio y rectangulares en el mas
interno (Figura 6e, g), mien-
tras que en P. cardiantha es
de 3 estratos, el primero y
el tercero de células peque-
flas y poliédricas, el segundo
constituido por células de
mayor tamafio, globosas y de
paredes mds delgadas (Figura
7d, e). Al igual que las cé-
lulas parenquimdticas de los
tallos y hojas, las células de
la corteza radicular contie-
nen abundantes amiloplastos.
Las células endodérmicas
presentan engrosamientos en
‘U’ en M. miniata y alternan
con 1-3 células de paso (Fi-
gura 6e); en P. cardiantha
presentan engrosamientos
en ‘O’ y alternan con 1-2
células de paso (Figura 7e).
El periciclo en ambos casos
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Figura 6. Maxillaria miniata. a: tallo en seccién transversal, b: detalle de haces vasculares, c: cuticula y epidermis
del seudobulbo en seccién transversal, d: seudobulbo en seccién transversal (nétese el parénquima acuifero y los haces
vasculares atrofiados), e: cilindro vascular de la raiz en seccion transversal, f: detalle de los rafidios en las células
del parénquima acuifero de los seudobulbos, g: raiz en seccion transversal (nétese el velamen y las endomicorrizas
en la corteza), y h: detalle del velamen (nétese los engrosamientos espiralados).

ce: corteza externa, ci: corteza interna, co: corteza, cu: cuticula, eh: engrosamientos espiralados, en: endodermis, enu:
engrosamientos en “u”, ex: exodermis, fi: fibras, mi: endomicorrizas VA, pa: parénquima acuifero, pe: periciclo, ra:
rafidios, ve: velamen. ep, fl y hv como en Figura 4.

Figura 7. Pleurothallis cardiantha. a: tallo en seccion transversal, b: detalle de haces vasculares, c: detalle de los
amiloplastos en la corteza interna del tallo con MEB, d: raiz en seccion transversal, e: detalle del cilindro vascular,
f: detalle del velamen (nétese el micelio de endomicorrizas VA en el mismo).

ae: anillo esclerenquimatico, atc: atactoestela, cv: cilindro vascular, epi: epivelamen, env: endovelamen, ex: exodermis,
mx: metaxilema, mi: endomicorrizas VA, pa: células parenquimdticas de la corteza interna. Am, co, en, ep, fl, hy,
ve y xi como en figuras previas.

estd constituido por células
isodiamétricas de paredes en-
grosadas (Figuras 6e, 7e). El
cilindro vascular es poliarco
en M. miniata (Figura 6e)
y tetra hasta hexarco en P.
cardiantha (Figura 7e).
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Potencial hidrico

Durante el periodo 2004-
2005, la mayoria de los me-
ses fueron muy himedos y
los unicos breves periodos
de sequia que se presentaron

fueron en dic 2004 y mar
2005. En la Tabla I se pre-
sentan para ambas especies
los valores de potenciales
hidricos promedios, su des-
viacién estandar y los resul-
tados de los test de Mann-

Whitney, para el afio de
mediciones. Los potenciales
permanecieron relativamente
elevados en ambas especies
y con pocas fluctuaciones
durante todo el periodo. No
existen mayores diferencias
entre los potenciales de las
07:00 y las 13:00 en los in-
dividuos procedentes de la
selva nublada ni en los indi-
viduos del bosque secunda-
rio. En P. cardiantha solo se
registraron diferencias signi-
ficativas durante los meses
de jun (ambas localidades)
y set 2004 (en Jardin Bo-
tdnico), mientras que en M.
miniata se registraron dife-
rencias significativas en jul
2004 y mar 2005 (en Monte
Zerpa), y en oct 2004 y abr
2005 (en Jardin Botdnico).
El hecho de que no se pre-
senten variaciones entre los
potenciales hidricos foliares
maximos (07:00) y minimos
(13:00), atn en los meses
mds himedos (may y nov
2004), sugiere que ambas
especies presentan un me-
tabolismo CAM. Cuando se
compararon los potenciales
hidricos mdximos y minimos
de ambas especies (Tabla I,
dltima columna) se hallé un
mayor nimero de meses con
diferencias significativas en
ambas localidades; en cinco
meses en el caso de los indi-
viduos de P. cardiantha y M.
miniata ubicados en Monte
Zerpa, y en cuatro meses en
el caso de los individuos de
ambas especies ubicados en
el Jardin Botdnico. Sin em-
bargo, estas comparaciones
tampoco arrojaron un patrén
de variacién definido.

Discusion

P. cardiantha y M. miniata
comparten el mismo hdabitat y
estan estrechamente asociadas
sobre las copas de todos los
arboles observados durante
el estudio en Monte Zerpa.
No obstante, presentan con-
siderables diferencias morfo-
anatémicas en su estructura
vegetativa, particularmente
en lo que se refiere a su es-
tructura foliar y caulinar, lo
que sugiere que han desarro-
llado estrategias estructurales
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TABLA 1
POTENCIAL HIDRICO FOLIAR (MPA)

Pleurothallis cardiantha (P) Maxillaria miniata (M) Diferencia
Monte Zerpa (MZ) Jardin Botédnico (JB) Monte Zerpa (MZ) Jardin Botédnico (JB) P-M P-M
MZ JB
Mes 07:00 13:00 M-W 07:00 13:00 M-W 07:00 13:00 M-W 07:00 13:00 MW
Abr -0,28 +0,08 -0,48 +0,01 ns -0,38 +0,72 -0,33 +0,75  ns N
May -0,27 +0,06 -0,33 0,01 ns -045 +0,01 -0,66 £0,03 ns -0,37 £0,08 -0,43 0,06 ns -0,30 +0,05 -0,60 £0,05 ns ns ns
Jun -0,32 £0,05 -0,41 +0,01 0,043 -0,46 +0,05 -0,62 0,29 0,043 -0,17 +0,01 -0,39 0,01 ns -0,23 0,03 -0,68 £0,03 ns 0,043 ns
Jul -0,35 +0,08 -0,42 £0,02 ns -0,35 +0,08 -0,42 0,03 ns  -0,27 £0,03 -0,27 +0,06 0,043 -0,32 +0,10 -0,43 +0,06 ns 0,046 0,043
Set -0,17 0,03 -0,46 0,06 ns -0,27 0,06 -0,28 +0,03 ns  -0,23 =0,11 -0,33 0,07 ns -040 x0,17 -0,50 £0,10 ns 0,046 ns
Oct -0,27 £0,03 -0,35 £0,05 ns -0,23 +0,06 -0,25 +0,06 ns  -0,15 0,05 -0,25 +0,01 ns -0,22 £0,03 -0,26 0,03 0,043 ns 0,046
Dic -0,28 +0  -0,28 +0,04 ns -0,32 £0,03 -0,36 £0,02 ns  -0,29 +0,08 -0,37 0,02 ns -0,39 £0,01 -0,49 +0,01 ns ns 0,043
Ene -0,23 +0,06 -0,30 £0,01 ns -0,28 +0,03 -0,33 +0,03 ns -0,19 £0,01 -0,20 0,03 ns -0,32 £0,06 -0,34 £0,05 ns ns ns
Feb -0,30 0,05 -0,34 0,08 ns -0,28 £0,05 -0,33 £0,06 ns  -0,26 0,02 -0,46 +0,09 ns -0,47 0,07 -0,45 0,13 ns 0,034 0,046
Mar -0,38 0,06 -0,53 0,01 ns -0,42 =0,03 -0,52 +0,08 0,037 -0,52 +0,03 -0,52 £0,03 0,046 -0.46 +0,16 -0,42 0,17 ns 0,043 ns
Abr -0,35 +0,05 -0,37 +0,08 ns -0,30 £0,05 -0,4 =0 ns -0,3 0,1 -0,38 £0,03 ns -0,32 0,03 -0,42 +0,05 0,046 ns ns
M-W: Mann-Whitney. ns: no significativo. P-M: comparacién de los potenciales hidricos maximos y minimos de ambas especies.

diferentes para adaptarse al
epifitismo.

P. cardiantha presenta ho-
jas mucho mdés suculentas
que M. miniata, que fun-
cionan como reservorios de
agua y almidén, en ausencia
de seudobulbos que desem-
peflen dichas funciones. Es-
tas inferencias se apoyan
en el mesoéfilo evidentemen-
te acuifero con abundantes
amiloplastos presentes en
dicha especie. A su vez M.
miniata, atin cuando pre-
senta idioblastos acuiferos
en el meso6filo, exhibe una
estructura foliar que puede
catalogarse como xeromorfa,
por la cuticula engrosada en
ambas superficies, las cé-
lulas epidérmicas pequeiias
de paredes gruesas, los cris-
tales siliceos asociados a
fibras y células epidérmicas,
aunado a la abundancia de
tejidos esclerenquimaticos
con respecto a los tejidos
foliares restantes. Estos ca-
racteres han sido considera-
dos atributos indicadores de
xeromorfia en otras especies
de Orchidaceae, tales como
Encylia aclamaria, Milto-
nia flavescens, Stanhopea
lietzi 'y Vanda tricolor (Oli-
vera y Sajo, 1999), Cattleya
(Zanenga-Godoy y Gongal-
ves—Costa, 2003; Da Silva y
Milaneze-Gutierre, 2004).

Los cristales siliceos epi-
dérmicos y los estegmata son
caracteristicos de Orchida-
ceae, Poaceae y Commelina-
ceae (Prychid er al., 2004);
sin embargo, en Orchidaceae
estdn ausentes en las subfa-
milias Orchideoideae, Epiden-
droideae y Vanilloideae. El
clorénquima homogéneo de
M. miniata con su destacado
contenido de cloroplastos es
muy similar al de Encylia
aclamaria y Miltonia flaves-
cens (Olivera y Sajo, 1999) y
contrasta con el clorénquima
heterogéneo y pobre en clo-
roplastos de P. cardiantha,
el cual es similar al de P.
smithiana (Olivera y Sajo,
1999). Las diferencias en la
estructura del clorénquima
de P. cardiantha y M. mi-
niata podrian atribuirse al
dngulo de exposicién de la
lamina; en P. cardiantha,
la misma estd practicamente
perpendicular al tallo, lo que
induce una diferenciacidon
de los primeros estratos del
clorénquima. En contraste,
en M. miniata la disposicién
distica de las hojas reduce
su dngulo de exposicién a
unos 45-60° lo cual proba-
blemente induce un desarrollo
homogéneo del mesdfilo. La
posicién perpendicular de la
ldmina de P. cardiantha tam-
bién debe haber influido en el
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mayor desarrollo de la hipo-
dermis adaxial con respecto
a la abaxial y a las capas de
clorénquima adyacentes. La
hipodermis adaxial, ademds
de almacenar agua, proba-
blemente protege el tejido
fotosintetizador del exceso de
luz, al disminuir la cantidad
de ésta que incide sobre el
parénquima en empalizada.
Ambas especies exhiben
caracteres xeromorfos en los
tallos, representados en P.
cardiantha por el anillo de
esclerénquima que rodea al
tejido vascular y brinda rigi-
dez al tallo, y en M. miniata
por la cuticula engrosada,
las células epidérmicas y de
la corteza externa pequefias,
de paredes engrosadas, y las
células esclerenquimaticas del
parénquima fundamental.
Los rafidios presentes en
el parénquima fundamental
de los seudobulbos consti-
tuyen un cardcter comun en
la mayoria de las orquideas
(Dahlgren et al., 1985; Wat-
son y Dallwitz, 2000; Zanen-
ga-Godoy y Gongalves—Costa,
2003; Da Silva y Milaneze-
Gutierre, 2004), por lo que
no puede interpretarse como
atributo derivado de su adap-
tacién a selvas nubladas. La
anatomia radicular de ambas
especies revela un patrén muy
semejante, cuya principal di-

ferencia estd en el grosor de
la corteza y el nimero de
polos formados por los cilin-
dros vasculares. Al comparar
la estructura del velamen, los
engrosamientos helicoidales
de M. miniata deben propor-
cionarle mayor rigidez a la
estructura radicular, y nue-
vamente permiten catalogarla
como una especie xeromorfa
con respecto a P. cardiantha.
Este tipo de engrosamientos
fue descrito por Stern et al.
(2004) en especies de la tribu
Maxillariae y por Da Silva y
Milaneze-Gutierre (2004) en
Cattleya walkeriana.

El estudio anatémico de
P. cardiantha indica que
se trata de un género muy
homogéneo. La estructura
morfo-anatémica de sus 6r-
ganos vegetativos se asemeja
a la descripcién realizada por
Pridgeon (1982) para este
género, basada en P. alexan-
drae, P. peduncularis y P.
scoparium y a la de Oliveira
y Sajo (1999) para P. smi-
thiana. La epidermis adaxial
papilosa en P. cardiantha es
la principal diferencia obser-
vada entre ésta y las otras
especies.

Las orquideas epifitas de
las selvas nubladas, como
P. cardiantha y M. miniata,
crecen sobre drboles de Re-
trophyllum rospigliosii (Po-
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docarpaceae) y Alchornea
grandifolia (Euphorbiaceae),
que en algunos casos superan
los 30m de altura. A esas
alturas prevalece un micro-
clima mas seco caracterizado
por una intensa radiacién,
que contrasta con el micro-
clima fresco y himedo del
sotobosque. Aunado a ello
estd la escasez hidrica y de
nutrientes que le imponen
este tipo de habito. En la ma-
yoria de las orquideas, estas
limitaciones son compensadas
por el desarrollo de estruc-
turas de almacenamiento de
agua y carbohidratos como
seudobulbos u hojas suculen-
tas (Oliveira y Sajo, 1999;
Zanega-Godoy y Gongalves-
Costa; 2003; Da Silva y Mi-
laneze-Gutierre, 2004; Zotz,
2004). El metabolismo CAM,
la cuticula adaxial engrosada
y los tejidos acuiferos son
atributos que les permiten
a ambas especies mantener
potenciales hidricos diurnos
elevados todo el afio, gracias
a que minimizan las pérdidas
de agua (Benzing, 1987; Oli-
veira y Sajo, 1999; Watson y
Dallwitz, 2000; Zotz, 2004).

Los amiloplastos presentes
en P. cardiantha han sido
descritos en P. smithiana
por Oliveira y Sajo (1999).
Los idioblastos acuiferos de
ambas especies presentan
conspicuas punteaduras que
se forman sobre los campos
de puntuaciones primarias
y probablemente facilitan la
conduccién lateral del agua
entre los tejidos del mesofilo.
Ello garantiza una rdpida y
eficiente distribucién de agua
y carbohidratos entre estos
tejidos, particularmente en el
caso de P. cardiantha, cuyos
haces vasculares son peque-
flos y poco desarrollados. Los
engrosamientos celulésicos
helicoidales de la pared se-
cundaria en P. cardiantha le
proporcionan rigidez al mesé-
filo (Pridgeon, 1982; Olivera
y Sajo, 1999) y compensan el
limitado contenido de tejidos
esclerenquimadticos en esta
especie.

M. miniata sobrevive mejor
en las condiciones de claros
que P. cardiantha, como se
desprende de las observa-
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ciones realizadas en Monte
Zerpa. Durante los dltimos
cuatro meses del estudio se
aprecié una considerable re-
duccién por mortalidad en el
nimero de individuos de P.
cardiantha (8 de 17) inicial-
mente marcados. En contras-
te, de los individuos de M.
miniata, solo perecieron 2 de
los 10 marcados. No obstante,
es necesario realizar estudios
poblacionales mas detallados,
censando un mayor nime-
ro de individuos, antes de
establecer conclusiones al
respecto.

Conclusion

Ambas especies compensan
las limitaciones de agua y
nutrientes, particularmente
durante los breves periodos
de sequia, desarrollando es-
tructuras de almacenamien-
to de agua y carbohidratos.
En Maxillaria miniata éstas
consisten en seudobulbos,
mientras que en Pleurothallis
cardiantha, la misma ldmina
foliar desempefia ambas fun-
ciones, mediante el desarrollo
de la hipodermis pluriestrati-
ficada y el parénquima espon-
joso acuifero.
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