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ABSTRACT

Maxillaria Ruiz & Pavén is one of the most conspicuous genera of Neotropical
orchids. lts phylogenetic relationships and circumscription are still unclear. There is
evidence from several sources that pointed out its poli or paraphyletic status, where
several complex of species, now recognized within Maxillaria, could be recognized at
generic level. Based on morphology, gross foliar anatomy, and sequences of ITS 1 & 2
the present work presents a phylogeny of Heterotaxis, one of the species complex
considered under the circumscription of Maxillaria. This complex plus Ornithidium are
situated in a basal position in Maxillaria phyiogeny, and both represent a group of
species that could be recognized at generic level.

In both, separate analysis and total evidence, the different data support the
existence of three clades well supported; all species included of Heterotaxis form a
monophyletic group (except Maxillaria proboscidea, M. nasuta y M. cymbidiodes), the
four species included in Ornithidium form a monophyletic group which is the sister
clade of Heterotaxis, and Maxillaria nasuta, M. proboscidea, and M. cymbidioides are
situated in a basal position in the cladogram.

A taxonomic reevaluation of these complexes will result in the recognition of at
least three genera, Heterotaxis s.s. (except Maxillaria nasuta, M. proboscidea, and M.
cymbidioides), possibly Ornitthidium and a new genus for Maxillaria nasuta and
relatives.

Total evidence support the existence of two clades in Heterotaxis s.s.
“Crassifolia” clade contains the type specie of the complex, M. crassifolia, and those
species with similar growth habit and size plus M. equitans and M. valenzuelana
(Marsupiaria Hoehne). The other clade, “Violaceopunctata®, contains only species with
sympodial growth habit and with larger plants. Heterotaxis s.s. clade shows little
variation in gross morphology, and is more variable in floral and anatomical characters.

The topology obtained from total evidence supports the hypothesis that the
sympodial growth habit is plesiomorphic in the clade Heterotaxis — Ornithidium.
Pseudomonopodial growth habit is derivated in Heterotaxis s.s, the great diversity of
growth habits observed in Ornithidium is aiso derivated, and this evolved in a different
way than in Heferotaxis s.s. This analysis also support that the pollination by wasps
which recollect pseudopollen is plesiomorphic, and the pollination by birds
(hummingbirds) is derivated.
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Cyrtidiorchis Rauschert, Anthosiphon Schltr., Pitiphyllum Schiltr., y Trigonidium Lindl.
(Foldats, 1970; Dressler, 1981; Atwood, 1989; Carnevali & Ramirez, 2003). Con la
nueva circunscripcién de Maxillariinae propuesta Whitten et al. (2000), se afiaden
nuevos faxa bajo el concepto de esta subtribu, que debido a su variabilidad
morfolégica, ocasionan que la subtribu carezca de sinapormorfias evidentes que la
diagnostiquen en conjunto.

Maxillaria Ruiz & Pav. es el género mas numeroso dentro de la subtribu,
estimaciones conservadoras reportan ca. 600 (Dressier, 1981; Carnevali, 1991;
Senghas, 1993), sin embargo, es posible que esta cantidad se incremente, ya que
nuevas especies son reportadas en este género. El género es generalmente
reconocido por las hojas conduplicadas, inflorescencias unifloras, pie columnar mas o
menos bien desarrollado, cuatro polinios y un estipe muy distintivo en forma de
herradura de caballo (Atwood & de Retana, 1999).

Es un grupo muy variable en tamafo y morfologia vegetativa, ya que se pueden
observar desde plantas de menos de 1 cm hasta de 2 m de altura, pueden estar
creciendo formando grupos con rizomas cortos 0 en rizomas suberectos y
ascendentes; con o sin seudobulbos y con una o mas hojas en el apice (Hawkes,
1965; Dressler, 1993; MclLeish et al., 1995). Pueden presentar el labelo articulado y
mévil o fusionado y formando un saco para la acumulacién de néctar, variar en el
tamafio, textura y coloracioén de la fior.

Su rango de distribucién varia desde el sur de Florida hasta Argentina,
alcanzado su mas alta diversidad en los Andes (Hawkes, 1965). Las especies de este
género son principalmente eplifitas, aunque también se les puede encontrar como
litofiticas o incluso como terrestres (Carnevali & Ramirez, 1989; McLeish et al., 1995).

Las relaciones filogenéticas en Maxillaria no son claras aun y varias
aproximaciones de distintos autores basados en caracteres morfolégicos (Carnevali,
1991; Atwood & de Retana, 1999), anatémicos (Holtzmeier et al., 1998) y moleculares
(Whitten et al., 2000; Whitten, datos no publicados) han hecho notar el estado para o
polifilético del género, indicando que la circunscripcion de éste debe ser re-evaluada y
donde varios complejos de especies, tales como los complejos Maxillaria rufescens
Lindl., Ornithidium Salisb. y Heterotaxis Lindl. podrian ser reconocidos a un nivel de
género (Carnevali & Ramirez, 1989; Carnevali, 1991, Holtzmeier et al, 1998;
Carnevali et al., 2001; Carnevali & Ramirez, 2003).

En el presente trabajo se aborda el estudio de las relaciones filogenéticas del
grupo de especies que ha sido agrupado en el complejo Heterotaxis. Con base en
evidencia morfolégica, anatémica y molecular se presenta un anaiisis filogenético del
complejo y su relacion con otros complejos de especies cercanamente relacionados.
Se presenta evidencia de cuales especies pertenecen a Heterotaxis y si estas forman
un grupo monofilético; finalmente, con base en la filogenia obtenida se presentan
posibles hipotesis de la evolucién de la arquitectura vegetativa y de los sindromes de
polinizacién de este complejo y los grupos cercanamente relacionados.
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a las especies de Maxillaria junto con los géneros reconocidos actualmente de
Mormolyca, Chrysocycnis, Cyrtidiorchis y Trigonidium.

Senghas (Zz”""' en un i~*ento de organizar Maxijllaria, desarrollé una
clasificacion artific asado e aracteristicas de la flor y textura de la hoja,
reconociendo 12 grupos dentro ae Maxillaria, dandole un reconocimiento genérico a
Marsupiaria Hoehne, Ornithidium y Sepalosaccus Schitr. Esta clasificacién artificial
Unicamente es un intento de agrupar especies de acuerdo a caracteres
aparentemente homoplasicos. Con base en caracteristicas morfoldgicas y florales,
Christenson (1999) subdividié Maxillaria en 19 secciones, reconociendo nicamente al
nivel de género a Sepalosaccus.

Estos intentos de subdividir Maxillaria (Cuadro 1) son una muestra de la gran
diversidad de arquitectura vegetativa y floral que presenta el grupo, y de lo complicado
que resulta establecer una taxonomia que refleje la filogenia del género. Muchas de
estas clasificaciones son artificiales y no contribuyen en el esclarecimiento de las
relaciones de estos grupos, ya que (nicamente se basan en pocos caracteres (muy
homoplasicos) y como resultado forman grupos de especies que han presentado una
evolucion convergente y que por ello son fenéticamente similares.

Cuadro 1. Algunas de las clasificaciones infragenéricas realizadas en Maxillaria basados en
distintas caracteristicas morfolégicas.

_ ~ —
Caracteres usados Grupos reconocidos re c?;ﬁ'c‘)zli':: s Referencia
Forma vegetativa y
posicién del Cinco secciones Pfitzer, 1889
seudobulbo
Polinari . Fila Cryptocentrum -Complejo Cryptocentrum
olinario y numero -
cromosdmico, Hianza Maxillaria iﬁltlég;z;on Carnevali, 1991
caracteres vegetativos Alianza Camaridium Pityphyllum '
y florales Fila Maxillaria |Alianza Heterotaxis Py
lianza Trigoridium
Variacion vegetativa y . Senghas, 1993,
morfologia floral 11 grupos de especies 1994
Vegetativas y florales 19 secciones Sepalosaccus Christenson, 1999
Florales y suculencia 12 grupos informales gg%%ﬁ/’:
de la hoja Sepalosaccus Senghas, 2000
Anthosiphon ¢ .
Vegetativos y florales 38 alianzas y 22 subalianzas Chrysocycnis aﬁg"gzz;g:";:‘tlgg
Cyrtidiorchis !

no publicados

* Se refiere a los géneros reconocidos actualmente dentro de la circuscripcién de Maxillania.

T http:/Amwww . fimnh.ufl.edu/natsci/herbarium/max/database/database.html
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Teuschenia dodsoni
Bifrenania tynanthina

Teuschena
Stenocoryne

Stenocoryne a1 fulva

Bifrenana

Bifrenania rudo
Scuticaria salesiana

Rudolfiella saxicola
Scuticaria hadwenii

Scuticaria

Neomoorea

—— Neomoorea wallisii

Xylobium colleyi
—E: Xylobium zarumense

Xylobium leontoglossum
M. proboscidea

[___ M. nasu_tt.! .

M. cyn
]

A ata

,— Xylobium

Complejo Omithidium

M. cuculiata

— [ S ) ]
M. cocclnea
M. valenzuelana
M. crassHolla
M. maleolens
M. violaceopunctata Complejo Heterotaxis
[_—-_ M. discolor
M. villosa
] [ Anthosiphon roseans Anthosiohon
Cryptocentrum pseudobulbosum
— Pityphyllum — Pitvohvilum
L___ Cryptocentrum latifolium Crvotocentrum
Cryptocentrum calcaratum R i
M marginata Complejo M. marginata
[: M. bicallosa . .
M. cha”acifoljal Complejo M. bicallosa
M. uncata
- ——1: M. uncata Complejo M. uncata
Chrysocycnis schlim———————————  Chrysocycnis
{ M. rufescens fp———————Complejo M. rufescens
M. dressleriana
_‘:Lﬂ_o‘r:nolyca nngens
M. hedwigae
L] Mormolyca schweinfurthiana Mormolyca
M. encycliodes ) .
—'(:_: M. acuminata ————————————— Complejo M. acuminata
M. witsenioides
Cyrtidiorchis frontinoensi§ ——— Cyrtidiorchis
M. variabifis [________ Complejo M. alba
M. alba
S M tenuifolia

Complejo M. tenuifolia

M. camaridii

M. perryae

Complejo M. cucullata

M. vittanifolia

M. cryptobuibon

Complejo M. camariidi

M. lankesteri
M. flava
M. pseudoneglecta

Compiejo M. flava

M. strumata Sepalossacus
M. densa Complejo M. densa
M. gomeziana — Complejo

M. dendrobioides M. gomeziana

Trigonidium riopalenquense L
Trigonidium obtusatum k———— Trigonidium

Complejo M. parkeri

Complejo M. porrecta
M. brunnes
M. arachnitifiora

Complejo M. arachnitis

Compiejo M. grandifiora






estructura del polinario y similitudes en las caracteristicas de la flor y el habito
vegetativo. En el cuadro 2 se esquematiza la clasificacion establecida por este autor,
los grupos que reconocid y las especies consideradas en cada grupo.

Cuadro 2. Clasificacion del complejo M. crassifolia (alianza Helerotaxis) y las especies
comprendidas en cada uno de los subgrupos establecidos segiin Carnevali (1991).

Serles Especies

I M. bicallosa
Maxillana bicallosa M. chartacifolia
M. crassifolia

M. maleclens

M. villosa

M. nasuta

M. proboscidea

M. discolor

M. superflua

M. santanae

M. violaceopunctata
M. brasiliensis

Complejo M. crassifolia Mavxillaria crassifolia

M. equitans
Maxiflania valenzuelana M. valenzuelana
M. witsinioides

Agrupando a las especies del género Maxillaria a nivel de seccién, Christenson
(1999) reconocié la seccién /ridifoliae Pfitz., [Natur. Pflanzenf. 2(6):187. 1889. Tipo. M.
iridifolia Reich. f. = M. valenzuelana (A. Rich) Nash] y ubic6é en ésta seccién a las
especies del complejo Heterotaxis y Maxillaria nasuta, es decir, en esta seccién coloca
a las especies de las series M. crassifolia y M. valenzuelana consideradas por
Carnevali (1991) ambos en la alianza Heterotaxis. De acuerdo con Christenson (1999)
esta seccion se caracteriza por las inflorescencias solitarias, flores carnosas,
campanuladas y con labelos de no lobulados a marcadamente trilobulados.

Bajo el esquema de clasificacién de Senghas (1996, 2000) de la subtribu
Maxillariinae, este autor reconoce dentro del género Maxilaria a once grupos
(Artengruppe) de especies, bajo este esquema de clasificacion la mayoria de las
especies del complejo Heterotaxis se ubican en el grupo Vil, la especie Maxillaria
nasuta la ubica en el grupo XI|, reconoce el género Marsupiaria como valido y en el
agrupa a M. valenzuelana, M. witsinioides y M. equitans. El cuadro 3 se presenta un
esquema de los grupos reconocidos por este autor y a las especies incluidas en cada
uno.






como valido en sus tratamientos (Senghas, 1993, 1994, 2000), mientras la mayoria lo
consideran como un sindnimo de Maxillaria. A pesar de las diferencias vegetativas,
las caracteristicas florales muestran evidencia de afinidad de este grupo de habito
seudomonopodial con el resto de las especies del complejo Heterofaxis y varios
autores las mencionan como afines (Carnevali, 1991; Christenson, 1999).

Algunos autores no justifican el reconocimiento de Marsupiaria como valido,
ya que mencionan que por ejemplo, M. valenzuelana esta mas relacionada a
Heterotaxis, mientras M. equitans esta mas relacionada con el complejo Camaridium
Lindl. (Barros, 2002).

Cuadro 4. Ut _ ci6n de las especies del complejo Heferotaxis de acuerdo a la clasificacion
estabiecida por *Atwood et al. (datos no publicados) para el género Maxillaria.

Subalianzas Especies

. M. bicallosa
Bicallosa M. chartacifolia

M. crassifolia

M. maleolens

M. villosa

M. nasuta

M. proboscidea

M. discolor

M. superflua

M. santanae

M. violaceopunctata
M. brasiliensis

M. verecunda

M. cymbidiodes

Crassifolia
Alianza Dicrypta

M. equitans

M. valenzuelana
M. witsinioides
M. fritzii

Maxillana valenzuelana

En un estudio reciente de las especies brasileflas de este complejo, Barros
(2002) reconoce a Heterotaxis como un género valido y realiza las combinaciones
nuevas para cinco especies de este complejo, H. brasiliensis, H. sessilis (= M.
crassifolia), H. proboscidea (= M. proboscidea), H. superflua y H. violaceopunctata y
considera a M. discolor como un sinénimo heterotipico de M. crassifolia.

1 http://www.fimnh.ufl.edu/natsci/herbarium/max/database/database.htm
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Cuadro 5. Complejos reconocidos en el presente trabajo y las especies que actualmente se
incluyen en cada uno de estos. Para este trabajo solo se incluyeron en Omithidium

cuatro especies representativas.

Complejo

N
Especies

Heterotaxis

Maxillaria crassifolia (Reichb.f.) Lindiey
Maxillaria discolor (Lodd.) C. Schweinf.
Maxillaria cymbidiodes Dodson, J.T. Atwood, & Carnevali
Macxillaria equitans (Schitr.) Garay
Maxillaria fritzii Carnevali & Ojeda ined.
Maxillaria maleolens Schitr.

Maxillaria nasuta Reichb.f.

Maxillaria proboscidea Reichb.f.

Maxillaria sc”  ‘tesii Ojeda & Romero ined.
Makxillaria se......nae Carnevali & Ramirez
Maxillaria superflua Reichb.f.

Maxillaria valenzuelai 'Sw.) Nash
Maxifllana villosa (Bar  odr.) Cogn.
Maxillaria violaceopunclata Reichb.f.

Omithidium

Maxillari  dendrobium (Reichb.f.) Dressier

Maxillaria co “1ea (Jacq.) L.O. Wms

Maxillaria co.._ iplicata (Ames &C. Schweinf.) L. 0. Wms
Maxillaria fulgens (Reichb.f.) L.O. Wms

Hipétesis

o Si el complejo Heterotaxis ha sido definido en base a M. crassifolia, entonces
todas aquellas especies con habito similar que han sido asociadas a este
complejo se ubicaran en el mismo clado el analisis filogenético.

o Si Maxillaria valenzuelana y M. equitans pertenecen a Heferotaxis, estas deben
de agruparse con el resto de las especies formando un clado monofilético, a
pesar de las diferencias en el habito vegetativo que presentan.

e Sien la subtribu Maxilariinae el habito simpodial es plesiomérfico, entonces si las
especies seudomonopodiales de M. valenzuelana y M. equitans pertenecen al
complejo Heterotaxis, estas deben ser derivadas dentro del clado.

Objetivo general

¢ Realizar un analisis filogenético del complejo Heterotaxis basados en caracteres
morfolégicos, anatémicos y moleculares, y estudiar la evolucidn de la arquitectura
vegetativa y los sindromes de polinizacién con base en la reconstruccion

cladistica.
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Cuadro 6. Especies consideradas en el analisis filogenético de los complejos Heterotaxis y
Omithidium.

Taxén Complejo

Maxillaria crassifolia (Reichb.f.) Lindley
Maxillaria cymbidiodes Dodson, J.T. Atwood, & Carnevali
Maxillaria discolor (Lodd.) C. Schweinf.
Maxillaria equitans (Schitr.) Garay
Maxillaria fritzii Ojeda & Carnevali ined
Maxillaria maleolens Schiltr.

Maxillaria nasuta Reichb.f.

Maxillaria proboscidea Reichb.f.
Maxillaria schultesii Ojeda & Romero ined
Maxillana santanae Carnevali & Ramirez
Maxillana superflua Reichb.f.

Maxillaria valenzuelana (Sw.) Nash
Maxillaria villosa (Barb.Rodr.) Cogn.
Maxillaria violaceopunctata Reichb f.

Heterotaxis

Maxillaria adendrobium (Reichb.f.) Dressler

Maxillaria coccinea (Jacg.) L.O. Wms

Maxillaria conduplicata (Ames &C. Schweinf.) L. O. Wms
Maxillaria fulgens (Reichb f.) L.O. Wms

Omithidium

Grupos externos

Para determinar la polaridad de los caracteres se utilizé la estrategia de
comparacién con varios grupos externos (Nixon and Carpenter, 1993, Barriel and
Tassy, 1998). En este andlisis se consideraron cuatro taxa como grupos externos.

La seleccion de los grupos externos se baso en las hipotesis filogenéticas de
analisis previos basados en secuencias de ADN (ITS 1y 2, matK , el intron trnlL y el
espacio intergene frnL-F) de la tribu Maxillariae Pfitzer (Whitten et al, 2000), la
subtribu Maxillariinae sensu Whitten et al., (Whitten et al., datos no publicados) y del
género Lycaste L. (Ryan et al., 2000).

De estos andlisis se seleccionaron cinco especies como grupos externos de
los géneros Lycaste Lindl., Xylobium Lindl., Maxillaria Ruiz & Pav. y Cryptocentrum
Benth.; los taxa terminales seleccionados fueron Lycaste cruenta, Xylobium
zarumense, M. bicallosa y Cryptocentrum latifolium.

El género Lycaste ha sido clasificado, junto con otros siete géneros, dentro de
la subtribu Lycastinae (Dressler, 1993), sin embargo, analisis recientes sitian a este
género como parte de la subtribu Maxillariinae (Whitten et al., 2000). La especie
seleccionada como representativa de este género pertenece a fa seccion
Deciduoseae Fowlie (Ryan et al., 2000).
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Atwood & de Retana, 1999; Romero & Carnevali, 2000; Carnevali, 2001) y algunas
descripciones e iconografia de material tipo. Para el caso de Maxillaria conduplicata
(una especie poco colectada) la informacidon fue obtenida basicamente de
descripciones y de dibujos de la literatura.

Técnicas anatémicas

Las muestras para la anatomia foliar se obtuvieron de muestras colectadas en
fresco, muestras conservadas en etanol al 70 % y de material re-hidratado de
muestras de herbario (cuadro 7). Previo a realizar los cortes, las muestras que fueron
re-hidratadas y conservadas en alcohol al 70 %, luego se sometieron a una campana
de vacio durante unas 24 hrs. con la finalidad de eliminar las burbujas en el tejido.

Se realizaron cortes transversales de hojas que se encontraban en la parte
basal de las plantas y se utilizé el segundo tercio de estas. Los cortes se hicieron a
mano alzada con una navaja, se colocaron en cloro comercial durante unos minutos
hasta que destifieron (la concentracién de cloro vari¢ del 5-20 % dependiendo del
grosor y la textura de las hojas), se enjuagaron con agua destilada, se tifieron con azul
de toluidina al 1 % y safranina al 1 % por unos tres minutos y se enjuagaron de nuevo
con agua destilada.

Finalmente, se preservaron temporalmente sobre portacbjetos con cloruro de
calcio al 2 %. Los cortes se observaron en un microscopio Nikon SM2800 a distintos
aumentos (1X a 6.3 X) y se fotografiaron utilizando una cédmara digital Nikon coolPix
950. Estos analisis se realizaron en una ¢ dos hojas de cada especie y revisando
varios cortes de la misma hoja. Las estructuras observadas se definieron con base en
trabajos previos (Esau, 1967, 1977; Arditi, 1992 y Holtzmeier et al., 1998).






Analisis filogenéticos

La matriz se elaboré con Winclada (Nixon, 2001). Los taxa que presentaron
mas de un estado fueron codificados como polimérficos (Cornet & Turner, 1999).
Todos los caracteres se consideraron con el mismo peso, se utilizé parsimonia de
Fitch y todos fueron considerados como no ordenados. El andlisis de parsimonia se
corrié usando ef programa NONA (Golobof, 1993).

Se realizé una busqueda heuristica con la estrategia mdultipie TBR+TBR
(mult*max™), con un total de 1000 réplicas (mult.*1000). Se inici6 cada réplica con 10
arboles en la memoria (h/10) y se conservaron un maximo de 1000 arboles (hold
1000). A cada arbol obtenido se le calculd ia longitud (L) y la homoplasia se evalué
con el indice de consistencia (Cl) (Kluge & Farris, 1969) y el indice de retencién (RI)
(Farris, 1989). A pesar de que el analisis de bootstrap es uno de los parametros mas
comunmente usados para el soporte de los clados, se han mencionado algunos
problemas asociados con este, tales como su sensibilidad al orden con el @  ue se
adicionan los terminales en el analisis, el hecho de no suprimir las ramas de longitud
cero y reemplazar los caracteres en una nueva terminal (Sanderson, 1995; Farris et
al., 1996). Por este motivo, en este estudio se decidié utilizar un andlisis de jacknife
(Farris et al., 1996). Este analisis se realizé con 1000 réplicas (h 1000), realizando 10
réplicas de la basqueda (mult* 10) y reteniendo 10 arboles en la memoria (h/70).

El soporte de las ramas se evalué mediante el indice de Bremer (Bremer,
1988, 1994) 6 también conocido como el indice de soporte de Bremer (S1) (Kluge &
Wolf, 1993; Davis, 1993) o indice de decaimiento (decay index) (Olmstead et al.,
1993).

Este valor se obtuvo sometiendo la matriz de caracteres y el arbol obtenido al
programa NONA desde Winclada; sometiendo la matriz a una busqueda TBR vy
reteniendo los arboles de longitud mayor a la del arbol en la memoria. Para el analisis
se uso una memoria de 10000 arboles (h 10 000), tomando un niumero de pasos extra
de 10 con el comando bs 70 en NONA.

La optimizacién en cladistica es un proceso realizado en dos pasos
(descendente y ascendente) para la asignacion dptima de los estados de caracter en
cada nodo (Farris, 1969; Fitch, 1971). Durante el paso descendente se obtiene la
longitud del arbol y en el paso ascendente se asignan los estados de caracter
definitivos para cada nodo. Una vez que se han asignado los estados optimos para
todos los nodos (incluyendo los terminales), se puede interpretar la evolucion del
caracter y entonces es posible inferir también la direccion de cambio. Para la
interpretacion de la evolucién de la arquitectura vegetativa y de los sindromes de
polinizacion se utilizé la optimizacion ACCTRAN (fast).






las especies estudiadas de éste género junto con la especie tomada como
representativa presentan seudobulbos fusiformes (Fig. 2E). La forma del
seudobulbo en este género es variable y podria ser un caracter informativo dentro
de este. Seudobulbos oblongos y comprimidos lateralmente se observaron en el
complejo Heterotaxis (Fig. 2A y B); en las plantas vivas estos son mas comprimidos
iateralmente en el apice y presentan un ensanchamiento en la base. Los
seudobulbos estudiados en Ornithidium son ovoides, no se encuentran
comprimidos lateralmente y fienen casi el mismo largo que ancho (Fig. 2.C).
Codificacién: fusiforme (0), oblongo comprimido lateralmente (1), ovoide no
comprimido lateralmente (2), ovoide comprimido lateraimente con espinas en el
apice (3)

. Arquitectura vegetativa.- Se encontré una gran variacién en la arquitectura
vegetativa de las especies estudiadas. Cada uno de las arquitecturas vegetativas
establecidas se debid a caracteristicas encontradas en cada una que las
caracterizaban. En este estudio se consideraron las siguientes arquitecturas
vegetativas:

Simpodial, en este tipo de arquitectura vegetativa se producen simpodios a
intervalos constantes, este simpodio consta de una seccién del rizoma cubierto de
vainas o pre-yema d enuevo y de otra seccién en donde generaimente se
produce el seudobuibo (post-yema de renuevo. Los simposios pueden ramificarse y
formar plantas con apariencia cespitosa (Fig. 2F).

Monopodial, en este tipo de arquitectura vegetativa no hay seudobulbos y existe un
crecimiento apical continuo y es posible observar ramificaciones de estos tailos,
aunque no hay un patrén constante y predecible (Fig. 2G).

Seudomonopodial, este tipo de arquitectura carece de seudobulbos y nicamente
se observa un rizoma en el sustrato (pre-yema de renuevo). De este rizoma surgen
los seudomonopodios sin ramificaciones y con crecimiento limitado. Una vez que el
seudomonopodio ha alcanzado determinado tamario, otro seudomonopodio se
origina del rizoma; esta arquitectura tiene el mismo patréon de produccion de vainas
que la arquitectura simpodial; primero se producen vainas sin limbo y luego las
vainas con limbo foliar donde uUnicamente se producen las flores. Este tipo de
crecimiento se observé en M. equitans y en M. valenzuelana (Fig. 2H).

Sigmoides, en este tipo de crecimiento hay hojas sigmoides, sin seudobulbos y las
plantas tienen forma de abanico (Fig. 21).
Cadificacion: simpodial (0), monopodial (1), seudomonopodial (2), sigmoide (3).

. Entrenudos de la pre-yema de renuevo. El término pre-yema de renuevo se le
aplica a la seccion que esta formada por los entrenudos que separan dos tallos
adyacentes (Solano, 2002); cuando este segmento crece postrado se le denomina
rizoma (Dressler, 1993) (Fig. 2J [PR}). En esta seccidn se encuentran las raices y
las vainas que no presentan limbo foliar; en algunas especies las vainas pueden
estar mas envolventes que en otras. Algunos autores denominan a esta region
como la parte basal o subterranea (Rasmunsen, 1986), sin embargo, cuando esta
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9. Apice de la hoja.- Para la forma del apice de la hoja se establecieron dos estados
de caracter, este podia estar en forma aguda o acuminada, es decir, ambos Ibulos
estaban simétricos, como en Ias especies de Xylobium y Lycaste (Fig. 2M); o estar
en forma asimétrica y presentar dos I6bulos apicales de distinta longitud (Fig. 2L).
Cadificacién: simétrico (0), asimétrico (1).

10. Peciolo de la hoja.- Para este caracter se establecieron dos estados; esta
estructura podia estar presente como en Xylobium y Lycaste (Fig.2M). Las plantas
que carecian de peciolo presentaban un seudopeciolo, en esta estructura los
pliegues de las hojas podian o no fusionarse y daban consistencias distintas a esta
estructura (Fig. 2L). Codificacion: presente (0), ausente (1).

11. Nervio medio de la vaina quillado.- Este término se aplico a la presencia de una
estructura en la base de las vainas que presentaban limbo foliar. Esta estructura
estaba presente cuando los pliegues de las vainas se fusionaban en la base y al
desarticularse la hoja de la vaina, Ia cicatriz que se formaba en esta tenia forma de
Y. Esto ocasionaba que los dos bordes no pudiesen ser desplegados en un solo
plano (Fig. 2N). Esta estructura podia estar ausente y la cicatriz que quedaba al
desarticular la hoja tenia una forma de V, cuando esta quilla estaba ausente los
pliegues de las vainas podian extenderse en un solo plano (Fig. 20). Codificacién:
presente (0), ausente (1).

12. Tipo de hoja.- Dos tipos de hojas se consideraron en el estudio, las especies de
Xylobium, Lycaste y otras tribus relacionadas poseen hojas plegadas (Fig. 2M),
mientras los géneros agrupados en Maxillariinae s.s. se caracterizan por hojas
conduplicadas (Fig. 2L). Codificacién: plegada (0), conduplicada (1).

13. Foliacién del seudobulbo.- Se observé una variacion en el nimero de hojas por
seudobulbo en los grupos estudiados. En el género Lycaste se observan
principalmente dos o tres hojas por seudobulbo y no hay especies unifoliadas. En
Xylobium principalmente se observan plantas con dos hojas en el apice del
seudobulbo, siendo menos comunes las de tres hojas y las unifoliadas. Dentro del
género Maxillaria también hay una variacion en el namero de hojas por seudobulbo
en los complejos de especies y al parecer esta caracteristica ha evolucionado
varias veces dentro del género. Para este caracter se establecieron dos estados, el
seudobulbo podia presentar solo una hoja en el apice (unifoliado) 6 tener mas de
una hoja en el seudobulbo (multifoliado). Para Lycaste cruenta se considero que
tenian méas de una hoja en el apice del seudobulbo, en Xylobium este caracter se
codific6 como polimérfico, ya que en este género existen especies unifoliadas.
Codificacién: unifoliado (0), muitifoliado (1).






Figura 2. Variacion en la superficie y forma de los seudobulbos observados en A) las especies
del complejo Heterotaxis, B) Maxillaria nasuta, C) Omithidium y D-E) en Xylobium; F)
habito simpodial, G) monopodial H) seudomonopodial en M. equitans, con la post-yema
de renuevo alargada, |) sigmoide; J) con la pre-yema de renuevo [PR] y la post-yema
de renuevo [PTR], K) M. fulgens con la pre-yema de renuevo ortotrépica; L) M.
crassifolia, M) Xylobium zarumense; nervio medio guillado N) presente y O) ausente;
seudopeciolo de la hoja del seudobulbo P) parcialmente fusionado y Q) libre; primer
tercio de las hojas articuladas a las vainas mostrando los pliegues R) libres, S)
parcialmente fusionados y T) fusionados.
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originaron, dando una apariencia articulada al pedlnculo y sin dejar partes
descubiertas del pedunculo (Fig. 3A). En el otro estado las bracteas pueden
sobrepasar el siguiente nudo, pero no envuelven por completo en pedunculo y este
se encuentra descubierto en ciertas zonas, no dando esta apariencia articulada
(Fig. 3B). Codificacion: sin envolver el pedunculo (0), envolviendo el pedinculo (1).

22. Longitud del pedinculo de la inflorescencia.- La longitud del pedinculo de la
inflorescencia depende tanto del nimero de entrenudos, como de la longitud de
cada uno de los entrenudos. Para este caracter se consideraron tres estados. El
pedunculo podia ser corto, estos es, el tamafio de este no excedia mas de dos
veces el tamafo del seudobulbo; en las plantas sin seudobulbos el pedinculo no
era mas de dos veces del tamafio de las vainas con limbo foliar, de hecho la
articulacién de la hoja con la vaina era del mismo tamafio 0 un poco menor al
tamafio del peddnculo (Fig. 3C). En otras especies la longitud del pedunculo se
consideré6 como mediana, éste rebasaba el tamafio del seudobulbo, siendo hasta
mas de dos veces la longitud del seudobulbo, sin embargo, nunca era de igual o
mayor tamafio que las hojas (Fig. 3D). El pedunculo podia ser tan largo como las
hojas, resultando en una estructura muy evidente en las plantas con este tamario
de pedunculo. Caodificacién: corto (0), mediano (1), largo (2).

23. Tamaiio del 3° y 4° entrenud: iJel pedunculo de la inflorescencia. Los
entrenudos del pedlnculo de la inflorescencia se designaron en forma descendente
comenzando con el entrenudo mas cercano a la flor. De esta manera, el primer
entrenudo es aquel que se encuentra inmediatamente debajo de la flor y en forma
descendente se asignan [os siguientes nimeros para el resto de los entrenudos. Se
encontrd variacion en el tamafio de los entrenudos 3° y 4° en comparacion al resto
de los entrenudos de la inflorescencia. En unas especies el tamafio de estos era
menor con respecto a los otros entrenudos, lo que ocasionaba que estos
aparecieran como reducidos (Fig. 3E). En otras especies estos dos entrenudos
tenian mas o menos el mismo tamario al resto de los entrenudos y no se veian
reducidos (Fig. 3F). Codificacién: reducido con respecto al resto (0), de igual
tamarnio que el resto (1).

24. Numero de flores por axila.- La inflorescencia de Maxillaria es considerada
uniflora, pero en algunas especies pueden producirse varias por axila, ocasionando
que en una misma axila de la vaina se puedan ver varias flores producidas al
mismo tiempo. El nimero de flores podia llegar hasta 8 o mas en una misma axila,
como en algunas especies del complejo Ornithidium. También se observo que en
algunas generaimente se producen pocas; se consideraron como pocas cuando
estas no excedian de tres flores simultaneas por axila. Por lo general se
encontraban en las consideradas pocas casi siempre una o dos flores al mismo
tiempo en la axila. Codificacién: no mas de tres (0), > de tres (1).

25. Longitud de la bractea floral.- Como bractea floral se denominé a la vaina que se
encuentra inmediatamente en la articulacion del pedicelo de la flor con el pedinculo
de la inflorescencia. Para este caracter se establecieron cuatro estados. Esta podia
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simple vista y unicamente es posible diferenciarlo con estudios anatomicos; sin
embargo, cuando se forma el fruto es posible distinguir ambas estructuras y
visualizar su tamafo. Los pedicelos podian ser largos, es decir, eran mas de dos
veces el tamafio del fruto o la flor y ocasionaban que estas estructuras estuvieran
péndulas (Fig. 30). En el otro estado, el pedicelo se consideré corto, ya que en
comparaciéon con el fruto o la flor eran de igual o de menor tamafo (Fig. 3P).
Caodificacién: mayor que el fruto (0), menor que el fruto (1).

31. Apice del fruto.- Esta porcidn apical fue considerada como la region inmediata
después del sitio donde se articula la columna. Esta parte del fruto podia presentar
un adelgazamiento (constriccion), como si esta zona fuese estéril y no tuviera una
produccién de semillas; esta region era mucho mas delgada que la parte media del
fruto (Fig. 30). En el otro e<tado, el fruto no presentaba esta constriccidon subita en
la parte apical y esta zoni 2nia mas o menos el mismo grosor de la parte media
del fruto (Fig. 3P). ~~{ificacién: atenuada (0), sin atenuacién (1).

32. Posicidon de la columna con respecto al ovario.- La posiciéon en la que la
columna se une al ovario mostré una variacion en aquellas especies que tenian un
pie columnar reducido. La columna podia unirse al ovario con una cierta inclinaciéon,
lo que ocasionaba que en esta parte se formara un angulo (de aproximadamente
45°), este era evidente en la flor y también cuando el fruto ya se encontraba
formado (Fig. 3Q); este era constante, ya que si en la flor se observaba esta
inclinacién, este persistia también en el fruto. Por otro lado, la columna se podia
unir sin ninguna inclinacién, quedar en forma perpendicular y tener la misma
orientacion que el ovario (Fig. 3R). Caodificacién: en angulo de 45° (0),
perpendicular (1), en angulo recto (2).

33. Pie columnar.- El pie columnar es una extensién ventral de la base de la columna
en el sitio donde se une el labelo (Dressler, 1981). Se encontrd variacion en la
proporcion del tamario de esta estructura con respecto al resto de la columna. En
unas especies esta estructura se considero prominente, ya que podia llegar a ser
de mayor tamafio con respecto a la columna; sin embargo, se consideré que esta
estructura era prominente cuando ilegaba a ser al menos de la mitad del tamafio
del resto de la columna (Fig. 3S). Se consideré que esta estructura estaba
reducida cuando era de menor tamafio de la mitad del tamafio de la columna; en
general en aquellas especies en la que se considerod reducida esta estructura era
poco evidente y en la mayoria de las especies era el 10 % del tamafio de la
columna (Fig. 3T). Para el género Cryptocentrum se considerd que esta estructura
podia alcanzar la articulacion del pedicelo de la flor, por lo tanto era mucho mas
larga que en los otros estados (Fig. 3U). Codificacién: prominente (0), reducido (1),
alcanza la articulacion del pedicelo (2).

34. Forma de la columna.- Se encontré variacion en la forma de la columna para las
especies estudiadas. En algunas la columna tenia una forma arqueada, donde el
sitio de unién de la columna al ovario se encontraba a la misma altura que el
estigma y el resto de la columna tenia esta forma de arco (Fig. 4A). En otras
especies la columna presentaba una forma sigmoide, el estigma estaba por arriba
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una textura membranosa, las partes de las flores eran delgadas y con pocas capas
de grosor. En otras especies la textura se design6 como fibrosa, ya que estas
presentaban una consistencia fuerte y eran evidentes fibras en las partes de Ia flor;
estas flores se podian manipular con facilidad, ya que son flexibles y son dificiles
de romper cuando se doblan. En otras especies las partes de la flor presentaban
una mayor cantidad de capas de tejidos dando una apariencia carnosa, estas flores
se rompian facilmente al doblarlas. Codificacién: membranosa (0), carnosa (1),
fibrosa (2).

41. Margen de los pétalos. Se observo variacién en la textura de la superficie de los
pétalos en las plantas estudiadas. Para esta caracter se establecieron dos estados.
El margen de los pétalos podia presentar una textura lisa (Fig. 4J) en toda la
superficie 6 tener la parte apical con una textura papilosa, 1o que le daba una
apariencia serrada al margen (Fig. 4K). Codificacién: liso (0), serrado (1).

42. Loébulos del labelo. Se encontré variacién - la forma del labelo cuando este se
extendia en un solo plano. Esta variacion se cudificd Unicamente para las especies
que tenian flores carnosas. Para este caracter se establecieron dos estados. El
labelo podia presentar lobulos en l: iarte media del labelo, al desplegarlo en un
solo plano el labelo tenia dos I6bulos laterales bien marcados y un apice bien
marcado (Fig. 4L). Las especies que no presentaban estos l6bulos tenian una
forma mas o menos entera cuando se extendia en un plano (Fig. 4M). Codificacién:
entero con apice ovado (0), ligeramente trilobulado con apice ovado (1),
ligeramente trilobulado con apice cuadrado (2), ligeramente trilobulado con apice
agudo (3), entero y agudo en el apice (4).

43. Forma del callo.- Esta estructura es variable dentro de los complejos estudiados y
se codificaron 5 estados para este caracter. Se encontrd un callo carnoso que se
encontraba desde la base hasta la mitad del labelo, este tipo de callo tenia la
misma textura en toda su superficie (Fig. 4L). En otras especies se observé un callo
carnoso desde la base hasta el apice del labelo, este callo podia estar continuo o
presentar una discontinuidad a mitad del labelo y tenfa la misma textura en toda su
superficie (Fig.4M), se observaron callos con dos texturas, en la primera parte era
de textura carnosa y la segunda mitad de textura farinosa (en forma de granos de
polen 6 seudopolen) (Fig. 4N), en otras especies el callo tenia una textura carnosa
desde la base hasta la mitad del labelo y en la segunda mitad formaba una
depresion o concavidad (Fig. 40). En otras especies se observo un callo de textura
carnosa reducido Unicamente a la parte media y el apice unicamente (Fig. 4P).
Codificacién: carnoso de la base a la mitad (0), carnoso de la base al apice (1),
carnoso de la base a la mitad y farinoso en el dpice (2), carnoso a la mitad y
concavo en el apice (3), reducido (4), ausente (5).












Caracteres anatomicos

48. Tilosomas. Los tilosomas son excrecencias lignificadas de las paredes mas
profundas de las células de la capa del velamen de la raiz, los tilosomas se
encuentran adyacentes a las células de la pared gruesa de la exodermis de
muchaz orquideas epifitas (Pridgeon ef al., 1983). Se han reportado siete tipos
morfolégicos de estas estructuras que son casi exclusivas de orquideas
Neotropicales. En el siguiente analisis se consideraron los siguientes tipos de
tilosomas.

Los tilosomas lamelados son placas constituidos con surcos paralelos y han sido
reportados como el mas comun en Orchidaceae (Fig. 5A); este tipo de tilosoma se
encuentra en Lycaste.

Los tilosomas reticulados son redes rectangulares de finos filamentos y
relativamente grandes intersticios (Fig. 5B); ocurren solo en Xylobium,
Cryptocentrum y Mormolyca. Los tilosomas baculados son masas irregulares de
barras independientes orientadas perpendicularmente a ias paredes externas de
las células de paso (Fig. 5C). Este tipo de tilosomas ocurre Gnicamente en especies
del género Maxillaria.

Codificacion: lamelados (0), reticulados (1), baculados (2).

49. Paquetes de fibras esclerénquimatosas en la hipodermis adaxial. La
hipodermis de la hoja es usada segun Esau (1960, 1977) para representar las
distintas capas por debajo de la epidermis sin una diferenciacién ontogenética. La
variacién observada se encontré en los paquetes de fibras en esta parte del tejido.
Estos paquetes son pequefas agrupaciones de células que se encuentran cerca de
ia hipodermis tanto adaxial como abaxial. En algunos grupos se gbservaron estas
estructuras en ambos Jados de ta hipodermis (Fig. 5D y E), mientras que en otras
especies estos solo se encontraban Unicamente en la hipodermis abaxial (Fig. 5F y
G).

Codificacién: presentes (0), ausentes (1).

50. Ubicacion de los haces vasculares en el mesofilo. En las secciones
transversales de las hojas, los haces vasculares estaban agrupados en dos
posiciones dentro del mesofilo. Estos se localizaban alineados en un solo plano
(Fig. 6A), esto es, los diferentes tamafios de haces que se encontraban en el
mesofilo se ubicaban sobre un mismo eje y estos no se salian de este eje. En el
otro estado los haces vasculares no se encontraban distribuidos sobre un mismo
plano, los haces de distintos tamafios se localizaban en distintos ejes dentro del
mesofilo. (Fig. 6B). Codificacién: en un mismo eje (0), es distintos ejes (1).

51. Patrén de haces vasculares. Para describir la disposiciéon y el intercalado del
tamafio de haces vasculares en las especies observadas se establecieron los
siguientes tipos de patrones para la distribuciéon de los haces vasculares. Estos
patrones se refieren a la repeticién de estos mddulos en la hoja.
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observaran difusos con respecto al resto del mesdfilo (Fig. 7E). Codificacién:
ausente (0), presente (1).

55. Capsula de esclerénquima rodeando el xilema. Esta capa podia estar presente
en el xilema y se observaba como una zona de células mas densa rodeando el
xilema (Fig. 7F), mientras en otras especies el xilema carecia de esta capsula y el
xilema presentaba bordes difusos (Fig. 7G). Codificacion: ausente (0), presente (1).

56. Posicion del haz vascular medio. El haz vascular central o medio es aquel que
se ubica en la zona central de las hojas conduplicadas. Su posicién presentd
variacion, ya que en algunas especies este haz vascular se encontraba en posicion
abaxial (Fig. 8A) cerca de la epidermis, mientras en otras especies el haz vascular
se encontraba en una zona central o media dentro del meséfilo (Fig. 8B).
Codificacién: abaxial (0), intermedia (1).

57. Tejido acumulador de agua. En algunas especies se encontrd un tejido
parenquimatoso de acumulacion de agua. Por lo general, este tejido estaba
compuesto de una gran cantidad de capas de células (hasta 15 céluias de grosor)
(Arditi, 1992) (Fig. 8C) y en otras especies estaba ausente (Fig. 8D). Codificacion:
ausente (0), presente (1).

58. Numero de veces que se repita el patrén de haces vasculares. En este estudio
se establecieron médulos que se repiten a lo largo de la hoja. Estos modulos
corresponden a los tipos de haces vasculares establecidos en el caracter 51. De
esta manera, en algunas especies (las que tenian hojas anchas) se encontraba
mas veces repetido este patrén en comparacion de las hojas angostas. En algunas
especies este patrébn no se repetia mas de 10 veces, mientras que en otras
especies este patrén se repetia muchas veces y por ser hojas anchas era mayor a
10. Codificacién: < 10 (0), >10 (1).
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Figura 9. Uno de los 20 arboles igualmente parsimoniosos encontrados de las relaciones
filogenéticas del complejo Heferotaxis. Busqueda heuristica h 1000, mult*N 1000
h/10. Con una longitud de 106 pasos, Cl =0.85, RI =092 (L =103, CI=0.85yRIl =
0.92 excluyendo caracteres no informativos). Los nimeros sobre las ramas son los
valores de jacknife (1000 réplicas) y los numeros debajo de las ramas son los
valores para el indice de Bremer. Las ramas de mayor grosor son las que reciben un
mayor soporte (> 85 %). Las flechas indican los clados que colapsan en el arbol de
consenso de soporte de jakcnife. El arbol fue escogido en base a las hipétesis de
relacion segun el autor.
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Figura 11. Arbol de consenso de las relaciones filogenéticas del complejo Heterotaxis y grupos
relacionados. Las barras sélidas sobre las ramas representan sinapomorfias de los
clados y las claras son caracteres homoplasicos. Los numeros sobre las barras
indican el caracter y fos numeros por debajo se refieren al estado del caracter.
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Sinapomorfias de Heterotaxis s.s. — Ornithidium

Con base en la evidencia morfologica, Heterotaxis s.s. y las especies
consideradas del complejo Ornithidium son grupos hermanos. Se encontraron dos
sinapomorfias florales y una anatémica. Ambos grupos tienen el 3° y 4° entrenudo del
pedunculo de la inflorescencia reducidos con respecto al resto de los otros
entrenudos. También comparten la presencia de Gnicamente dos tamafios de haces
vasculares distintivos en los médulos descritos para los patrones de haces vasculares
(Fig. 13).

Sinapomorfias de Heterotaxis s.s.

En este clado se encontraron tres sinapomorfias asociadas a estructuras de la
flor, no se encontré ninguna sinapomorfia vegetativa o anatémica del grupo. En este
grupo el grosor del pedicelo de la flor es mayor con respecto al resto de los
entrenudos del pedunculo de la inflorescencia. Este es muy caracteristica en plantas
vivas y no es tan perceptible en material de herbario a menos que sea re-hidratado.
Esta estructura presenta ademas unas costillas profundas caracteristicas. Otra
sinapomorfia es la articulacién de la columna al ovario, esta se encuentra en una
posicion inclinada de aproximadamente 45°, esta posicion es evidente tanto en las
flores como en el fruto y es muy facil de identificar. Las especies de este complejo
comparten también la presencia de un mucrén sub-apical en el pétalo y el sépalo.
Esta estructura es muy evidente en plantas vivas y también en material re-hidratado.
Es mas facil de observar en las especies de mayor talla, como M. violaceopunctata.

En este complejo se encontraron dos clados: uno donde se encuentra la
especie tipo del complejo, M. crassifolia (clado Crassifolia) y en el otro se agrupan las
especies de mayor talla (referido aqui como clado Violaceopunctata). E! clado
Violaceopunctata presenta dos sinapomorfias, las espemes de este clado presentan

en sus labelos dos I6bulos marcados, que le da " ' apariencia de estar
trilobuiado. La otra sinapomorfia es el tipo de hac , presentan la misma
cantidad y disposicién de haces que en el clado Cr :mbargo, los modulos
encontrados en el patrén de has vascular pres >s haces vasculares
grandes de 4 a 7 haces de mencr tamafio, a d slado Crassifolia que
solamente tiene tres de estos haces. Dentro del cl unctata solamente un
caréacter floral mostré variacion, el contorno de la p los pétalos es lisa en
M. discolor, como con el resto de Heterotaxis a es serrada en M.

maleolens, M. villosa y M. violaceopunctata (Fig. 13). este caracter separa a M.
discolor del resto del clado Violaceopunctata.

En el clado Crassifolia esta soportado por dos sinapomorfias vegetativas; en
este clado las especies tienen los pliegues de las hojas articuladas a las vainas estan
parcialmente fusionados en la base y presentan un nervio medio quillado en las vainas
de las hojas. En estas especies los pliegues de la hoja no se pueden extender en un
solo plano, ya que en la base se encuentra esta estructura. En M. equitans y M.
valenzuelana el grado de fusién es mayor. En este analisis M. schultesiii se agrupa en
este clado, sin embargo, su posicién no esta soportada por el analisis de jacknife ni de
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soportan mas la hipétesis de pertenecer al clado Violaceopunctata. Es posible que
estudios mas detallados de la anatomia y las secuencias de los ITS 1 y 2 aporten
evidencia sobre la ubicacion de esta especie.

El otro clado dentro de Heterotaxis s.s. incluye a las especies de mayor taila y
menor suculencia. Morfoldgicamente son muy similares y salvo ligeras diferencias en
fa flor, este grupo de especies es muy homogénec morfolégica mente y
anatomicamente. Dentro del clado Heterotaxis s.s. la morfologia vegetativa presentd
poca variacion y no aporto caracteres para la r--olucién de las relaciones de las
especies. Dentro de este clado los caracteres flo....es y anatomicos presentaron una
mayor variacion y fueron mas informativos.
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estas son homogenizadas por el proceso de evolucién concertada, lo que evita
problemas de paralogfa en el uso de estas secuencias al inferir filogenias (Hills ef al.,
1991).

El tamafio de los ITS (< 700 pb en angiospermas) también facilita su extraccién
y su secuenciacion, incluso de material proveniente de muestras de herbario. Ademas,
se encuentran flanqueados por zonas altamente conservadas de los genes del
ribosoma (188, 5.8S y 268S), lo que facilita su amplificacién, incluso usando iniciadores
universales (White et al., 1990) y su posterior alineacién en las matrices de datos.

Las regiones espaciadoras ITS han sido probados como buena fuente de
caracteres nucleares en la inferencia de relaciones evolutivas a niveles intergenéricos
e intragenéricos en distintas familias de angiospermas (Baldwin et al.,, 1995) vy
también han sido utilizados en la reconstruccion filogenética en Orchidaceae en la
subfamilias Cypripediodeae (Cox et al., 1997), en las subtribus Oncidiinae (Pridgeon
et al.,1997; Williams et. al., 2001; Williams et. al., 2001a), Orchidiinae (Bateman et al.,
1997), Catasetiinae (Pridgeon & Chase, 1998), Laeliinae (van der Berg, et al., 1999;
van der Berg, et al., 2000), Pleurothalidiinae (Solano, 2002) y Caladeniinae (Molvray et
al., 2000), asi como en los géneros Diseae (Douzery et al., 1999), Lycaste y Anguloa
(Ryan et al., 1999), Dignathe (Sosa et al.,2001), Encyclia (Higgins et al., datos no
publicados) y Myrmecophyla (Carnevali, datos no publicados).

Materiales y métodos
Taxa terminales

En este andlisis se incluyeron 4 especies representativas del complejo
Ornithidium y todas las especies que han sido asociadas al compiejo Helerofaxis,
excepto M. witsinoides y M. chartacifolia, las cuales estan asociadas a otros complejos
de especies dentro de Maxillaria (Whitten et al, datos no publicados). Tampoco se
incluyeron a tres especies del complejo Heterotaxis; Maxillaria fritzii, M. schultesiiy M.
santanae. La primera ha sido colectada una sola vez y solo se preserva una flor en
alcohol al 70 %. De las ultimas dos no se logré obtener una buena calidad de ADN de
los ejemplares de herbario. El cuadro 9 presenta una lista de las especies incluidas en
el andlisis y el origen del material de donde se extrajo el ADN. En el presente trabajo
se obtuvieron las secuencias de cinco individuos utilizados en el analisis; el resto de
las secuencias se obtuvieron de Whitten ef al. (datos sin publicar*).

*http://mwww fimnh.ufl.edu/herbarium/max/downloads/downloads.htm






Grado de divergencia molecular de los ITS 1 & 2

Los datos de las secuencias de ADN fueron analizados también con el método
de similitud neigjbor-joining (NJ) usando la distancia de 2-parametros de Kimura
(Saitou & Nei, 1987; Kimura, 1980).

Cuadro 8. Lista de especies incluidas en el analisis y el origen de cada una de las muestras.
T Especies que se secuenciaron en el presente estudio.

Taxon Voucher Sitio de origen Herbario
Grupo interno
Maxillania adendrobium (Reichb.f). Dressler SEL 1995-0365A SEL
Maxillaria coccinea (Jacg.) L.O. Wms ’;g’;gw & Whitten SEL
T o . .
Maxillaria conduplicata (Ames & C. M. Blanco 1660 Costa Rica Lankester Garden,

Schweinf.) L. 0. Wms 03296
Maxillaria crassifolia (Reichb.f.) Lindley

Y Maxillaria crassifolia |S-4 (Reichb.f) Lindley - Manchiques Planta en cultivo

Y Maxillaria crassifolia 1S-7 (Reichb.f.) Lindley - Tucuco, Zulua Planta en cultivo
Maxillaria cymbidiodes Dodson, J.T.

Atwood, & Camevali SEL 1995-0447A SEL
Maxillaria discolor (Lodd.) C. Schweinf. ffwood & Whitten SEL

Y Maxillaria equitans (Schitr.) Garay Ex C. Garcia es
Maxillaria fulgens (Reichb.f) L.O. Wms. ~ ‘aov00d & Whitten SEL
Maxillaria maleolens Schitr. fomood & Whitten SEL
Maxillaria nasuta Reichb f. Whitten 1869 FLAS
Maxillaria proboscidea Reichb.f. ggggOd & Whitten Venezuela SEL

1 Maxillaria superflua Reichb.f. Atazapo, VEN Planta en cultivo
Maxillaria valenzuelana (Sw.) Nash SEL 1985-0356A SEL
Maxillaria villosa (Barb.Rodr.) Cogn. Atwood 5609 SEL
Maxillaria violaceopunctata Reichb f. SEL 1981-2139 SEL

Grupos externos
Maxillaria bicallosa (Reichb.f.) Garay Whitten 1713 FLAS
Cryptocentrum latifolium Schitr. SEL 1979-0403 SEL
Xylobium zarumense Dodson Whitten 89096 FLAS
Lycaste cruenta Lindl. Oakley17.11.95 K

Nota: los ejemplares M. crassifolia |S-4 y 1S-7 provienen de poblaciones de esta especie que ha sido
considerada como M. gatunenesis Schitr.
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Figura 15. Unico arbol encontrado de las relaciones filogenéticas de los complejos Heterotaxis y
Omithidium basado en las secuencias de ADN (ITS 1 y 2) utilizando una blsqueda
heuristica. De los 787 pb solo 93 fueron informativos. Estrategia de busqueda h
1000, mult*N 1000 h/10. L =279, C1 0.75, RI=0.76 (L= 177, Cl =0.62 y Rl = 0.76
excluyendo caracteres no informativos). Los nimeros sobre las ramas son los
valores de jacknife y los numeros debajo de fas ramas son los valores del indice
Bremer. Las ramas de mayor grosor son las que reciben un mayor soporte. Las
flechas indican los clados que no se encontraron en el arbol de consenso obtenido
en el analisis de jacknife.

Discusion

La informacion obtenida de la secuencia de los ITS fue informativa entre las
especies dentro de los complejos y brindo menor resolucién a niveles mas altos entre
las relaciones de los complejos. La cantidad de sitios informativos en las secuencias
se ubico entre los valores mas bajos reportados en otros grupos de orquideas
(Pridgeon et al.,1997; Bateman et al., 1997, Pridgeon & Chase, 1998; van der Berg, el
al., 1999; Douzery et al., 1999, Ryan ef al., 2000; Molvray et al., 2000; van der Berg, ei
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La topologia encontrada sugiere que en el complejo Heterotaxis las especies
seudomonopdiales, M. equitans y M. valenzuelana, tienen una posicién basal dentro
del clado. Sin embargo, la posicion de estas dos especies como basales dentro de
este complejo no esta fuertemente soportada. En Heterotaxis se reconocen dos
subclados: el clade Crassifolia y el clado Violaceopunctata; a pesar de que ambos
fueron también encontrados en el estudio morfoldégico, el clado Violaceopunctata
recibe un mayor soporte. El poco soporte observado en el clado Crassifolia podria
incrementarse cuando se incluyan las tres especies restantes (M. fritzii, M. santanae y
M. schultesii), ya que segun ia morfologia estas tres especies se agrupan en este
clado y de acuerdo con observaciones preliminares que la adicién de taxa a los
analisis filogenéticos incrementa no solo la resolucién, sino también el soporte de los
arboles (Graybeal, 1998; Bremer et al., 1999).

A pesar de que uno de los principios basicos del analisis filogenético es la
inferencia de las relaciones por arriba del nivel de especies donde existe una
jerarquizacion, en muchos trabajos se han incluyen muestras que representan
subespecies, variedades o muestras de las cuales se tiene dudas sobre su
pertenencia a una especie en particular; esto no como una prueba para delimitar la
especie, sino como una evidencia mas de que posiblemente sea necesario considerar
una o dos especies (Andreasen & Bremer, 2000; Sun et al,, 2002; Carlsmard, 2003).
En algunos trabajos la ubicacion de las muestras en la topologia es una evidencia
sobre los limites de las especies (Andreasen & Bremer, 2000) y en otros la
comparacion de grado de divergencia entre las muestras también brinda una idea de
los limites especificos (Sun et al,, 2002).

En el presente trabajo se incluyeron dos muestras de M. crassifolia (IS 4 e IS
7) que provienen de poblaciones de esta especie que han sido consideradas como
Maxillaria gatunensis Schitr.; autores previos han considerado a esta especie como
mas relacionada a M. maleolens, sin embargo, tanto la evidencia morfolégica como
molecular no soportan tal aseveracion. El nivel de divergencia encontrado entre M.
crassifolia y las dos muestras de M. gatunensis fue de 0.56 %, muy por debajo de |
observado entre M. crassifolia y M. superfiua (3.6 %), dos especies cercanamente
relacionadas. Sin embargo, el valor de divergencia entre M. crassifolia y M.
gatunenesis es mayor que el observado entre M. violaceopunctata y M. discolor (0.14
%) dos especies reconocidas como vélidas, y dei valor de M. violaceopunctata y M.
villosa (0.71 %). Esto sugiere que estas entidades, tanto M. crassifolia y M.
gatunenesis como M. villosa, M. discolor y M. violaceopunctata deben ser estudiadas
en mayor detalle considerando un numero mayor de muestras de distintas
poblaciones con el fin de delimitar la cantidad de especies incluidas en Heterotaxis
S.S.
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construyendo al final un arbol de consenso que resume las caracteristicas topoldgicas
compartidas en los anélisis separados (Jones et al., 1993).

Faith & Cranston (1991) desarrollaron el método de evidencia jerarquica
combinada para datos con serios problemas homoplasicos, en este andlisis los datos
son divididos y a cada particién se le evalia su estructura usando una prueba de
permutaciéon probabilistica; finalmente, se construye un arbol de las particiones con
estructura jerarquica (Faith, 1990).

Ballard et al. (1998) desarrollaron el método denominado evidencia
compatible, el cual consiste de un analisis de congruencia taxonémica seguida de
una combinacién de datos condicionales.

Finalmente, Kluge (1989) sugirié que todos los grupos de datos deben ser
analizados de manera simultdnea de acuerdo a la evidencia total o analisis simultaneo
(Nixon & Carpenter, 1993). En este analisis se busca la hipotesis que mejor ajuste v,
que en términos cladisticos, involucre la maximizacion de la congruencia entre los
caracteres.

En el presente capitulo se presenta una analisis de la evidencia total de los
caracteres usados en la reconstruccion filogenética del complejo Heterofaxis. Se
discute la congruencia o el conflicto observado en los analisis de los capitulos
anteriores y en la topologia encontrada se estudia la evolucion de la arquitectura
vegetativa y de las caracteristicas florales asociadas a los sindromes de polinizacion.

Materiales y métodos
Taxa terminales

En el andlisis de evidencia total se consideraron 19 taxa terminales en el grupo interno
y se utilizaron los mismos grupos externos que en capitulos anteriores. No se
incluyeron a Maxillaria fritzii, M. schultesii ni a M. santanae.

Analisis filogenético

La matriz de datos morfolégicos se combiné con la matriz de secuencias de
ADN de los ITS 1 & 2 usando la opcion winclado implementado en Winclada ver.
1.00.08 (Nixon, 2001). Todos los caracteres se consideraron con el mismo peso, se
utiliz6 parsimonia de Fitch y todos fueron considerados como no ordenados. El
andlisis de parsimonia se corrié usando el programa NONA (Golobof, 1993).

Se realizé una busqueda heuristica con la estrategia multiple TBR+TBR
(mult*max*), con un total de 1000 réplicas (mult.*1000). Cada réplica se inicié con 10
arboles en la memoria (h/10) y se conservaron un maximo de 1000 &rboles (hold
1000).

A cada arbol obtenido se le calculé la longitud (L) y los niveles de homoplasia
se evaluaron con el indice de consistencia (Cl) y el indice de retencion (RI). Para el
soporte de los arboles se utilizd el andlisis de jacknife (Farris et al., 1996), utilizando
una busqueda con 1000 replicas (h 7000), realizando 10 réplicas de la busqueda
(mult* 10) y reteniendo 10 arboles en la memoria (h/10).
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Figura 16. Unico arbol encontrado de las relaciones filogenéticas de los complejos Heterotaxis
y Omithidium basado en la evidencia total de las secuencias de ADN (ITS1 & 2) y
de los caracteres morfolégicos y anatémicos. Estrategia de busqueda h 1000,
mult*N 1000 h/10. Los numeros sobre las ramas son los valores de jacknife y los
numeros debajo indican los valores del indice de Bremer. Las ramas de mayor
grosor son las que reciben un mayor soporte en el analisis. La flecha indica las
ramas que colapsan en el arbol encontrado con el uso jacknife.

Discusion

Existe una fuerte discusion metodolégica y conceptual sobre la "mejor”
manera de utilizar distintas fuentes de datos (morfologia, molecular, comportamiento,
quimica, etc.) en la reconstruccion filogenética (de Queiroz et al., 1995). Existe
evidencia tanto a favor como en contra de analizarlos por separado y comparar los
arboles en busqueda de congruencia taxondmica o combinarlos en un solo analisis de
evidencia total (Baum, 1992; Bull et al., 1993; Miyamoto & Fitch, 1995).
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E! analisis combinado de ambos datos presentado en este capitulo muestra
también congruencia con lo encontrado en capitulos anteriores basados en analisis
separados de la morfologia y en las secuencias de ADN.

La evidencia total de la morfologia y las secuencias resulta en la existencia de
tres clados dentro de Heterotaxis — Ornithidium. Contrario a lo que se habia pensado
con anterioridad, las tres especies del clado M. nasufa y afines no estan
comprendidas en lo que se ha considerado como el complejo Heterotaxis (o Dicrypta);
tal como se habia considerado antes a el complejo Heferotaxis (incluyendo M.
bicallosa, M. chartacifolia y M. nasuta y afines) (Carnevali, 19991; Christenson, 1999;
Atwood, et al., datos no publicados) este es polifilético. Las especies de Heterotaxis
s.5. estan mas relacionadas con las especies incluidas del complejo Ornithidium.

Cuadro 9. Resultados obtenidos de las relaciones filogenéticas del complejo Heterotaxis
usando la morfologia y las secuencias en analisis separados y combinados.

. . ITS Combinado
Estadisticos Morfologia 182 (morfologia + ITS 1 & 2)

No. de posiciones en la matriz 58 787 845

No. de sitios filogenéticamente informativos 56 93 141

No. de arboles encontrados 20 1 1

Longitud del arbol (L) 106 279 388

Cl 0.85 0.75 0.78

Ri 0.92 0.76 0.79

No. de clados con > 85% de soporte en el arbol 4 6 9

de consenso de jacknife







Evolucién de la arquitectura vegetativa

La mayoria de las especies del complejo Heterotaxis se caracterizan por un
crecimiento simpodial con rizomas rastreros y entrenudos cortos que ocasionan que
los seudobulbos que se forman estén fuertemente agrupados y resulten en plantas
cespitosas. En la parte basal del simpodio se encuentra una serie de 3 a 6 vainas
imbricadas que carecen de limbo foliar, después de estas vainas se encuentran unas
4-7 vainas con limbo foliar que rodean al seudobulbo. El seudobulbo presenta
anicamente una hoja en el apice y las inflorescencias se producen Unicamente en las
axilas de las vainas que tienen limbo foliar.

Este tipo de crecimiento también se encuentra en las tres especies que se
agruparon en el clado M. nasuta y afines. La unica diferencia es que este clado en
dos especies (M. proboscidea y M. cymbidiodes) se ha reportado individuos con dos
hojas en el seudobulbo (Dodson & Atwood, 1997; Carnevali & Ramirez, 2003;
Carnevali, comunicacién personal). Este hecho puede representar evidencia que las
especies que se encuentran en este clado podria ser mas de las que se consideran en
este analisis.

Segun lo encontrado en el andlisis de la evidencia total, el crecimiento
simpodial con entrenudos reducidos es plesiomérfico en el clado Heterotaxis —
Ornithidium. Esta arquitectura vegetativa se encuentra en la mayoria de las especies
del complejo Heterotaxis s.s., todas las especies de! clado Violaceopunctata lo
presentan y en el clado Crassifolia solo Maxillaria crassifolia y M. superflua. Aunque
en el analisis de evidencia total no se encuentran Maxillaria schultesii, M. sanfanae y
M. fritzii, estas presentan el mismo habito que M. crassifolia y la hipétesis es que
cuando sean incluidas se agruparan en este clado (Fig. 18).

De hecho, el tipo de arquitectura vegetativa de M. fritzii es simpodial con
seudobulbos, pero estos (al igual que en M. crassifolia) estan cubiertos por las vainas
y son poco visibles; a simple vista M. fritzii pareceria la transicion entre las especies
simpodiales y las seudomonopodiales.

El habito seudomonopodial de Maxillaria valenzuelana y M. equitans es
derivado dentro del clado Crassifolia. Este tipo de crecimiento presenta rizomas
rastreros (pre-yema de renuevo) con entrenudos cortos como en las especies
simpodiales y de los cuales se originan los simpodios (post-yema de renuevo) de
crecimiento erecto o péndulo segun la especie; la ausencia de seudobulbos parece
haberse debido a una supresién de estos en una etapa temprana del crecimiento
(neotenia) (al menos para M. valenzuelana), con un alargamiento posterior de la post-
yema de renuevo.

La pérdida de los seudobulbos en M. equitans en este habito no pudo deberse
por una reduccion de estos hasta su completa supresién (como la observada en M.
fulgens del complejo Ornihidium) ya que un andlisis exhaustivo de varias muestras de
herbario y material vivo de esta especie no revel6 la presencia de seudobulbos
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Evoluciéon de las estrategias de polinizaciéon en el clado Heterotaxis —
Ornithidium

La informacion relacionada a la polinizacion en el género Maxillaria es escasa.
Las abejas han sido reportadas como los principales polinizadores, estas incluyen a
Bombus volucellioides en M. fletcheriana, Eulaema cingulata en M. grandiflora y M.
sanderinana, Trigona testaceae y T. amaltea en M. reichenmiana y Melipona eburnea
en M. furstenbergae. Péjaros de la especie Pantrope insignis han sido observados en
especies no identificadas de Maxillaria con flores tubulares rosadas (van der Pijl &
Dodson, 1966).

La evidencia que soporta el papel de las abejas en la polinizacion de este
género ha sido reportada con la observaciéon de polinios de M. rufescens en el térax
de Eulaema cingulata (Dodson, 1962). Al parecer los principales atrayentes de
polinizadores este grupo de orquideas es la produccion de ceras y el seudopolen
(van der Pijl & Dodson, 1966). Porsch (1905) report6 la recoleccion grandes masas de
cera blanca del labelo M. divaricata sin néctar y al parecer esta es usada para la
construccion de nidos. La recoleccidn de cera también ha sido observada en especies
de avispas (Dressler, 1993). En Maxillaria pendens (= Maxillaria rigida Barb. Rodr.) se
ha reportado polinizacion por Stelopolybia, una avispa véspida que al parecer
recolecta cera dei callo del labelo (Braga, 1978).

En Maxillaria el término seudopolen es utilizado para referirse a los tricomas
moniliformes con células componentes que se separan en la madurez (Davies &
Winters, 1998; Davies et al,, 2000). En M. rufescens y otras especies, el seudopolen
consiste de tricomas unicelulares de pared delgada con granos de aleurona y gotas de
aceite y carecende tricomas moniliformes (Davies, datos no publicados). La
produccién de seudopolen ha sido observada en al menos unas 50 especies del
género Maxillaria (van der Pijl & Dodson, 1966). Este sindrome de polinizaciéon por
abejas que recolectan polen ha sido confirmado en Maxillaria grandiflora y M.
sanderiana (Dodson & Frymire, 1961; Dodson, 1962). La recoleccion de seudopolen
ha sido también reportada por especies de Melipona en especies de Maxillaria no
identificadas de Ecuador (Dressler, 1993).

No existen reportes sobre la biologia de la polinizacion de las especies del
clado Heterotaxis — Ornithtium. E| clado basal de M. nasuta y afines presenta una
inflorescencia de mayor tamafo con respecto a los otros dos clados. Este grupo de
especies poseen flores de colores amarillos y el labelo presenta un callo carnoso y fiso
en el apice. Los labelos son de color purpura oscuro y al menos en M. nasuta las
flores producen un aroma suave y agradable (observacién personal).

Las especies de Heterotaxis s.s. presentan una inflorescencia de menor
tamarnio, las flores son amarillas y de una textura carnosa. Hay una mayor variacién el
la superficie de los callos; algunas especies presentan callos en todo lo largo del
labelo, mientras otras solo en la parte basal. La consistencia también es variable,
algunas tienen una consistencia carnosa y agregada mientras en otras la superficie
del labelo asemeja seudopolen. La produccion de fragancias solo ha sido reportada en
M. maleolens, M. discolory M. villosa.
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~— Lycaste cruenta
— Xylobium zarumense

7 ~——— Cryptocentrum latifolium

L M. bicallosa

M. proboscidea ———  —  Venezuela
%— M. cymbidioides ——————— Ecuador

M. nasuta Sudamérica y
Centroamérica
M. conduplicata
M. fuigens Basicamente
. Andino
M. adendrobium
M. coccinea
—— M. maleolens Centroamérica
M. discolor—————— Sudamérica
— M. vilosa——— Sudamérica

L M. violaceopunctata Sudamérica

~— M. equitans ———

Sudamérica
——M. valenzuelana Neotrépico
M. crassifolia —__ Centroamérica
L M. superflua ———— Amazonia

Figura 20. Distribucion geografica conocida de las especies de los complejos Heterotaxis s.s.,
Maxillaria nasuta y Omithidium
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Perspectivas

o Obtener la secuencia de las tres especies no incluidas en el anilisis.

o Estudiar con mayor detalle la anatomia de Heterotaxis.

o Un analisis mas exhaustivo del complejo Heterotaxis, junto con trabajo de campo
resultaria en la delimitacién de la cantidad exacta de especies incluidas en este
grupo. Particular atencién merecen M. crassifolia y el grupo de M. discolor, M.
villosa 'y M. violaceopunctata.

o La delimitacion de especies dentro del clado M. nasuta y afines es aun incierta.
Para este clado se han descrito tres especies; sin embargo, existen poblaciones
de M. proboscidea que podrian representar otra entidad especifica.

Apéndice

Matriz de caracteres morfologicos y anatémicos usados en el analisis cladistico de los
complejos Heterotaxis y algunas especies del complejo Omithidium. Se utilizaron como grupos
externos a Lycasfe cruenta, Xylobium zarumense, Cryptocentrum latifolium vy Maxillaria

bicallosa (caracteres 1-26).
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