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RESUMEN

Introduccién: Los bosques montanos nubosos de Costa Rica son unos de los ecosistemas de mayor diversidad y
abundancia de orquideas, debido a la presencia continua o estacional de una cobertura de nubes sobre la vegetacion.
Los rasgos anatémicos son importantes caracteres para la identificacion y clasificacion dentro de Orchidaceae y
ayudan a entender las tendencias en la evolucién. Objetivo: Caracterizar la anatomia foliar de cuatro especies de
orquideas epifitas en el bosque nuboso de Cuerici, Costa Rica para ampliar el conocimiento sobre los caracteres
foliares asociados con el habito epifito. Ademas, se analizé su relacién con los factores abidticos del medio donde
habitan para dilucidar posibles adaptaciones de estas especies. Métodos: Alguno de los caracteres evaluados fueron
grosor de la cuticula, tipo de hoja segun la distribucién de los estomas, tipo de meséfilo y presencia de los haces de
fibras de esclerénquima. Resultados y discusion: Todas las especies presentan caracteres anatomicos foliares
relacionados con los bosques montanos nubosos, solo en Camaridium wrightii se observaron algunos rasgos
xerofiticos. Conclusiones: el grosor de la cuticula y posicion de estomas entre especies varié posiblemente en funcién
de las condiciones ambientales. Las células epidérmicas de mayor tamafio observadas en la superficie adaxial de la
hoja en Stelis sp. y Masdevallia walteri puede estar relacionado a la no presencia de pseudobulbos. Se observaron
haces de fibras de esclerénquima en el meséfilo de Camaridium wrightii, lo que le confiere resistencia mecanica a las
hojas.

Palabras claves: Lepanthes wedlandii, Masdevellia walteri, Camaridium wrightii, Stelis sp., Orchidaceae,
taxonomia

ABSTRACT

Introduction: The montane cloud forests of Costa Rica are one of the ecosystems with the greatest diversity and
abundance of orchids, due to the continuous or seasonal presence of cloud cover over the vegetation. Anatomical
features are important characters for identification and classification within Orchidaceae and help to understand trends
in evolution. Objective: To characterize the foliar anatomy of four species of epiphytic orchids in the Cuerici cloud
forest, Costa Rica to expand the knowledge about the foliar characters associated with the epiphytic habit. In addition,
their relationship with the abiotic factors of the environment where they live was analyzed to elucidate possible
adaptations of these species. Methods: Some of the evaluated characters were cuticle thickness, leaf type according
to the stomata distribution, mesophyll type and presence of sclerenchyma fiber bundles. Results and discussion: All
species have foliar anatomical characters related to montane cloud forests, only in Camaridium wrightii some
xerophytic features were observed. Conclusions: the thickness of the cuticle and the position of stomata between
species possibly varied as a function of environmental conditions. The largest epidermal cells observed on the adaxial
surface of the leaf in Stelis sp. and Masdevallia walteri may be related to the absence of pseudobulbs. Sclerenchyma
fiber bundles were observed in the mesophyll of Camaridium wrightii, which gives the leaves mechanical resistance.
Key words: Lepanthes wedlandii, Masdevellia walteri, Camaridium wrightii, Stelis sp., Orchidaceae, taxonomy
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Introduccion

Uno de los grupos de aparicion reciente en el contexto de la flora mundial es Orchidaceae Juss.,
si se tiene en cuenta que las primeras monocotiledéneas aparecieron en la Tierra hace 100 millones de afios
(m.a) y los fésiles mas antiguos de orquideas encontrados corresponden a principios del Mioceno (20 a 30
m.a.) (Serra et al. 2001). Aproximadamente 28.000 especies integran esta familia (Emeterio-Lara et al.,
2016; Djordjevi¢ & Tsiftsis, 2019; Smidt et al., 2020; Li et al., 2021) lo que la posiciona como la segunda
mas diversa de plantas con flores a nivel mundial, después de Asteraceae Bercht. & J.Presl (Cascante-Marin
& Trejos 2019; Li et al., 2021). Su gran diversidad se debe a la plasticidad de estas plantas a diferentes
ambientes, lo cual ha sido facilitado por una serie de adaptaciones desarrolladas a lo largo de la evolucion
(e.g., pseudobulbos que almacenan agua y nutrientes, raices cubiertas por velamen, hojas suculentas)
(Diaz-Alvarez et al., 2019). Sin embargo, en las Gltimas décadas debido a su alto valor ornamental y
medicinal ha aumentado la sobreexplotacion en la naturaleza de muchas de sus especies, lo cual ha traido
consigo la disminucién del tamafio de sus poblaciones o que algunas estén préximas a la extincién local
(Vegaetal., 2015; Li et al., 2021). A esto se suma la vulnerabilidad de las orquideas a cambios ambientales
debido a la dependencia que tienen con agentes del biético especifico (hongo micorricico y polinizadores)
durante su ciclo de vida (lzuddin et al., 2019).

En Costa Rica la familia se encuentra bien representada taxonémicamente, albergando una
porcidn significativa de la orquideoflora mundial y de Mesoamérica (Crain & Fernandez, 2020). Con casi
1 600 especies de orquideas reportadas, Costa Rica posee una de mayores riquezas de orquideas en América
tropical, superada solo en la region por Brasil, Colombia, Ecuador y Perd. Sin embargo, dada su pequefia
extension territorial (51 100 km?2) probablemente tenga la proporcion de especie-area de orquidea mas alta
en el mundo (Karremans & Bogarin, 2013). La orquideoflora de Costa Rica ha sido ampliamente estudiada,
documentandose la diversidad, biologia y distribucion de sus especies (Crain & Frennadez, 2020), por
algunas de las figuras més renombrados de los siglos XIX y XX (Karremans & Bogarin, 2013).

En el territorio costarricense el mayor numero de especies se encuentra fundamentalmente en
la cordillera de Tilaran, la Cordillera Central, la cordillera de Guanacaste y en las partes nortefias de la
Cordillera de Talamanca (Crain & Ferndndez, 2020). La mayoria de estas, al igual que en otras regiones
del Neotropico, se distinguen por su hébito epifito y alcanzan su mayor diversidad en los bosques montanos
nubosos (Cascante-Marin & Trejos, 2019). Estos bosques se caracterizan por un rocio persistente o nubes
a nivel de la vegetacion, lo que resulta en una reduccion de la luz solar directa, que favorece la presencia
de epifitas (Vega & Rodriguez, 2018). En la actualidad lamentablemente los bosques nubosos son

susceptibles a la fragmentacion y a los efectos del cambio climético (Cascante-Marin & Trejos, 2019), y en
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ellos las poblaciones de orquideas epifitas se encuentran restringidas y con un pequefio nimero de
individuos (Pérez-Escobar et al., 2017).

Los rasgos anatomicos son importantes caracteres para la identificacion y clasificacion dentro de
Orchidaceae, siendo estudiados en varios géneros (e.g., Acostaea, Barbosella, Brachinionidium, Caladenia,
Cryptophoranthus, Dracula, Dresslerella, Dryadella, Lepanthes, Masdevallia, Rhizobium, Ophrys, Orchis,
Vanda entre otros). Ademas, dichos caracteres han mostrado tener una relacion con las adaptaciones
ecologicas de las orquideas (Rindyastuti et al., 2018). Por ejemplo, las orquideas que crecen en areas muy
iluminadas poseen una cuticula gruesa como adaptacion a la intensa radiacién solar que funciona como una
barrera para reducir la transpiracion (Moreira et al., 2013). También, estos caracteres contribuyen a
evidenciar las tendencias en la evolucién de las plantas, permiten establecer diferencias diagndsticas con el
fin de profundizar en el conocimiento de estas especies y obtener una herramienta para definir su identidad
taxonémica (Novoa & Arambarri, 2016). Actualmente, la mayoria de estudios sobre orquideas en Costa
Rica incluyen métodos moleculares (Thangavelu & Muthu, 2017). Basado en lo anterior, el objetivo del
presente estudio es caracterizar la anatomia foliar de cuatro especies de orquideas epifitas en el bosque
nuboso de Cuerici, Costa Rica, para ampliar el conocimiento sobre los caracteres foliares asociados con el
habito epifito. Ademas, se analizé su relacion con los factores abidticos del medio donde habitan para
dilucidar posibles adaptaciones de estas especies.

Materiales y métodos

1. Area de muestreo

La recolecta del material para el estudio anatomico foliar se realiz6 en el bosque montano
nuboso que rodea a la estacién biolégica Cuerici (9.555000° latitud norte, -83.667778° longitud oeste, 2865
msnm), ubicada en la comunidad de Alto Jaular, distrito Rivas, en el cantdn de Pérez Zeleddn, Costa Rica

(Figs. 1 A-B). El area se caracteriza por presentar una humedad relativa promedio anual de 80 a 90%, una

temperatura media anual de 8°C y una tasa anual de precipitaciones de 6500 mm (Vega & Rodriguez, 2018).

Figura 1. Ubicacion de la estacidn bioldgica Cuerici (A) y vistas del bosque nuboso que la rodea (B).
Fotos: A: Google Earth. B: Fuente propia.
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2. Especies

Se seleccionaron cuatro especies de orquideas epifitas que crecen en el bosque nuboso del area
de conservacion de Cuerici, ellas fueron: Lepanthes wedlandii Rchb. f. (Figs. 2 A), Masdevellia walteri
Luer. (Figs. 2 B) y Stelis sp. y Camaridium wrightii Schltr. El criterio de seleccion fue la presencia de
flores, estado reproductivo que facilitd la identificacion de estas especies. Las tres primeras especies se
encontraron creciendo a plena sombra, mientras gque la Gltima fue recolectada en un lugar mas expuesto a
los rayos solares. Todos los individuos fueron plantas adultas, en estado de floracion y que no presentaban
evidencias de ataques de patégenos y herbivoros.

Lepanthes wendlandii: Tallo 5-19 cm, vaina lepanthoidea diminutamente ciliadas. Pseudobulbos ausentes.
Hoja erecta, lamina dispuesta horizontalmente, eliptica, ligeramente acuminada, levemente carnosa.
Masdevellia walteri: Tallos de 2-3.5 cm. Pseudobulbos ausentes. Lamina eliptica, carnosas, dispuesta
verticalmente.

Stelis sp.: Cespitosa; tallos erectos, con una hoja terminal. Pseudobulbos ausentes. LAmina conduplicada,
obovada, carnosas, dispuesta verticalmente.

Camaridium wrightii: Tallos ramificados, pseudobulbos con 1-4 hojas terminales. Lamina distica,
conduplicada, peciolada, levemente carnosa, dispuestas casi verticalmente.

3. Procesamiento de las muestras

El estudio anatémico de las especies se realizd a partir de 12 individuos, tres por especie; de
cada individuo se recolect6 dos hojas maduras, para un total de 24 hojas. A cada hoja se le realizé cortes
transversales a mano alzada a nivel de su porcion media. Una vez realizados los cortes, estos fueron
blangueados en una solucién de hipoclorito de sodio (5%) hasta que no se observé ningln rastro de clorofila
en ellos. Posteriormente fueron realizados tres lavados con agua para limpiar los tejidos y eliminar cualquier
rastro de la solucidén blanqueadora. Seguidamente, los cortes fueron teflidos con safranina y lavados
nuevamente en agua suficiente para que no quedaran excesivamente tefiido. Por Gltimo, después de la

tincion de las secciones transversales, se procedié a su montaje en preparaciones semipermanentes.

A - D '
Figura 2. Flor de dos de las especies estudiadas. A: Lepanthes wedlandii; y B: Masdevellia walteri.
Fotos: Jorge de la Cruz.
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4. Caracteres evaluados

Los caracteres anatomicos foliares fueron observados en un microscopio Optico marca
Olympus a un aumento de 10x y 40x; antes y después de su tincién. Ademas, de ser registrados a través de
microfotografias. Los caracteres anatdmicos analizados fueron:

o Epidermis

Forma de las células epidérmicas segun Dilcher (1974) / Tamafio de las células epidérmicas (adaxiales
respecto a las abaxiales) / NUmero de capas de células epidérmicas

e Tricomas

Presencia y ubicacion de tricomas

e Cuticula

Grosor de la cuticula: se compar6 el grosor de la cuticula con la altura de su correspondiente célula
epidérmica. Si el grosor de la cuticula es menor que la mitad de la altura de su correspondiente célula
epidérmica, se clasificd como una cuticula fina, si el grosor era igual 0 mayor que la mitad, se clasifico

como cuticula gruesa.

. Estomas
Tipo de hoja segun la distribucién de los estomas segun Reyes-Lopez et al. (2015) / Posicién de los estomas

respecto a la epidermis (mismo nivel o hundidos).

e Mesofilo

Tipo de mesdfilo segun Valla (2004) / Numero de capas del mesoéfilo / Tipo de parénquima que conforma
el mesdfilo / Forma de las células del parénquima / Presencia de engrosamientos espiralados en la pared
primaria de las células del parénquima.

e Haces vasculares

NUmero de series

e Caracteres especificos

Presencia de tricomas / Presencia de haces de fibras de esclerénquima (subepidérmicos, en el meséfiloy en

los haces vasculares).
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Resultados
Descripcion anatomica foliar de las especies estudiadas:

Lepanthes wedlandii: Hojas hipoestomaticas. Cuticula adaxial y abaxial fina. Epidermis
uniseriada, con células epidérmicas rectangulares, las adaxiales y abaxiales de igual tamafio. Tricomas
ausentes. Estomas al mismo nivel de las células epidérmicas. Meséfilo heterogéneo, 8-11 células de grosor;
parénquima incoloro adaxial al clorofilico, de 3 células de grosor, compuesto por poliédricas sin
engrosamientos espiralados en su pared primaria; parénquima clorofilico de 8 células de grosor, compuesto
por células redondeadas. Haces vasculares de varios tamafios, distribuidos en una serie en el parénquima
clorofilico; esclerénquima ocurre en forma de vainas vasculares conspicuas y completas.

Masdevallia walteri: Hojas anfiestomaticas. Cuticula adaxial y abaxial fina. Epidermis
uniseriada, con células epidérmicas rectangulares, las adaxiales de mayor tamafio. Tricomas ausentes.
Estomas hundidos. Mesofilo heterogéneo, 10-13 células de grosor; parénquima incoloro de 4 células de
grosor, compuesto por células poliédricas con engrosamientos espiralados en su pared primaria; parénquima
clorofilico de 9 células de grosor, compuesto por células redondeadas. Haces vasculares de varios tamafios,
distribuidos en una serie en el parénquima clorofilico; esclerénquima ocurre en forma de vainas vasculares
conspicuas y completas.

Stelis sp.: Hojas anfiestomaticas. Cuticula adaxial y abaxial fina. Epidermis uniseriada, con
células epidérmicas rectangulares, las adaxiales de mayor tamafio. Tricomas glandulares en depresiones
epidérmicas presentes en ambas superficies foliares. Estomas al mismo nivel que las deméas células
epidérmicas. Mesofilo heterogéneo, 11-16 células de grosor; formado por un parénquima incoloro adaxial
de 4 células de grosor, abaxial uniseriado; parénquima en empalizada de 2 células de grosor, compuesto
por células columnares; parénguima clorofilico de 10 células de grosor, compuesto por células oblongas.
Haces vasculares de varios tamafios, distribuidos en una serie en el parénquima clorofilico; esclerénquima
ocurre en forma de vainas vasculares conspicuas y completas.

Camaridium wrightii: Hojas hipoestomaticas. Cuticula adaxial y abaxial gruesa. Epidermis
uniseriada, con células epidérmicas rectangulares, las adaxiales y las abaxiales de igual tamafio. Tricomas
glandulares en depresiones epidérmicas presentes en ambas superficies foliares. Estomas al mismo nivel
que las demaés células epidérmicas, con rebordes cuticulares externos. Mesdfilo heterogéneo, 6-9 células de
grosor; parenquima incoloro adaxial al clorofilico, de 3 células de grosor, compuesto por células poliédricas
con engrosamientos espiralados en su pared primaria; parénquima clorofilico de 6 células de grosor,
compuesto por células redondeadas. Haces de fibras de esclerénquima en dos series, la primera en la
superficie abaxial, una capa después de las células epidérmicas y la otra de haces mas grandes distribuidos
entre el parénquima incoloro. Haces vasculares de varios tamafos, distribuidos en una serie en el

parénquima clorofilico; esclerénquima ocurre en forma de vainas vasculares conspicuas y completas.
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En seccidn transversal se observo en Lepanthes wedlandii (Fig. 3A), Stelis sp. y Masdevallia
walteri una cuticula fina que recubre el estrato de células epidérmicas, excepto en Camaridium wrightii
donde es gruesa (Fig. 3B). Todas las especies presentaron una epidermis monoseriada y en el caso de
Masdavallia walteri y Stelis sp. las células de la regién adaxial presentaron un mayor tamafio que las
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restantes. Ademas, en Stelis sp. (Fig. 4) y Camaridium wrightii presentaron en ambas superficies foliares

tricomas glandulares en depresiones epidérmicas.

cuticula

epidermis

epidermis \

Figura 3. Seccion transversal de una porcion de la epidermis de la hoja de A. Lepanthes wedlandii (10%).

B. Camaridium wrightii (10x). Fotos: Fuente propia

Figura 4. Seccion transversal de la lamina foliar de Stelis sp. (10%). Fotos: Fuente propia
De acuerdo con la distribucion de los estomas en su superficie, las hojas de Stelis sp. y
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Masdevallia walteri son anfiestomaticas, mientras que las de Lepanthes wedlandii y Camaridium wrightii
son hipoestomaticas. Las estomas se observaron al mismo nivel de las células epidérmicas en Lepanthes
wedlandii, Stelis sp. (Fig. 5A), y Camaridium wrightii (Fig. 5B); en esta Ultima presentan rebordes

cuticulares externos que dan lugar a una cdmara supraestomatica. Mientras que en Masdevallia walteri los
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estomas estan ligeramente hundidos.
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Figura 5. Estomas en (A) Stelis sp. (10x) y (B) Camaridium wrightii (10x). Fotos: Fuente propia

El mesdfilo en las cuatro especies estudiadas presentd una estructura heterogénea. En Stelis sp.
se observéd en la region adaxial un parénquima en empalizada de células de forma columnar que poseen
engrosamientos espiralados (Fig. 6) y en la region abaxial un parénquima clorofilico de células redondeadas
y de tamafio variable. Ademas, en todas las especies se observé en la region adaxial un paréngquima incoloro
de células poliédricas que poseen también engrosamientos espiralados en su pared, excepto en Lepanthes
wedlandii donde no se presentan estos engrosamientos. El parénquima incoloro se continua de un
parénquima clorofilico cuyas células son redondeadas y de tamafio variable, excepto en Stelis sp. donde se

continua con un parénquima de células columnares (parénquima en empalizada).
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Figura 6. Seccion transvers%l de la hoja de Stelis sp. (40x). Fotos: Fuente propia

Solo en Camaridium wrightii se observaron haces de fibras de esclerénquima en el mesdfilo
(Fig. 3B), los cuales se sittan en dos series en el mesofilo, una de ellas de haces pequefios una capa por
debajo de la epidermis en la superficie abaxial y la otra de haces mas grandes distribuidos entre el
parénquima incoloro. Ademas, en todas las especies se observO haces vasculares de varios tamafios,
distribuidos en una serie en el mesdfilo clorofilico, donde el esclerénquima ocurre en forma de vainas

vasculares conspicuas y completas; separando el xilema del floema (Fig. 7).

A 3
Y \:ﬁ :

,/ - /L‘;_‘ '? )
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Figura 7. Haz vascular principal de Masdevallia walteri (10x), se observa esclerénquima, xilema y floema.

Fotos: Fuente propia
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Discusion

La cuticula es la capa més externa de las hojas de la orquidea y juega un papel importante en
la interaccion de plantas con el ambiente, ya que contribuye a reducir la captacion de radiacion solar, la
temperatura y la transpiracién (Dominguez et al., 2011). Las especies estudiadas crecen en el bosque
montano nuboso, donde la nubosidad modifica las condiciones atmosféricas y reduce la radiacion solar y
el déficit de vapor de agua (Cascante-Marin & Trejos, 2019). En estas condiciones ambientales la tasa de
evapotranspiracion se reduce (Vega & Rodriguez, 2018), por ello las especies epifitas que habitan en este
medio no necesitan una cuticula gruesa para evitar la desecacién, lo cual se pone de manifiesto en Lepanthes
wedlandii, Stelis sp. y Masdevallia walteri. La presencia de una cuticula gruesa en Camaridium wrightii
podria deberse a la tendencia de que especies mas expuestas a los rayos solares presentan hojas y cuticulas
mas gruesas, lo cual fue corroborado por Arévalo et al. (2011) para algunas especies de orquideas epifitas
(e.g., Rodriguezia lehmannii Rchb.f., Hirtzia escobarii Dodson, Elleanthus purpureus (Rchb.f) Rchb.f,
Pleurothallis cordifoila Rchb.f. & H. Wagener y Stelis sp.).

Stelis sp. y Masdevallia walteri presentan hojas anfiestomaticas, es decir con estomas en ambas
superficies foliares. Por el contrario, Lepanthes wedlandii y Camaridium wrightii tienen hojas
hipoestomaticas, es decir con estomas solo en la superficie abaxial. Ello podria estar relacionado con que
estas especies poseen hojas finas, poco carnosas, con poca capacidad de almacenar agua, por lo que la
ausencia de estomas en la superficie adaxial es una manera de reducir la pérdida de agua por transpiracion.
Ademas, la presencia de estomas rodeados por rebordes cuticulares externos que dan lugar a una camara
supraestomatica en Camaridium wrightii, podria permitir la existencia de un compartimiento de aire
himedo que protege a los estomas, lo cual es también una adaptacion para reducir la transpiracién (Riveron-
Gird et al., 2017; Ortiz-Criz & Morales, 2018).

En cuanto a las células epidérmicas se presenté mayor tamafio en la superficie adaxial de la
hoja en Stelis sp. y Masdevallia walteri, lo que podria estar relacionado con la ausencia de pseudobulbos
en estas especies y esto podria inducir a presentarse adaptaciones en sus hojas para compensar la ausencia
de esta estructura (Oliveira & Sajo, 1999). Segun Scatena & Nunes (1996), Oliveira & Sajo (1999), Arévalo
et al. (2011) y Rindyastuti et al. (2018), esta caracteristica relacionada con la funcion de reserva de agua.

Los tricomas glandulares en depresiones epidérmicas en Stelis sp. también fue reportado por
Arévalo et al. (2011) para el género. Segun este autor, dicha estructura en la subtribu Pleurothallidinae no
esta involucrada en procesos de toma de agua, sino que su funcion podria consistir en la secrecion de
mucilago, que actuaria en reducir la transpiracion y asi se induce un efecto de compensacion por la ausencia
de pseudobulbos en esta especie.

La presencia en Stelis sp., Masdevallia walteri, Lepanthes wedlandii y Camaridium wrightii

de un mesdfilo con un parénquima incoloro, adaxial al parénquima clorofilico, podria ser una adaptacion
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en estas especies a aumentar la tasa fotosintética, ya que este podria potenciar la captacion de luz solar,
recurso que es limitante en el bosque montano nuboso (Valladares & Sanchez-Gomez, 2004).

Solo en Camaridium wrightii se observé la presencia de haces de fibras de esclerénquima en
el mesdfilo, estos les confieren a las hojas de las especies que los poseen resistencia mecéanica en caso de
deshidratacion (Oliveira & Sajo, 1999). La ausencia de estas estructuras en las restantes especies podria
deberse a que, al vivir en lugares menos expuestos a la radiacion solar que Camaridium wrightii, se ven
menos afectadas por la deshidratacion. La presencia o no de haces de fibras de esclerénguima en el mesofilo

es un caracter diagnostico en la determinacién y diferenciacion de especies (Rindyastuti et al., 2018).

Conclusiones

- Lepanthes wedlandii, Stelis sp. y Masdevallia walteri presentaron una cuticula fina debido a que la
tasa de evapotranspiracion se reduce al maximo por las condiciones ambientales, mientras que
Camaridium wrightii present6 una cuticula gruesa.

- Stelis sp. y Masdevallia walteri presentaron hojas anfiestomaticas mientras que Lepanthes
wedlandii y Camaridium wrightii hojas hipoestomaticas, factor directamente relacionado con la
disponibilidad de agua.

- Lapresencia de células epidérmicas de mayor tamafio observadas en la superficie adaxial de la hoja
en Stelis sp. y Masdevallia walteriy puede estar relacionado a la no presencia de pseudobulbos, por
lo que las hojas deben asumir el almacenaje de agua.

- Se observé un parénquima incoloro, adaxial al parénguima clorofilico, lo cual podria ser una
adaptacion en estas especies para aumentar la tasa fotosintética.

- Se observaron haces de fibras de esclerénquima en el meséfilo en Camaridium wrightii, lo que les

confiere resistencia mecanica a las hojas.
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