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12017 fue un afio donde nuevamente se dieron cita los investigadores del

area de la botanica y otras ciencias relacionadas para exponer y compartir los

resultados de muchas investigaciones que se realizan en numerosas institucio-
nes publicas y privadas de Venezuela. A pesar de los conflictos politicos, sociales y
econdmicos; la continuidad del Congreso Venezolano de Botdnica se ha mantenido
y desde esa primera edicion realizada en Caracas en 1971, bajo la direccion del Dr.
Leandro Aristeguieta, ya se han realizado 22 encuentros donde cada dos afios se dan
cita cientificos nacionales e internacionales con el fin de divulgar parte de su queha-
cer cientifico. Por segunda vez, la ciudad de Maturin se encargo de albergar a todos
los participantes en este gran evento y en esta oportunidad, correspondié a la Uni-
versidad Bolivariana de Venezuela la organizacion del XXII Congreso Venezolano de
Botéanica bajo la coordinacion general del Profesor Miguel A. Sanchez M.

Se presentaron un total de 102 avances cientificos distribuidos en las siguientes
areas:
a) Agronomia, Biologia Molecular y Genética Vegetal (7 ponencias)
b) Biodiversidad, Conservacion de Ecosistemas, Educacion y Gestion Ambiental
(13 ponencias)

c) Biotecnologia, Fisiologia Vegetal y Fitopatologia (14 ponencias)
d) Boténica Criptogdmica (21 ponencias)
e) Botdnica Estructural (8 ponencias)
f) Ecologia Vegetal, Agroecologia y Ecofisiologia (6 ponencias)
g) Etnobotdnica, Botdnica Indigena y Desarrollo Comunitario (16 ponencias)
h) Sistematica y Floristica (17 ponencias).

Ademads de ello, se presentaron 22 trabajos en los simposios de Agroecologia y Bio-
tecnologia (7 ponencias), Etnobiologia y Etnoecologia (6 ponencias), Liquenologia
(4 ponencias) y Morfoanatomia Floral (5 ponencias).

La calidad y originalidad de los trabajos presentados en la XXII edicion del
Congreso Venezolano de Botdnica fue evaluada y avalada por una prestigiosa
comision de arbitraje donde participaron cientificos de la Universidad Central
de Venezuela, Universidad de Los Andes, Universidad Centroccidental “Lisandro
Alvarado”, Universidad de Oriente, Universidad Experimental del Tachira, Univer-
sidad Politécnica Territorial de Falcén “Alonso Gamero”, Universidad Bolivariana
de Venezuela, Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas, Instituto Venezolano
de Investigaciones Cientificas, Fundacion Instituto Botanico de Venezuela, Funda-
cién Instituto de Estudios Avanzados y el Centro Nacional Para la Conservacion de
Recursos Fitogenéticos.

Prestigiosos evaluadores, destacados ponentes y una gran organizacion fue
lo que brindd Maturin durante los dias comprendidos entre el 10 y 15 de Julio del
2017 y se abrieron las puertas para la proxima cita, la cual tendrd lugar en la ciu-
dad de Cumanad en el afio 2019.

La revista Pittieria, como medio de divulgacion de la investigacién botanica,
felicita a todas aquellas personas que dieron su aporte para que se realizara con
éxito tan importante evento, asi como a todos los que buscan mantener la conti-
nuidad de una cita bianual que se inici6 en 1971, que se ha mantenido durante 46
afios y que va rumbo a medio siglo de existencia.
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RESUMEN

La obtencion de arboles de cacao mas productivos, con mejor comportamiento

frente a plagas y enfermedades y que ademds conserven en sus almendras la calidad
excepcional que caracteriza al cacao venezolano, son pardmetros considerados cuando
se pretende aprovechar el potencial de la diversidad genética de esta especie Una

de las limitaciones para el progreso en el mejoramiento genético de cultivos, es el
escaso conocimiento sobre el determinismo genético de los caracteres de interés. Los
estudios de asociacion entre marcadores moleculares y caracteres de interés se basan
en la relacion no aleatoria entre alelos o desequilibrio del ligamiento, que persiste en
una poblacién a pesar de ciclos de recombinacion y que pueden ser empleados para
cartografiar caracteres de seleccion. En el presente trabajo se valida la posibilidad de
encontrar asociaciones entre marcadores moleculares y la resistencia a P. megasperma,
en una poblacién no estructurada de 42 arboles de cacao Criollo Moderno, basandonos
en su genotipo para 8 marcadores microsatélites ubicados en las zonas de resistencia
a Phytophthora reportadas y en la reaccion de resistencia o susceptibilidad a P.
megasperma de cada arbol, empleando tablas de contingencia y pruebas de Xi2. El
analisis de asociacion detect6 5 microsatélites asociados con la resistencia, mTcCIR17
(GL 4), mTcCIR189 (GL8), mTcCIR8 (GL 9), mTcCIR229 y mTcCIR223 (GL 10), los cuatro
primeros reportados como ligados a la resistencia a diversas especies de Phytophthora
en distintas progenies de cacao y en regiones coincidentes con genes RGA y GDA y el
Gltimo asociado al color del cotileddn.

PALABRAS CLAVE: Theobroma cacao, resistencia a Phytophthora megasperma, analisis de
asociacion, microsatélites.

ABSTRACT

A challenge for the venezuelan cocoa breeding is to select highly productive trees,

with a good performance against pests and diseases, whilst preserving the exceptional
quality that characterizes the venezuelan cocoa beans. The achievement of these goals
greatly depends on the knowledge and management of the genetic diversity of the Criollo
cultivars. One of the main limitations to further progress in the genetic improvement

of crops is the scarce knowledge on the genetic determinants of traits of interest.
Association studies between molecular markers and important traits are based on the
non-random relationships between alleles, or linkage disequilibrium, which persistin a
population despite recombination cycles therefore, they can be used to map selection
traits. The present research validates the likelihood of finding associations between
microsatellite markers and the resistance to Phytophthora megasperma. The study was
carried out in a non-structured population of 42 Modern Criollo cacao trees, based on
their genotype for 8 microsatellite markers located in known regions of resistance to
Phytophthora species and the reaction of resistance or susceptibility of each tree to P.
megasperma, using contingency tables and Xi2 tests. The association analysis detected
5 microsatellites associated to the resistance, mTcCIR17 (LG 4), mTcCIR189 (LG8),
mTcCIR8 (LG 9), mTcCIR229 and mTcCIR223 (LG 10), the first four markers reported are
linked to the resistance of different cocoa progenies to several species of Phytophthora
and coinciding with regions of RGA and GDA genes, whilst the latter is associated to
cotyledon colour.

KEY WORDS: Theobroma cacao, Phytophthora megasperma resistance, association
analysis, microsatellites.
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INTRODUCCION

La apreciada calidad del cacao Criollo vene-
zolano, le brinda un sitio en el mercado inter-
nacional con potencial de expansion, dadas
las tendencias mundiales de crecimiento en el
consumo de cacao. Venezuela posee las con-
diciones agroecoldgicas requeridas para el
cultivo y ademds, en nuestro pais pueden aun
encontrarse materiales genéticos que pro-
ducen granos de optima calidad aromatica y
que son escasos en el mundo (Marcano, 2007).
Actualmente son multiples los problemas que
afectan la productividad de nuestro cacao,
siendo muy pequefio su aporte a la produccidn
mundial (ICCO 2012).

La seleccion de genotipos altamente pro-
ductivos, que conserven las calidades aromati-
cas de los cacaos Criollos y que ademas puedan
portar genes de resistencia a las enfermedades
y plagas mdas importantes en el pais, serian ob-
jetivos importantes para programas de mejora-
miento del cultivo (Marcano, 2007).

Las estrategias tradicionales de mejora-
miento de un cultivo perenne, como el cacao,
son esfuerzos de muy largo plazo; sin embargo,
individuos excepcionales pueden ser seleccio-
nados y liberados en cualquier fase. La posibi-
lidad de que el cacao pueda ser propagado por
injerto, estacas y mediante las mas recientes
técnicas de propagacion rapida (Sodré et al.,
2006), e incluso el cultivo in vitro (Maximova et
al., 2006), representa una gran ventaja.

Las herramientas de la genémica abren
una posibilidad para el entendimiento del
determinismo genético de los factores invo-
lucrados en los pardmetros que constituyen
criterios importantes de seleccidn, ofreciendo
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algunas alternativas que pueden ser de utili-
dad para acelerar el desarrollo de poblaciones
mejoradas (INGENIC, 2000).

La elaboraciéon de mapas genéticos satu-
rados de los cultivos en los cuales se incluyen
marcadores genéticos de diversa indole y
caracteres de interés, es una estrategia con po-
sibles aplicaciones en lo que se ha denominado
la Seleccién Asistida por Marcadores Molecula-
res, con la que potencialmente pueden selec-
cionarse a muy temprana edad, las plantas que
portan los alelos que se hayan relacionado con
el mejor comportamiento, ya sea en caracteres
morfoagronémicos o de calidad, 1o que haria
mads precisa la seleccién y reduciria costos en
el proceso; ello toma mayor importancia en los
caracteres de herencia compleja y mas aun en
cultivos perennes (Tanksley et al., 1988).

El CIRAD (Centre de Cooperation Internatio-
nale en Recherche Agronomique pour le Dévelo-
ppement) ha desarrollado un mapa genético de
referencia para el cacao a partir de la pobla-
cion segregante originada a partir del cruce de
los parentales heterocigotos UPA402 (Foraste-
ro del alto Amazonas obtenido del cruce entre
IMC60 y Na34) y UF676 (Trinitario selecciona-
do en Costa Rica) y saturado con 615 marca-
dores codominantes incluyendo isoenzimas,
RFLPs y microsatélites cartografiados (Pugh
et al., 2004), que constituyen excelentes herra-
mientas para diversos tipos de investigaciones,
entre las cuales destaca la utilizacion de éstos
para el estudio de determinismo genético de
caracteres de importancia.

Los métodos clasicos para la identificacion
de marcadores moleculares ligados a carac-
teres de interés, entre los cuales los de mayor

1

ASOCIACION ENTRE MICROSATELITES Y LA RESISTENCIA A Phytopthora megasperma,
2017 EN ARBOLES DE Theobroma cacao L. Il. ANALISIS DE ASOCIACION. pdgs. 8—23

importancia son los caracteres cuantitativos,
exigen la disponibilidad de una poblacién
segregante, preferiblemente proveniente de
padres genotipicamente definidos, a la cual se
analiza para la mayor cantidad de marcadores
posible y a la vez se evalua en su fenotipo para
parametros de interés, para los que debe tam-
bién ser polimoérfica. Este procedimiento, deno-
minado analisis de QTLs “Quantitative Trait
Loci”, que son cada uno de los loci que deter-
minan un cardcter cuantitativo, busca detectar
relaciones estadisticamente significativas entre
un marcador y un caracter. Sin embargo, en
casos en los que no existen estas poblaciones
experimentales, o éstas son dificiles de de-
sarrollar por razones practicas, también es
posible llevar a cabo el andlisis de QTLs, como
en el caso de poblaciones naturales, como las
especies arboreas perennes, o las poblaciones
humanas (Liu, 1998).

Los estudios de asociacién se basan en la
relacién no aleatoria de alelos en una pobla-
cidn, lo que es conocido como Desequilibrio del
Ligamiento (DDL) (Weir, 1996). Para realizar
un estudio de asociacién, es necesario conocer
como es el DDL en la poblacién y en la regién
de interés del genoma. Debe determinarse no
sélo si éste existe y su magnitud, sino su caida,
es decir, el trayecto del cromosoma en el que
se pierde la relacion entre los alelos, lo que
puede analizarse, en una region en particular,
0 de manera general en todo el genoma. La
caida del DDL determina el tamafio minimo de
cromosoma en el que éste es conservado.

Los analisis del DDL en el genoma del
cacao han revelado largos fragmentos de cro-
mosomas (hasta 30 cM) que se encuentran en

DDL, en los cuales podrian definirse asociacio-
nes estables entre marcadores moleculares y
caracteres de interés (Marcano et al., 2007).

La cartografia genética por asociacion,
busca aprovechar las asociaciones no alea-
torias que se establecen entre alelos de di-
ferentes loci, ligados o no, (DDL) a través de
la historia de una poblacion, para encontrar
relaciones entre marcadores y caracteres, que
se hayan mantenido a pesar de varios ciclos
de recombinacion. Con ello, se puede lograr la
cartografia genética de caracteres de interés
en poblaciones naturales con mejor resolucion
que en poblaciones experimentales; es, sin em-
bargo importante, que la poblacién no presen-
te estructura (Jannink y Walsh, 2002).

La asociacion entre marcadores molecula-
res y caracteres de importancia para la selec-
cion de cacao ya ha probado ser una estrategia
eficiente, en comparacion con los métodos tra-
dicionales de andlisis de Loci determinantes de
caracteres Cuantitativos (QTLs), que implican
la obtencion de poblaciones experimentales
provenientes de cruces dirigidos entre padres
especificos, lo que puede tardar unos diez afios
en el caso del cacao (Schnell et al. 2005; Marca-
no et al., 2007, 2008).

Phytophthora palmivora es una de las
enfermedades de mayor impacto en las plan-
taciones de cacao del mundo y ha sido la mas
estudiada en cuanto a la deteccién de QTLs
(Loci de caracteres Cuantitativos) implicados
en la resistencia a la misma; estos estudios han
sido realizados a partir de mazorcas enfermas
y discos de hoja, en progenies de mapeo diver-
sas (N’Goran et al., 1997; Clément et al., 2003;
Risterucci et al., 2004).
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La resistencia a Phytophthora ha sido rela-
cionada con varios genes, este es el caso de P.
megasperma f.sp. glycinea en soya (Diers et al.,
1992) y de P. infestans en papa, aunque en este
cultivo también se ha informado de una resis-
tencia vertical (Corné et al., 1991). En el caso
del cacao, varios autores han relacionado la
resistencia a Phytophthora con la presencia de
varios genes. Warren (1994) sefial¢ la existen-
cia de un minimo de cinco loci heterogéneos
no ligados. Spence & Bartley (1966) igualmente
sefialan que algunas progenies F1 del clon SCA
6 que muestran resistencia en Trinidad, son el
producto de genes dominantes que controlan
esa caracteristica. Enriquez & Salazar (1987)
por el contrario, consideran que en la resisten-
cia a Phytohthora estan en juego varios genes
con una accion mas aditiva que dominante. En
forma similar, Tan & Tan (1990) sefialan que la
resistencia se hereda en forma aditiva. En ge-
neral, en los estudios de la resistencia genética
del cacao a las enfermedades producidas por
especies del género Phytophthora, no se ha en-
contrado una resistencia total a la enfermedad
(Risterucci et al., 2003).

En el afio 2000 se reporta por primera vez,
la ubicacion de genes de resistencia a Phyto-
phthora palmivora en el genoma del cacao, en
una poblacion de cacao Forastero (Crouzillat et
al., 2000); estudios posteriores se han hecho en
poblaciones de cacao con diversa base genética
y varias especies de Phytophthora (Flament et
al., 2001; Clément, 2003; Risterucci et al., 2003).
Algunas de las regiones del genoma identifica-
das como implicadas en la resistencia han sido
coincidentes con genes analogos de resistencia
y defensa (RGA y DGA) (Lanaud et al., 2004). En
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general, estos estudios muestran coincidencia
en 4 sitios del genoma, en los grupos de liga-
miento 1 (Lanaud et al., 2004; N’Goran et al.,
1997), 4 (Clément et al., 2003 y 2004; Lanaud
etal, 2004) y 7 (Lanaud et al., 2004, Clément et
al., 2004) que potencialmente portan factores
genéticos determinantes de la resistencia.

El presente estudio pretende indagar la
posibilidad de aprovechar la informacion
generada en diferentes progenies de mapeo
de cacao, en relacion a la deteccion de QTLs
que determinan la resistencia a especies de
Phytophthora, estudiando la asociacidn entre
marcadores moleculares localizados en las
zonas del genoma donde se han encontrado en
forma consistente estos QTLs y la resistencia a
Phytophthora megasperma, en una poblacién
de cacao Criollo moderno no experimental y
no estructurada.

MATERIALES Y METODOS

EVALUACION DEL FENOTIPO

La seleccion de plantas de cacao de la pobla-
cion original, el muestreo de mazorcas a ser
sometidas a la evaluacion de resistencia, los
procedimientos para la preparacion del indécu-
lo, la inoculacién de las mazorcas con P. megas-
permay la evaluacion de resistencia/susceptibi-
lidad de las plantas al patdgeno (fenotipo), son
extensamente descritos en Mora et al. (2016).

ANALISIS DEL GENOTIPO

Las metodologias empleadas para la extraccion
del ADN, la amplificacién de los microsatélites
y la electroforesis de microsatélites en geles

de poliacrilamida es descrita en Risterucci et
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al. (2000); la visualizacion de microsatélites
mediante la tincién de nitrato de plata se hizo
como se reporta en Bassam et al. (1991). La
lectura e interpretacion de geles y el andlisis
completo del genotipo se presentan en Mora et
al. (2016). La lista de microsatélites analizados,
se presenta en Mora et al. (2016), en donde se
destacan los microsatélites ubicados en zonas
de QTLs y de genes DGA y RGA reportados
(Crouzillat et al., 2000; Flament et al., 2001;
Clément et al., 2003; Risterucci et al., 2003;
Lanaud et al., 2003). El resto de microsatélites
analizados se emplearon para el estudio de la
estructura de la poblacidn.

ANALISIS DE LA ESTRUCTURA

EN LA POBLACION ORIGINAL

La estrategia para analizar la existencia de
subpoblaciones (estructura) en la poblacién
original (65 individuos) consistié en el analisis
de 16 microsatélites no ligados (independien-
tes), con el programa Structure (Pritchard et
al., 2000); a partir de éste se puede inferir el
numero de subpoblaciones (K) que pudieran
coexistir en la poblacidn estudiada, bajo la pre-
suncion de Equilibrio de Hardy y Weinberg en
las subpoblaciones. Para ello se consideraron
valores alternativos de K, desde 1 al 5, un nu-
mero de 50.000 iteraciones como periodos de
procesamiento, 250.000 repeticiones y 10 anali-
sis independientes, bajo el supuesto modelo de
“mezcla de ancestros” (“Admixture”).

Este andlisis permiti¢ identificar indivi-
duos que por su constitucion genética, difie-
ren mucho del resto de la poblacién. Por otra
parte, se verificé el numero de subpoblaciones
presentes en la poblacion estudiada y la contri-

bucién de cada individuo a la conformacion de
esas subpoblaciones.

A partir de estos resultados se pudieron se-
leccionar individuos que en conjunto formaran
una poblacion no estructurada y por ende mas
ajustada para un estudio de asociacion entre
los marcadores microsatélites y la resistencia a
la enfermedad (Cuadro 1).

ANALISIS DE ASOCIACION

Tomando en cuenta la informacién genotipica
de cada individuo, asi como su nivel de resis-
tencia a la enfermedad, se elaboraron tablas de
contingencia utilizando el programa Excel (Mi-
crosoft Office Excel vers. 2007), para cada locus
de microsatélites analizados. La informacién
compilada en estas tablas fue graficada con el
fin de visualizar tendencias de los genotipos
mads frecuentemente susceptibles o resistentes
en la poblaciéon no estructurada.

La asociacion entre marcadores micro-
satélites y la resistencia a la enfermedad se
determind mediante una Prueba de Xi2 para
el analisis de tablas de contingencia con el mé-
todo de Pearson, considerando un umbral de
significacion de p<0,05 para cada prueba (loci
microsatélites), utilizando el programa XISTAT
7.5.2 (ADDINSOFT, 2015).

RESULTADOS
ANALISIS DEL FENOTIPO Y DEL GENOTIPO

En el articulo complementario al presente
(Mora et al., 2016), se muestran en detalle los
resultados obtenidos, tanto en la evaluacién de
la reaccion de resistencia/susceptibilidad de las
plantas seleccionadas, al patégeno Phytophthora
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megasperma (fenotipo), como en el analisis de
los loci microsatélites analizados (genotipo).
Esta informacion es base para el andlisis de
asociacion entre marcadores microsatélites y
la resistencia a P. megasperma.

ANALISIS DE LA ESTRUCTURA

DE LA POBLACION Y DEL NUMERO

DE SUBPOBLACIONES

Los resultados obtenidos mediante el progra-
ma Structure (Pritchard et al., 2000), para el
que se emplean datos del genotipo de mar-
cadores no ligados, ni en desequilibrio del
ligamiento, revelaron la existencia de 2 subpo-
blaciones en la poblacion original.
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SELECCION DE LA POBLACION

NO ESTRUCTURADA

A partir de la informacion proporcionada por
el programa Structure, en relacion a la contri-
bucién de cada planta a la formacién de las
dos subpoblaciones detectadas, se ajustd una
nueva lista de individuos para conformar una
poblacién no estructurada. En total se seleccio-
naron 42 individuos (CUADRO 1) con los cuales
fue posible realizar los andlisis de asociacidn.
Esta seleccidn se efectud eliminando aquellas
plantas que portaban mads de 95% del ancestro
Criollo, asi como los individuos muy diferentes
a los de la poblacion no estructurada.

CUADRO 1. Arboles seleccionados para conformar poblacién no estructurada y su procedencia.
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ANALISIS DE ASOCIACION

Mediante el andlisis de asociacidn entre los
genotipos y la respuesta fenotipica de éstos a
la resistencia a la infeccién por P. megasperma
(CUADRO 2), se encontro que, de los 7 marca-
dores microsatélites ligados a la resistencia a
especies de Phytophthora que se evaluaron,

4 marcadores se encontraron asociados a la
resistencia a P. megasperma en los individuos
seleccionados; de igual modo, el marcador pre-
viamente reportado como asociado al color de
cotiledones, también se encontré en asociacion
con la resistencia a la enfermedad en la pobla-
cién de estudio.

De estos marcadores asociados, mTcCIR17
se localiza en el grupo de ligamiento 4 (FIGURA 2),
mTcCIR189 en el grupo de ligamiento 8, mTcCIR8 en
el grupo de ligamiento 9, mTcCIR229 y mTcCIR223
en el grupo de ligamiento 10. El resto de marcado-
res analizados no mostraron asociacidn significati-
va con la resistencia a “Mancha de Agua”.

Al analizar los gréficos que se efectuaron de
las tablas de contingencia entre el genotipo y las
frecuencias de fenotipos (ejemplo en la FIGURA 1),
se aprecia que el genotipo que muestra en mayor
grado la resistencia es el hibrido, mientras que el
genotipo homocigoto criollo se relaciona con la
menor resistencia, en cada uno de los loci micro-
satélite analizados.

CUADRO 2. Andlisis de asociacion (Xi?) entre marcadores microsatélites y resistencia a P. megasperma.

ID LOCALIDAD ID LOCALIDAD ID LOCALIDAD
SJUO4R INIA-San Juan BEN17 INIA-San Juan BEN04 INIA-San Juan
SJuos INIA-San Juan BEN19 INIA-San Juan BEN23 INIA-San Juan
SJuo7 INIA-San Juan BEN21 INIA-San Juan uvio1 CORPOZULIA
SJu09 INIA-San Juan BEN22 INIA-San Juan uvio3 CORPOZULIA
SJUT1 INIA-San Juan BOCO1 INIA-San Juan ABA01X CORPOZULIA
SJU12 INIA-San Juan BOC04 INIA-San Juan CACO1 CORPOZULIA
SJu13 INIA-San Juan BOCO5 INIA-San Juan LOB13 CORPOZULIA
SJu14 INIA-San Juan BOC14 INIA-San Juan ADJO5 CORPOZULIA
SJU15 INIA-San Juan 42 INIA-San Juan uv103 CORPOZULIA
SJu1é INIA-San Juan HER1 INIA-San Juan SP10X CORPOZULIA
BENO5 INIA-San Juan 81 INIA-San Juan CBL04 CORPOZULIA
BEN11 INIA-San Juan 04 INIA-San Juan CBLO5 CORPOZULIA
BEN12 INIA-San Juan 02 INIA-San Juan CBLO6 CORPOZULIA
BEN15 INIA-San Juan BENO1 INIA-San Juan ABAO1 CORPOZULIA

1

6

mTcCIR272 36,9 7,852 0,249
1 mTcCIR286 68,3 7,040 4 0,134
2 mTcCIR268 38,8 8,403 4 0,078
3 mTcCIR120 6,3 2,430 4 0,657
3 mTcCIR82 30,6 1,181 4 0,881
3 mTcCIR167 59,2 3,806 2 0,149
4 mTcCIR17 23,4 11,828 4 0,019*
5 mTcCIR109 72 12,255 6 0,057
6 mTcCIR255 39,1 1,232 2 0,540

GL Grupo de ligamiento,

! mTCCIRT90 3.8 1.073 2 0,585 cM: Ubicacién de los microsatélites en unidades
7 mTcCIR55 35,5 2,955 4 0,565 centiMorgans con base en el mapa de referencia
8 mTcCIR189 46,9 9,520 4 0,049 para el cacao (Pugh et al., 2004),
9 mTcCIRS 525 11273 4 0,024* g:l(l). g;ados de libertad. Umbral de significancia
9 mTcCIR79 94,1 5,049 2 0,080 * estadisticamente significativo, en negritas:
10 mTcCIR229 11,9 12,123 4 0,016* marcadores ligados a QTLs o a genes RGA DGA,
10 mTcCIR223 724 9323 9 0,009% Egt::ggi& marcador asociado a color del




MARIA MARCANO, VICTOR MORA, RAISA RUMBOS, ASOCIACION ENTRE MICROSATELITES Y LA RESISTENCIA A Phytopthora megasperma,

IRAIMA CHACON, ALVARO GOMEZ, ADRIANA MOYA y ARGENIS MORA Pittieria 41 2017 EN ARBOLES DE Theobroma cacao L. Il. ANALISIS DE ASOCIACION. pdgs. 8—23
GL 4 GL 8 GL9 GL 10
0 mTcCIR243
0 IDH 0 mTcCIRT 0 AFLP9/7
9.0 gTcCIR105
*

11.9 mTcCIR229
18.7 mTcCIR18

22.4 PT142/D9
23.3 PTSCA6/A1

\__/

23.4 — mTcCIR17 *
23.5 PT172/A1
241 — [ |T—— mTcCIR213

24.4 < PTSCA6/B2

247 PTSCAG6/A3
26.7
PT172/89 451 cTcCIR203
46.9 mTcCIR189 * 52.5 - mTcCIRS *
534 — | | ™~ PR2/19
56.7 cTcCIR63
67.5 TEL139/HI
72.4 mTcCIR223 **

753 cTcCIR205

FIGURA 1. Asociacion entre la resistencia de drboles de cacao a P megasperma
y el genotipo para el microsatélite mTcCIR229. 98.8 gTcCIR159

FIGURA 2. Ubicacion de QTLs de resistencia a Phytophthora palmivora, anélogos de genes RGA y DGA en
progenies de cacao de diversa base genética, microsatélites asociados a color de diversas estructuras
de la planta y microsatélites asociados a la resistencia a Phytophthora megasperma en la poblacion
estudiada. GL: Grupo de ligamiento y ubicacion de los microsatélites en unidades centiMorgans en el
mapa de referencia para el cacao (Pugh et al., 2004), en negritas: marcadores ligados a QTLs o a genes
RGA y DGA (Clément et al., 2003; N'Goran et al., 1997 y Lanaud et al., 2004), *: microsatélites asociados
en este estudio a la resistencia a P megasperma, **: microsatélite asociado a la resistencia en este
estudio y al color del cotiledén en Marcano et al. (2008).
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DISCUSION

ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA

DE LA POBLACION

El analisis de la estructura de la poblacion,
realizado mediante el programa Structure,
permitié evidenciar la existencia de dos (2)
subpoblaciones. En el andlisis se encontro

el solapamiento de un grupo de individuos
(Criollos con alta homocigosis), evidencia clara
de que no existe una diferenciacion genética
entre éstos, mientras que otro grupo de indivi-
duos present6 dispersion, siendo ésta extrema
para tres arboles (LOB38, RAO1 y RAO5) que se
consideraron fuera de tipo.

La estratificaciéon de la poblacion, eviden-
ciada por la existencia de dos subpoblaciones,
de acuerdo al analisis, resulta ser no funcional
para realizar estudios de mapeo por asociacion
(Flint-Garcia et al., 2003); por esta razon, seria
dificil efectuar un estudio de asociacion con
todos los cultivares seleccionados; ello justifi-
co6 el ajuste de la poblacién, a fin de eliminar
aquellos individuos que contribuian al estable-
cimiento de la estructura poblacional, segun
los resultados obtenidos mediante el programa
Structure. La eliminacion de estos individuos
gener( una poblacion no estructurada, mas
adecuada para el estudio de mapeo por aso-
ciacion. Este procedimiento ha mostrado ser
apropiado en previos estudios de asociacién
(Marcano et al., 2007).
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ANALISIS DE ASOCIACION ENTRE
MARCADORES MICROSATELITES

YLA RESISTENCIA A P. MEGASPERMA

De acuerdo con los resultados obtenidos del
analisis de asociacion entre marcadores mo-
leculares y la resistencia a P. megasperma, se
encontraron 5 marcadores asociados a ésta en
la poblacion estudiada. El marcador mTcCIR17
en el grupo de ligamiento 4, mTcCIR189 en el
grupo de ligamiento 8, mTcCIR8 en el grupo 9y
en el 10 los microsatélites mTcCIR229 y mTc-
CIR223 (FIGURA 2).

El reporte del marcador mTcCIR17 ubicado
en el cromosoma 4, es coincidente con estudios
previos, en los cuales se encontraron QTLs liga-
dos a la resistencia a especies de Phytophthora
en esta zona del genoma, en progenies de diver-
sa base genética (Clément et al., 2003). Lanaud
et al. (2004) en sus trabajos encuentran esta
region ligada a genes candidatos RGA (Resistan-
ce Gene Analogs) de las clases N y Pto (FIGURA 2).

Los genes que confieren resistencia en las
plantas se clasifican en dos grupos, uno con-
formado por genes involucrados en el recono-
cimiento del patdgeno llamados genes RGA,
(Resistance Gene Analogs) y el otro grupo de
genes implicados en los mecanismos de defen-
sa de la planta, frente al reconocimiento del
patégeno (genes DGA o Defense Gene Analogs)
(Agrios 2005). Los genes N aislados en tabaco,
estan relacionados con proteinas receptoras ci-
toplasmaticas que contienen dominios ricos en
leucinas, mientras que los genes Pto de tomate,
son del grupo Kinasa y contienen dominios
serina-treonina-kinasa (STK) involucrados en la
transduccioén intracelular, o estan asociados a
estructuras receptoras de kinasa.
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Los estudios de Lanaud et al. (2004), lle-
vados a cabo mediante la amplificacién por
PCR de fragmentos de genes analogos de RGA
y DGA, en la poblacion de referencia del cacao
(UPA402 x UF676) (Pugh et al., 2004), permi-
tieron ubicar en el grupo de ligamiento 4 a los
genes PTSCA6/A1 (a 23,3 centiMorgans), PT172/
Al (a 23,5 cM), PTSCA6/B2 (a 24,4 cM), PTSCA6/
A3 (a 24,7 cM) y PT172/B9 (a 26,7 cM) (FIGURA 2).

Tomando en cuenta que el marcador mi-
crosatélite (mTcCIR17) estd distanciado a 23,4
cM con respecto al mismo mapa de ligamiento
para el cacao (FIGURA 2), se asume que existiria
una estrecha asociacion entre este marcador
microsatélite y los genes encontrados por La-
naud et al. (2004).

Clément et al. (2003) encontraron QTL’s
de la resistencia a Phytophthora cerca del
marcador mTcCIR18 (18,7 cM-24,1cM) en dos
poblaciones de cacao. Cabe destacar que, en
las mismas regiones del cromosoma 4 donde se
encuentra la resistencia, Clément et al. (2003),
reportan ligamiento entre QTLs implicados
en vigor y QTLs ligados al peso de las semillas
en dos poblaciones de mapeo IMC78 y DR1.
Segun estos resultados, los autores sugieren
una relacion entre la resistencia de las plantas
de cacao a Phytophthora palmivoray el peso de
las semillas.

Realizando estudios de asociacion en po-
blaciones de cacao que incluian desde criollos
hasta forasteros, Marcano et al. (2007) encon-
traron en esta region al marcador mTcCIR213
(24,1 cM) del grupo de ligamiento 4, también
asociado al peso de la semilla y del fruto y, en
una poblacion venezolana cultivada de cacao,
asociados ademas a la pigmentacién de distin-

tas estructuras de la planta como fruto, cotile-
dones y partes florales (Marcano et al., 2008).

Con respecto al marcador mTcCIR189, en-
contrado en el grupo de ligamiento 8 y ubicado
a 46,9 cM segun el mapa de ligamiento de refe-
rencia (Pugh et al., 2004), también se encuentra
coincidencia en trabajo previos, en los cuales
los marcadores cTcCIR203 (56,7 cM) y cTcCIR63
(45,1 cM) se encuentran ligados a la resisten-
cia a especies de Phytophthora (N'Goran et al.,
1997). Estos autores también reportan QTLs
relacionados con el peso del grano (cTcCIR98 a
46,5 cM) en el mismo grupo de ligamiento bas-
tante cercano al asociado a la resistencia mTc-
CIR8, lo que apoya lo propuesto por Clément et
al. (2003) sobre la relacion entre la resistencia
y el peso de las semillas.

En los grupos de ligamiento 9 y 10 también
se encuentra coincidencia entre los marcado-
res microsatélites asociados a la resistencia
con QTLs reportados en otros trabajos. La-
naud et al. (2004) encuentran al DGA PR2/19
en el grupo de ligamiento 9 a una distancia de
53,4 cM de acuerdo al mapa de ligamiento de
referencia para el cacao. Este gen se encuentra
muy cerca del marcador encontrado en este
trabajo mTcCIR8 (52,5 cM), lo que evidencia-
ria una asociacion entre el marcador y el gen
PR2/19 implicado en la respuesta de defensa.

Una vez mas se afirma la asociacion entre
la resistencia y caracteristicas morfologicas
de las semillas, cuando N'Goran et al. (1997)
encuentran para el mismo grupo de ligamien-
to, el marcador gTcCIR102 (59 cM) ligado a un
QTL de longitud de las semillas, al igual que
Marcano et al (2008) que reportan en esta re-
gion, varios marcadores: mTcCIR58 (60,1 cM),



MARIA MARCANO, VICTOR MORA, RAISA RUMBOS,
IRAIMA CHACON, ALVARO GOMEZ, ADRIANA MOYA y ARGENIS MORA

mTcCIR142 (47,4 cM) y mTcCIR124 (40,1 cM)
asociados a dimensiones de la semilla.

En el grupo de ligamiento 10 se encuentra
asociacidn entre los marcadores mTcCIR229
(11,9 cM) y mTcCIR223 (72,4 cM). Reportes
hechos por N'Goran et al (1997) indican que el
marcador gTcCIR105 estd ligado a la resisten-
cia a Phytohthora spp. en zonas muy cercanas
al mTcCIR229 y Lanaud et al. (2004) reportan
en esta zona al gen candidato PT142/D9.

Con respecto al marcador mTcCIR223,
asociado a la resistencia a P. megasperma, Mar-
cano et al. (2008) 1o encuentra asociado con
diversos caracteres del fruto y de las semillas,
ademas del color de los cotiledones y de esta-
minodios.

Los caracteres de la semilla, como dimen-
siones y color, son pardmetros que diferencian
individuos Criollos de Forasteros. Asi como la
resistencia a Phytophthora parece estar favore-
cida en los hibridos, la pigmentacién y el tama-
o pequeno de las almendras, son caracteres
tipicos de forasteros e hibridos; por el contra-
rio, las semillas grandes, redondeadas y no pig-
mentadas, son caracteristicas de los Criollos, de
alli 1a relacién estadistica que puede explicar
la ubicacion de estos caracteres (resistencia,
dimensiones de la semilla y pigmentaci6n), en
algunas regiones gendmicas coincidentes, en
las cuales estos caracteres podrian por ende,
estar ligados fisicamente o estar asociados por
desequilibrio del ligamiento.

Por otro lado, las antocianinas, que produ-
cen la pigmentacion en diversas estructuras
del cacao, pudieran relacionarse con la resis-
tencia bioquimica constitutiva o preformada
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que actua desde el inicio de la infeccion, lo que
explicaria la resistencia del cacao a especies de
Phytophthora localizada en las mismas regio-
nes de la pigmentacion de estructuras del GL 4
y del GL 10 (Marcano et al., 2008).

CONCLUSIONES

El andlisis de estructura permitio verificar que
2 subpoblaciones conformaban la poblacién
original, 1o cual justifico la seleccidn de indi-
viduos para obtener una poblacién no estruc-
turada adecuada para realizar estudios de
asociacion.

Mediante el anadlisis de asociacion se lo-
graron confirmar, en la poblacién de arboles
seleccionados estudiada, 4 de las 7 regiones
previamente reportadas, ligadas a la resisten-
cia a diferentes especies de Phytophthoray a
genes andlogos de resistencia y defensa.

Se logr6 comprobar la estabilidad de
algunas regiones implicadas en la resistencia
a especies de Phytophthora, siendo éstas coinci-
dentes en otros estudios efectuados con po-
blaciones de diversa base genética, mediantes
andlisis de QTLs.

Para los loci microsatélites que se encon-
traron asociados a la resistencia a P. megasper-
ma, el genotipo que muestra en mayor grado
la resistencia es el hibrido, mientras que el
genotipo homocigoto criollo se relaciona con la
menor resistencia.

Se encontraron asociados a la resisten-
cia a P. megasperma, 2 regiones del genoma
previamente reportadas como asociadas a la
pigmentacion de distintos érganos de la planta
de cacao.
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RESUMEN

Se estudid la anatomia de porciones juveniles de tallos, en trece especies de Cactaceae
que crecen en los estados Lara y Falcén, a fin de obtener informacién bioldgica que
pueda contribuir a delimitarlas taxonémicamente. Las especies estudiadas fueron:
Acanthocereus tetragonus, Cilindropuntia caribaea, Epiphyllum hookerii, Hylocereus
lemairei, Melocactus curvispinus ssp. curvispinus, Opuntia caracasana, 0. cf. bisetosa,
Pilosocereus moritzianus, Praecereus_euchlorus, Rhipsalis baccifera, Selenicereus
inermis, Subpilosocereus russellianus y Stenocereus griseus. Se recolectaron trozos

de tallos jévenes, los cuales fueron fijados en FAA y procesados hasta la obtencién

de ldminas permanentes; las mismas fueron estudiadas bajo microscopio dptico de
campo claro. También se obtuvieron porciones de epidermis, mediante la técnica

de maceracion. Los taxones tienen caracteristicas similares entre ellos y comunes
con otras cactaceas, como epidermis uniestratificada, tipo de estoma (paracitico

o duploparacitico), presencia de colénquima, diferenciacion del clorénquima en
empalizada y esponjoso, a excepcion de pocas especies, presencia de células o
cavidades mucilaginosas, asi como en los rasgos del tejido vascular. Principalmente
en la epidermis se evidenciaron varias caracteristicas que distinguen las especies. Los
taxones varian en sus atributos cuantitativos.

PALABRAS CLAVE: Anatomia, caule, colénquima, clorénquima, taxonomia.

ABSTRACT

The anatomy of young portions of stems was studied in thirteen species of Cactaceae
grown in the Lara and Falcon States, in order to obtain biological information that

could contribute to taxonomic delimitation. The species studied were: Acanthocereus
tetragonus, Cilindropuntia caribaea, Epiphyllum hookerii, Hylocereus lemairei, Melocactus
curvispinus ssp.curvispinus, Opuntia caracasana, 0. cf. bisetosa, Pilosocereus
moritzianus, Praecereus euchlorus, Rhipsalis baccifera,Selenicereus inermis,
Subpilosocereus russellianus and Stenocereus griseus. Pieces of these stems were
collected; they were fixed in FAA and processed until obtaining permanent slides, which
were studied under a light field microscope. Epidermis portions were also obtained by
the maceration technique. The taxa share similar characteristics between them and in
common with other Cactaceae, such as unstratified epidermis, type of stoma (paracytic
or duploparacytic), presence of collenchyma, differentiation of chlorenchyma in palisade
and spongy, except in few species, presence of cells or mucilaginous cavities, as

well as in vascular tissue features. In the epidermis, mainly, were evidenced several
characteristics that distinguish the species. Taxons vary in their quantitative attributes.
KEY WORDS: Anatomy, caule, collenchyma, chlorenchyma, taxonomy.
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INTRODUCCION

La anatomia caulinar, ha sido poco abordada
en las Cactaceae, la mayoria de los estudios
existentes hacen énfasis en la superficie epi-
dérmica o en el xilema secundario, como lo in-
dican Terrazas et al. (2005). Entre los trabajos
vinculados a la caracterizacidn del caule desta-
can el realizado por Terrazas & Arias (2002) en
las Cactoideae; el producido por Terrazas et al.
(2005) en especies de Stenocereus Riccob.; el
conducido por Soffiatti & Angyalossy (2007) en
tres especies de Cereeae, endémicas del Brasil,
el efectuado por Calvente et al. (2008) en seis
especies de Rhipsalis Gaertn., asi como el ejecu-
tado por Garcia et al. (2009) en tres especies de
Hylocereus (Berger) Britton & Rose. En Vene-
zuela, a pesar de contar con 40 especies perte-
necientes a las Cactaceae (Hokche et al. 2008),
son muy pocos los estudios anatémicos en este
taxon, pudiendo citar los publicados por Méri-
da & Arias (1979) sobre el desarrollo de espinas
en plantulas de Cereus griseus Haw. y los de
Fernandez (1995, 1999) referentes a caracteris-
ticas de la epidermis en Opuntia lilae Trujillo et
Ponce y a la estomatogénesis en cinco especies
de Opuntia Mill., respectivamente; no obstante,
a nivel caulinar, solo hay trabajos sobre lefio
(Lindorf, 1994; Ledn, 2001-2002). Este articulo
seria el primer aporte al conocimiento de la
anatomia caulinar de especies de Cactaceae
presentes en Venezuela.

Cactaceae es una familia con biotipos va-
riables, hierbas, arbustos, drboles, trepadoras
y epifitas, las cuales exhiben diversas morfolo-
gias en sus tallos, lo cual hace de éste, un grupo
interesante para el estudio de su anatomia
(Barthlott & Hunt, 1993; Altesor & Ezcurra,
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2003). Bravo-Hollis (1978) indic6 que la estruc-
tura histolégica del tallo de las cactaceas es se-
mejante a la de otras dicotiledoneas, pero con
caracteristicas propias de plantas suculentas y
estructuras propias de la familia que deben ser
investigadas.

En las zonas xéricas de Venezuela crecen
numerosas especies de Cactaceae. Para este
estudio se seleccionaron trece taxa (tres de
ellas ubicadas en las Opuntioideae y el resto en
las Cactoideae) que habitan en los estados Lara
y Falcon con el fin de caracterizar la estructura
anatémica de sus tallos jovenes, para aportar
informacion bioldgica que pueda contribuir a
su delimitacion taxondmica.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron trozos de tallos juveniles de

al menos tres individuos de cada una de las
especies (CUADRO 1), las mismas se encontraban
creciendo en bosques secos o deciduos con am-
biente seco o sub-humedo, solo E. hookerii y R.
baccifera se localizaron en bosque semi-deci-
duo estacional con ambiente humedo. Dichos
trozos se fijaron en FAA (formaldehido, acido
acético, etanol 70 %) y se procesaron hasta la
obtencion de ldminas permanentes, siguien-
do los protocolos propuestos por Johansen
(1940). Para ello las muestras (porciones no
areolares) se deshidrataron en una serie
ascendente de alcohol butilico terciario y se
infiltraron e incluyeron en paraplast (58 °C
punto de fusion). El seccionamiento se hizo
con micrétomo de rotacion (15 pum de espesor);
las secciones obtenidas se tifieron con safra-
nina-fastgreen y se montaron en balsamo de
Canada. Ademads, se prepararon macerados
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CUADRO 1. Especies estudiadas, su ubicacion taxonémica y una vista macroscopica del tallo en seccion
transversal y localidad de recoleccién.

SUBFAMILIA | TRIBU TAXON TALLO CONTORNO LOCALIDAD DE RECOLECCION
(SECCION TRANSVERSAL)

Cereeae Melocactus curvispinus Carretera Coro-La Tabla
Pfeiff subsp. curvispinus (*N11°21"36"t016'59”", W 69° 39’ 57"
to 43'43",70-100 m)
Pilosocereus moritzianus Marcillal
(Otto) Byles & G.D. Rowley (=11°21'36”, 69°39'57", 70 m)
Salm-Dick
Praecereus euchlorus Marcillal
(F.A.C. Weber) N.P. Taylor (=11°21'36”, 69°39'57", 70 m)
Subpilocereus russelianus Marcillal
(Otto) Backeb. (=11°21'36”, 69°39'57", 70 m)
Hylocereeae Epiphyllum hookeri Haw. Carretera Barquisimeto-Moron
(= 10°26'26", 68°24'09", 70 m)
Hylocereus lemairei (Hook.) La Tabla-Curimagua
Britton & Rose (=11°12'37", 69°45'49”, 260 m)
Selenicereus inermis (Otto) La Tabla-Curimagua
Britton & Rose (=11°12'37”, 69°45'49”, 260 m)
Pachycereeae | Acanthocereus tetragonus (L.) Marcillal
Hummelinck (=11°21'36", 69°39'57", 70 m)
Stenocereus griseus (Haw.) Carretera Coro-La Tabla
Buxb. (=N11°21' 36" t016'59", W 69° 39' 57"
to 43'43";70-100 m)
Rhipsalideae Rhipsalis baccifera Carretera Barquisimeto-Moron

(J.S. Muell.) Stearn

(= 10°26'26", 68°24'09", 70 m)

Opuntioideae

Cylindropuntieae

Cylindropuntia caribaea
(Britton & Rose) Knuth

Carretera Coro-La Tabla

(=N 11°21'36"t016'59", W 69° 39’ 57"

to 43'43"; 70-100 m)

Opuntieae

Opuntia cf. bisetosa

Carretera Curimagua-Churuguara
(=10°43'20”, 69°18'06"; 450 m)

Opuntia caracasana Salm-Dyck

Carretera Coro-La Tabla

(=N 11°21'36"t016'59", W 69° 39’ 57"

to 43'43"; 70-100 m)
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parciales, en cuyo caso se separaron trozos
de tallo de 4-5 mm?, los cuales se rasparon
previamente con una hojilla a fin eliminar
parte del tejido fundamental préximo a la
epidermis y luego se sometieron a la accion
de hipoclorito de sodio comercial (5,25 %), a
temperatura ambiente, durante aproximada-
mente una hora. Posteriormente, se lavaron
con agua destilada y se termind de eliminar el
tejido parenquimatico, mecanicamente, bajo
microscopio estereoscopico. Las epidermis
obtenidas fueron tefiidas con safranina-azul
astra (Krauss & Arduin, 1997) y se montaron
en agua-glicerina (V:V).

Todas las laminas obtenidas fueron es-
tudiadas bajo microscopio 6ptico de campo
claro. Ademads, se efectuaron las pruebas
histoquimicas propuestas por Johansen (1940)
para detectar almidoén y lignina en secciones a
mano alzada. Se tomaron fotomicrografias con
una camara digital Evolution L.C acoplada a un
microscopio éptico Nikon E200.

Se determinaron algunas variables cuan-
titativas con la ayuda de un ocular micromé-
trico, incorporado a un microscopio calibrado,
registrando entre 15 y 20 observaciones por
variable. Entre las variables registradas estan:
espesor de la pared celular externa mas cuti-
cula y de la epidermis, numero de capas de la
hipodermis y del parénquima en empalizada
(si presentes). Asimismo, se contaron estomas
con el fin de calcular la densidad estomatica.
Se calcularon los valores promedio de dichas
variables.
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RESULTADOS

Los tallos estdn revestidos por una cuticula
lisa en todos los taxa; el grosor de ésta mas la
pared celular externa de las células epidérmi-
cas varia entre menos de 2,5 um (tres de las
especies) y 12,5 pym, valor mayor, registrado en
P. moritzianus (CUADRO 2). En seccién transver-
sal, se observa la epidermis uniestratificada,
glabra y constituida por células cuadrangula-
res a rectangulares en la mayoria de las espe-
cies (FIGURAS 1A-B, 1D), excepto en S. russelianus
(FIGURA 1E) que es papilosa y en C. caribaea y R.
baccifera donde predominan las formas céni-
cas y triangulares, las cuales se organizan de
tal forma que en esta ultima especie se aseme-
jan a papilas y definen una superficie crenula-
da, ya que tiene muescas o festones pequefios
(FIGURA 1C), producto de dicha organizacion.

En vista paradérmica, las paredes anticlinales
son rectas en la mayoria de las especies (FIGU-
RAS 1K-L), excepto en A. tetragonus (FIGURA 16),
E. hookertii (FIGURA 1H) y P. euchlorus donde son
rectas a ligeramente onduladas; en O. caraca-
sana (FIGURA 1J) con paredes onduladas y en

M. curvispinus ssp. curvispinus (FIGURA 11) en la
que son muy onduladas; hay poca variacién
en el grosor de dichas paredes. Los estomas
son paraciticos (FIGURAS 16, 1K Y 1L) y duplopa-
raciticos (FIGURA 11), en el primer tipo llama la
atencion que las células proximas a las acom-
pafiantes se organizan alrededor del estoma,
en forma de anillo; no obstante, en seis de ellas
no fue posible distinguirlos, debido a que fue
imposible separar la epidermis de la hipoder-
mis, porque este ultimo tejido muestra paredes
muy gruesas. La densidad estomadtica prome-
dio varia entre 14-31 estomas/mm? (CUADRO 2).
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CUADRO 2. Rasgos anatémicos de la epidermis caulinar de las especies de Cactaceae estudiadas.

TAXONES GROSOR DE PARED

CELULAR EXTERNA | EN SECCION
MAS CUTICULA (pm) | TRANSVERSAL

PARED EXTERNA

ONDULACION

Y GROSOR DE

LAS PAREDES
ANTICLINALES DE LAS
CELULAS EPIDERMICAS

DENSIDI’\D
ESTOMATICA
(ESTOMAS/mm?)

TIPICAS
M. curvispinus subsp. curvispinus 5 Convexa Muy onduladas 30,9
y delgadas
P.moritzianus 12,5 Recta Rectas y delgadas 20,9
P euchlorus <2,5 Recta y ligeramente Rectas y delgadas 21,5
convexa
S. russelianus 10 Convexa Rectas y gruesas 29,7
E. hookerii <2,5 Convexa Rectas a levemente 17,3
onduladas y delgadas
a ligeramente gruesas
H. lemairei 7,5 Convexa Levemente onduladas 21,5
y delgadas
S. inermis 3 Recta Rectas y gruesas 17,9
A. tetragonus <2,5 Convexa Rectas a levemente 29,4
onduladas y gruesas
S. griseus 5 Recta Rectas y gruesas 22,7
R. baccifera 5 Apariencia papilosa Rectas y delgadas, 14,2
depresiones
longitudinales evidentes
C. caribaea 7,5 Convexa a apiculada | Rectas y delgadas 24,6
0. cf. bisetosa 3,5 Recta y ligeramente Rectas y gruesas 15,45
convexa
0. caracasana 2 Recta y convexa Onduladas y delgadas 18,8

En seccién transversal, los estomas se obser-
van al nivel de las células epidérmicas (FIGURA
1), excepto en H. leimareiy O. bisetosa donde
se encuentran hundidos, en mayor cuantia en
la primera especie nombrada (FIGURA 1B).
Subepidérmicamente, se distingue la
hipodermis constituida por 2 hasta 13 capas
de células orientadas vertical u horizontal-
mente (FIGURAS 1A-F, 2A-C). Hay variacion en el
grado de engrosamiento de las paredes, siendo
bastante delgadas en E. hookerii y R. baccifera,

por lo que se le reconoce principalmente por
la posicion, tamafio y contenido celular escaso
(FIGURAS 2B-C). La hipodermis estd interrumpida
por las cAmaras subestomaéticas, formandose
canales de longitud apreciable (FIGURA 1B), par-
ticularmente en S. griseus (FIGURA 1F).

La region cortical estd constituida por
parénquima clorofiliano y de reserva de agua
y almidon (FIGURA 24). El primero esta formado
por células cuadrangulares y rectangulares
con su eje mayor perpendicular a la superficie,
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FIGURA 1. [C] Rasgos epidérmicos e hipodérmicos
en especies de Cactaceae. [A-F| Epidermis e
hipodermis en seccién transversal. |G-L] Epidermis
en vista frontal. [A] A. tetragonus, [B] H. leimarei,
notese estoma hundido, [C] R. baccifera, D] S.
inermis, |E| S. russelianus, |F| S. griseus, [G] A.
tetragonus, [H] E. hookerii, [I] M. curvispinus, [J]
0. caracasana, K| R. baccifera, notense canales
longitudinales, indicados con flechasy [L] S.
griseus. cs: camara subestomatica, e: epidermis,
es: estoma, h: hipodermis.
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FIGURA 2. |Ay B] Vistas generales de la region externa. [A] P. euchlorus, nétese forma y disposicion de las
células del parénquima. [B] E. hookerii, nétese hipodermis, parénquima homogéneo y banda de esclerénquima.
[c] vista general de la region externa y estela de R. baccifera, ndtese haz vascular fuera de la estela indicado
con flecha y células esclerificadas en la region medular, indicadas con astérisco. [D] Parénquima en empalizada
en S. russellianus, nétense células y cavidades mucilaginosas. [E] Haz vascular en P. euchlorus. [F] Médula en C.
caribaea, ndtense cavidades mucilaginosas. [G] Haz vascular con casquete esclerenquimatico en M. curvispinus.
[H-1] A. tetragonus, [H] Haz vascular con células de lumen amplio y paredes gruesas (seccion transversal),

[1] Vista longitudinal de dichas células. cla: célula de lumen amplio, cm: célula mucilaginosa, cvm: cavidad
mucilaginosa, es: esclerénquima, f: floema, h: hipodermis, hv: haz vascular, pem: parénquima en empalizada,

pr: parénquima reservante, x: xilema.
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a modo de empalizada (FIGURAS 2A, 2D), excepto
en E. hookertii (FIGURA 2C), M. curvispinus ssp.
curvispinus y R. baccifera (FIGURA 2B) donde

el parénquima es uniforme. El numero de
estratos en empalizada es variable entre las
especies, desde 4 hasta aproximadamente 13
(CUADRO 3). El parénquima de reserva tanto en
la zona cortical tiene células redondeadas u
ovaladas. En todas las especies son visibles cé-
lulas y cavidades mucilaginosas (FIGURAS 2B-D);
no obstante, la abundancia y distribucién varia
entre los taxones (CUADRO 3).

El sistema vascular esta constituido por un
anillo de haces vasculares colaterales abier-
tos que conforman la eustela (FIGURA 2B) y por
haces pequefios y de escasa complejidad, los
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cuales se encuentran dispersos en la corteza 'y
la médula (FIGURAS. 2B-C). Son evidentes cas-
quetes esclerenquimaticos en H. lemairei, M.
curvispinus (FIGURA 26), O. caracasana, R. bacci-
fera (FIGURA 2B) y S. inermis; destaca E. hookerti,
ya que presenta una banda casi continua de
esclerénquima, limitando con el anillo vascu-
lar y casquetes esclerenquimadticos en los haces
dispersos (FIGURA 2C); el resto de las especies no
tienen esclerénquima sobre el floema (FIGURA
2E). Por otra parte, A. tetragonus tiene células
alargadas, de lumen amplio y paredes gruesas
asociadas a los haces (FIGURAS 2H-1). El xilema de
todas las especies esta constituido mayormente
por células conductoras de didmetro pequefio
(FIGURAS 2B, 2E, 2G-H).

CUADRO 3. Algunas caracteristicas anatdmicas de los tallos de las especies de Cactaceae estudiadas.

TAXONES NUMERO GROSOR

HIPODERMIS

CAPAS
HIPODERMIS | (um)

CELULAS
0 CAVIDADES
MUCILAGINOSAS

M. curvispinus 12-13 497 Escasas en toda la seccién

P. moritzianus 4-5 142 Muy abundantes en toda la seccién

P. euchlorus 2 61 Abundantes en corteza, escasas médula

S. russelianus 2 84 Abundantes en corteza, ausentes en zona medular
E. hookerii 1-2 57 Escasas en corteza

H. lemairei 4-5 223 Abundancia moderada, en toda la seccion

S. inermis 2-3 72 Abundantes en corteza y escasas en médula

A. tetragonus 3-4 89 Abundancia moderada en toda la seccién

S. griseus 10-13 162 Muy abundantes en toda la seccién

R. baccifera 1-2 54 Abundancia moderada en corteza y escasas en la médula
C. caribaea 4-5 65 Abundantes en médula y escasas en corteza

0. cf. bisetosa 4 72 Abundantes, en toda la seccién

0. caracasana 6-8 137 Abundantes en toda la seccién
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La médula estd constituida por células
parenquimaticas, redondeadas, de diferentes
tamafios con granos de almiddn y con cristales
en algunos de los taxones (FIGURA 2F). En esta
region son evidentes células o cavidades con
mucilago en casi todas las especies (CUADRO 3).
En R. baccifera las células de esta region sufren
esclerificacion de sus paredes (FIGURA 2B).

Son evidentes cristales de morfologia y
localizacion variable en la mayoria de las espe-
cies, pero su caracterizacion serd abordada en
otro articulo.

DISCUSION

El arreglo histoldgico de los tallos resulto bas-
tante similar entre las especies estudiadas; no
obstante, hay algunas caracteristicas que las
distinguen.

El grosor de la cuticula més la pared
celular externa resulté con valores inferiores
a 10 pm en la mayoria de los taxones. Por lo
que, considerando los rangos propuestos por
Waldhoff (2003) para hojas (valores <2 pm
grosor medio y >9 um muy gruesa), varia de
medianamente gruesa a muy gruesa. Terrazas
& Arias (2003), indicaron que en las cactaceas
dicho grosor puede variar entre 1 y 25 um, por
lo que los valores obtenidos son bajos a me-
dios. Estos autores indican que el valor taxono-
mico de este cardcter es limitado, ya que puede
cambiar de acuerdo a las condiciones ambien-
tales del sitio donde se desarrolla una planta.
Ademads, este rasgo no puede relacionarse con
el biotipo, debido a que se presenta tanto en
arbustos como en hierbas y epifitas. La depo-
sicion de cuticulas gruesas se considera un
rasgo de adaptacion en habitat xéricos, ya que
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disminuye la transpiracion cuticular (Gibson
& Nobel, 1986). Los valores obtenidos en R.
baccifera se corresponden con los reportados
por Dettke & Milaneze-Gutierre (2008), quienes
la catalogan como moderadamente gruesa.

La epidermis resultd uniestratificada en
todas las especies, lo cual es comun en las
Cactaceae (Loza-Cornejo & Terrazas, 2003); sin
embargo, llaman la atenciéon la forma y arre-
glo de sus células (seccidn transversal) en C.
caribaea y R. baccifera, ya que en la primera
son frecuentes células conicas, las cuales dan
cierta proteccion, al reflejar los rayos de sol o
proporcionando algo de sombra a los tejidos
subyacentes (Bravo-Hollis, 1978); mientras que
en la segunda definen las depresiones o cana-
les longitudinales observados en vista frontal,
también sefialados por Dettke & Milaneze-Gu-
tierre (2008) en dicha especie. Depresiones
semejantes han sido referidas para R. teres
(Vell.) Steud. y son consideradas de interés en
la delimitacion taxondmica de especies in-
cluidas en el género Rhipsalis (Calvente et al.,
2008). En la literatura se indica que S. griseus
tiene una epidermis multiestratificada produc-
to de divisiones en la capa epidérmica luego de
diferenciarse la cuticula (Terrazas et al., 2005),
la cual no fue vista en este estudio, es proba-
ble que las ramas estudiadas en dicho trabajo
fuesen mds adultas, ya que las recolectaron en
las porciones basales de los tallos.

En vista paradérmica, todas las especies
muestran células con paredes rectas a lige-
ramente onduladas con poca variacion en el
grosor de sus paredes; llaman la atencidn las
paredes muy onduladas en M. curvispinus ssp.
curvispinus, caracter del que no se conoce su
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ventaja selectiva (Loza-Cornejo & Terrazas,
2003). Mauseth (1988) indic6 que éstas pue-
den ser producto de la condicién ambiental
reinante cuando las células estaban en dife-
renciacion. La mayoria de los trabajos refieren
células epidérmicas poligonales (Loza-Cornejo
& Terrazas, 2003; Terrazas et al., 2005; Calvan-
te et al,, 2008); sin embargo, en Bergerocactus
emoryi (Engelm.) Britton & Rose y Peniocereus
fosterianus Cutak se ha sefialado la presen-

cia de paredes onduladas (Loza-Cornejo &
Terrazas, 2003), las cuales han sido referidas
también en especies de Opuntioideae, donde
fueron observadas en las porciones apicales
de los tallos, pero no en las basales y medias
(Pereira de Arruda & Melo de Pinna, 2015). Se
ha indicado que este caracter parece constituir
una herramienta taxondmica importante en
algunos grupos de las Cactoideae (Loza-Conejo
& Terrazas, 2003; Calvente et al., 2008), pero
que puede variar de acuerdo a la procedencia
del segmento de tallo analizado (Lemos & Melo
de Pinna, 2011).

Los tipos de estoma observados, para-
citicos y duploparaciticos, son los citados
frecuentemente para Cactaceae (Terrazas et
al., 2005; Dos Santos-Garcia et al., 2012). La
mayoria de los taxa tienen estomas al mismo
nivel que el resto de células epidérmicas, lo
cual es frecuente en Cactaceae a diferencia de
otras xerofitas (Loza-Conejo & Terrazas, 2003;
Soffiatti & Angyalossy, 2007) y se ha vinculado
con una movilizacién rdpida de gases durante
la apertura estomadtica, pudiendo representar
una adaptacion para el mecanismo fotosintéti-
co CAM (Gibson & Nobel, 1986). Solo dos de los
taxa resultaron con estomas hundidos, lo cual
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constituye un mecanismo para incrementar la
resistencia a la pérdida de agua (Fahn & Cutler,
1992). La densidad estomatica se corresponde
con la referida para otras Cactaceae, pudiendo
considerarse baja, tal como lo sefialan Terrazas
& Mauseth (2002). Todas las especies muestran
valores que se encuentran en el rango inferior
del intervalo sefialado por Gibson & Nobel
(1986) para las Cactoideae (18-60 estomas/mm?).

La hipodermis presente en la mayoria
de los cactus, ha sido referida como un teji-
do colenquimatoso, formado por un numero
variable de estratos celulares (Loza-Cornejo &
Terrazas, 2003; Terrazas et al., 2005; Calvante et
al., 2008; Dettke & Milaneze-Gutierre, 2008; Dos
Santos-Garcia et al, 2012). La hipodermis da
consistencia y solidez a las porciones blandas
de los tallos estudiados. Se ha sefialado que su
funcidn es dar soporte y constituir una barrera
protectora ante patégenos (Mauseth, 1988). Hay
autores que la consideran junto a la epidermis,
“la piel” del tallo, la cual adicionalmente favore-
ce la preservacion del agua y la defensa contra
la radiacién solar (Gibson & Nobel, 1986). A
pesar de la variabilidad observada en su gro-
sor, en todos los casos son evidentes camaras
subestomaticas, de mayor o menor longitud, las
cuales facilitan el flujo de gases, a pesar de lo
grueso que sea el tejido colenquimatoso.

En la mayoria de las especies se diferencia
clorénquima en empalizada con un numero
variable de capas y caracteristicas semejantes
al de las hojas de otras dicotiled6neas, ya que
estd formado por células alargadas, de paredes
delgadas y abundantes cloroplastos. Las dos
especies en las que no se distingue (E. hookerii
¥y R. baccifera) son cactus epifitos. Calvente et al.
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(2008) indicaron que la subdivision empaliza-
da-reservante no ocurre en muchas especies
con ese hiotipo. El clorénquima es relevante
para que las especies puedan cumplir eficien-
temente el proceso de fotosintesis, dado que
carecen de laminas foliares, tal como lo sefia-
lan Sajeva & Mauseth (1991). Las células cor-
ticales mas internas son reservorios de agua y
en ocasiones de almidodn, tal como se ha indica-
do en los diversos trabajos revisados, sefialan-
dose que muchas de ellas tienen la capacidad
de contraerse y expandirse dependiendo de la
disponibilidad de agua (Mauseth, 2006), este
rasgo es mas evidente en especies con tallos de
mayor desarrollo, ej. especies de Opuntia.

En estos tallos abunda también en la mé-
dula, el parénquima reservante, tanto de agua
como de diversos polisacaridos. La presencia
de células esclerificadas en R. baccifera es un
rasgo no sefialado en el trabajo de Dettke & Mi-
laneze-Gutierre (2008) para esta misma espe-
cie, pero presente en otras cactaceas epifitas.

Otro rasgo comun en las especies, es la
diferenciacion de células y cavidades mucilagi-
nosas, observandose variacién en su localiza-
cion y abundancia. Su presencia ha sido sefia-
lada de valor sistematico, ya que se desarrollan
en algunos géneros y en otros no (Bravo-Hollis,
1978). No obstante, fueron observadas en todos
los taxa caracterizados en esta investigacion.

En cuanto al tejido vascular, se ha indica-
do que es frecuente la diferenciacion de haces
conductores por dentro y fuera de la estela
con orientacion variable. En general, los haces
observados son semejantes en su constitucion
a los observados en otras cactaceas (Terrazas
et al., 2005). Los vasos de didmetro pequefio

probablemente facilitan la conduccion de agua
(Terrazas & Loza-Cornejo, 2003). En la mayoria
de los casos no estan asociados con esclerén-
quima. Cabe destacar, que las células observa-
das en A. tetragonus se parecen bastante a las
identificadas en seccidn transversal del tallo
de Austrocylindropuntia subulata (Muehlenpf.)
Backeb. por Arruda (2010) como traqueidas
vasculares de banda ancha, sin embargo, la
seccidn longitudinal de las mismas en A. tetra-
gonus no muestra los engrosamientos hori-
zontales en las paredes, que definen a dichas
células. Seria necesario hacer un estudio de las
mismas en tallos adultos, ya que puede ser que
aun no se hayan diferenciado completamen-
te. A estas células se les atribuyen funciones
conductoras y de almacenamiento de agua
(Landrum, 2008).

Los resultados obtenidos aportan caracte-
res que contribuyen a la delimitacién de las es-
pecies estudiadas, entre ellos destacan rasgos
epidérmicos, como forma en seccion trans-
versal de las células epidérmicas, grado de
ondulacion de las paredes, estomas hundidos
0 no; ademas de éstos, el engrosamiento de
las células hipodérmicas, presencia de casque-
tes de esclerénquima sobre haces vasculares,
entre otros. Algunos de ellos son considerados
influenciables por el ambiente, como es el caso
del grado de ondulacion de las paredes de las
células epidérmicas. No obstante, estos caracte-
res aun por si solos no permiten distinguir to-
das las especies y se requeriria el uso de mayor
numero de atributos para poder delimitar los
diferentes taxones de Cactaceae, por la razén
expuesta no se pudo presentar una clave.
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RESUMEN

Los vectores de virus de plantas representan una alternativa excelente como sistema

de expresidon de proteinas heterdlogas, especialmente de biofdrmacos y vacunas
multicomponentes. Diferentes antigenos del HIV-1 han sido expresados exitosamente en
plantas a través de sistemas de transformacion estable o expresién transitoria. Dentro del
grupo de proteinas que componen el virion del HIV, Nef es considerada un blanco promisorio
para la formulacién de vacunas debido al papel que desempefia durante los primeros pasos de
lainfeccidn viral. En el presente trabajo se reportan los resultados de la construccion de una
quimera viral portando una secuencia modificada del gen nef del HIV-1. Se introdujeron dos
sustituciones puntuales en los sitios reconocidos por las enzimas de restriccion Xhol y Kpnl
utilizando la técnica de amplificacidon por PCR. Con este propdsito se emplearon dos cebadores
mutagénicos y dos silvestres en tres rondas de amplificacién por PCR para cada sustitucion.
Los amplicones portadores de la doble mutacién fueron ligados al vector de expresion viral
pTMV30B-GFPC3, y se multiplicaron por transformacién en células de E. coli XL1-blue; los cuales
fueron posteriormente purificados y analizados por digestién y secuenciacién. Los productos
de la transcripcion in vitro de esta quimera se inocularon en plantas de Nicotiana benthamiana,
y lainfectividad de los transcriptos se validé por sintomatologia y RT-PCR. Los resultados
demostraron que la quimera viral construida produjo transcriptos infectivos capaces de inducir
sintomas caracteristicos en las plantas inoculadas; lo cual abre la posibilidad para desarrollar
una vacuna anti-HIV producida en plantas.

PALABRAS CLAVE: Infectividad; mutagénesis sitio-dirigida; quimera viral; transcripcion in vitro;
virus de inmunodeficiencia humana.

ABSTRACT

The vectors of plant virus represent an excellent alternative as expression system of
heterologous proteins especially of biopharmaceuticals and multicomponent vaccines. Different
HIV-1 antigens have succesfully been expressed in plants through stable transformation
systems or transitory expression. Among the proteins group that compound the HIV virion,

Nef is cosidered a promissing target to vaccine formulation due to the role it develops during
the first viral infection steps. In the present study, the results of the construction of a viral
chimera carrying a modified sequence of HIV-1 nef gene are reported. Two puntual substitutions
were introduced in the sites recognized by the Xhol and Kpnl restriction enzymes using the
amplification technique by PCR. With this purpose, two mutagenic and two wild primers were
used in three amplification rounds by PCR for each substitution. The amplicons carrying the
double mutation were linked to the pTMV30B-GFPC3 viral expression vector and were multiplied
by transformation in E. coli XL1-blue cells, which were purified and analyzed later by digestion
and sequencing. The in vitro transcription products of this chimera were inoculated in Nicotiana
benthamiana plants, and the infectivity of the transcripts was validated by sintomatology and
RT-PCR. The results showed that the constructed viral chimera produced infectious transcripts
capable to induce characteristic symptoms in inoculated plants which opens the possibility to
develop an anti-HIV vaccine produced in plants.

KEY WORDS: Infectivity; site-directed mutagenesis; viral chimera; in vitro transcription; human
inmunodeficiency virus.
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INTRODUCCION

El virus de inmunodeficiencia humana tipo 1
(Human immuno deficiency virus, HIV-1) expre-
sa proteinas estructurales (Env, Gag), enzima-
tica (Pol), regulatorias (Tat, Rev) y accesorias
(Nef, Vif, Vpr, Vpu); de las cuales el ultimo
grupo son prescindibles para la infeccién y
replicacion viral, pero son esenciales para la
progresion de la enfermedad hacia SIDA en el
hospedero susceptible (Yang & Gabuzda 1998;
Flint & Enquist 2004; Carter & Saunders 2007;
Malim & Emerman 2008; Dubé et al. 2010; Te-
ran-Angel et al. 2016).

Dentro del conjunto de las proteinas acce-
sorias, Nef ha recibido especial atencién por su
notoria capacidad para modular la respuesta
inmune del hospedero y afectar su actividad
bioldgica. Esta es una proteina miristoilada que
posee una masa molecular entre 25 y 35 kDa
(Shugars et al. 1993; Geyer et al. 1999; Geyer
& Peterlin 2001), pero a nivel in vitro se han
expresado dos isoformas predominantes. La
primera de ellas una forma de 27 kDa (p27),
miristoilada en su extremo N-terminal, domi-
nio a través del cual se encuentra asociada a
la membrana celular; y una forma citosdlica
truncada de 25 kDa (p25) traducida a partir
de un segundo coddn de inicio y carente de
los primeros 18 amino acidos (Marusic et al.
2007). Esta proteina es expresada en las pri-
meras etapas de la infeccién y desempefia un
papel esencial durante todos los estados de
desarrollo de la enfermedad; ya que a pesar
de ser una proteina pequefia presenta un drea
superficial relativamente grande que le per-
mite interactuar con multiples proteinas del
hospedero para favorecer la evasién inmune.
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Este determinante de patogenicidad multifun-
cional se puede localizar en el interior de la
célula, en donde afecta el trafico intracelular

a través de su interaccién con sustratos como
las proteinas adaptadoras de clatrina (AP1/2),
proteinas asociadas a la proteasa Furina
(PACS-1/2) y componentes del transporte en-
dosomal (COP-I) (Roeth & Collins 2006; Malim
& Emerman 2008; Salmen et al. 2015); también
se puede encontrar asociado con la membra-
na plasmatica en cuyo caso altera multiples
vias de sefializacidn, principalmente aquellas
relacionadas con el funcionamiento del recep-
tor CD4 y con antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad clase I. Ademds modula la
produccion de anion superoxido a través de su
interaccion con p22-phox, un componente del
complejo NADPH-oxidasa (Salmen et al. 2010) y
la supresion del silenciamiento viral mediado
por el complejo Ago2—-RISC, el cual es empleado
por la célula hospedera durante los eventos

de silenciamiento génico post-transcripcional
para contrarrestar la infeccién ocasionada por
virus (Aqil et al. 2013).

Nef es una proteina que sélo se ha repor-
tado para HIV-1, HIV-2 y lentivirus primates
relacionados como el virus de inmunodefi-
ciencia simia (Simian immunodeficiency virus,
SIV). En humanos o macacos Rhesus infectados
con HIV-1 o SIV, se demostro que individuos
clasificados como no progresores a largo plazo
presentaban alteraciones de este gen (Deacon
et al. 1995; Tobiume et al. 2002). Esta marca-
da presion selectiva por mantener altamente
conservada la secuencia del gen nef, ha hecho
que esta proteina se convierta en un blanco
terapéutico candidato para la formulacion de
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vacunas que combinen componentes virales
tanto estructurales como funcionales. Estudios
promisorios del desarrollo de vacunas multi-
componentes contra HIV-1, reportan evaluacio-
nes pre-clinicas de una vacuna constituida por
las proteinas recombinantes gp120 y la fusion
Nef-Tat (Goepfert et al. 2007), asi como los efec-
tos de una vacuna genética multicomponente
combinando antigenos estructurales (Gag/Pol,
Env) y regulatorios (Tat, Rev, Nef), esto en un
modelo animal macaco-SIV (Maggiorella et al.
2007). Por esta razon la respuesta inmune diri-
gida contra esta proteina viral puede ayudar a
controlar los pasos iniciales de la infeccion por
HIV-1 y reducir la carga y la expansion viral
(Marusic et al. 2001).

Ambas isoformas de Nef (p25 y p27), han
sido expresadas en diferentes sistemas bioldgi-
cos tales como E. coli (Azad et al. 1994; Salmen
et al. 2010); levaduras (Sirén et al. 2006); célu-
las de insectos (Kohleisen et al 1996); y células
vegetales a través de estrategias de expresion
estable en plantas transgénicas y transitoria
utilizando los vectores de virus de plantas (Ma-
rusic et al. 2007; Avesani et al. 2007; Barbante
et al. 2008; de Virgilio et al. 2008; Zhou et al.
2008; Lombardi et al. 2009; Kagale et al. 2012).
No obstante, el sistema de expresion transi-
torio basado en la manipulacidon de genomas
de plantas y virus que infectan plantas, ha
resultado el mds atractivo en la actualidad por
cuanto presenta las siguientes ventajas: ausen-
cia de riesgo de contaminacién con patogenos
animales, bajo costo (especialmente para la
produccion a gran escala), alto rendimiento de
la proteina foranea, anticuerpos ensamblados
apropiadamente o con un plegamiento protei-
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co equivalente al encontrado en otros sistemas
eucaridticos, posibilidad de expresar anticuer-
pos humanizados, expresion de vacunas mul-
tiples en un mismo dérgano vegetal comestible,
facilidad de manejo de plantas en invernadero,
rapida distribucion de plantas a escala mundial
y posibilidad de producir vacunas comestibles
para la vacunacion masiva (Noguera & Fermin
2013).

Por otra parte, el uso conjunto de esta es-
trategia de expresion de proteinas heterdlogas
con otras herramientas de la biologia molecular
como la mutagénesis sitio-dirigida o sitio-especi-
fica, por sus siglas en inglés SSM y SDM respec-
tivamente; ha resultado de mucho valor en el
disefio y construccion de estos vectores quimé-
ricos; ya que permite realizar manipulaciones
o alteraciones mas controladas de los genes de
interés. En este sentido, la SDM dirigida por
oligonucleotidos (cebadores) sintéticos, en la
cual se alteran los genes en el ADN clonado a
través de amplificaciones por PCR, resulta ser
un método muy poderoso que permite realizar
sustituciones, inserciones o deleciones de una
0 mas bases en una secuencia especifica de
nucledtidos (Carter 1986; Ho et al. 1989; Vallette
et al. 1989; Nassal & Rieger 1990; Hall & Emery
1991; Yao et al. 1992; Weiner et al. 1993, 1994;
Silvestrov et al. 2014; Xia et al. 2015; Frandoloso
et al. 2015). La estrategia es sorprendentemente
efectiva, pero laboriosa; dado que requiere dos
cebadores mutagénicos, dos cebadores silves-
tres (nativos) que flanquean la secuencia de
interés, tres rondas de amplificacion por PCR
por cada mutacién que se desea introducir (Ho
et al. 1989; Sambrook & Russell 2001) y de dos a
tres pasos de purificacion de los productos de la
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amplificacion. Ademas, la verificacion de la es-
trategia involucra secuenciacidn precisa de la
region de interés a fin de comprobar que sélo
se ha producido el cambio que se desea.

En el presente estudio se reporta la cons-
truccion de una quimera viral infectiva ba-
sada en genes de los virus del mosaico del
tabaco (Tobacco mosaic virus, TMV), del mo-
saico verde suave del tabaco (Tobacco mosaic
green mosaic virus, TMGMV) y del HIV-1, y su
posterior validacion a través de ensayos de
digestion, secuenciacion y pruebas de RT-PCR.
Ademads se demuestra el uso del método de
la extension solapada para crear una mutagé-
nesis sitio-dirigida, en la que se alteraron las
secuencias de nucleo6tidos reconocidas por las
endonucleasas de restriccion (ERs) Xhol y Kpnl
ubicadas en el gen nef. La razon por la cual se
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planteo esta estrategia se debe al hecho de que
los sitios de restriccion que se desean alterar o
dentro del gen neftambién se encuentran
dentro de la secuencia del vector de expre-
sion viral pTMV30B-GFPC3 (p30B) en el cual

se propuso clonar el gen sefialado (FIGURAS 1y
2). La secuencia de reconocimiento de Xhol se
ubica especificamente en el sitio de clonacién
multiple de este vector viral, mientras que la
secuencia reconocida por la ER Kpnl se localiza
en el extremo 3’ del casete de expresion. Esta
ultima enzima es la que se emplea en este sis-
tema de expresion hetero6loga para linearizar
el plasmido recombinante p30B previo a la re-
accion de transcripcion in vitro, cuyo proposito
es producir clones de ARN infectivos del virus
del mosaico del tabaco para su inoculacién en
plantas (Shivprasad et al. 1999).
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FIGURA 2. Estructura del vector de clonacién/expresion viral p30B-GFPC3 antes [A] y después [B] de ser
linearizado con la ER Kpnl, adaptado de Shivprasad et al. (1999), Fauquet et al. (2005) y Meyers et al. (2008).

FIGURA 1. Estructura del genoma del VIH-1 mostrando los genes que codifican para las proteinas estructurales
internas (gag), estructurales externas (env), enzimaticas (pol), auxiliares regulatorias (tat y rev) y auxiliares
accesorias (vif, vpr, vpu y nef), adaptado de Flint et al. (2004). En la secuencia del gen nef detallada se encuentran
sefalados en cursiva los codones de inicio (ATG) y terminacion (TGA) de la transcripcidn, asi como las secuencias
de nucledtidos reconocidas por las ERs Xhol (CTCGAG) y Kpnl (GGTACC) que se representan subrayadas.

Los tres primeros genes pertenecen al virus del mosaico del tabaco (TMV). El primero de ellos codifica para una
proteina con dos dominios funcionales: uno metiltransferasa que actta afiadiendo un residuo de metilguanosina
(M.G) al extremo 5’ del ARN recién sintetizado (encabezamiento), y un dominio C-terminal que tiene similitud con
ARN helicasas. El segundo marco de lectura codifica para la replicasa viral (R) o ARN polimerasa dependiente
de ARN (RdRp), y el tercero para la proteina de movimiento (PM). La caja de rectangulos simboliza el marco

de lectura de la proteina fluorescente verde (GFP por sus siglas en inglés), cuya expresion esta bajo el control
del promotor nativo del gen codificante de la proteina de la capside (pc) del TMV. El quinto marco de lectura
codifica para la proteina de capside del virus del mosaico verde suave del tabaco (Tobacco mild green mosaic
virus, TMGMV). Se muestran las regiones 3’ no traducidas (3'UTR) del TMV (3 pseudonudos) y del TMGMV (6
pseudonudos). Las cajas verde y marrdn representan los promotores sub-genémicos nativos de la PC del TMV

y del TMGMYV, respectivamente. Con flechas se indican los sitios de reconocimiento para las ERs Pacl y Xhol
utilizados para la insercion del gen de interés y el sitio Kpnl empleado para linearizar el plasmido previo a la
reaccion de transcripcion in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

Las reacciones en cadena de la polimerasa (por
sus siglas en inglés, PCR), se realizaron utili-
zando la ADN polimerasa del sistema GoTaq®-
Green (Promega). Las ERs Pacl, Kpnl y Xhol y
la ADN ligasa del fago T4 fueron adquiridas en
diferentes casas comerciales (Invitrogen, New
England Biolabs, Promega). El plasmido de clo-
nacién pET-21d(+)-Nef (pETNef) portador de la
secuencia del gen nef del VIH-1 fue gentilmente
proporcionado por la Dra. Siham Salmen, del
Instituto de Inmunologia Clinica Louis Pasteur,
Universidad de Los Andes, Mérida, Venezue-
la. El vector de clonacién/expresion p30B fue
donado por el Dr. William Dawson del Depar-
tamento de Patologia de Plantas, Universidad
de Florida, California. Las secuenciaciones de
cada paso hasta obtener el producto génico
modificado se realizaron a partir del ADN plas-
midico del vector p30B a través del método de
Sanger automatizado (Eurofins, MWG-Operon,
Huntsville, Alabama).
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DISENO DE CEBADORES

El disefio de los cebadores se realiz6 emplean-
do los programas bioinformaticos OligoExplo-
rer 1.1.2 y AnnHyb 3.5 beta 15. Se disefiaron
tres pares de cebadores para introducir dos
mutaciones sitio-especificas utilizando el méto-
do de extension solapada por PCR (Craik 1985;
Carter 1986; Ho et al. 1989; Weiner et al. 1994;
Sambrook & Russell 2001). Los sitios de restric-
cion para las endonucleasas Pacl (TTAATYTAA)
y Xhol (CYTCTGAG) se introdujeron en los
cebadores forward (FS) y reverse (RS) silvestre,
respectivamente, mientras que las sustitucio-
nes puntuales para modificar las secuencias

de restriccion reconocidas por las ERs Kpnl 'y
Xhol se realizaron en marco de lectura a través
de los cebadores forward (FM) y reverse (RM)
mutantes (CUADRO 1).

CUADRO 1. Cebadores empleados para introducir las mutaciones
puntuales en las secuencias de reconocimiento de las enzimas de
restriccion Kpnl (GGTACTC) y Xhol (CYTCTGAG).

CEBADOR SECUENCIA* Tm (°C)

FS GTCTCATTAATTAAATGGGTGGCAAGTGGTCAAAA 60,6
RS GACCATCTCGAGTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTG 68,0
FM-Kpnl CCAGTCACACCTCAGGTCCCTTTAAGACCAATG 70,3
RM-Kpnl CATTGGTCTTAAAGGGACCTGAGGTGTGACTGG 70,3
FM-Xhol GTGGGAGCAGTATCGCGAGACCTAGAAAAACAT 69,3
RM-Xhol ATGTTTTTCTAGGTCTCGCGATACTGCTCCCAC 69,3

“Las secuencias de los cebadores estan escritas en sentido 5’ 3’; los sitios reconocidos
por las ERs Kpnl 'y Xhol se encuentran subrayados y la base sustituida dentro de la
secuencia de reconocimiento de las respectivas ERs se encuentra en negrita.
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OBTENCION DE LOS PRODUCTOS

DE PCR MODIFICADOS

Los productos de la amplificacién por PCR
portadores de las mutaciones puntuales se
obtuvieron utilizando la ADN polimerasa Go-
Taq®Green (Promega) de acuerdo a las ins-
trucciones del fabricante. Por cada sustitucidon
puntual se utilizaron dos cebadores mutagé-
nicos (FM y RM), dos cebadores silvestres que
flanquean el gen de interés (FS y RS) y tres
rondas separadas de amplificaciéon por PCR.
La amplificacion de los fragmentos de ADN
solapantes se llevo a cabo en un volumen final
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de 25 yl, compuesto por 12,5 ul de la mezcla
maestra (MM) de ADN polimerasa, 2.5 mM de
MgCl, y buffer de reaccion 1X (Promega) mas
8 pmoles/ul de cada uno de los cebadores y 6
ng/ul de ADN plasmidico del vector pETNef.
Las combinaciones de los juegos de cebado-
res, el tamafio esperado de los productos de la
amplificacidn y los perfiles térmicos de la PCR
para cada uno de los fragmentos del gen nef, se
especifican en los CUADROS 2y 3.

La tercera ronda de amplificacion por PCR,
cuyo propdsito era reamplificar el gen nef com-
pleto llevando las secuencias mutadas a través

CUADRO 2. Combinaciones de cebadores utilizados
para amplificar el gen nef y tamafios esperados de
los amplicones totales y parciales para este gen en

pares de bases (pb).
FS-Nef RS-Nef
FS-Nef RM-Xhol
FM-Xhol RS-Nef
FS-Nef RM-Kpnl
FM-Kpnl RS-Nef

DEL AMPLICON (pb)
697
133
564
250

447

CUADRO 3. Perfiles térmicos empleados para la amplificacidn total o parcial del gen
nef por PCR.

COMBINACIONES

DE CEBADORES | pEgNATURALIZACION
FS/RM-Xho | 940C T
FM-Xho I/RS e |1
FS/RM-Kpn | oo |1
FM-Kpn I/RS e |1
FS/RS e |1

ETAPA DE LA AMPLIFICACION POR PCR

ANILLAMIENTO EXTENSION

550C 1 720C 1
63 | 1 | 72%C | 1
ss¢ | 1| 720 | W
63c | 1 | 72C | 1
ssc | 1 | 72¢ | W

Todas las reacciones fueron expuestas a una etapa de desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5’y una

extension final de 72 °C durante 5'.
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de una reaccion de extension solapada, se rea-
liz6 en un volumen de 100 pl, consistiendo de
50 yl de MM, 0,1 nM de los cebadores FSy RS y
4 ul de cada uno de los amplificados parciales
obtenidos en las dos primeras rondas de ampli-
ficacion por PCR. El esquema de la estrategia
metodoldgica de las amplificaciones por PCR
realizadas se representa en la FIGURA 3.
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PURIFICACION DE LOS AMPLICONES

Y DEL ADN PLASMIDICO

La purificacién de los amplicones parciales
obtenidos en las dos primeras rondas de ampli-
ficacién por PCR se realizd fraccionando el
ADN por electroforesis en geles de agarosa en
buffer Tris-acetato (100 mM de Tris-HCl mas 10
mM de EDTA pH 8,0), conteniendo 0,1 pg/ml de

FIGURA 3. Diagrama esquemadtico de la mutagénesis sitio-especifica por extensién solapada utilizando la
amplificacion por PCR, modificado de (Sambrook & Russell 2001). En las dos primeras rondas de amplificacién
por PCR se generan dos fragmentos separados del gen blanco (en nuestro caso, nef). El amplicén de la PCR 1
estd delimitado por secuencias complementarias al cebador forward silvestre (FS) y uno reverse mutante (RM),
mientras que el amplicén de la PCR 2 se encuentra delimitado por secuencias complementarias a un cebador
forward mutante (FM) y uno reverse silvestre (RS). En la amplificacion por PCR 3 se utilizan ambos cebadores
silvestres para reamplificar la secuencia portadora de la mutacion puntual. Las mutaciones puntuales se
simbolizan como una linea quebrada en los cebadores FM y RM.
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bromuro de etidio; la corrida electroforética
se efectud a 5 vol/cm. Las bandas de tamarfio
esperado se cortaron del gel y se purificaron
utilizando el kit FavorPrep™ (Favorgen®)

con algunas modificaciones. Los productos de
la tercera amplificacién (reamplificacién) se
purificaron mediante una extraccidn organica
con cloroformo, precipitacion con acetato de
amonio 10 M mas dos volumenes de etanol
absoluto y posteriores lavados con etanol 70%.
El ADN plasmidico de los vectores de clona-
cion pETNef y p30B se purificaron de la misma
forma que se procedio con los productos de la
reamplificacidn del gen nef.

ENSAYOS DE DIGESTION ENZIMATICA

Con el proposito de validar la introduccién
exitosa de las mutaciones puntuales, los pro-
ductos del gen nef reamplificado se expusieron
a digestiones separadas con las ERs Kpnl y Xhol
(Promega). Las reacciones se realizaron en un
volumen de 20 pl, compuestas de 2 pl de bu-
ffer de digestion 10X, 0,2 ul de albumina sérica
bovina acetilada (BSA) (10 yg/ml), 0,3 U (unida-
des) de enzima y 1 pg/ul de los productos de la
amplificacion por PCR. La mezcla se incub6 a
37°C durante 1 hora 6 16 horas. Estas mismas
condiciones experimentales fueron utilizadas
en digestiones previas del gen nef'sin modificar.

DIGESTION SIMULTANEA DEL INSERTO

Y DEL VECTOR

Previo a la reaccion de ligacion del ADN plas-
midico del vector p30B con el inserto nef modi-
ficado, ambas moléculas se expusieron a una
digestion simultanea con las ERs Pacl y Xhol. El
sistema de digestién consistio de 2 pl de buffer
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4 (New England Biolabs), 0,2 ul de BSAy 0,3U
de cada una de las ERs. La mezcla de reaccion
se completd a 20 yl con agua estéril libre de
nucleasas y se incub6 a 37°C durante 16 horas.

LIGACION Y TRANSFORMACION

La reaccion de ligacion se realizé empleando el
método “Coffee Break Ligation” propuesto por
Yoshino et al. (2007), para lo cual se ajustaron
las concentraciones de ADN molde del inserto
y del vector a 2 y 6 ng/ul, respectivamente. E1
buffer de ligacién estaba compuesto por 66
mM de Tris/HCI pH 7,6, 6,6 mM de MgCl,, 5 ul
de B-ME/ml, 0,5 mM de ATP, 14% de PEG 6000,
25 ng/ul de ASB y 0,02 U/ul de ligasa, la cual

se diluy6 previamente en el mismo buffer de li-
gacion. La mezcla de reaccion se completo a 20
ul con agua destilada estéril y se incub6 a 20°C
durante 10 min. Seguidamente se procedio a
transformar células competentes de E. coli,
cepa XL1-Blue preparadas por el método del
TSS propuesto por Chung et al. (1989). La selec-
cion de los clones transformantes se realizé en
medio LB agarizado suplementado con 12,5 ug/
ml de tetraciclina mds 100 yg/ml de ampicilina.

SECUENCIACION DE LOS AMPLICONES
MUTADOS

Con el propdsito de confirmar los resultados
observados en los ensayos de digestion, los
productos de la amplificacion por PCR del gen
nefreamplificado y clonado en el vector p30B
se purificaron utilizando el kit AxyPrep Plas-
mid™ (Axygen®) con algunas modificaciones.
El andlisis del producto purificado se realiz6
por electroforesis en geles de agarosa con las
mismas condiciones sefialadas en el punto de
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purificacién de los productos de la PCR. Las
muestras asi procesadas se resuspendieron

en una concentracion de 100 ng/pl para su
secuenciacion mediante el método de Sanger
(Eurofins, MWG-Operon, Huntsville, Alabama).

TRANSCRIPCION “IN VITRO”

Los transcriptos de ARN portando un andlo-
go de metilguanosina (5 7MeGpppG5 ) en el
extremo 5 -UTR, se sintetizaron utilizando el
sistema de produccion de ARN a gran escala
RiboMAX™ (Promega, Madison, WI) con algu-
nas modificaciones. Con este proposito el ADN
del vector p30B portando el gen nef modificado
(p30BNefM), linearizado previamente con la
ER Kpnl, se sometid a una reaccion de filling-in
(Promega, Madison, WI; Sambrook y Russell,
2001) utilizando 2,5 U/ul de ADN polimerasa
del bacteriéfago T4 en presencia de 2 mM

de dGTP durante 10 min a 37°C, seguido por
inactivacion a 70°C durante 5 min. La reac-
cion final estaba compuesta por una mezcla
de buffer de transcripcion 5X, 100 mM de DTT,
25 mM de cada rATP, rCTP, rUTP, 3 mM rGTP,

5 mM de m’G, 40 u/pl de RNasin, 1 mg/ml de
albumina sérica bovina desacetilada y 20 u/ul
de ARN polimerasa del fago T7. La reaccion se
incub6 a 37°C durante 2 horas.

INOCULACION DE PLANTAS

CON TRANSCRIPTOS “IN VITRO"

El ARN viral quimérico se diluy6 en un volu-
men de buffer fosfato de sodio 30 mM, pH 8,0
en agua-DEPC libre de RNasas. La mezcla se
utilizé para inocular mecdnicamente plantas
de Nicotiana benthamiana en estado vegetativo
(4 hojas tipicas), las cuales habian sido pre-
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viamente tratadas con un periodo de oscuridad
durante 24 horas. Previo a la inoculacién de los
transcriptos virales la superficie de las hojas se
cubrieron con Carburundum 600 mesh. Como
control negativo se utilizaran plantas de la mis-
ma especie rociadas s6lo con abrasivo y buffer
de inoculacion. Una vez culminado el proceso
de inoculacion las hojas se lavaron con agua-
DEPC. Las plantas se mantuvieron en inverna-
dero con fotoperiodo natural y termoperiodo de
25+10°C. El material tratado se observo diaria-
mente hasta la aparicion de sintomas.

EXTRACCION DE ARN TOTAL A PARTIR DE
PLANTAS INOCULADAS CON TRANSCRIPTOS
“IN VITRO"

El aislamiento del ARN total a partir de plantas
inoculadas con el ARN viral quimérico produ-
cido “in vitro”, se realizé utilizando el reactivo
TRIzol™ (Invitrogen). La concentracion y la
pureza se determinaron midiendo la absorban-
cia a 260 nm (A, ) y 280 nm (A,
trofotometro modelo Biowave DNA (Biochrom
Ltd, UK); mientras que la integridad y el tamafio
del ARN total se determind a través de electrofo-
resis en geles de agarosa y tinciéon con bromuro
de etidio.

) en un espec-

RT-PCR A PARTIR DE ARN TOTAL

El ARN total aislado y purificado se utiliz6 para
establecer la sintesis de la primera banda de
ADN a través del sistema ImProm-II"™ (Promega,
Madison, WI.). La produccién de la hebra de
ADN complementario se realiz6 a partir de una
muestra de 1 ug de ARN, el cual se desnaturaliz6
previamente durante un paso de incubacién
inicial a 70°C durante 5 minutos junto con 20
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pmol del cebador reverse 5 -ACCCGATGTTT-
TACGCCATACCACAGTA-3". Este ultimo oligonu-
cledtido esta dirigido contra la region 3" -UTR
del genoma viral quimérico. La mezcla una vez
completada con buffer de reaccion 5X, MgCl,

8 mM, mezcla de dNTPs a una concentracion
final de 0,5 mM cada uno, 20 U/ul de RNaseOUT
y 10 U/ul de transcriptasa reversa; se incubd a
25°C durante 5 min, seguido por una etapa de
sintesis de una hora a 52°C. Dos microlitros del
ADNCc recién sintetizado se utilizaron en reac-
ciones de PCR para amplificar los genes nef, pc
y rdrp; segun como lo indican los cebadores y
los perfiles térmicos detallados en el CUADRO 4.

RESULTADOS

Los ensayos de amplificacién por PCR del gen
nef del VIH-I utilizando cebadores especificos
que presentaban las secuencias de restriccion
reconocidas por las ERs Pac I y Xho I, permitie-
ron visualizar mediante electroforesis en gel
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de agarosa una banda de aproximadamente
700 pb (FIGURA 4). Asi mismo, se puede obser-
var un amplificado inespecifico y de muy bajo
rendimiento de aproximadamente 1.500 pb, el
cual se produce como consecuencia del alinea-
miento del cebador reverse con la secuencia de
nucledtidos 123-157 de la estructura del vector
PET21d que codifica para la secuencia de la
hexahistidina (CAC®). Aun asi, se considera que
estos cebadores muestran buenos resultados
en la amplificacién especifica del gen nef.

Los experimentos de digestion de este gen
con las ERs Xhol y Kpnl previo al ensayo de
ligacion causaron su fragmentacion. En ambos
casos se observaron dos fragmentos, para la
digestion con Xhol las bandas eran de aproxi-
madamente 133 y 563 pb, mientras que para
Kpnllos productos observados tenian tamarios
aproximados de 250 y 446 pb (FIGURA 5). Por
otro lado, las digestiones separadas del vec-
tor p30B con las ERs Kpnl o Pacl permitieron

CUADRO 4. Cebadores y perfiles térmicos utilizados para amplificar por PCR los genes
nef, pcy rdrp, luego de la reaccion de transcripcion reversa.

Fnef GTCTCATTAATTAAATGGGTGGCAAGTGGTCAAAA

94 °C/T° 56°C/ 1° 72°C/T
Rnef GACCATCTCGAGTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTG
Fpc CCACTTAAATCGAAGGGTTGTGTC

94 °C/T° 51°C/ 1° 72°C/1T
Rpc GCCCTTATAGCTACAGTAGCATCGTCTACCCTC
Frdrp TGTTTTGGTCGCATTGTC

94 °C/1° 49°C/1° | 72°C/1°30
Rrdrp CGGAAACTCACAACCCTT

* Las secuencias de los cebadores estan escritas en sentido 5'— 3'; todas las reacciones fueron expuestas
a una etapa de desnaturalizacién inicial a 94°C durante 5’y una extension final a 72 °C durante 5’ para
los genes nefy pc, y de 7' para el gen rdrp; etapas de la amplificacion por PCR D: desnaturalizacidn, A:

anillamiento y E: extension.
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FIGURA 4. Producto de la amplificacién por PCR del gen nef a partir del vector de
clonacién pETNef. NV: gen nef del VIH-1, CN: control negativo, MP: Marcador de peso
molecular, 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs), *amplificado inespecifico.

visualizar la forma linearizada del plasmido,
mientras que su digestion con Xhol determiné
la aparicion de un fragmento de aproximada-
mente 300 pb (FIGURA 6A) y de dos fragmentos
de 300 y 400 pb aproximadamente cuando el
vector era digerido utilizando las ERs Pacl y
Xhol simultdneamente (FIGURA 6B).

Los amplicones parciales del gen nef por-
tadores de las mutaciones para los sitios Xhol
y Kpnl se desarrollaron a través de amplifi-
caciones por PCR a partir de las combinacio-
nes de cebadores FS/RM para los fragmentos
pequetios y FM/RS para los fragmentos grandes

(CUADRO 2). Los productos de la amplificacion
por PCR con la mutacién Xhol se obtuvieron

a partir de la secuencia del gen nef silvestre
clonado en el vector pETNef. Los fragmentos
presentaron tamafios aproximados de 133 pb
el pequefio y 563 pb el grande (FIGURA 7). Por
consiguiente, los amplificados con la mutacion
Kpnl se desarrollaron a partir del gen nef-mu-
tante Xhol, una vez que se valido la mutacion
a través de ensayos de digestion con la ER Xhol
(datos no mostrados). Los fragmentos mutados
para el sitio Kpnl mostraron tamafios de 250
pb el pequerio y 446 pb el grande aproxima-
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FIGURA 5. Productos de la digestion del gen nef tratado con las ERs Kpnl y Xhol.1: amplicon nef
sin digerir, 2: amplicon nef digerido con la ER Kpnl, 3: amplicén nef digerido con la ER Xhol,
MP: Marcador de peso molecular, 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs).

damente (FIGURA 8). Estos resultados se corres-
ponden con los datos obtenidos en los ensayos
de digestion del gen nef silvestre realizados
previamente (FIGURA 5).

La reamplificacion del gen mutante lle-
vando las sustituciones puntuales, se realizo
a partir de estos ultimos dos fragmentos en
combinacion con los primers FS y RS (FIGURA 3).
Los productos de la extension solapada presen-
taron tamafios de 700 pb aproximadamente, lo
que concuerda con el tamafio del gen silvestre
amplificado a partir del vector pETNef. Los am-
plicones doble mutantes sometidos a digestion

durante 16 h con las ERs Xhol y Kpnl permi-
tieron observar bandas intactas; es decir, del
mismo tamafio del gen nef silvestre sin digerir
(FIGURA 9). No obstante, la digestion del gen sil-
vestre ocurrié de manera parcial o total cuan-
do fue expuesto a estas ERs durante 1 hora 6 16
horas, respectivamente.

Los amplicones mutantes de tamafio espe-
rado que se ligaron al vector de expresion viral
Pp30B por los sitios Pacl-Xhol, fueron secuencia-
dos para confirmar los resultados observados
en los ensayos de digestion. Los datos de los
electroferogramas y de los alineamientos de
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FIGURA 7. Productos de la PCR mostrando los amplificados parciales y completo del gen nef obtenidos a partir
del vector de clonacion pETnef. 1, 2: fragmentos pequefio y grande del gen nef, respectivamente, portando el
sitio de restriccion mutante para la ER Xhol, 3: gen nef completo (control positivo), 4, 5, 6: controles negativos
de la reacciones 1, 2 y 3, respectivamente, MP: Marcador de peso molecular de 100 bp DNA Ladder (Promega),

G *amplificado inespecifico, con una estrella se simboliza un dimero de cebadores observado en la reaccion 5.

FIGURA 6. Productos de la digestion del vector p30B tratado con las ERs Pacl, Kpnl y Xhol. [A]:

1 vector digerido con la ER Kpnl, 2 vector digerido con la ER Pacl, 3 vector digerido con la ER

Xhol (Promega), 4 vector digerido con la ER Xhol (New England Biolabs), MP marcador de peso

molecular, 1 kb DNA Ladder (Promega). [B]: 1 vector sin digerir, 2 pozo vacio, 3, 4 y 5 vector

aislado a partir de tres clones diferentes y digeridos simulténeamente con las ERs Pacl y Xhol, FIGURA 8. Productos de la PCR mostrando los amplificados parciales y completo del gen nef obtenidos a partir

MP marcador de peso molecular, 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs). del gen nef mutante para el sitio Xho I. 1, 2: fragmentos pequefio y grande del gen nef, respectivamente, portando
el sitio de restriccion mutante para la ER Kpn |, 3: gen nef completo (control positivo), 4, 5, 6: controles negativos
de la reacciones 1, 2 y 3, respectivamente, MP: Marcador de peso molecular de 100 bp DNA Ladder (Promega),
*amplificado inespecifico, con una estrella se simboliza un dimero de cebadores observado en la reaccion 5.
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FIGURA 9. Productos de las digestiones del amplicén del gen nef tratado con las ERs Kpnl y Xhol.1 gen nef
silvestre sin digerir, 2 gen nef silvestre digerido con la ER Xhol luego de 16 h, 3 gen nef silvestre digerido con
la ER Xhol luego de 1 h, 4 gen nef doble mutante digerido con la ER Xhol luego de 16 horas, 5 gen nef silvestre
digerido con la ER Kpnl luego de 16 h, 6 gen nef silvestre digerido con la ER Kpnl luego de 1 h, 7 gen nef doble
mutante digerido con la ER Kpnl luego de 16 horas, MP Marcador de peso, 100 bp DNA Ladder (Promega).

las secuencias obtenidas en este estudio con
la secuencia control del gen silvestre clonado
en el vector pETNef y secuencias de aislados
virales obtenidas en el Banco de Genes (na-
meros de accesiones U44455.1, EU432535.1,
FJ659461.1, AY167123.1, KJ925006.1), permi-
tieron confirmar las sustituciones puntuales
introducidas (FIGURAS 10y 11). Estos resultados
dejan en evidencia la utilidad que, a pesar

de lo laborioso, tiene el método de extensién
solapada por PCR para solventar este tipo de
situaciones, en la cual los procesos de ligacion
y linearizacion del pldsmido recombinante
estaban afectados por la presencia de los sitios
de restriccion de las ERs Xhol y Kpnl.

Los ensayos de inoculacién mecanica con
el ARN viral quimérico producido a partir de
la reaccion de transcripcidn “in vitro” permitié
infectar eficientemente plantas de N. bentha-
miana luego de un periodo de 28 dias post-
inoculacidn; Sin embargo, no fue sino hasta
alcanzados los 60 dias de incubacién cuando las
plantas tratadas lograron desarrollar sintomas
mas evidentes y caracteristicos de infecciones
virales, tal como se reflejan en la FIGURA 12.

La extraccion de ARN total a partir de las
plantas inoculadas con los transcriptos virales
permitié obtener ARN total de alta calidad; es
decir, no degradado y de tamario esperado (FI-
GURA 13). Los datos de concentracion de ARN ob-
tenidos oscilaron entre 2.360 pug/mly 340 pg/ml;
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FIGURA 10. Electroferogramas mostrando las mutaciones puntuales que alteraron los sitios de restriccion
reconocidos por las ERs Xhol [A] y Kpnl [B]. En [A] se muestra parte de la secuencia reversa complementaria y en

IB] de la secuencia directa.

(8

FIGURA 11. Alineamiento de las secuencias amplificadas de genes nef silvestre (Nef-IDIC), nef mutante (presente
en el Vector de Virus de Planta, Nef-VVP) y de secuencias de aislados virales depositadas en el Banco de Genes.
Se sefalan con flechas los sitios mutagenizados reconocidos por las endonucleasas Xho | [A] y Kpn | [B].

mientras que las relaciones entre las lecturas a
260 nmy 280 nm (A, :A,. ) reflejaron medidas
que se encontraron entre 1,357y 2,429.

Las pruebas de RT-PCR utilizando el ARN
total extraido a partir de plantas inoculadas
con los transcriptos “in vitro”, permitieron
confirmar la presencia de los genes nef, pcy
rdrp en un numero representativo de plantas
evaluadas. Aun cuando el rendimiento del
producto de la amplificacion varid entre los
genes estudiados para aquellas muestras que

se analizaron a través de ensayos de RT-PCR,
los resultados se mantuvieron consistentes en
dos ensayos realizados independientemente
(FIGURA 14). Estos andalisis permitieron obtener
productos de la amplificacién por PCR confor-
me a los tamafios esperados para cada uno de
los genes evaluados. En el caso de los ampli-
cones para nef'y pc los productos obtenidos se
encuentran alrededor de los 700 pb, mientras
que el producto de la amplificacién para el gen
rdrp alcanzo los 450 pb aproximadamente; este
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FIGURA 12. Plantas de N. benthamina inoculadas con transcriptos “in vitro” del vector p30B modificado, luego de
un periodo de incubacidén de 60 dias post-inoculacion. Ndtese el desarrollo de una ligera distorsidn de la [amina
foliar, ampollas [A] y moteado [B], planta sana [C].

FIGURA 13. Productos de la extraccion de ARN total a partir de plantas inoculadas con transcriptos virales del
vector p30B modificado obtenidos “in vitro“. Pozos 1-7: plantas inoculadas, PS: planta sana (control negativo).

FIGURA 14. Productos de la amplificacion por RT-PCR de los genes nef, pc y rdrp a partir de ARN total extraido

de plantas inoculadas con transcriptos “in vitro”. Se muestran los amplicones con tamafos esperados para

los genes nef del VIH-1 [A], pc del TMGMV [B] y rdrp del TMV [C]. El gen de la B-actina se utilizd como control

de la integridad y amplificabilidad del ARN [D], y como control de la RT-PCR se empleé el gen de la proteina de
capside del virus de la mancha anillada de la lechosa pc-PRSV [E]. En A, B'y C 1: RT-PCR a partir de planta sana,
2: control negativo de PCR, 3: control positivo de PCR, 4, 5: RT-PCR de plantas inoculadas y evaluadas para los
genes respectivos, MP: Marcador de peso molecular, 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs). En D 1: control
negativo de PCR, 2: RT-PCR a partir de planta sana, 3, 4: RT-PCR de plantas inoculadas. En E 1: RT-PCR a partir de
ARN total de planta sana, 2: control negativo de PCR, 3: control positivo de PCR a partir de ADN plasmidico donde
se encuentra clonado el gen pc-PRSV, 4: RT-PCR a partir de planta inoculada.
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ultimo producto se corresponde con el tama-
fio esperado para el extremo 5 “terminal de la
replicasa viral del TMV.

DISCUSION

El tamafio del amplificado del gen nef obteni-
do por PCR concuerda con el reportado por
Michael et al.,, (1995); van Marle et al., (2004) y
Parreira et al., (2005); pero presenta una gran
variacion con el tamarfio de los fragmentos ob-
tenidos por Ratner et al., (1996) y Rangel et al.,
(2009), quienes consiguieron amplificados de
900 y 919 pb, respectivamente. Esta diferencia
pudiera estar relacionada con el tamafio de la
secuencia codificante del gen nef, el cual deter-
mina la sintesis de una proteina cuyo tamafio
oscila entre los 25 y 35 kDa (Geyer y Peterlin,
2001; Marusic et al., 2007); o mas probable-
mente, puede estar asociada con la amplifica-
cion conjunta del gen nef'y de un fragmento
de la region regulatoria 3° del genoma del VIH
(Ratner et al., 1996; Rangel et al., 2009).

Los resultados alcanzados en la presente
investigacion permitieron evidenciar la in-
troduccion de mutaciones sitio-dirigidas en el
interior de un gen que tiene un papel impor-
tante en la regulacion, replicacion, patogenia y
progresion de las enfermedades desencadena-
das por el VIH-1 (Shugars et al. 1993; Cammack
1995; Geyer & Peterlin 2001; Marusic et al.
2009; Salmen et al. 2010). Especificamente, las
sustituciones se introdujeron en el nucleotido
103 para el sitio de restriccién de la enzima
Xholy 223 para el sitio de la enzima Kpnl. Bajo
el concepto del sistema de clonacién/expresion
detallado en el presente estudio, los resultados
de las digestiones del amplicén del gen nef con
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las enzimas Xhol y Kpnl representan un obsta-
culo tanto en el proceso de ligacién como en los
procesos de transcripcion in vitro y, potencial-
mente, de su traduccidn. La digestion con la ER
Xhol puede producir plasmidos recombinan-
tes portando no so6lo el gen nef completo sino
también truncado, mientras que la digestion
con Kpnl, la cual es la enzima utilizada obliga-
toriamente para linearizar el plasmido en este
sistema, también fragmentaria el gen de interés
favoreciendo la aparicién de transcritos incom-
pletos (ver FIGURA 2). Estos resultados concuerdan
con lo planteado por Shivprasad et al. (1999),
quienes explicaron que la adicion de un sitio
Xhol dentro del gen gfp permite escindirlo en
uno o dos fragmentos segun el orden en que se
utilicen las ERs. No obstante, este sistema tal
como estd planteado interfiere con el cloneo de
genes de interés que porten la secuencia de res-
triccién para Xhol, como ocurri6 en el presente
trabajo.

Estos resultados en conjunto dejan en
evidencia la utilidad que tiene el método de
extension solapada por PCR para solucionar
problemas asociados con la presencia de sitios
de restriccion en regiones de un inserto o de un
vector, distintas a las destinadas para su liga-
cion. Sin embargo, la introduccion de mutacio-
nes sitio-dirigidas mediada por PCR ha tenido
mayor aplicabilidad en los estudios de carac-
terizacion de dominios funcionales especificos
en polipéptidos de interés médico-cientifico.
Por ejemplo, investigaciones acerca de mutan-
tes sitio dirigidos de Nef en el motivo (K*2EK),
revelaron que este dominio efector es necesario
para inducir la produccion y liberacion de las
chemokinas MIP-1a y MIP-1B en macr6fagos
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infectados (Dai y Steveson, 2010). Asi mis-

mo Aqil et al. (2013), lograron determinar a
partir de ensayos de mutagénesis del motivo
GW ., 15140141 A€ Nef, el papel que desemperfian
estos residuos de aminoacidos en la supresion
del silenciamiento viral mediado por el com-
plejo Ago2-RISC; y el efecto que desencadenan
estas alteraciones sobre la carga viral y la
infectividad ocasionada por el VIH-1. Otros
trabajos en los cuales se ha empleado la estra-
tegia de mutagénesis sitio—dirigida, son el es-
tudio de la actividad fibrinolitica de una serin
proteasa extraida de glandulas salivales de una
serpiente marina (Lapemis hardwickii), la cual
ha mostrado amplio espectro de aplicacién en
medicina, pero bajo rendimiento en sistemas
eucarioticos (levaduras). Los resultados de
este trabajo revelaron que la enzima doble
mutante (N111R/R230G) alcanzd altos niveles
de expresion en Pischia pastoris y una activi-
dad anti-trombdtica e hipotensora aumentada
en ratas hipertensas espontaneas (Li et al,,
2017). Asi mismo, se han reportado ensayos de
produccion de la enzima dealquilasa humana
cuyo producto se encarga de reparar dafios en
el ADN ocasionados por agentes alquilantes
(Silvestrov et al. 2014); la expresion de la pro-
teina B mutante la cual se une a la transferrina
porcina para inducir respuesta inmune contra
Haemophilus parasuis (Frandoloso et al. 2015);
o la estandarizacion de la estrategia de muta-
génesis sitio-dirigida por PCR con el método

de QuikChangeTM (Agilent Technologies La
Jolla, CA, USA), en la que se emplean cebadores
individuales en reacciones separadas para am-
plificar cada una de las hebras de la secuencia
de interés.
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No obstante, estos datos contrastan lo
reportado inicialmente por Ho et al. (1989),
quienes postularon que la principal limitante
de la SDM radica en la incapacidad que tiene el
método para provocar alteraciones en el inte-
rior de la secuencia blanco. Este grupo afirmdo
que los cambios s6lo son posibles siempre y
cuando los cebadores mutagénicos estén diri-
gidos hacia los extremos del ADN clonado. Por
lo tanto, con la estrategia desarrollada en el
presente trabajo qued6 demostrado el alcance
que puede tener este método cuando se planifi-
ca una estrategia experimental adecuada.

El desarrollo evidente de sintomas en
plantas de N. benthamiana inoculadas con ARN
viral quimérico del vector p30B modificado,
fue posible luego de un periodo de incuba-
cion de 60 dias posteriores a su inoculacion.
No obstante, diversos ensayos donde se han
utilizado éste u otros vectores virales similares
para expresar proteinas de interés médico,
sefialan que la aparicion de sintomas ocurre
en un plazo no mayor a catorce dias luego de
inoculadas las plantas (Yusibov et al. 1997
Marusic et al. 2001; Donini et al. 2005; Meyers
et al. 2008; Hwang et al. 2012; Alkanaimsh et al.
2016). Este retraso observado en la aparicion
de sintomas probablemente esta influenciado
por las condiciones ambientales bajo las cuales
se desarrollaron las plantas inoculadas; ya que,
a pesar de haberse controlado y ajustado pa-
rametros climdticos como fotoperiodo de 16:8
horas luz: oscuridad y termoperiodo (26+2°C),
el material tratado no alcanzo ni la altura
ni el didmetro de la ldmina foliar suficiente
como para manifestar un desarrollo de sinto-
mas perceptibles, aun a los catorce dias de su
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inoculacidn. Dentro de los sintomas predomi-
nantes desarrollados por las plantas se encuen-
tran ampollas, distorsion de la lamina foliar y
moteado; indicios de infeccién aparentemente
virales de amplia ocurrencia en Tobamovirus
(Solis & Garcia-Arenal 1990; Rodriguez et al.
2004; Ortega et al. 2007); sin embargo, otros
sintomas tales como clorosis y moteado se
presentaron en un numero mas limitado de
plantas y en éste ultimo caso luego de un perio-
do de incubacion de 60 dias. Independiente-
mente del tipo y la magnitud de los sintomas
desarrollados por el material utilizado en el
presente estudio, estos resultados concuerdan
con los reportados por otros investigadores
que han empleado el sistema de expresion de
péptidos heterdlogos basado en la familia de
vectores virales 30B (Shivprasad et al. 1999;
Ryabov et al. 1999; Kohl et al. 2006; Kagale et
al. 2012; Mascia et al. 2014). En este sentido,

se debe sefialar que el genoma de los vectores
de virus de plantas se han manipulado ade-
cuadamente; de forma tal que se favorezca el
desarrollo de sintomas de infeccidn sistémica
tipo mosaico, moteado y menos frecuentemen-
te clorosis; en contraposicion a la aparicion

de manifestaciones que impliquen respuesta
hipersensible, reduccién de la ldmina foliar o
pérdida total de la misma. Estas tltimas premi-
sas tienen una nocién bastante légica, ya que
estos vectores se emplean en estrategias cuyo
propdsito es expresar péptidos heterdlogos que
se producen, modifican, compartimentalizan y
almacenan en tejidos vegetales. Por otra parte,
la aparicion tardia de sintomas caracteristicos
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de infecciones ocasionadas por virus luego de
un periodo de incubacidn de 60 dias resulta
un parametro impractico para un sistema de
produccion que tiene como proposito producir
a gran escala proteinas recombinantes en un
periodo corto de tiempo.

Los resultados de los ensayos de RT-PCR
realizados a partir de plantas inoculadas con
ARN viral quimérico desarrollado “in vitro“,
permitieron amplificar y evidenciar que 7 de
las 21 plantas tratadas resultaron positivas
para los genes codificantes de la proteina
auxiliar Nef del VIH-1, la proteina de capside
del TMGMV y la proteina de replicacion viral
del TMV. No obstante, la intensidad de la sefial
para los genes pc y rdrp fue mucho mayor que
la obtenida para el gen nef. Estos resultados
sugieren que de alguna manera el virus quimé-
rico ejerce algun tipo de presion para multipli-
car diferencialmente su genoma y favorece la
replicacion de aquellos genes que son determi-
nantes para su biologia. En este sentido, Lom-
bardi et al. (2009) demostraron que los bajos
niveles de expresion de Nef en plantas de N.
benthamina agroinfiltradas, estdin modulados
por un mecanismo de silenciamiento dirigido
por pequefios ARN interferentes especificos de
Nef producidos por la planta. Esta estrategia
de silenciamiento génico post-transcripcional
forma parte de la respuesta innata que han
desarrollado las plantas como defensa con-
tra acidos nucleicos invasivos de transgenes,
transposones y transcriptos virales (Jovel &
Ramirez 2002; Baulcombe 2004; Flores et al.
2005; Alvarado & Scholthof 2009).
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede sefialar que
la estrategia metodoldgica disefiada y ejecutada, permitio construir un vector

de virus de planta constituido por genes provenientes de los virus del mosaico
del tabaco (TMV), del mosaico verde suave del tabaco (TMGMV) y de inmunode-
ficiencia humana (HIV). El desarrollo de esta quimera viral fue posible gracias

al método de mutagénesis sitio-dirigida, el cual permiti6 solventar el problema
relacionado con la presencia de los sitios de restriccion que estaban afectando
los procedimientos de ligacidon del gen nef con el vector p30B, la linearizacién del
vector una vez modificado y la transcripcion “in vitro” del vector linearizado. Fi-
nalmente, esta quimera se considera una herramienta biotecnoldgica que puede
ser empleada en la produccion de una vacuna potencial dirigida a contrarrestar
las primeras etapas de la infeccién por HIV-1.
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RESUMEN

Se presenta la descripcién anatémica de la madera de 35 especies de Lauraceae,
pertenecientes a ocho géneros (Aniba, Beilschmiedia, Cinnamomum, Licaria, Nectandra,
Ocotea, Persea, Pleurothyrium), que crecen en Venezuela. La preparacion del material se
realizé utilizando los procedimientos estandar de microtecnia xilematica. La descripcion
siguio lo establecido por la Asosiacion Internacional de Anatomistas de la Madera. A
nivel de familia, los caracteres de diagndstico mas comunes fueron la presencia de
células oleiferas, fibras septadas, punteaduras intervasculares grandes y punteaduras
radiovasculares diferentes a las intervasculares. Se elabor6 una clave dicotémica para
la separacion de géneros y de especies dentro de cada género, en el caso de aquellos
representados por més de una especie (Aniba, Beilschmiedia, Nectandra, Ocotea). Las
especies estudiadas se pueden separar en dos grandes grupos de acuerdo a la presencia
(Aniba, Beilschmiedia, Cinnamomum) o ausencia (Beilschmiedia, Licaria, Nectandra,
Ocotea, Persea, Pleurothyrium) de parénquima marginal. Dentro de cada grupo se
pueden establecer separaciones en funcion de caracteres como la presencia de fibras
septadas, ancho de radios, tipo de placas de perforacion, presencia de células oleiferas
y, principalmente, con base a caracteres cuantitativos.

PALABRAS CLAVE: Anatomia de madera, Lauraceae, xilema secundario, placas
escalariformes, fibras septadas, células oleiferas.

ABSTRACT

Wood anatomy of 35 species of Lauraceae family, growing in Venezuela is presented.
Species studied belongs to eight genera (Aniba, Beilschmiedia, Cinnamomum, Licaria,
Nectandra, Ocotea, Persea, Pleurothyrium). Wood samples were prepared using
standars procedures of xylematic microtechnique. Descriptions were made according
to International Association of Wood Anatomists. Diagnostic features in the family
are presence of oil cells, septate fibers, large intervessel pits, vessel-ray pitting with
reduced borders to apparently simple and differ to intervessel pits in size and shape.
A dichotomous identification key is presented for genera and species in each genus
with two or more species studied (Aniba, Beilschmiedia, Nectandra, Ocotea). Species
studied can be separated in two groups according the presence (Aniba, Beilschmiedia,
Cinnamomum) or the absence (Beilschmiedia, Licaria, Nectandra, Ocotea, Persea,
Pleurothyrium) of marginal parenchyma. In each group, can be made separations using
features like septate fibers, perforation plates, oil cells and quantitative features.

KEY WORDS: Wood anatomy, Lauraceae, secondary xylem, scalariform plates, septate
fibers, oil cells.
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INTRODUCCION

Lauraceae es una de las siete familias del
orden Laurales de acuerdo al sistema An-
giosperm Phylogeny Group (APG, 2016), esta
constituida por 52 géneros y 2.550 especies
principalmente de porte arbdreo, rara vez
arbustos, y algunos representantes parasito
que se ubican en el género Cassytha (Singh et
al., 2015). Se encuentra ampliamente distri-
buida en regiones tropicales y subtropicales,
con pocos representantes en zona templada.
Incluye especies de gran desarrollo e impor-
tancia econdmica se encuentra concentrada en
dos grandes regiones geograficas: las regiones
tropicales de Indo-Malasia y de América del
Sur (Franco, 2012). Es facilmente identificada
por la presencia de células oleiferas en diferen-
tes organos de la planta, células que permiten
obtener productos aromaticos de amplio uso
en medicina y perfumeria (Singh et al., 2015).
Aunque la identificacion a nivel de familia no
ofrece muchas dificultades, desde el punto de
vista taxondmico, se caracteriza por una gran
complejidad tanto a nivel genérico como de
especie (Nishida, 1999). Segun Hokche et al.
(2008), el orden Laurales esta representado

en Venezuela por las familias Siparunaceae
(catorce especies del género Siparuna), Her-
nandiaceae (cuatro especies distribuidas en
los géneros Gyrocarpus, Hernandia y Sparat-
tanthelium), Monimiaceae (cuatro especies del
género Mollinedia) y Lauraceae con 16 géneros
y 211 especies, de las cuales 43 son endémicas
y su distribucion practicamente abarca todos
los estados del pais, siendo el género Oco-

tea el mejor representado con un total de 80
especies, seguido de Endlicheria (24 especies),
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Nectandra (23 especies) y Persea (20 especies)
(Hokche et al., 2008). Veillon (1994) sefiala que
las Lauraceae se encuentran en todas las zonas
de vida de Venezuela con la excepcion de las
correspondientes a bosque espinoso tropical y
premontano, bosque muy seco tropical, bosque
humedo subalpino, bosque muy seco premonta-
no, y bosque hidrofilo o manglar.

Desde el punto de vista de anatomia de
maderas, se han reportado descripciones a nivel
de familia (Dadswell & Record, 1936; Record &
Hess, 1949; Metcalfe & Chalk, 1950; Stern, 1954;
Richter, 1987; Singh et al., 2015; Sun et al., 2015).
A nivel genérico se tiene descripciones para
Aniba (Richter, 1981; Le6n & Espinoza, 2000a;
Urbinati et al., 2014), Aspidostemon (Richter,
1990), Beilschmiedia (Ledn & Espinoza, 2000b),
Cinnamomun (Andianto et al., 2015), Licaria (Ri-
chter, 1985), Nectandra (Le6n & Espinoza, 2001;
Oliveira et al., 2001, Tortorelli, 2009) y Ocotea
(Ledn, 2000, 2001; Tortorelli, 2009). También se
tienen algunos estudios comparativos que han
permitido establecer caracteres de diferencia-
cion entre Cinnamomun, Litsea y Phoebe (Singh
et al., 2015), Anaueria y Beilschmiedia (Callado
& Costa, 1997), Dahlgrenodendron y Beilschmie-
dia (Richter & Van WyKk, 1990), Beilschmiedia y
Litsea (Rancusi et al., 1987).

En Venezuela se han realizado algunos tra-
bajos donde se incluyen especies de Lauraceae y
destacan los presentados por Pérez (1993), Parra
(2009) y Leodn (2014); en cada uno se incluyen
seis especies de esta familia. También se tienen
los trabajos con especies de los géneros Aniba
(Le6n & Espinoza, 2000a), Beilschmiedia (Le6n &
Espinoza, 2000b), Nectandra (Leén & Espinoza,
2001) y Ocotea (Leon, 2000, 2001) donde parte

2017

del material estudiado corresponde especies
colectadas en Venezuela. Parra (2009) presenta
un aporte importante donde describe la made-
ra y elabora una clave de identificacién para
siete especies del orden Laurales, de acuerdo
al sistema de Takthajan (1980) e incluye seis
Lauraceae pertenecientes a Aniba, Beilschmie-
dia, Cinnamomum, Nectandra y Ocotea. Toman-
do en consideracion la complejidad taxondémi-
ca de la familia y los pocos trabajos donde se
incluyan especies de diferentes géneros de la
misma; la presente investigacion tiene como
objetivo describir la estructura de la madera
de 35 especies de Lauraceae colectadas en
diferentes localidades de Venezuela, perte-
necientes a los géneros Aniba (dos especies),
Beilschmiedia (cuatro especies), Cinnamomum
(una especie), Licaria (una especie), Nectandra
(seis especies), Ocotea (19 especies), Persea
(una especie) y Pleurothyrium (una especie), y
elaborar una clave de identificacion que per-
mita separar géneros y especies dentro de cada
género para los taxa descritos.

MATERIALES Y METODOS

El material de estudio estd representado por
muestras de madera de 35 especies de Lau-
raceae procedentes de diferentes estados de
Venezuela y que pertenecen a las colecciones
de la Xiloteca MERw (Laboratorio de Anatomia
de Maderas de la Universidad de Los Andes,
Venezuela) y MADw (Forest Products Labo-
ratory, Estados Unidos) (CUADRO 1). Por cada
especie se contd con muestras de 1-4 indivi-
duos, dependiendo de la cantidad de material
disponible en las xilotecas antes mencionadas.
Cada muestra fue sometida a un proceso de
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ablandamiento en agua hirviendo (2-10 horas)
para obtener secciones transversal, tangencial
y radial de 25-30 um de espesor mediante el uso
de un microtémo de deslizamiento. Las seccio-
nes obtenidas fueron sometidas a un proceso de
tincion con safranina (2-4 h), deshidratacion en
bafios sucesivos de alcohol (50 %, 10 min; 70 %,
10 min; 75 %, 10 min; 95 %, 1 h) y el respectivo
aclaramiento con una mezcla alcohol-xilol (1:1;
30 min) y xilol (1-2 h). Posteriormente se hizo

el montaje con resina sintética y el correspon-
diente rotulado. Se preparo tejido macerado o
disociado sumergiendo astillas de cada mues-
tra en una solucidn de peroxido de hidrégeno y
acido acético (1:1) para llevarlas a estufa (60 °C)
durante 12 h y proceder a la individualizacion
de células mediante friccién mecdnica, tincién
con safranina (30-45 min) y montaje con balsamo
de Canadd como medio de adhesion. La des-
cripcion se realizo siguiendo lo establecido por
IAWA Committee (1989), tanto para caracteres
cualitativos como cuantitativos. En estos ultimos
se hizo el calculo de la estadistica descriptiva
(media, desviacion estandar, valores maximos y
minimos, coeficiente de variacion). También se
realiz6 un andlisis de varianza con su respectiva
prueba de diferencia de medias (Tukey, a = 0,01),
utilizando el programa SPSS Statistics 22.0. Se
elaboraron claves dicotomicas para la separacion
de géneros y especies dentro de cada género.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los CUADROS 2, 3y 4 se presentan las caracteris-
ticas cualitativas de las 35 especies estudiadas
mientras que en los CUADROS 5y 6 se incluyen

las caracteristicas cuantitativas con el analisis
estadistico respectivo.
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CUADRO 1. Lista de especies estudiadas, muestra de xiloteca, herbario y procedencia.
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ESPECIE MUESTRA MUESTRA BOTANICA PROCEDENCIA
XILOTECA (COLECTOR, NUMERO DE HERBARIO) | (ESTADO)
Aniba canelilla (Kunth) Mez X237 1632 Bernardi (17336) Bolivar
Aniba robusta (Klotzsch & H. Karst.) Mez X5410 Mérida
X5177 8791 van der Werff Mérida
X6158 61 Jorge Parra (53105) Mérida
X6316 81 Jorge Parra (53490) Mérida
X6317 81 Jorge Parra (53495) Mérida
Beilschmiedia latifolia (Nees) Sach. Nishida | X3 Little 15302 (17382) Mérida
X5418 Mérida
X6301 58 Jorge Parra (53497) Mérida
X6302 71 Jorge Parra (53496) Mérida
X6303 72 Jorge Parra(53488) Mérida
Beilschmiedia mexicana (Mez) Kosterm. X332 6115 Bernardi (17376) Mérida
Beilschmiedia pendula (Sw.) Hemsl. X972 12 Veillon (17380) Mérida
Beilschmiedia tovarensis (Klotzsch & H. X6171 64 Jorge Parra (53482) Mérida
Karst. ex Meisn.) Sach. Nishida
Cinnamomunm triplinerve (Ruiz & Pav.) X6157 62 Jorge Parra (53106) Mérida
Kosterm. X6170 Mérida
X6377 80 Jorge Parra (53494) Mérida
Licaria triandra (Sw.) Kosterm. X230 1603 Bernardi (17405) Bolivar
Nectandra bartlettiana Lasser X4208 3728 Breteler (19845) Barinas
X5812 934 Ruiz Teran
Nectandra globosa (Aubl.) Mez MADw23013 42902 Wurdack & Adderley Amazonas
Nectandra hihua (Ruiz & Pav.) Rohwer X4207 3533 Breteler
X6676 875 Marcano B. (27912) Barinas
Nectandra laurel Klotzsch ex Nees X6305 76 Jorge Parra Mérida
X6314 053483 Herbario MER Mérida
X6376 76 Parra Mérida
Nectandra reticulata (Ruiz & Pav.) Mez X125 659 Lamprecht Barinas
X951 4 Veillon Barinas
X3639 PES Barinas
Nectandra turbacensis (Kunth) Nees X2917 113 Turner Portuguesa
MADw10124
MADw13475
MADw31080 12812 L. Williams Bolivar
Ocotea aciphylla (Nees & Mart.) Mez X5271 62-979 Marcano B. (28837) Amazonas
X5312 128-979 Marcano B. (28769) Amazonas
MADw42278 16128 R. Leisner Amazonas
Ocotea amazonica (Meisn.) Mez X293 2758 Bernardi (17497) Bolivar
X294 2765 Bernardi (17611) Bolivar

MUESTRA MUESTRA BOTANICA PROCEDENCIA
XILOTECA (COLECTOR, NUMERO DE HERBARIO) (ESTADO)

Ocotea aurantiodora (Ruiz & Pav.) Mez X3227 7067 Bernardi Bolivar
Ocotea bofo Kunth MADw31102 13319 L. Williams Bolivar
MADw31103 13303 L. Williams Bolivar
Ocotea calophylla Mez X24 15326 Little (17508) Mérida
X40 15318 Little (17507) Mérida
Ocotea caracasana (Nees) Mez MADw20550 Pittier (USw4215) Mérida
MADw21098 Desconocido (USw 9868) Mérida
Ocotea cernua (Nees) Mez X90 1094 Bernardi (17514) Barinas
X2628 220 Bautista Barinas
X6151 1328 Ruiz Teran (17519) Barinas
Ocotea cymbarum Kunth X80 1 Veillon Bolivar
X106 1141 Bernardi (17523) Barinas
X974 14 Veillon (17521) Mérida
X2957 1 Curran Delta Amacuro
X3088 7 Veillon Bolivar
Ocotea fendleri (Meisn.) Rohwer MADw42207 5755 van der Werf Mérida
Ocotea floribunda (Sw.) Mez X6306 77 Jorge Parra (53486) Meérida
X6307 59 Jorge Parra (53485) Mérida
Ocotea guianensis Aubl. X270 2188 Bernardi (17548) Zulia
X5250 105-981 Marcano B.(33318) Bolivar
X5301 110-979 Marcano B. (28775) Amazonas
Ocotea javitensis (Kunth) Pittier X4206 3406 Breteler (19840) Mérida
Mérida
Ocotea karsteniana Mez X246 19 Bascopé (17562) Mérida
X5464
Ocotea longifolia Kunth X969 9 Veillon (15574) Mérida
Ocotea macropoda (Kunth) Mez X4150 Jorge Parra (53544) Mérida
X6155 60 Jorge Parra (53104) Mérida
X6238 65 Jorge Parra (54422) Mérida
Ocotea oblonga (Meisn.) Mez X288 2745 Bernardi (17588) Bolivar
Ocotea odorata (Meisn.) Mez X961 1 Veillon Mérida
Ocotea puberula (Rich.) Nees X3261 7083 Bernardi (17630) Bolivar
Ocotea schomburgkiana (Nees) Mez X1115 485 Ruiz Teran (17597) Falcon
X1952
X1953 -
X1954 -
Persea ferruginea X5401 Mérida
Pleurothyrium trianae (Mez) Rohwer X7054 3435 Gamez Barinas
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CUADRO 2. Caracteristicas de anillos de crecimiento y vasos (porosidad, disposicién, agrupacion, placas
de perforacién y punteaduras intervasculares).

ESPECIE

ANILLOS
DE
CRECIMIENTO

POROSIDAD

2017
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DISPOSICION | AGRUPACION

PLACAS

DE PERFORACION

PUNTEADURAS
INTERVASCULARES

ESPECIE

ANILLOS
DE
CRECIMIENTO

POROSIDAD

DISPOSICION

AGRUPACION

PLACAS
DE PERFORACION

PUNTEADURAS
INTERVASCULARES

Aniba canelilla Definidos* Difusa Sin patrén Solitarios, mdltiples | Simples Alternas, circulares
radiales de 2 (-3) a ovaladas, grandes
A. robusta Definidos™*** | Difusa Sin patrén Solitarios, multiples | Predominantemente | Alternas, circulares
radiales de 2-3 (-5), simples combinadas | a ovaladas, grandes
algunos arracimados | con escalariformes de
4-11 barras
Beilschmiedia latifolia Definidos* Difusa Sin patrén Solitarios, mdltiples | Simples Alternas, circulares
radiales de 2-3, a ovaladas, medianas
algunos arracimados a grandes
B. mexicana Definidos** Difusa Sin patrén Solitarios, multiples | Predominantemente | Alternas, circulares
radiales de 2 (-3) simples combinadas | a ovaladas, grandes
con escalariformes de
2-5 barras
B. pendula Definidos* Difusa Sin patrén Solitarios, multiples | Simples Alternas, circulares
radiales de 2-3 a ovaladas, grandes
B. tovarensis Definidos™™ Difusa Sin patrén Solitarios, multiples | Predominantemente | Alternas, circulares
radiales de 2-3, simples combinadas | a ovaladas, medianas
algunos arracimados | con escalariformes de| a grandes
3 barras
Cinnamomunm triplinerve Definidos™™ Difusa Sin patrén Solitarios, multiples | Predominantemente | Alternas, circulares
radiales de 2-3 (-4), simples combinadas | a ovaladas, medianas
algunos arracimados | con escalariformes de| a grandes
2-10 barras
Licaria triandra No definidos Difusa Sin patrén Solitarios, mdltiples | Simples Alternas, circulares
radiales de 2-3 a ovaladas, medianas
a grandes
Nectandra barttletiana Definidos™* Difusa Sin patrén Solitarios, mdltiples | Simples Alternas, circulares
radiales de 2-4 a ovaladas, medianas
a grandes
N. globosa Definidos™™* Difusa Sin patrén Solitarios, multiples | Predominantemente | Alternas, circulares
radiales de 2-4 (-6), simples combinadas | a ovaladas, medianas
algunos arracimados | con escalariformes de
4-5 barras
N. hihua Definidos™™ Difusa Sin patrén Solitarios, multiples | Predominantemente | Alternas, circulares
radiales de 2-4 (-6), simples combinadas | a ovaladas, grandes
algunos arracimados | con escalariformes de
3-5barras
N. laurel Definidos™ Difusa Sin patrén Solitarios, mdltiples Predominantemente | Alternas, circulares

radiales de 2-3 (-4),
algunos arracimados

simples combinadas
con escalariformes de
1-8 barras

a ovaladas, grandes

N. reticulata No definidos a | Difusa Sin patrén Solitarios, mdltiples Predominantemente | Alternas, circulares
definidos™™ radiales de 2-4 (-5), simples combinadas | a ovaladas, grandes
algunos arracimados | con escalariformes de
4-8 barras
N. turbacensis Definidos™™™* Difusa Sin patrén Solitarios, mdltiples | Simples Alternas, circulares
radiales de 2-4 (-6), a ovaladas, grandes
algunos arracimados
Ocotea aciphylla Definidos™™* Difusa Sin patrén Solitarios, mdltiples | Simples Alternas, circulares
radiales de 2-4 (-6), a ovaladas, algunas
algunos arracimados poligonales, medianas
a grandes
0. amazonica Definidos™™* Difusa Sin patrén Solitarios, multiples | Simples Alternas, circulares
radiales de 2-3 (-5), a ovaladas, grandes
algunos arracimados
0. aurantiodora Definidos** Difusa Sin patrén Solitarios, mdltiples | Simples Alternas, circulares
radiales de 2-5 (-6), a ovaladas, grandes
algunos arracimados
0. bofo No definidos a | Difusa Sin patrén Solitarios, mdltiples | Simples Alternas, circulares
definidos™™* radiales de 2-3 (-5), a ovaladas, grandes
algunos arracimados
0. calophylla Definidos** Difusa Sin patrén Solitarios, miltiples | Predominantemente | Alternas, circulares
radiales de 2-3, simples combinadas | a ovaladas, medianas
algunos arracimados | con escalariformes de| a grandes
4-10 barras
0. caracasana Definidos™™* Difusa Sin patrén Solitarios, mdltiples | Simples Alternas, circulares
radiales de 2-3 (-4) a ovaladas, medianas
a grandes
0. cernua No definidos a | Difusa Sin patrén Solitarios, mdltiples | Simples Alternas, circulares
definidos™™* radiales de 2-3 (-5), a ovaladas, grandes
algunos arracimados
0. cymbarum No definidos a | Difusa Sin patrén Solitarios, multiples | Simples Alternas, circulares
definidos™™ radiales de 2-3 (-4) a ovaladas, grandes
0. fendleri Definidos** Difusa Sin patrén Solitarios, multiples | Predominantemente | Alternas, circulares
radiales de 2 simples combinadas | a ovaladas, medianas
con escalariformes de
4-10 barras
0. floribunda Definidos™* Difusa Sin patrén Solitarios, multiples | Simples Alternas, circulares
radiales de 2-3 (-4), a ovaladas, grandes
algunos arracimados
0. guianensis Definidos™™* Difusa Sin patrén Solitarios, maltiples | Simples Alternas, circulares

radiales de 2-5 (-7),
algunos arracimados

a ovaladas, grandes
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ANILLOS POROSIDAD |DISPOSICION | AGRUPACION PLACAS PUNTEADURAS
DE DE PERFORACION | INTERVASCULARES
CRECIMIENTO
0. javitensis Ligeramente Difusa Sin patrén Solitarios, multiples | Simples Alternas, circulares
definidos™** radiales de 2-3 (-6), a ovaladas, grandes
algunos arracimados
0. karsteniana No definidos Difusa Sin patrén Solitarios, maltiples Predominantemente | Alternas, circulares
radiales de 2-3, simples combinadas | a ovaladas, grandes
algunos arracimados | con escalariformes de;
3-8 barras
0. longifolia Definidos** Difusa Sin patrén Solitarios, pred. Simples Alternas, circulares
multiples radiales a ovaladas, algunas
de 2-6 poligonales, grandes
0. macropoda Definidos** Difusa Sin patrén Solitarios, multiples | Simples Alternas, circulares
radiales de 2-3 (-4), a ovaladas, algunas
algunos arracimados poligonales, grandes
0. oblonga No definidos Difusa Sin patrén Solitarios, maltiples | Simples Alternas, circulares
radiales de 2-3 (-4) a ovaladas, grandes
0. odorata Definidos** Difusa Sin patrén Solitarios, pred. Simples Alternas, circulares
multiples radiales de a ovaladas, grandes
2-5(-6)
0. puberula Ligeramente Difusa Sin patrén Solitarios, multiples | Simples Alternas, circulares
definidos™ radiales de 2-3 a ovaladas, medianas
0. schomburgkiana Definidos™™* Difusa Sin patrén Solitarios, multiples | Simples Alternas, circulares
radiales de 2-4 (-6), a ovaladas, medianas
algunos arracimados a grandes
Persea ferruginea No definidos Difusa Sin patrén Solitarios, multiples | Simples Alternas, circulares
radiales de 2-3, a ovaladas, medianas
algunos arracimados
Pleurothyrium trianae No definidos Difusa Sin patrén Solitarios, mdltiples | Simples Alternas, circulares

radiales de 2-3 (-4)

a ovaladas,
ocasionalmente
poligonales, grandes

*Estrechas bandas de parénquima marginal. ** Reduccién de diametro radial de las fibras. ***Engrosamiento de paredes de las fibras
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CUADRO 3. Caracteristicas de vasos (punteaduras radiovasculares, depdsitos), fibras (septas, grosor de paredes,
tipo de punteaduras) y traqueidas.

PUNTEADURAS DEPOSITOS | SEPTAS GROSOR DE PAREDES | PUNTEADURAS | TRAQUEIDAS
RADIOVASCULARES EN VASOS EN FIBRAS | DE FIBRAS DE FIBRAS

Aniba canelilla

Areola reducida o aparentemente
simples, forma redondeada o
alargada

Tilides,
esclerotilides

Muy gruesas

Indistintamente
areoladas

A. robusta

Areola reducida o aparentemente
simples, forma redondeada o
alargada

+ Medianas a gruesas

Indistintamente
areoladas

Beilschmiedia Areola reducida o aparentemente | Tilides Delgadas a medianas, Indistintamente
latifolia simples, forma redondeada o ocasionalmente gruesas | areoladas
alargada
B. mexicana Areola reducida o aparentemente |ldem + Delgadas a medianas Indistintamente
simples, forma redondeada o areoladas
alargada
B. pendula Areola reducida o aparentemente | Tilides Delgadas a medianas Indistintamente
simples, forma redondeada o areoladas
alargada
B. tovarensis Areola reducida o aparentemente |- + Medianas Indistintamente -
simples, forma redondeada o areoladas
alargada
Cinnamomum Areola reducida o aparentemente | Tilides, Medianas a gruesas Indistintamente -
triplinerve simples, forma redondeada o esclerotilides areoladas

alargada

Licaria triandra Areola reducida o aparentemente | Tilides + Muy gruesas Indistintamente -
simples, forma redondeada o areoladas
alargada

Nectandra Areola reducida o aparentemente | Tilides + Medianas a gruesas Indistintamente -

barttletiana simples, forma redondeada o areoladas
alargada

N. globosa Areola reducida o aparentemente | Tilides + Medianas a gruesas Indistintamente -
simples, forma redondeada o areoladas
alargada

N. hihua Areola reducida o aparentemente | Tilides + Delgadas a medianas Indistintamente -
simples, forma redondeada o areoladas
alargada

N. laurel Areola reducida o aparentemente | Tilides + Medianas a gruesas Indistintamente -
simples, forma redondeada o areoladas
alargada

N. reticulata Areola reducida o aparentemente | Tilides + Medianas a gruesas; Indistintamente -
simples, forma redondeada o ocasionalmente areoladas
alargada delgadas

N. turbacensis Areola reducida o aparentemente | Tilides + Delgadas a medianas; Indistintamente -

simples, forma redondeada o
alargada

ocasionalmente gruesas

areoladas
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PUNTEADURAS
RADIOVASCULARES

DEPOSITOS
EN VASOS

SEPTAS
EN FIBRAS

GROSOR DE PAREDES
DE FIBRAS

PUNTEADURAS

DE FIBRAS

TRAQUEIDAS

Ocotea aciphylla | Areola reducida o aparentemente | Tilides + Medianas a gruesas; Indistintamente
simples, forma redondeada o ocasionalmente areoladas
alargada delgadas

0. amazonica Areola reducida o aparentemente | Tilides + Delgadas a gruesas Indistintamente
simples, forma redondeada o areoladas
alargada

0. aurantiodora Areola reducida o aparentemente | Tilides + Delgadas a medianas Indistintamente
simples, forma redondeada o areoladas
alargada

0. bofo Areola reducida o aparentemente | Tilides + Delgadas a medianas, Indistintamente
simples, forma redondeada o ocasionalmente gruesas | areoladas
alargada

0. calophylla Areola reducida o aparentemente | Tilides + Delgadas Indistintamente
simples, forma redondeada o areoladas
alargada

0. caracasana Areola reducida o aparentemente | Tilides + Medianas a gruesas Indistintamente
simples, forma redondeada o areoladas
alargada

0. cernua Areola reducida o aparentemente | Tilides + Medianas a gruesas Indistintamente
simples, forma redondeada o areoladas
alargada

0. cymbarum Areola reducida o aparentemente | Tilides, oca- + Medianas a gruesas Indistintamente
simples, forma redondeada o sionalmente areoladas
alargada esclerotilides

0. fendleri Areola reducida o aparentemente | Tilides + Medianas a gruesas Indistintamente
simples, forma redondeada o areoladas
alargada

0. floribunda Areola reducida o aparentemente | Tilides + Medianas a gruesas Indistintamente
simples, forma redondeada o areoladas
alargada

0. guianensis Areola reducida o aparentemente | Tilides + Delgadas; Indistintamente
simples, forma redondeada o ocasionalmente areoladas
alargada medianas a gruesas

0. javitensis Areola reducida o aparentemente | Tilides + Delgadas a medianas Indistintamente
simples, forma redondeada o areoladas
alargada

0. karsteniana Areola reducida o aparentemente | Tilides + Delgadas Indistintamente
simples, forma redondeada o areoladas
alargada

0. longifolia Areola reducida o aparentemente | Tilides + Delgadas a medianas Indistintamente
simples, forma redondeada o areoladas
alargada

0. macropoda Areola reducida o aparentemente | Tilides + Delgadas a medianas Indistintamente

simples, forma redondeada o
alargada

areoladas

ESPECIE PUNTEADURAS DEPOSITOS | SEPTAS GROSOR DE PAREDES | PUNTEADURAS | TRAQUEIDAS
RADIOVASCULARES EN VASOS EN FIBRAS | DE FIBRAS DE FIBRAS

0. oblonga Areola reducida o aparentemente | Tilides + Delgadas Indistintamente
simples, forma redondeada o areoladas
alargada

0. odorata Areola reducida o aparentemente | Tilides + Delgadas Indistintamente
simples, forma redondeada o areoladas
alargada

0. puberula Areola reducida o aparentemente | Tilides + Muy delgadas a Indistintamente
simples, forma redondeada o delgadas areoladas
alargada

0. Areola reducida o aparentemente | Tilides + Medianas a gruesas, Indistintamente

schomburgkiana | simples, forma redondeada o ocasionalmente areoladas
alargada delgadas

Persea ferruginea | Areola reducida o aparentemente | Tilides + Medianas Indistintamente
simples, forma redondeada o areoladas
alargada

Pleurothyrium Areola reducida o aparentemente + Delgadas a medianas Indistintamente

trianae simples, forma redondeada o areoladas
alargada

+ Presente. - Ausente

CUADRO 4. Caracteristicas de tipo de parénquima en seccién transversal y tangencial, tipo de radios en cuanto
a composicion, presencia y ubicacién de células oleiferas.

m PARENQUIMA (TRANSVERSAL) |PARENQUIMA (TANGENCIAL)| RADIOS CELULAS OLEIFERAS

Heterocelulares con 1

Aniba canelilla

Vasicéntrico delgado, aliforme de
ala corta, unilateral, marginal

Series de 2-4 células

(-2) rutas de células

+ (parénquima axial, radial,
ocasionalmente entre las
fibras)

A. robusta

Escaso, vasicéntrico, aliforme de
ala corta, marginal

Series de (2-) 4-8 células

Heterocelulares con

1-2 (-3) rutas de células

+ (parénquima axial y radial)

Beilschmiedia

Vasicéntrico delgado, aliforme

Fusiforme y series de 2-4

Heterocelulares con 1

+ (parénquima axial, radial,

latifolia de ala corta, confluente, células, predominantemente | (-4) rutas de células ocasionalmente entre las
ocasionalmente unilateral, series de 2 células fibras)
marginal

B. mexicana Escaso, vasicéntrico delgado, Series de 2-6 células Heterocelulares con + (parénquima axial y radial)
aliforme de ala corta 1-2 rutas de células

B. pendula Vasicéntrico delgado, aliforme de | Series de 2-4 células, pred. 2 | Heterocelulares con + (parénquima axial)

ala corta, confluente, marginal

células

una ruta de células

B. tovarensis

Escaso, vasicéntrico delgado,
marginal

Fusiforme y series de 2-5
células

Heterocelulares con
una ruta de células

+ (parénquima axial y radial)

Cinnamomum
triplinerve

Escaso, vasicéntrico delgado,
ocas. aliforme de ala corta,
marginal

Series de 2-3 (-6) células

Heterocelulares con

1 (-2) rutas de células

+ (parénquima axial, radial,
entre las fibras)
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PARENQUIMA (TRANSVERSAL)

Vasicéntrico delgado, aliforme de
ala corta, unilateral

PARENQUIMA (TANGENCIAL)

Series de 4-8 células

RADIOS

Heterocelulares con 1
(-2) rutas de células

CELULAS OLEIiFERAS

+ (parénquima axial y radial)

ESPECIE
0. floribunda

PARENQUIMA (TRANSVERSAL)

Escaso, vasicéntrico delgado

PARENQUIMA (TANGENCIAL)| RADIOS

Series de (2-) 3-6 células

Heterocelulares con 1
(-2) rutas de células

CELULAS OLEI{FERAS

+ (parénquima axial, radial,
entre las fibras, pred. radios)

0. guianensis

Escaso, vasicéntrico delgado

Series de 2-6 (-8) células

Heterocelulares con 1
(-3) rutas de células;
ocasionalmente
homocelulares de
células procumbentes

+ (parénquima axial, radial,
entre las fibras, pred. radios)

0. javitensis

Escaso, vasicéntrico delgado,
aliforme de ala corta

Series de 2-4 (-6) células

Heterocelulares con 1
(-3) rutas de células

+ (parénquima axial y radial)

0. karsteniana

Escaso, vasicéntrico delgado

Series de 2-6 células

Heterocelulares con
una ruta de células

+ (parénquima axial y radial)

Nectandra Vasicéntrico, aliforme de ala corta, | Series de 2-6 células Heterocelulares con + (parénquima axial y radial)
barttletiana confluente una ruta de células
N. globosa Escaso, vasicéntrico delgado, Series de 2-6 (-8) células Heterocelulares con + (parénquima axial, radial,
aliforme de ala corta, una ruta de células; ocasionalmente entre las
ocasionalmente confluente ocasionalmente fibras)
homocelulares de
células procumbentes.
N. hihua Vasicéntrico delgado, aliforme Series de 2-4 (-8) células Heterocelulares con 1 |+ (parénquima axial y radial)
de ala corta, ocasionalmente (-2) rutas de células
confluente
N. laurel Escaso, vasicéntrico delgado, Series de (2-) 4-8 células Heterocelulares con 1

aliforme de ala corta,
ocasionalmente confluente

(-2) rutas de células

0. longifolia

Escaso, vasicéntrico delgado

Series de 2-4 (-7)

Heterocelulares con
una ruta de células

+ (parénquima axial, radial,
entre las fibras)

N. reticulata

Escaso, vasicéntrico delgado,
aliforme de ala corta,
ocasionalmente confluente

Series de (2-) 4-8 células

Heterocelulares con
una ruta de células

+ (parénquima axial, radial,
entre las fibras)

0. macropoda

Escaso, vasicéntrico delgado

Series de 2-8 células

Heterocelulares con 1
(-3) rutas de células

Ausentes, ocasionalmente
en parénquima radial

N. turbacensis

Escaso, vasicéntrico delgado,
aliforme de ala corta,
ocasionalmente confluente,
unilateral

Series de 2-8 células

Heterocelulares con
una ruta de células

Ocotea aciphylla

Escaso, vasicéntrico delgado,
aliforme de ala corta,
ocasionalmente confluente,
unilateral

Series de 2-6 (-8) células

—_

Heterocelulares con
(-3) rutas de células

+ (parénquima axial, radial,
entre las fibras)

0. oblonga Escaso Series de 4-9 células Heterocelulares con + (parénquima axial, radial,
una ruta de células entre las fibras, pred. radios)
0. odorata Escaso, vasicéntrico delgado Series de 2-4 (-8) Heterocelulares con 1 |+ (parénquima axial, radial,
(-2) rutas de células entre las fibras, pred. radios)
0. puberula Escaso, vasicéntrico delgado Series de 2-4 Heterocelulares con + (parénquima radial)

una ruta de células

0. schomburg-
kiana

Escaso, vasicéntrico delgado,
ocasionalmente aliforme de ala
corta, confluente

Series de 3-8 células

Heterocelulares con 1
(-2) rutas de células

+ (parénquima axial, radial,
entre las fibras, pred. radios)

0. amazonica

Escaso, vasicéntrico delgado,
aliforme de ala corta,
ocasionalmente confluente

Series de 2-4 (-8) células

Heterocelulares con
una ruta de células

+ (parénquima axial, radial,
ocasionalmente entre las
fibras)

Persea ferruginea

Vasicéntrico delgado, aliforme de

ala corta, confluente

Fusiforme (poco) y series de
2-6 células

Heterocelulares con
una ruta de células

+ (parénquima axial)

0. aurantiodora

Escaso, vasicéntrico delgado

Series de (2-) 4-12 células

Heterocelulares con
una ruta de células

+ (parénquima axial y radial)

0. bofo

Escaso, vasicéntrico delgado,
aliforme de ala corta

Series de 2-5 (-8) células

Heterocelulares con
una ruta de células

+ (parénquima axial y radial)

Pleurothyrium
trianae

Vasicéntrico delgado, aliforme de

ala corta, confluente

Fusiforme (poco) y series de
2-6 células

Heterocelulares con 1
(-3) rutas de células,
ocasionalmente
homocelulares de
células procumbentes

+ (parénquima axial, radial,
entre las fibras)

0. calophylla

Escaso, vasicéntrico delgado

Series de (2-) 4-8 (-10) células

—_

Heterocelulares con
(-3) rutas de células

0. caracasana

Escaso, vasicéntrico delgado

Series de 4-7 células

Heterocelulares con
una ruta de células

+ (parénquima axial y radial)

0. cernua Vasicéntrico delgado, aliforme de | Series de 2-8 células Heterocelulares con 1 |+ (parénquima axial, radial,
ala corta, confluente, unilateral (-3) rutas de células entre las fibras)

0. cymbarum Escaso, vasicéntrico delgado, Series de (2-) 4-8 células Heterocelulares con 1 |+ (parénquima axial, radial,
aliforme de ala corta, confluente, (-3) rutas de células entre las fibras)
unilateral

0. fendleri Escaso, vasicéntrico delgado, Series de 2-6 células Heterocelulares con 1-2| + (parénquima axial, radial,

confluente

(-3) rutas de células

entre las fibras)

+ Presente. - Ausente
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CUADRO 5. Caracteristicas cuantitativas de vasos: vasos/mm?, didmetro de vasos y punteaduras (minimo,

promedio, desviacion estandar, maximo, nimero de mediciones, coeficiente de variacion, prueba de Tukey).

2017

ANATOMIA DE LA MADERA EN 35 ESPECIES DE LAURACEAE JUSS.

DE VENEZUELA. pdgs. 70—101

VASOS/ DIAMETRO VASOS DIAM. PUNTEADURAS LEV
ESPECIE
mm? ()] (pm) ()]

Aniba canelilla

(100) 142,4shiik + 22,78 (190)
n—25 CV=1598%

(10) 11,250defehi + 1,318 (13,75)
n—10 CV=1172%

(320) 428,09204 £ 70,9 (630)
n=21;CV=16,56 %

A. robusta 1117 (75) 107,65%* + 16,81 (170) (10) 11,219¢defani + 1,114 (13,75) | (240) 566,259niik + 142,54 (930)
n=100;CV=15,61% n=40;CV=993% n=100;CV=2517 %

Beilschmiedia 4-5 (105) 161,65%m" + 29,99 (290) (7,5) 10,4752bedeta + 1,126 (13,75) | (190) 378,122 + 96,1 (720)

latifolia n=118;CV=1855% n=>50;CV=10,75% n=125;CV=2541%

B. mexicana 18 (90) 110,824 + 11,43 (130) (10) 11,5%fehi + 1,149 (12,5) (350) 618,4Mik!I + 118,49 (830)
n=250C6V=1032% n=10;CV=999% n=250C6V=1916%

B. pendula 5 (110) 142,69iik + 20,26 (200) (10) 10,520cdef9 + 0,645 (11,25) (260) 401,620 + 70,72 (505)
n=250CV=1421% n=10;CV=614% n=25C6V=17,61%

B. tovarensis 10 (100) 128,4bcd=fah + 12,89 (145) (8,75) 9,25* + 0,645 (10) (300) 498,22bedefah + 101,61 (720)
n=25CV=1004% n=10;CV=697% n=25CV=2039%

Cinnamomum 16-21 (70) 108,532< + 20,92 (150) (8,75) 9,9172bede + 0,925 (-11,25) (245) 524,6¢4=fani + 114,75 (850)

triplinerve n=750C6V=1927% n=30;CV=933% n=50;CV=2187%

Licaria triandra | 12 (90) 115,82bcd¢ + 11,69 (135) (8,75) 102bedef + 0,884 (11,25) (380) 522,50cdefahi + 120,84 (750)
n=25CV=10,09% =5;CV=28.84% n=22,CV=2313%

Nectandra bart- |9 (120) 163,8'™ + 22,37 (210) (8,75) 9,75%><4 + 0,986 (11,25) (290) 514bedefah + 126,48 (735)

tletiana n=25CV=1366% n=10;CV=10,11% n=25CV=2461%

N. globosa 16 (95) 11,8209 + 10,49 (140) (8,75) 9,5 + 0,645 (10) (245) 407,82bc £ 94,41 (595)
n=250C6V=938% n=10;CV=679% n=250C6V=2315%

N. hihua 14-15 (100) 138,69 + 19,17 (180) (10) 11,312d=fahi + 0,858 (12,5) (265) 468,72bedela + 101,35 (725)
n=50;CV=1383% n=20;CV=758% n=50;CV=2162%

N. laurel 12-17 (85) 121,732bedela £ 21,96 (190) (10) 10,752bcdefah + 0,963 (12,5) (310) 498,272bdetoh +118,2 (930)
n=75CV=1804% n=30;CV=896% n=750CV=2372%

N. reticulata 8-14 (105) 152,001kl + 20,25 (195) (10) 11,6255 + 1,046 (15) (325) 555,4¢fahiik + 124,8 (855)
n=75CV=1332% n=30;CV=8098% n=74;CV=2247%

N. turbacensis 11-24 (90) 136,859 + 24,17 (210) (10) 10,5%0c92f9 + 0,791 (12,5) (240) 466,2520<d=k9 + 99,78 (715)
n=100;CV=17,66 % n=40;CV=753% n=100;CV=21,4%

Ocotea aciphylla | 7-16 (110) 161,47\mn + 24,19 (225) (7,5) 10,1252bed2f + 1,106 (12,5) (260) 546,08%<fanii + 145,41 (970)
n=75CV=1498% n=30;CV=1092% n=74;CV=2663%

0. amazonica 9-10 (120) 166,2™" + 25,16 (230) (11,25) 139 £ 1,175 (15) (290) 647,45 + 156,45 (1100)
n=50;CV=1514% n=20;CV=904% n=47;CV=2416%

0. aurantiodora |10 (125) 155,2ikimn + 18,68 (205) (10) 11,125¢4=fah + 0,922 (12,5) (315) 523,8cdefani + 129,81 (815)
n=25CV=1204% n=10;CV=829% n=25CV=2478%

0. bofo 16-18 (90) 121,002b24f £ 15,55 (160) (10) 10,937bcdefah + 1,063 (12,5) (245) 459,12bedef + 112,71 (760)
n=50;CV=1285% n=20;CV=972% n=50;CV=2455%

0. calophylla 8-11 (100) 129,00¢4=fah + 16,47 (180) (7,5) 12,4111 + 3,483 (17,5) (360) 673,3% + 157,34 (990)
n=50;CV=1277% n=14;CV=28,06% n=50;CV=2337%

0. caracasana 11-21 (95) 133,9%eh £ 21,46 (185) (8,75) 9,8612bede + 1,04 (11,25) (325) 499,52bedetah + 89,73 (730)

n=50;CV=16,03%

n=18;CV=1055%

n=50;CV=17,96%

ESPECIE

VASOS/

mm?

DIAMETRO VASOS
(pm)

DIAM. PUNTEADURAS
(um)

0. cernua 11-16 (70) 106,13° £ 16,63 (150) (10) 10,792abedefoh + 0,769 (12,5) | (245) 463,67 <49 + 96,21 (680)
n=75CV=1567% n=30;CV=712% n=750CV=

0. cymbarum 6-11 (85) 133,889 + 28,26 (205) (8,75) 11,4%=fshi + 1,202 (13,75) (255) 496,322bedefa + 116,48 (760)
n=1250C6V=2111% n=50;CV=1054% n=1250CV=2347%

0. fendleri 15 (80) 105° + 11,90 (130) (8,75) 9,125 + 0,604 (-10) (305) 618,8Mik! + 158,89 (910)
n=25CV=1133% n=10;CV=6,62% n=25CV=2568%

0. floribunda 9-14 (90) 137,90"emii + 21,83 (180) (10) 11,312¢=fahi + 1,248 (15) (230) 479,72bedef9 + 141,02 (855)
n=50;CV=1583% n=20;CV=11,03% n=50;CV=234%

0. guianensis 9-13 (100) 135,73¢fehii + 15,65 (170) (10) 11,9589 + 1,380 (15) (310) 540,7¢=tahii + 120,99 (950)
n=75CV=1153% n=30;CV=11,54 % n=50; CV =22,38 %

0. javitensis 10 (110-) 141,80f9niik + 21,30 (-205) (10) 10,62502d2f9h + 0,66 (11,25) | (310) 515,6>d=fah + 9505 (700)
n=25CV=1502% n=10;CV=62% n=250CV=1843%

0. karsteniana 10-11 (100-) 139,20%9hi + 20,54 (-180) (10) 11,562¢f91 £ 0,895 (12,5) (350) 692,3'+ 159,05 (1070)
n=50;CV=1476% n=20;CV=774% n=50; CV =2297 %

0. longifolia 19 (105-) 143,%0hiikl + 17,6 (-180) (10) 11,75% + 0,874 (12,5) (350) 580,891k £108 (760)
n=250CV=1227% n=10;CV=744% n=25CV=1859%

0. macropoda 7-16 (100-) 138,73"9hii + 21,98 (-220) (12,5) 13,75+ 1,353 (17,5) (280) 526,87¢defohii + 124,4 (845)
n=75CV=1584% n=30;CV=984% n=75CV=2362%

0. oblonga 8 (125-) 174,60" + 24,70 (-220) (10) 10,625202def9h + 0,884 (12,5) | (385) 639,6'* + 144,16 (930)
n=250CV=1415% n=10;CV=832% n=25CV=2254%

0. odorata 12 (125-) 154,00%mn + 17,56 (-190) (10) 10,625202d2f9h + 0,66 (11,25) | (335) 545,4%f9hii + 140,3 (800)
n=25CV=11,4% n=10;CV=62% n=250CV=2572%

0. puberula 7 (110-) 137,00"9h4i + 17,08 (-180) (8,75) 9,125 + 0,604 (10) (255) 528,67¢defohii + 158,4 (790)
n=25CV=1247% n=10;CV=6,62% n=15CV=2996%

0. schomburg- 8-11 (80-) 129,85%¢f9h + 24,05 (-180) (8,75) 102b42f + 0,939 (11,25) (290) 525,85¢defhii + 125,6 (825)

kiana n=100;CV=1852% n=40;CV=939% n=100;CV=2388%

Persea ferruginea | 11 (110-) 129,8%fsh + 11,77 (-160) (8,75) 9,8752bede £ 0,709 (11,25) (305) 438,624 + 69,21 (580)
n=250C6V=907% n=10;CV=7,18% n=250CV=1578%

Pleurothyrium 6 (100-) 144,40"%! + 17,99 (-190) (8,75) 10,1252bcdf + 0,709 (11,25) | (395) 551,8¢fahiik + 86,31 (700)

trianae n=250CV=1246% n=10;CV=699 % n=25;CV =1564%

NOTA: letras diferentes indican grupos estadisticamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (a = 0,01).
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CUADRO 6. Longitud de fibras, altura y frecuencia de radios (minimo, promedio, desviacion, méximo, nimero de
mediciones, coeficiente de variacion, prueba de Tukey), ancho de radios (nimero de células).

2017

ESPECIE LONGITUD DE FIBRAS ALTURA DE RADIOS RADIOS/mm ANCHO RADIOS
(um) (um) (# CELULAS)

Aniba canelilla | (990-) 1187,4205¢ + 125,67 (-1465) (320) 434,604fanisk + 106,37 (800) (4) 6,3%19 + 1,418 (8) (293
n=25CV=1058% n=25CV=2447% n=10;CV=2251%

A. robusta (1100) 1391,2530kkm + 147,5 (1720) | (260) 514,1%shikimn + 120 (900) (4) 5,85%00219 + 1,122 (8) | 2-3 (-4)
n=92;CV=106% n=100;CV = 23,34 % n=40;CV=1918%

Beilschmiedia | (970) 1361,92%shiikim + 201,47 (1920) | (215) 427,6°%¢=fshi + 89,62 (690) (4) 6,622+ 1,292 (10) | 1-4 (-5), pred. 3-4

latifolia n=125;CV = 14,79 % n=125; CV = 20,96 % n=50;CV=1952%

B. mexicana | (920) 1203%b5def + 129,22 (1410) (310) 452,8%fsniikl + 100,32 (750) (4) 54900319+ 0,966 (7) | 1-2 (-3)
n=25CV=1074% n=25CV=2215% n=10;CV=17,89%

B. pendula (1150) 14411m + 150,48 (1660) (240) 322,6° + 47,68 (430) (6) 6,99 + 0,994 (9) 12 (-3)
n=25CV=1044% n=25CV=1478% n=10;CV=1441%

B. tovarensis | (1080) 1266,6b<0<ish + 140,54 (1610) | (320) 509,2'shikimn + 102,52 (800) (3) 4,32+ 0,823 (5) 1-3 (-4), pred. 3

n=250CV=1109%

n=250C6V=20,13%

n=10;CV=19,14 %

Cinnamomum | (1050) 1300,2¢=fshiik + 154,24 (1650) (290) 430,87¢4=fahii + 96,81 (680) (4) 6,367¢f9 £ 1,351 (10) | 2-3 (-4)

triplinerve n=>50;CV=1186% n=750CV=2247% n=30;CV=2122%

Licaria triandra | (1100) 1376,69Mi%!m + 149,41 (1660) (320) 443,8cd=fahiik + 72,7 (600) (4) 4,72b<4 £ 0,823 (6) 1-2, pred.
n=250CV=1085% n=250CV=16,38% n=10;CV=17,61% biseriados

Nectandra (1050) 1296,2¢4=faniik + 136,41 (1530) | (260) 409,8>4=%9 + 86,35 (530) (4) 6,1bcdef9 + 1,1 (8) 2-3 (-4)

barttletiana n=25CV=1052% n=25CV=2107% N=10;CV=18,03 %

N. globosa (840) 1059° + 118,95 (1355) (245) 290,82 + 30,06 (350) (4) 6,2¢4%3 + 1,135 (8) (2-) 34
n=250C6V=1123% n=250C6V=1034% n=10;CV=1831%

N. hihua (935) 12671,7>c4=fah + 133,22 (1565) (335) 537,3ikimn + 126,03 (950) (4) 5b<de £ 0,858 (6) 1-3,pred. 3
n=50;CV=10,56 % n=50;CV=2346% n=20;CV=1716%

N. laurel (970) 1282,80cdefahii + 149,47 (1620) (360) 557,07'™ + 143,46 (1100) (4) 5,52bedets + 0,731 (7) | 2-4, pred. 2-3
n=750CV=1165% n=75,CV=2575% n=30;CV=13,29%

N. reticulata (1110) 1456,8<™ + 196,29 (1970) (280) 492,2¢fohiikim + 119,41 (820) (4) 5,472bedeta +1,074 (7) | (1-) 2-3 (-4);
n=750CV=1347% n=75;CV=2426% n=30;CV=1964% pred. 3

N. turbacensis | (945) 1163,45:2¢ + 176,01 (1650) (250) 434,7°4%4ahiik + 152,94 (1170) (4) 6,15b¢9¢49 £ 1,122 (9) | 2-4
n=100;CV=1513% n=100;CV=3518% n=40;CV=1824%

Ocotea aciphylla | (1065) 1321,93%efshiik! + 159,94 (1690) | (250) 388,330 + 83 (575) (3)4,32+0,988 (7) (1) 23
n=75CV=121% n=750C6=2137% n=30;CV=2298%

0. amazonica (1170) 1435,6'\m + 158,53 (2030) (370) 560,9™ + 130,82 (960) (3) 5,452bedeta + 1,432 (8) | 2
n=>50;CV=11,04% n=250;CV=2332% n=20;CV=2627%

0. aurantiodora | (1080) 1315%fehiik + 150,35 (1720) (310) 426,8bcd=fahi + 61,74 (540) (4) 4,520 10,527 (5) (1) 2-3 (-4)
n=250C6V=1143% n=25CV=1447% n=10;CV=1171%

0. bofo (850) 1127,6*" + 147,61 (1440) (260) 410,8>c4=t9 + 100,9 (670) (4) 6°edefa + 0,858 (7) 2-3; pred. 3
n=>50;CV=1309% n=>50; CV = 24,56 % n=20;CV=143%

0. calophylla (1065) 14391 + 171,95 (1780) (340) 504, 1tehitkimn +107,9 (745) (3) 4,62 £ 1,188 (8) (1) 23
n=>50;CV=1195% n=50;CV=2021% n=20;CV=2583%

0. caracasana | (1155) 1483,9'™ + 200,9 (2060) (280) 426,904=fahi + 82 58 (690) (5) 6,35%f9 + 1,04 (8) (2-) 3-4 (-5)
n=>50;CV=1354% n=>50;CV=1934% n=20;CV=1638%

0. cernua (1000) 1253,53b<42f9 + 134,4 (1600) (370) 602,93" £ 136,24 (940) (5) 5,872bedets + 0,819 (8) | 2-3 (-4)

n=750CV=10,72%

n=75CV=226%

n=230;CV=1396%

ESPECIE

LONGITUD DE FIBRAS

(1)

ALTURA DE RADIOS
(L)

RADIOS/mm

ANCHO RADIOS
(# CELULAS)

0. cymbarum (1030) 1443,04m + 193,36 (1920) (260) 495,64¢tahiikimn + 121,84 (820) (5) 6,3%f9 £ 0,839 (8) 2-4 (-5), pred. 3
n=1250C6V=134% n=125;CV =24,58 % n=506V=1332%

0. fendleri (1150) 1491,4™ + 193,52 (1860) (340) 496fsniikimn + 84,56 (690) (4) 51200021+ 1,197 (7) | 2:3
n=250C6V=1298% n=250C6V=17,05% n=10;CV=2347%

0. floribunda | (880) 1272,3%<4=iei + 149,83 (1570) | (325) 463,6%shiikim + 89,69 (820) (3) 5,95%0e42ie + 1,572 (8) | 2-3 (-4)
n=50;CV=1178% n=50;CV=1935% n=20;CV=2642%

0. guianensis | (975) 12584219 + 136,76 (1620) (240) 382,8720¢4 + 78,46 (610) (3) 5,2:0¢021 1,215 (8) | (1-) 2-3
n=250;CV=1087% n=75CV=2049 % n=30;CV=2336%

0. javitensis | (1210) 1492,8" + 164,36 (1970) (250) 40705921 + 49,33 (495) (4) 5,7°beteis +1,252 (8) | (1-) 2-3
n=2506V=1101% n=250C6V=1212% n=10;CV=21,96 %

0. karsteniana | (1130) 1483,3'™ + 185,21 (1955) (290) 417,80s45h + 86,36 (600) (3) 5ebede + 0,795 (7) 23 (-4)
n=250;CV=1249% n=>50; CV=20,67% n=20;CV=159%

0. longifolia | (1130) 1379,4smiiim + 140,7 (1690) (330) 5179Mikimn 125,66 (760) (5) 6,299 £ 0,632 (7) | 2-3 (-4)
n=25C6V=102% n=250CV=2431% n=10;,CV=10,19 %

0. macropoda | (985) 1255,534%4s + 122,14 (1510) | (270) 464,4%shiikin & 111,49 (790) (4) 5203 + 1,083 (7) 2-4, pred. 3
n=750C6V=973% n=75CV=2401% n=30;CV=21,66 %

0. oblonga (1170) 1446,8%' + 168,34 (1770) (490) 736,8° + 219,78 (1350) (3) 4,6°>¢ £ 1,075 (7) (2) 3-4
n=2506V=1163% n=25CV=2983% n=10;CV=2337%

0. odorata (970) 131,82 102,86 (1330) (260) 358,4°0<4 + 58,23 (510) (4) 56200218 £ 1174 (7) | 2-3, pred. 3
n=25CV=909% n=250C6V=1625% n=10;CV=20,96 %

0. puberula (980) 1208 82bedef + 148,15 (1490) (365) 540,44/m + 132,07 (870) (3) 4,5% £ 0,85 (6) 2-3, pred. 3
n=2506V=1226% n=25CV=2444% n=10;CV=1889%

0. schomburg- | (1030) 1424,45Mik\m + 226,81 (2100) (330) 523Miikimn + 108,24 (910) (5) 6,75'9+ 1,006 (10) 2-3 (-4)

kiana n=100;CV=1592% n=100;CV=20,7% n=40;CV=149%

Persea ferru- (1100) 1345,49hiikim + 164,02 (1700) (280) 337,620« £ 49,88 (470) (4) 5,12bedef 10,876 (7) 2-3 (-4), pred. 3

ginea

n=25CV=1219%

n=250CV=1477%

n=10;,CV=17,148 %

Pleurothyrium
trianae

(1200) 1491,8™ + 160,48 (1750)
n=25CV=10,76%

(390) 534ikimn + 92,05 (710)
n=250CV=1724%

(4) 6b<d=is + 1,054 (7)
n=10;CV=17,57 %

2-4 (-6), pred. 3-4

NOTA: letras diferentes indican grupos estadisticamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (a = 0,01).
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CLAVE A NIVEL GENERICO
la.Parénquima marginal presente ................... 2
b.Parénquima marginal ausente .................... 4

2a.Fibras septadas presentes .........ccooveeeeenenenene
................................................. Aniba, Beilschmiedia

b.Fibras exclusivamente no septadas ............. 3
3a.Placas de perforacion escalariformes
PreSentes .....ccceeveereervernveenneenne Cinnamomun
b.Placas de perforaciéon exclusivamente
SiMples ..oeeeeiiieieeee Beilschmiedia
4a.Parénquima fusiforme presente .................. 6
b.Parénquima exclusivamente en series ........ 5

5a.Fibras exclusivamente de paredes muy
BTULSAS .eveerenrireeniieeeerireeeeseneereeneseseesesnes Licaria
b.Fibras de paredes delgadas a gruesas .............

......................... Beilschmiedia, Nectandra, Ocotea

6a.Radios con altura promedio mayor

de 500 UM coeeeeeeiriieeeeeeeeee Pleurothyrium
b.Radios con altura promedio menor
de 500 PIM coooeeiiiiiiieeeee e Persea

Las especies estudiadas se pueden dividir en
dos grupos de acuerdo a la presencia o ausen-
cia de parénquima marginal.

GRUPO I: ESPECIES CON PARENQUIMA
MARGINAL (FIGURA 1)

En el primer grupo se incluye el 17,14 % del
total de especies estudiadas y se ubican en tres
géneros: dos especies de Aniba, tres especies de
Beilschmiedia (75 % de las especies estudiadas
del género) y la unica especie de Cinnamomum
incluida en el presente estudio. Dentro de este
primer grupo, también se pueden establecer
separaciones con base a la presencia o ausen-
cia de fibras septadas (FIGURA 2) y el tipo de
placa de perforacion (FIGURA 3). Se destaca Beil-
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schmiedia como el unico género con representan-
tes en ambos grupos: tres en el grupo de especies
con parénquima marginal y una en el grupo
donde no se presenta esta caracteristica. Richter
(1987) sefiala que la presencia de parénquima
marginal en Lauraceae ocurre en los géneros Bei-
Ischmiedia, Endiandra, Potameia, Triadodaphne,
en algunas especies de Cryptocarya, Ravensara

y en Licaria subbullata Kosterm. Es importante
destacar que las observaciones de Richter (1987)
no incluyen a Aniba y Cinnamomum entre los gé-
neros con parénquima marginal. Sun et al. (2015)
estudiaron 56 especies de Lauraceae y mencio-
nan a Beilschmiedia como el unico género donde
se desarrolla parénquima marginal. Sin embargo,
existen reportes indicativos de la ausencia de
parénquima marginal en algunas especies del
género: B. miersii (Rancusi et al. 1987), B. assami-
ca, B. roxburghiana (Purkayastha 1985). Por otra
parte, Le6n & Espinoza (2000b) estudiaron siete
especies de Beilschmiedia y s6lo B. mexicana no
presento6 parénquima marginal. Con respecto a
Aniba, se ha reportado este tipo de parénquima
en A. canelilla (Richter 1981, Le6n & Espinoza
2000a, Ledn 2014), A. ferrea (Richter 1981), A. ri-
paria (Ledn & Espinoza 2000a), A. robusta (Parra
2009). Con relacion a Cinnamomum, Andianto et
al. (2015) describen las especies C. burmannii, C.
coriaceum, C. xanthoneurumy C. zeylanicum e
indican que no se presenta parénquima margi-
nal. Reportes similares se tienen para C. bejolgho-
ta (Singh et al. 2015), C. cecidodaphne (Sing et al.
2015), C. camphora (Kribs 1968), C. tamala (Singh
et al. 2015), C. zeylanicum (Singh et al. 2015). Sin
embargo, Parra (2009) coincide con lo encontrado
en el presente estudio en relacion a la presencia
de parénquima marginal en C. triplinerve.

ANATOMIA DE LA MADERA EN 35 ESPECIES DE LAURACEAE JUSS.
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FIGURA 1. Parénquima marginal en [A] Aniba canelilla, [B] A. robusta, [C] Beilschmiedia pendula, [D] B. sulcata,
[E] B.tovarensis y [F| Cinnamomum triplinerve (Barra = 300 pm).
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FIGURA 2. Fibras septadas en |Al Aniba canelilla
(Barra = 50 um), [B] A. robusta (Barra = 100 um),
[C] Beilschmiedia tovarensis (Barra = 100 um).

FIGURA 3. Placas de perforacién escalariformes en
|A] Beilschmiedia mexicana (Barra = 100 pum),

[B] B. tovarensis (Barra = 50 um), [C] Cinnamomum
triplinerve (Barra = 100 um).

2017

CLAVE PARA ESPECIES DEL GENERO ANIBA
1a.Placas de perforacion exclusivamente
simples, fibras de paredes muy gruesas,
vasos con tilides y esclerotilides ....... A. canelilla
b.Placas de perforacidon predominante-
mente simples combinadas con escala-
riformes, fibras de paredes medianas a
gruesas, vasos con tilides .................. A. robusta

Las caracteristicas utilizadas como elemento
de separacién entre las dos especies estudiadas
de Aniba (FIGURA 4) concuerdan con lo indica-
do por otros autores: en cuanto a grosor de
paredes de las fibras, Richter (1981) y Ledn
(2014) sefialan a A. canelilla como una especie
con fibras de paredes muy gruesas y de placas
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de perforacion simples, mientras que Richter
(1981) y Parra (2009) indican que A. robusta
desarrolla fibras de paredes medianas a grue-
sas, pero no mencionan la presencia de placas
escalariformes para esta ultima especie. A ni-
vel del género, hay algunos reportes de placas
multiples en Aniba tal como lo indican Urbinati
et al. (2014) en A. hostmanniana, Leén & Espi-
noza (2001) en A. robusta y Kribs (1968) para A.
duckei y A. rosaeodora. Sin embargo, los carac-
teres mas confiables para la separacion de las
dos especies estudiadas son los relacionados
con grosor de paredes de las fibras y la presen-
cia de esclerotilides (FIGURA 4) debido a que no
todos los individuos de A. robusta presentan
las placas multiples.

FIGURA 4. [A] Aniba canelilla: poros con esclerotilides, fibras de paredes muy gruesas (Barra = 100 um),
[B] A. robusta: placas de perforacion escalariformes (Barra = 100 um).
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CLAVE PARA ESPECIES DEL GENERO

BEILSCHMIEDIA

la.Parénquima marginal presente .........c..c...... 2
b.Parénquima marginal ausente ... B. mexicana

2a.Fibras exclusivamente no septadas,

placas de perforacion exclusivamente

SIMPLES ..o 3
b.Fibras septadas presentes; placas de
perforacion simples y escalariformes ...............

................................................................ B. tovarensis

3a.Parénquima fusiforme presente; radios

predominantemente de 3-4 células de

ANCNO e B. latifolia
b.Parénquima exclusivamente en series;
radios predominatemente de 1-2 células
de ancho .....ccocceoevvnecnennnecsrneceene B. pendula

Pittieria 41

Con respecto a Beilschmiedia es necesario indicar

que muchos autores lo presentan como un géne-
ro en el que la presencia de parénquima mar-
ginal (FIGURAS 1€, 1D, 1E) y la ausencia de fibras
septadas son caracteres de valor para separarlo

de otros géneros de Lauraceae, pero Purkayastha

(1985), Rancusi et al. (1987) y Leon & Espinoza

(2000b) mencionan especies del género donde no

se encontro este tipo de parénquima, tal como se
observa en B. mexicana (FIGURA 5A).

Cinnamomum triplinerve presenta notables
similitudes con algunas especies de Beilsch-
miedia, especialmente en lo relacionado con la
presencia de parénquima marginal (FIGURA 1F)
combinada con la ausencia de fibras septadas;
pero la presencia de placas escalariformes (FIGU-
RA 3C) permite separarla de las dos especies de
Beilschmiendia con las que guarda mayor simili-
tud: B. latifolia y B. pendula.

o

FIGURA 5. [A] Beilschmiedia mexicana: anillos definidos por reduccion de didametro radial de las
fibras (Barra = 300 um), [B] B. mexicana: placas de perforacion multiples (Barra = 100 um).
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GRUPO II: ESPECIES SIN PARENQUIMA
MARGINAL

El grupo mas amplio corresponde a especies
que no desarrollan parénquima marginal e
incluye el 82,86 % de las especies estudiadas,
las cuales se ubican en los géneros Beilsch-
miedia, Licaria, Nectandra, Ocotea, Persea y
Pleurothyrium. Dentro de este grupo se puede
establecer una separacion entre las especies
con parénquima exclusivamente en series
(Beilschmiedia mexicana, Licaria triandra, Nec-
tandra spp., Ocotea spp.) y las especies donde
se combina parénquima fusiforme y en series
(Persea ferruginea, Pleurothyrium trianae).

Clave para especies de los géneros Nectandra y
Ocotea
la.Placas de perforacion escalariformes

PresSentes .....oooeviiiiii e 2
b.Placas de perforacidn exclusivamente
SIMPLES e 7

2a.Células oleiferas ausentes ..........cceceeeevvveenenes 3
b.Células oleiferas presentes ..........ccceccevevevenene 4

3a.Parénquima exclusivamente paratraqueal

escaso, vasicéntrico delgado.......... O. calophylla
b.Parénquima partraqueal escaso, vasicéntrico
delgado, aliforme de ala corta .............. N. laurel

4a.Radios heterocelulares con una ruta de
células marginales combinados con algunos
homocelulares de células procumbentes ............
..................................................................... N. globosa
b.Radios exclusivamente heterocelulares ...... 5
5a.Punteaduras intervasculares con didmetro

promedio inferior a 10 pm ............... O. fendleri
b. Punteaduras intervasculares con didmetro
promedio superior a 11 Um .......ccceeevevvrencncnene 6

ANATOMIA DE LA MADERA EN 35 ESPECIES DE LAURACEAE JUSS.
DE VENEZUELA. pdgs. 70—101

6a.Parénquima exclusivamente paratraqueal
escaso, vasicéntrico delgado ....... O. karsteniana

b.Parénquima paratraqueal aliforme de ala

corta y ocasionalmente confluente presente ...
............................................ N. hihua, N. reticulata
7a.Cristales pequefios en células parenqui-
maticas radiales ......cccceveeeriirnnnreeseeeees 8
b.Cristales QuSeNntes .........ccccevuveeevnnencnenennenenes 12
8a.Fibras de paredes muy delgadas

adelgadas ......ccevveeiienennneeeeee O. puberula
b.Fibras de paredes medianas a gruesas,
ocasionalmente delgadas ........cccccceervvveeennnene. 9

9a.Parénquima paratraqueal aliforme de

ala corta PreSente ........ccceeveeeeeeenieenieeeneeenens 10

b.Parénquima exclusivamente paratraqueal
escaso y vasicéntrico delgado ..... O. caracasana
10a.Radios con altura promedio inferior

A 500 PIM cooniiieiieeiee et e O. bofo
b.Radios con altura promedio mayor
de 500 I coooeiiiiieeeeeeeeriiireeee e e e e eeeseens 11
11a.Poros con didmetro promedio inferior
Q120 PIM e O. cernua
b. Poros con didmetro promedio superior
Q120 UM ceeeeiieeeee e O. schomburgkiana
12a.Células oleiferas presentes ............ccceeeeeee. 13

b.Células oleiferas ausentes ....... N. turbacensis
13a.Radios predominantemente biseriados........
......................................................... 0. amazonica

b.Radios predominantemente de 2-3 células

de ancho .....coooviieiiiiee 14
14a.Parénquima exclusivamente paratraqueal
escaso, vasicéntrico delgado ........ccccceeeureennene. 15

b.Parénquima paratraqueal aliforme de ala
corta presente, algunas veces confluente ...... 22
15a.Radios heterocelulares con una ruta
de CETULAS ..oeeeveriiiiiieeee ettt 16
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b.Radios heterocelulares con 1 (-3) rutas de

CEIULAS .oovveveeeeee e 19
16a.Anillos de crecimiento definidos; radios con
altura promedio menor de 550 ym ................ 17

b.Anillos de crecimiento no definidos;
radios con altura promedio mayor de 700 um
................................................................ O. oblonga
17a.Fibras de paredes medianas a gruesas ..........
....................................................... N. barttletiana
b.Fibras de paredes delgadas a medianas..... 18
18a.Poros/mm? < 15; radios/mm < 5 radios/mm
....................................................... O aurantiodora
b. Poros/mm? > 15; radios/mm > 5 radios/mm
............................................................. O. longifolia
19a.Células oleiferas abundantes, generalmente
mas de 2,5 pOr Mm? .........ccceeuveevcnenennee O. odorata
b.Células oleiferas escasas, algunas veces
ausentes, generalmente menos de 1-1,5 por

20a.Punteaduras intervasculares con didmetro

promedio mayor de 13 ym ......... O. macropoda
b.Punteaduras intervasculares con didmetro
promedio menor de 12 pm ......ccceeeeeeeeenuenenee 21

21a.Fibras de paredes medianas a gruesas .........
.......................................................... O. floribunda

b.Fibras predominantemente de paredes del-
gadas, ocasionalmente medianas a gruesas .......
.............................................................. O. guianensis
22a.Radios de 2-4 (-5) células de ancho .................
......................................................... O. cymbarum

b.Radios de (1-) 2-3 células de ancho ............. 23
23a.Parénquima paratraqueal unilateral
PYESENTE .eovveieeiiiiiieeeeee e O. aciphylla

b.Parénquima paratraqueal unilateral ausente
............................................................... O. javitensis

Pittieria 41

Anatémicamente, los géneros Nectandra y Oco-

tea guardan notables similitudes entre si y no
es posible separarlos con base a su estructura

xilemdtica y por esa razon se presenta una sola

clave donde se incluyen las especies de ambos
géneros. Los criterios que se pueden utilizar
para separar en grupos las especies dentro

de cada género, por ejemplo tipo de placa de
perforacion y presencia de células oleiferas,
son aplicables para ambos géneros. La unica
diferencia que se observo fue la presencia de
cristales en cinco especies de Ocotea, mientras
que en Nectandra no se encontro este tipo de
sustancia mineral en ninguna de las especies
estudiadas; sin embargo, Ledn & Espinoza

(2001) sefialan que algunas especies de Nectan-
dra pueden presentar cristales pequefios en las

células parenquimaticas radiales. Analizando
de manera independiente cada género, las
especies de Nectandra se pueden clasificar en
dos grupos con base a la presencia de células
oleiferas: el primero corresponde a la presen-
cia de este tipo de estructura secretora y esta
representado por N. bartlettiana, N. globosa
(FIGURA 6A), N. hihua (FIGURA 6B), N. reticulata;
mientras que el segundo grupo no presenta
células oleiferas e incluye el 33,33 % de las
especies incluidas en el presente estudio (N.
laurel, N. turbacensis). Richter (1987) sefiala
que una de las principales caracteristicas de
la familia Lauraceae es la presencia de células
oleiferas en forma de idioblastos. Sin embargo,
hay reportes que indican la ausencia de estas
células en especies de este grupo taxondémico
y para el género Nectandra, se pueden men-
cionar N. concinna (Le6n & Espinoza 2001), N.
coriacea (Leon & Espinoza 2001), N. grandis
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FIGURA 6. Células oleiferas y placas de perforacion escalariformes en [A] Nectandra globosa y

[BI N. hihua (Barra = 100 um).

(Ledn & Espinoza 2001), N. laurel (Parra 2009,
Ledn 2014), N. leucantha (Oliveira et al. 2001),
N. rigida (Mainieri & Peres 1989, Oliveira et al.
2001). Con respecto a las placas de perforacion,
comunmente las Lauraceae presentan placas
simples y en algunas especies se combinan con
escalariforme (Richter 1987). Entre las espe-
cies estudiadas fue mas comun la presencia de
placas escalariformes (66,67 % de las especies
estudiadas) en comparacion con las exclusi-
vamente simples (33,33 %). La presencia de
placas escalariformes para especies del género
Nectandra ha sido reportada para N. acutifola
(Ledn & Espinoza 2001), N. amazonum (Ledn &
Espinoza 2001), N. cissiflora (Le6n & Espinoza
2001), N. concinna (Leon & Espinoza 2001), N.
falcifolia (Tortorelli 2009), N. globosa (Kribs

1968, Ledn & Espinoza 2001), N. grandis (Dé-
tienne et al. 1982), N. hihua (Le6n & Espinoza
2001), N. laurel (Parra 2009, Le6n 2014, Ledn
& Espinoza 2001), N. leucantha (Oliveira et al.
2001), N. pichurim (Le6n & Espinoza 2001), N.
pisi (Détienne et al. 1982), N. puberula (Olivei-
ra et al. 2001), N. reticulata (Le6n & Espinoza
2001), N. rigida (Oliveira et al. 2001), N. saligna
(Tortorelli 2009), N. sanguinea (Kribs 1968,
Aguilar-Alcadntara et al. 2014), N. surinamensis
(Ledn & Espinoza 2001).

Con respecto a las 19 especies de Ocotea
incluidas en el presente estudio se pueden es-
tablecer dos grupos: el primero corresponde a
especies con placas de perforacion escalarifor-
mes, aun cuando predominan las simples. Este
grupo incluye tres especies (15,79 % del total)
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()

FIGURA 7. Placas de perforacion escalariforme en
[A] Ocotea calophylla, [B] O. fendleri, |C] O. karsteniana
(Barra = 100 pm).

Pittieria 41

(FIGURA 7): O. calophylla, O. fendleriy O. kars-
teniana. Richter (1987) sefiala que el género
Ocotea se caracteriza por presentar placas de
perforacion exclusivamente simples y s6lo un
numero reducido de especies desarrolla placas
escalariformes. Algunas especies donde se ha
reportado la presencia de este tipo de placas
de perforacién son O. aciphylla (Leén 2000),

0. acutangula (Ledn 2000), O. adenotrachelium
(Ledn 2000), O. babosa (Ledn 2000), O. calophy-
lla (Pérez 1993, Ledn 2000), O. catharinensis
(Ledn 2000), O. dominicana (Leén 2001), O.
fendleri (Ledn 2001), O. glaucina (Le6n 2001),
O. karsteniana (Le6n 2001), O. porosa (Mainieri
& Peres 1989), O. usambarensis (Kribs 1968), O.
veraguensis (Leon 2001). Se debe mencionar
que Pérez (1993) y Parra (2009) indican la pre-
sencia de placas escalariformes en O. macro-
poda. Sin embargo, el material descrito en el
presente estudio solo presento placas simples
en los diferentes individuos estudiados. Por
otra parte, Grande & Polanco (2007) sefialan
que en O. calophylla sélo presentan placas

de perforacidn simples, observacién que no
coincide con lo hallado en el presente estudio y
lo reportado por Pérez (1993) y Le6n (2000). En
esta ultima especie, una caracteristica impor-
tante es la ausencia de células oleiferas, siendo
la unica especie estudiada de este género que
no presento este tipo de estructura secretora,
coincide con lo reportado por Pérez (1993) y
Leon (2001). E1 grupo de especies con placas de
perforacion exclusivamente simples (84,21 %
de las especies estudiadas de Ocotea) puede
dividirse en dos subgrupos en funcién de la
presencia de cristales y cinco especies (26,32 %
del género; 31,25 % de las especies con placas
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simples)presentaron pequefios cristales isodia-
métricos, fusiformes y alargados en las células
parenquimaticas radiales: O. bofo, O. caracasa-
na, O. cernua, O. puberula y O. schomburgkiana
(FIGURA 8). Leon (2001) reportd la presencia de
cristales en O. dominicana, O. floribunda, O.
froesii, O. puberulay O. veraguensis. Igualmen-
te, Ledn (2000) indica que en O. barcellensis, O.
bofo, O. canaliculata, O. caracasana, O. caudata,
O. cernua, O. compactifloray O. corymbosa se
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desarrollan pequenios cristales en las células
de los radios. Es importante indicar que en el
presente estudio no se observaron cristales en
O. barcellensis, lo cual contrasta con lo repor-
tado por Ledn (2000) para esa especie, quien
sefiala que de cuatro individuos estudiados
s6lo encontro cristales en uno de ellos, el cual
habia sido colectado en Brasil. Con relacion a
O. floribunda, Ledn (2001) reporta la presencia
de cristales en muestras colectadas en Guyana

(8

FIGURA 8. Cristales en células parenquimaticas radiales de [A] Ocotea caracasana, [B] O. cernua,
[C] 0. puberula, [A] 0. schomburgkiana (Barra = 50 um).
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y Ecuador, observacion que no coincide con lo
encontrado en el presente estudio y lo indicado
por Parra (2009).

Tras la agrupacion con base al tipo de
placa de perforacién y la presencia de cristales,
se utilizaron caracteres cuantitativos y para
ello se tomd en consideracion los resultados
arrojados por la prueba de Tukey (a = 0,01) con
el fin de hacer usos de aquellos caracteres que
mostraron diferencias significativas entre las
especies a separar.

En relacion a Persea (FIGURA 9A) y Pleuro-
thyrium (FIGURA 9B), guardan notables seme-
janzas con las especies del género Ocotea y
Nectandra, pero se pueden diferenciar por la
presencia de parénquima fusiforme; mien-
tras que Licara triandra se separa del resto de
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especies del Grupo II (parénquima marginal
ausente) por ser la unica que desarrollé fibras
de paredes muy gruesas. Tomando en conside-
racion la dificultad taxondémica que caracteriza
a la familia Lauraceae, la anatomia de made-
ras puede constituir una herramienta valiosa
en el momento de determinacion de especies.
A pesar que es un grupo presenta una gran
homogeneidad, el uso de caracteres cuantitati-
vos puede ofrecer alternativas viables para el
diagnostico. Por esta razon es recomendable
ahondar en el uso de anatomia cuantitativa
incorporando, para estudios posteriores, un
mayor numero de especies e incrementar el
numero de individuos por especie para garan-
tizar una mayor validez de los resultados.

FIGURA 9. Células oleiferas en [A] Persea ferruginea y [B| Pleurothyrium trianae (Barra = 100 um).
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RESUMEN

El objetivo de este estudio floristico es la determinacidén de especies de lianas en
diferentes comunidades vegetales ubicadas en el sector central de la Reserva

Forestal Imataca como informacién bésica de futuros planes de ordenacion. Se
recolectaron especimenes en parcelas de estudio y en recorridos efectuados entre
éstas. Los ejemplares boténicos recolectados fueron fotografiados, procesados, y
determinados; se elabor6 un listado de especies, clave de familia y especies utilizando
caracteres vegetativos. Se reportan 25 familias, 37 géneros y 44 especies. Las familias
Bignoniaceae, Leguminosae y Dilleniaceae representan el 12 % de las floristicamente
dominantes, las cuales agrupan el 45,5 % de las especies.

PALABRAS CLAVE: lianas, estudio floristico, determinacion, floristicamente dominantes.

ABSTRACT

The objective of this study is to determine floristic species of lianas in different plant
communities in the central sector of the Imataca Forest Reserve as basic information
for future ordination plans. Specimens were collected in study plots and journeys made
between them. The botanical specimens collected were photographed, processed,

and determined; a list of species, family and key species using vegetative characters
was developed. 25 families, 37 genera and 44 species are reported. The Bignoniaceae,
Leguminosae and Dilleniaceae families represent 12% of the dominant floristically, which
grouped 45.5% of the species.

KEY WORDS: lianas, floristic study, determination, floristically dominant.
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INTRODUCCION

La Reserva Forestal Imataca es un extenso
territorio con gran diversidad floristica de
comunidades boscosas productoras de ma-
deras comerciales, comprende una extension
boscosa de 3.800.000 ha, con aproximadamente
2.292 especies de plantas vasculares; valores
que representan el 63,8 % de las familias de
Venezuela, el 36,4 % de los géneros y el 14,9 %
de las especies (MARN-CIERFI-ULA, 2000). Estos
ecosistemas estan influenciados por elementos
naturales y antrépicos que alteran su estabili-
dad; al respecto, Aymard (2011), expone como
la explotacion desmedida de los recursos fores-
tales, ha generado la amenaza de extincion de
elementos de la flora destacando la necesidad
de estudios de la composicion floristica. Gentry
(1986), citado en Camaripano & Castillo (2004),
sefiala que la gran diversidad floristica de lia-
nas en el Neotrdpico se debe a que éstas tienen
su centro de distribucién en la Amazonia y en
los bosques de tierras bajas de la Guayana; por
su parte, Aristeguieta (1953), sefiala que las tre-
padoras son caracteristicas de selvas humedas,
meso y macrotérmicas de las regiones tropica-
les, con requerimientos de sitios humedos con
temperaturas medias a altas, son la expresion
de las magnificas condiciones ambientales de
las regiones tropicales de donde se desarrollan.
Rollet (1971), identificé algunas comunidades
dominadas por lianas y las relaciondé con per-
turbaciones generadas por huracanes. Por su
parte, Lozada et al. (2011) apoyan la tesis de la
presencia de bosques de lianas como producto
de una perturbacién. Diaz et al. (2010), en su
estudio de la composicion floristica del bosque
riberefio del rio San José, sefialan que en claros
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abiertos por la caida de los arboles, donde el
sotobosque se hace denso, abundan las lianas,
principalmente Bauhinia guianensis, aunque
también especies pertenecientes a las fami-
lias Dilleniaceae, Bignoniaceae y Fabaceae, y
en sectores de bosque sin muchos claros, las
lianas también estaban presentes, principal-
mente aquellas pertenecientes a las familias
Caesalpiniaceae y Bignoniaceae. Gentry (1982),
sefiala la importancia de las lianas y arboles en
la diversidad de los bosques tropicales. Rollet
(1971), en estudios de regeneracion realizados
en la Guayana Venezolana, sefiala a las lianas
como el segundo tipo bioldgico en orden de
importancia después de los arboles. Hernan-
dez (1992, 1997), en la Reserva Forestal Caparo,
indic6 que la relacion de la regeneracion de
las lianas fue mayor respecto a cada una de
las otras formas de vida y con el total. Por otra
parte, los trabajos realizados por Giammarresi
(1989), en la Unidad I de la Reserva Forestal Ca-
paro sobre formas de vida, report6 que de 14
formas de vida encontradas, el 12 % correspon-
di6 a las lianas, coincidiendo con Camaripano
& Castillo (2004), quienes muestran en un 12 %
las especies de trepadoras del Igap6 del rio
Sipapo, estado Amazonas. Hernandez (2003),
reporta para el drea de la Reserva Forestal
Caparo las Bignoniaceae y Papilionaceae como
las familias con mayor numero de géneros.
Hernandez et al. (2007), en la Reserva Forestal
Imataca hallaron cinco familias dominantes:
Bignoniaceae, Fabaceae, Menispermaceae,
Dilleniaceae y Sapindaceae. Fed6n & Castillo
(2005, 2009), presentan una lista de 109 espe-
cies de trepadoras de los bosques riberefios

de los rios Cuao, Sipapo y Orinoco en el estado
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Amazonas, pertenecientes a 28 familias y 68
géneros, siendo Bignoniaceae, Fabaceae, Hi-
ppocrateaceae, Malpighiaceae y Apocynaceae
las familias que agruparon el mayor numero
de especies.

El presente trabajo, con ilustraciones fo-
tograficas de cada espécimen en verde, aporta
una lista de especies y claves para las familias
y especies, basadas en caracteres vegetativos,
como herramienta para la determinacion de
los taxa de esta forma de vida, a modo de
aporte para el conocimiento floristico de estos
bosques en futuros planes de manejo o restau-
racion de areas degradadas.

MATERIALES Y METODOS

La RFI cubre una superficie de 3.822.000 ha
(MARN-UCYV, 2003) y esta ubicada al oeste de
Venezuela, entre las coordenadas 06°00' y 08°
30" ¢N y 59° 50'0. Los sitios evaluados per-
tenecen a la Unidad C4, ubicada en el sector
central de la reserva (FIGURA 1). De acuerdo con
los mapas de isoyetas e isotermas (MARN-UCYV,
2003) se estima que la precipitacion anual del
area de estudio esta cercana a 1.700 mm y la
temperatura media anual es de 26 °C. Aunque
esta fuera de la RFI, la estacién climatica de
Tumeremo muestra que existen maximos de
precipitacion en diciembre, en el periodo ma-
yo-agosto y que no hay déficit hidrico en todo
el afio. La fisiografia es penillanura suave o
medianamente ondulada con pequefios valles
en las zonas mas bajas. Por otra parte, mas del
80 % de la RFI posee cobertura boscosa (MARN-
UCV, 2003). De acuerdo al sistema de Holdridge
(Ewel et al., 1976), el 4rea de estudio pertenece
al bosque humedo tropical y desde el punto
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de vista fisionémico y estructural son bosques
altos y siempreverdes (Huber 1995).

El presente estudio floristico se realizo en
el marco del proyecto «Sucesion vegetal en
bosques aprovechados de la Reserva Forestal
Imataca», Lozada (2008). Se realizaron recorri-
dos terrestres, en dreas no intervenidas para
detectar las zonas con mayor variabilidad
ecoldgica. Se trazaron dos picas de interpreta-
cion ecoldgica. Se utilizaron parcelas de 100 x
100 m (1 ha), con subdivisiones para la toma
de muestras y datos. De cada espécimen se
recolectaron muestras botdnicas y secciones de
tallo; se tomaron anotaciones de campo como
secreciéon, nombre vulgar y ubicacion exacta;
ademas de fotografias de las muestras bota-
nicas en verde. Este material fue preservado,
empaquetado y enviado hasta el laboratorio
de Botédnica Sistematica, al herbario MER y a
la xiloteca MERw de la Facultad de Ciencias
Forestales y Ambientales de la Universidad de
los Andes, donde fue posteriormente deter-
minado utilizando equipo 6ptico, literatura
especializada (Austin 1982; Acevedo-Rodriguez
2003; Berry, P. E., B.K.Holst & Yaskievych (eds.).
1995-2005; Duno, S., G. Aymard, O. Hubber
(eds.) 2007; Gentry 1977a; Gentry 1977b), con-
frontacién con material botdnico y consulta
con especialistas de los herbarios MER, MERF
y PORT. Las descripciones se realizaron con las
anotaciones de campo y con las observacio-
nes realizadas en el laboratorio. Las familias
se presentan ordenadas alfabéticamente con
sus respectivos géneros y especies. Se elaboro
una clave paralela para las 25 familias y tres
subfamilias de lianas, de acuerdo al criterio
taxonomico utilizado y, en caso de haber mads
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FIGURA 1. Ubicacién de la Reserva Forestal Imataca. Area de estudio (adaptado de MARNR, 1998 y MARN-UCV, 2003).

de un género por familia o especie por género,
se suministra una clave para su diferenciacion;
adicionalmente, se elaboré una clave general
para las 44 especies. Se presenta para cada
especie su respectiva ilustracion fotografica en
fresco; ademas, se indica el nombre comun y
sinonimia.

El grupo de las leguminosas se considero,
taxonoémicamente, dentro de la familia Legu-
minosae con las subfamilias Caesalpinoideae,
Mimosoideae y Papilionoideae (Lewis et al.
2005); el género Celtis se ubico en la familia
Cannabaceae y la actualizacion de los nombres
cientificos se realizé utilizando la base de datos
virtual «The Plant List (2010)».

RESULTADOS Y DISCUSION

La lista de especies muestra los nombres cien-
tificos y su numero de accesion en el herbario
MER y xiloteca MERw; en tres de los casos, no

se registra respaldo de herbario de espécimen
botanico, ya que a pesar de haberse recolectado
y trabajado con la muestra botdnica, éstas pre-
sentaban un estado de deterioro tal, que imposi-
bilit6 su accesidn al herbario. Se registraron 52
de especimenes pertenecientes a 25 familias, 37
géneros y 44 especies. Las familias Bignoniaceae,
Leguminosae y Dilleniaceae, que representan el
12% de las familias, resultaron floristicamente
dominantes agrupando el 45,5 % de las especies;
Bignoniaceae y Leguminosae, cada una con cin-
co géneros (13,5%) y siete especies (15,9%), y Di-
lleniaceae con dos géneros (5,4%) y tres especies
(6,8%) (cuabro 1). La clave general de especies se
presenta en el CUADRO 2.
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CUADRO 1. Lianas de la zona central de la Reserva Forestal Imataca, estado Bolivar, Venezuela

FAMILIA ESPECIE N° COLECCION' N°MER N° MERW
Apocynaceae Forsteronia gracilis 259 54418 -
Apocynaceae Forsteronia guyanensis 193 54371 X6616
Araceae Heteropsis flexuosa 261 54372 X6617
Araceae Philodendron acutatum 284 54404
Arecaceae Desmoncus orthacanthos 235 54419, 54420
Bignoniaceae Bignonia corymbosa 1923, 285 54411, 54413 -
Bignoniaceae Bignonia hyacinthina 243 54376 X6621
Bignoniaceae Bignonia sordida 238,260 54421, 54375 X6620
Bignoniaceae Dolichandra uncata 223 54374 X6619
Bignoniaceae Mansoa hymenaea 216 54373 X6618
Bignoniaceae Pachyptera kerere 233 54412
Bignoniaceae Xylophragma seemannianum 192b 54377 X6622
Cannabaceae Celtis iguanaea 247 54401 X6643
Celastraceae Hylenaea comosa 280 54388 X6633
Clusiaceae Clusia sp. 182
Connaraceae Cnestidium rufescens 289 54380 X6625
Convolvulaceae Ipomoea phyllomega 226 54415 -
Convolvulaceae Maripa paniculada 212 54381 X6626
Cyclanthaceae Thoracocarpus bissectus 270 54382 X6627
Dilleniaceae Davilla kunthii 279 54383 X6628
Dilleniaceae Davilla rugosa var. rugosa 114 54405 -
Dilleniaceae Tetracera volubilis subsp. volubilis 221 54384 X6629
Leguminosae Acacia articulata 277,163 54407, 54408
Leguminosae Acacia tenuifolia 214, 241 54390, 54391 X6635, X6636
Leguminosae Bauhinia guianensis 107 05414 -
Leguminosae Bauhinia scala-simiae 194 54379 X6624
Leguminosae Machaerium macrophyllum 206, 250 54385, 54386 X6630, X6631
Leguminosae Mucuna urens 213 54387 X6632
Leguminosae Senna nitida 245 54378 X6623
Malpighiaceae Lophopterys euryptera 204
Malpighiaceae Stigmaphyllon adenodon 286 - -
Marcgraviaceae Norantea guianensis subsp. japurensis 282 54389 X6634
Menispermaceae Curarea candicans 211 54409 -
Phytolaccaceae Seguieria macrophylla 291 54392 X6637
Piperaceae Piper hostmannianum 129 54370
Polygalaceae Securidaca coriacea 293 54410
Polygonaceae Coccoloba marginata 283,205 54393, 54394 X6638, X6639
Rhamnaceae Gouania lupuloides 210 54395 X6640
Rubiaceae Uncaria guianensis 199 54396 X6641
Sapindaceae Serjania atrolineata 209, 246 54397, 54399 X6611, X6613
Sapindaceae Serjania pyramidata 237 54398 X6612
Smilacaceae Smilax maypurensis 207 54400 X6642
Verbenaceae Petrea volubilis 220 54402 X6644
Vitaceae Cissus haematantha 236 54403 X6645

Necoleccion': José Rafael Lozada. N° MER: nlimero de accesion herbario MER. N° MERw: nimero de accesién xiloteca MERw
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CUADRO 2. Clave de especies de lianas de la zona central de la Reserva Forestal Imataca, estado Bolivar, Venezuela
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Hojas con més de 20 pinnulas por raquis. Ramas jovenes mdas o menos tetrangulares. Foliolos lineales,

1 Plantas que trepan mediante zarcillos 2
1 Plantas que trepan mediante otros mecanismos de ascension 13
2(1) Hojas compuestas 3
2(1) Hojas simples 12
3(2) Filotaxis opuesta. Zarcillos originados de foliolo terminal 4
3(2) Filotaxis alterna. Zarcillos con diferente origen al foliolo terminal 10
Campo glandular interpeciolar presente. Reborde interpeciolar ausente 5
4(3) Campo glandular interpeciolar ausente. Reborde interpeciolar presente o no 8
5(4) Campo glandular presente en apice de peciolo y envés de la base de Iamina foliolar 6
5(4) Campo glandular ausente en apice de peciolo y envés de la base de Iamina foliolar. Seudoestipulas en 7
tres series ausentes
6(5) Seudoestipulas en tres series, obtuso-conicas Pachyptera kerere
6(5) Seudoestipulas en una serie, laminares Mansoa hymenaea
765) Hojas 2-foI|_oIadas, dimorfas, glabrescentes. Campo glandular interpeciolar inconspicuo. Zarcillos Dolichandra uncata
3-fidos, uncinados
7(5) Hojas 3-folioladas, no dimorfas, con pelos dendroides. Zarcillos 1-fidos, no uncinados Xylophragma seemannian
8(4) Zarcillo cortamente’B—fldo. Seudo estipulas peruladas, acintadas o grueso folidceas, con campos Bignonia sordida
glandulares en su lamina
8(4) Zarcillo 1-fido. Seudoestipulas seudofolidceas, sin campos glandulares en su ldmina 9
Ramitas terminales tetragonales. Linea interpeciolar en forma de U invertida o recta. Zarcillo simple, : . L
9(8) L Bignonia hyacinthina
agudo en el apice
Ramitas terminales cilindricas. Reborde interpeciolar inconspicuo o ausente. Zarcillo simple, de dpice . .
9(8) . . Bignonia corymbosa
lanceolado-ligulado, ligula con campos glandulares
Raquis y/o peciolo alargado, alado. Hoja, 2-ternadas. Zarcillo axilar en pares (bifurcados) en la porcién
10(3) basal de la inflorescencia. Exudado, si presente, laticifero. Tallo mas o menos profundamente lobado o 1
asurcado en sentido longitudinal
1003) Raquis pyptlfgrme. H01a§ temadgs. Zarcﬂlos opositifolios, simples. Exudado savia acuosa. Tallo mas o Cissus haematantha
menos cilindrico en sentido longitudinal
Seccién transversal del tallo con 8-10 cilindros vasculares periféricos dispuestos en circulo en torno al
11(10) | cilindro central; latex amarillo. Hojas sin expansiones laminares, pelosas en el raquis, peciolo y vena Serjania pyramidata
media
Seccién transversal del tallo con tres cilindros periféricos dispuestos en un triangulo en torno al cilindro - .
11(10) e ; . . . . i Serjania atrolineata
central; latex ausente. Hojas con raquis y peciolo provisto de expansiones laminares o no, glabras
120) Zarcﬂlo_en pares, orlglnandqse del peciolo, en la unién de la vaina foliar (representan una prolongacion Smilax maypurensis
de la vaina foliar). Tallo espinoso
Zarcillo simple de origen diferente, naciendo como una modificacion de una rama axilar corta en la base ; ;
12(2) : - . Gouania lupuloides
de las inflorescencias. Tallo inerme
13(1) | Hojas compuestas 14
13(1) Hojas simples 22
14(13) | Estipulas ausentes. Hojas de mas de 20 cm de largo, armadas, raquis con un alargado apice filiforme Desmoncus orthacanthos
Estipulas presentes. Hojas menores a 20 cm de largo, raquis sin un alargado apice filiforme, inermes o
14(13) 15
armadas
15(14) | Hoja bipinnadas. Ramas jévenes con aguijones retrorsos 16
15(14) | Hojas simples o bifolioladas a simplemente pinnadas o tri-folioladas 17

16(15) asimétricos, 0,6 cm de largo por 0,1 cm de ancho Acacia tenuifolia
16(15) Hol’as con menos de_1 O’plpnulas por raquis, usualmente 7. Ramas jovenes notoriamente angulosas. Acacia articulata
Foliolos falcados, asimétricos, pelosos, glandulosos, 1 cm de largo por 0,4 cm de ancho
7(15) | Foliolos dos pares, opuestos, paripinados, u hojas simples o bifolioladas 18
7(15) | Foliolos cinco, subopuestos, imparipinnados 20
Hojas pinnadas, tetrafolioladas, glabras; peciolos y raquis surcados, con una glandula estipitada linear
18(17) | entre cada par de foliolos. Arbusto sarmentoso o escandente de tallo cilindrico, glabro, sin secrecién al | Senna nitida
corte
Hojas simples, enteras o hendidas hasta la base, o bifolioladas, glabras o pelosas; peciolos no surcado,
18(17) | eglandulares. Trepadora de tallo plano, irregular, semejando los eslabones de una cadena, glabro o 19
peloso, usualmente con secrecién transparente al corte
19(18) | Hojas enteras, pelosas por el envés. Tallo peloso Bauhinia scala-simiae
19(18) | Hojas hendidas hasta la base, bifolioladas, glabras Tallo glabro Bauhinia guianensis
20(17) | Plantas inermes, que trepan mediante ramas laterales cortas, volubles a modo de zarcillos Cnestidium rufescens
Plantas armadas, que trepan mediante espinas, ramas volubles con crecimiento indeterminado no
20(17) . 21
formando estructura a modo de zarcillos
Trepadora armada, espinas. Latex rojo presente. Hojas pinnadas, foliolos 6-7, obovado-eliptico a oval-
21(20) | eliptico; haz glabro o con pelos simples en la vena media, verde brillante; envés glabrescente o con Machaerium macrophyllum
abundantes pelos simples aplicados, en toda su superficie
21(20) Trepadora inerme, Latex ausente; secrecion hialina, mucilaginosa, muy escasa al corte. Hoja 3-foliolada;
foliolos oblongos, haz glabro, verde brillante, envés glabro, con diminutos pelos en la vena media Mucuna urens
22(13) | Filotaxis opuesta 23
22(13) | Filotaxis alterna 30
23(22) | Latex presente 24
23(22) | Latex ausente 27
24(23) | Plantas escandentes o estranguladoras, con latex amarillento. Hojas gruesas, coriaceas Clusia
24(23) Plantas generalmente volubles, no estranguladoras, latex de otro color o no visible. Hojas cartéceas a 25
membranéceas
25(24) | Latex rojo. Hojas sin domacios, eglandulares Hylenaea comosa
Létex lechoso o acuoso. Hojas de lamina foliar con domacios y un par de glandulas hacia la parte
2524) | 26
inferior de la haz
Hojas membrandceas; lamina foliar oval-oblonga con barbulas en el envés, venacién prominente; dpice . -
26(25) S L . . Forsteronia gracilis
cuspidado; base subcordada; peciolo claramente diferenciado
Hojas coridceas; ldmina foliar oval-lanceolada, con domacios y par de glandulas hacia la parte inferior de la
26(25) | haz; venacion no prominente; dpice agudo-cortamente acuminado; base subredondeada-aguda; peciolo como | Forsteronia guyanensis
prolongacion de la Iamina foliar
27(23) | Estipulas ausentes. Hojas escébridas Petrea volubilis
27(23) | Estipulas presentes. Hojas no escébridas 28
28(27) Plantas inermes; con pelos mediifijos. Estipulas intrapeciolares o interpeciolares, de pequefas a 2
inconspicuas
28(27) | Plantas armadas, espinas curvas, axilares; sin pelos mediifijos. Estipulas interpeciolares notorias Uncaria guianensis
29(28) Hojas opues?as a sub’opuesFaS, oboyadas, eglandulares; haz verde oscuro, envés densa y profundamente Lophopterys euryptera
plateado sericeo. Estipulas intrapeciolares
Hojas opuestas de lamina entera o lobada, cordado-acuminadas, con par de glandulas en la base; verde
29(28) | en ambas caras, haz glabrescente con pelos mediifijos en las venas, envés densamente peloso con pelos Stigmaphyllon adenodon

mediifijos. Estipulas interpeciolares
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30(22) | Latex presente 31
30(22) |Létex ausente 34
31(30) | Plantas hemiepifiticas a escandentes con raices adventicias. Ovadas a deltoides, cordadas a cuneadas 32
Plantas volubles sin raices adventicias. Hojas ovado-oblongo a oblongo-eliptico, base ligeramente
31(30) 33
cordada a redondeada
32(31) Trepadora lefiosa, ﬂemble. Raices adventicias muy largas. Latex no apreciado al momento del corte. Heteropsis flexuosa
Hojas ovado-acuminadas, base cuneada
32(31) Trepadora herbacea espandentg. Raices adventicia cortas, de soporte para la planta. Latex blanco que Philodendron acutatum
quema al contacto. Hojas deltoides, base cordada
Trepadora lefiosa en la parte inferior, herbacea en la parte superior. Latex blanco. Hojas ovadas a ovado-
33(31) L ; . Ipomoea phyllomega
oblongas, apice acuminado, cordadas, basinervadas
Tr ra lefiosa. Latex no apreci | momen | corte. Hoj longo-elipti api min . :
33(31) epac]o a lefiosa. Latex no apreciado al mo e to del corte. Hojas oblongo-elipticas, pice acuminado, Maripa panicufata
base ligeramente cordada a redondeada, penninervada
34(30) | Plantas que trepan mediante raices adventicias. Hojas flabeliformes Thoracocarpus bissectus
34(30) | Plantas que trepan de diferentes formas, volubles o sarmentosas. Hojas no flabeliformes 35
35(34) Nudo§ Y|S|blemente engrosados. Estipulas involucrales, con cicatriz estipular conspicua. Planta Piper hostmannianum
aromatica
Nudos no visiblemente engrosados. Estipulas en dcrea, ausentes o inconspicuas con o sin cicatriz
35(34) : e 36
estipular. Planta no aromatica
36(35) | Estipulas en ocrea Coccoloba marginata
36(35) | Estipulas ausentes, o si presentes no en dcrea e inconspicuas 37
37(36) | Planta armada 38
37(36) | Planta inerme 39
Planta trepando mediante ramas laterales cortas con espinas recurvadas; tallo no fistuloso. Hojas de .
38(37) ) Celtis iguanaea
venacion basal
Planta trepando mediante ramas volubles o erectas, o lianas escandentes; un par de espinas rectas en la L
38(37) c A o . Seguieria macrophylla
base de cada peciolo; tallo fistuloso. Hojas de venacion peninervada
39(37) | Peciolo con dos glandulas (nudos usualmente glandulares) Securidaca coriacea
39(37) | Peciolo eglandular 40
40(39) | Tallos con corteza lisa, amarillenta a rojiza, desprendiéndose en bandas. Hojas dsperas al tacto 4
40(39) | Tallos con corteza no lisa ni amarillenta a rojiza, sin desprendimiento en bandas. Hojas suaves al tacto 43
Trepadora escabrosa (4spera al tacto), procesos tricomatosos estrellado-equinulados en toda la
41(40) | superficie de la muestra. Sin secrecion o poco notoria al corte. Hojas ovales 10-18 cm de largo por 4-6 Tetracera volubilis
cm de ancho; borde aserrado
Trepadora no escabrosa, pelosas, sin procesos tricomatosos estrellado-equinulados en su superficie.
41(40) P ) . . S 42
Lamina foliar estrechamente prolongada hacia el peciolo. Notable secrecién hialina (como agua) al corte
Pelos simples, conspicuamente ferrugineos. Hojas de 12-24 cm de largo por 3-7,5 cm de ancho,
42(41) | abundantemente, peloso-ferrugineos por ambas caras, ldmina foliar oval-lanceolada; borde sinuoso- Davilla rugosa
denticulado
Pelos simples nunca ferrugineos. Hojas de 10-11 cm de largo por 4-5 cm de ancho, pelosas por el envés,
42(41) | enlahaz en la vena media y venas secundarias, mas abundante hacia la base; lamina foliar oblongo- Davilla kunthii
espatulado; borde sinuado
Filotaxis espiralada; estipuladas. Lamina foliar coridcea, oblonga, de venacidn peninervada, vena central . .
43(40) . . A Norantea guianensis
prominente, con dos glandulas basales; apice mucronado
43(40) Filotaxis alterna; exestipuladas. Lamina foliar membranosa, de venacién basal, vena central y Curarea candicans

secundarias prominentes, eglandulares; dpice agudo-acuminado.
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CLAVE DE FAMILIAS LIANAS DE LA ZONA
CENTRAL DE LA RESERVA FORESTAL
IMATACA, ESTADO BOLIVAR, VENEZUELA

1 Plantas que trepan mediante zarcillos ........... 2
1 Plantas que trepan mediante otros mecanis-
MOS de aSCENSION ...cvvverererirereririrererereereree e 6
2(1) Hojas compuestas

2(1) Hojas SImMPIes .....ccceevevereemeeeeninieecnereneeenenas
3(2) Filotaxis opuesta. Zarcillos originados de
foliolo terminal ......ccccooeevenenneccnnne Bignoniaceae
3(2) Filotaxis alterna. Zarcillos con diferente
origen al foliolo terminal .......cccccoveevcnnncrcnenennns 4

4(3) Raquis y/o peciolo alargado, alado. Hoja,
2-ternadas. Zarcillo axilar en pares (bifurcados)
en la porcion basal de la inflorescencia. Exu-
dado, si presente, laticifero. Tallo mas o menos
profundamente lobado o asurcado en sentido
longitudinal ......c.cccoeeevnnnenennnnenenes Sapindaceae
4(3) Raquis puntiforme. Hojas ternadas. Zarci-
llos opositifolios, simples. Exudado savia acuo-
sa. Tallo mds o menos cilindrico en sentido lon-
gitudinal ....ccoevevvevenerineeneeneeeeen Vitaceae
5(2) Zarcillo en pares, origindndose del peciolo,
en la union de la vaina foliar (representan una
prolongacion de la vaina foliar). Tallo armado
................................................................. Smilacaceae
5(2) Zarcillo simple de origen diferente, nacien-
do como una modificacién de una rama axilar
corta, en la base de las inflorescencias. Tallo

INETIME ..ot Rhamnaceae
6(1) Hojas COMPUESLAS .....ccceurvereererereeeerererrenenenens 7
6(1) Hojas SIMPLES ...covveueeererereeiririeeeerieeeenee 11

7(6) Estipulas ausentes. Hojas de mas de 20 cm
de largo, armadas, raquis con un alargado apice
AlIfOrME ..o Arecaceae
7(6) Estipulas presentes. Hojas menores a 20 cm
de largo, inermes 0 armadas .........ccceceeeveerernrnenee 8
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8(7) Hojas bipinnadas .......c.ccceeuueee. Mimosoideae
8(7) Hojas simples o bifolioladas a simplemente
pinnadas o tri-folioladas .........cccccevrererenrecneenee 9
9(8) Foliolos tetrameros, dos pares opuestos; pe-
ciolos y raquis surcados, con una glandula esti-
pitada, linear entre cada par de foliolos u hojas
simples o bifolioladas.................. Caesalpinoideae
9(8) Foliolos cinco, subopuestos, imparipinnados;
peciolos y raquis cilindricos, eglandulares ...... 10
10(9) Plantas armadas, que trepan mediante
espinas, ramas volubles, con crecimiento inde-
terminado no formando estructura a modo de
zarcillos. Latex rojo presente ..... Papilionoideae
10(9) Plantas inermes, que trepan mediante ra-
mas laterales cortas, volubles a modo de zarci-

llos. Latex rojo ausente ...........cc..... Connaraceae
11(6) Filotaxis OPUESta ..ccvevererererererererirerererieenes 12
11(6) Filotaxis alterna ........cecvvvvevrininenirinienes 17
12(11) LAteX PTESENtE ..cocverveveeerereeneenereeieeeeeene 13
12(11) LateX aUuSente .......cccevvveveererrenicncrenininenes 15

13(12) Plantas estranguladoras o escandentes,
con latex amarillento. Hojas grueso-coriaceas ...
.................................................................... Clusiaceae
13(12) Plantas no estranguladoras, generalmen-
te volubles, con latex lechoso, acuoso poco noto-
rio o rojo. Hojas cartdceo-subcoriaceas a mem-
Dranosas .....ccceeeererereeinnnceerereeeeee e 14
14(13) Hojas membrandceas; lamina foliar con
domacios y un par de glandulas hacia la parte
inferior de la haz. Latex, si presente, blanco .....
................................................................ Apocynaceae
14(13) Hojas cartaceo-subcoriaceas, lamina fo-
liar eglandular. LateX r0jo ............... Celastraceae
15(12) Estipulas ausentes. Hojas escabridas ......
................................................................. Verbenaceae
15(12) Estipulas presentes. Hojas no escabridas
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16(15) Plantas inermes con pelos mediifijos. Es-
tipulas intrapeciolares o interpeciolares ............
............................................................. Malpighiaceae
16(15) Plantas armadas, espinas curvas axila-
res, sin pelos mediifijos. Estipulas interpeciola-

TS woeeieeeeeeeereeerteseeenseesseessesseesseesssessessnes Rubiaceae
17(11) LAtEX PreSENLE ..ooveererererererereererisieeseseseens 18
17(11) LAteX QUSENTE ..eevveveeeeereeeeeeeeeereeeeeeeveenee 19

18(17) Plantas hemiepifiticas a escandentes con
raices adventicias. Ovadas a deltoides, cordadas
A CUNEAAAS .ovevevevreeerereieiereereierere e Araceae
18(17) Plantas volubles sin raices adventicias. Ho-
jas ovado-oblongo a oblongo-eliptico, base ligera-
mente cordada a redondeada ..... Convolvulaceae
19(17) Plantas que trepan mediante raices ad-
venticias. Hojas flabeliformes ..... Cyclanthaceae
19(17) Plantas que trepan de diferentes formas,
volubles o sarmentosas. Hojas no flabeliformes

20(19) Nudos visiblemente engrosados. Estipu-
las involucrales, con cicatriz estipular conspi-
cua. Planta aromatica .........cceevveveerennne Piperaceae
20(19) Nudos no visiblemente engrosados. Esti-
pulas en ocrea, ausentes o inconspicuas con o
sin cicatriz estipular. Planta no aromatica ..... 21

21(20) Estipulas en ocrea................. Polygonaceae
21(20) Estipulas ausentes, o si presentes no en
OCrea € INCONSPICUAS ...ovvvrerererererererererereseresereseens 22
22(21) Planta armada ......c.cocceeeeereeecnenerneerenennene 23
22(21) Planta inerme .......ccececevevevereenenenennenenenennnne 24

23(22) Planta trepando mediante ramas latera-
les cortas con espinas recurvadas; tallo no fis-
tuloso. Hojas de venacion basal .... Cannabaceae
23(22) Planta trepando mediante ramas volu-
bles o erectas, o lianas escandentes; un par de
espinas rectas en la base de cada peciolo; tallo
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fistuloso. Hojas de venacién penninervia ...........

............................................................ Phytolaccaceae
24(22) Peciolo con dos glandulas (nudos usual-
mente glandulares) ......c.cccoeeeevenenenee. Polygalaceae
24(22) Peciolo eglandular .......c.cccoceevevevrececnenene 25

25(24) Tallos con corteza lisa, amarillenta a roji-
za, desprendiéndose en bandas. Hojas asperas
AL TACTO v Dilleniaceae
25(24) Tallos con corteza no lisa ni amarillenta
a rojiza, sin desprendimiento en bandas. Hojas
SUAVES AL TACTO . 26
26(25) Filotaxis espiralada, estipuladas. Lamina
foliar coridcea, oblonga, de venacion penniner-
via, vena central prominente, con dos glandulas
basales; apice mucronado ......... Marcgraviaceae
26(25) Filotaxis alterna, exestipuladas. Lamina
foliar membranosa, de venacién basal, vena
central y secundarias prominentes, eglandula-
res; apice agudo-acuminado ... Menispermaceae

TAXA DE LIANAS DE LA ZONA CENTRAL
DE LA RESERVA FORESTAL IMATACA,
ESTADO BOLIVAR, VENEZUELA
APOCYNACEAE

Forsteronia gracilis (Benth.) Mull.Arg., Fl.
Bras. 6(1): 101 1860. FIG. 2A.

Bejuco sapo.

Thyrsanthus gracilis Benth.

Forsteronia guyanensis Miill.Arg., Linnaea
30: 414 1860. FIG. 2B.

Bejuco lechero, bejuco sapo.

Thyrsanthus guyanensis (Mull.Arg.) Miers

1 Hojas membrandceas; ldmina foliar oval-oblon-
ga con barbulas en el envés, venacién promi-
nente; apice cuspidado; base subcordada; peciolo
claramente diferenciado ....... Forsteronia gracilis
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FIGURA 2A. Forsteronia gracilis

1 Hojas coriaceas; lamina foliar oval-lanceola-
da, con domacios y par de glandulas hacia la
parte inferior de la haz; venacién no prominen-
te; apice agudo-cortamente acuminado base
subredondeada-aguda; peciolo como prolonga-
cion de la lamina foliar .. Forsteronia guyanensis

ARACEAE

Heteropsis flexuosa (Kunth) G.S.Bunting, Re-

vista Fac. Agric. Univ. Centr. Venezuela 10: 201

1979. FIG. 3.

Bejuco alambrito.

Anthurium flexuosum Kunth, Heteropsis jenma-
nii Oliv., Pothos flexuosus Kunth.

ESTADO BOLIVAR, VENEZUELA. pdgs. 102—137

FIGURA 2B. Forsteronia guyanensis

Philodendron acutatum Schott, Syn. Aroid. 94.
1856. FIG. 4.

Bejuco picatén.

Philodendron cyclops A.D. Hawkes, Philoden-
dron guaraense E. G. Gonc. Philodendron
quinquenervium Miq.

1 Trepadora lefiosa, flexible. Raices adventicias
muy largas. Latex no apreciado al momento del
corte. Hojas ovado-acuminadas, base cuneada ..
..................................................... Heteropsis flexuosa
1 Trepadora herbdcea escandente. Raices ad-
venticias cortas, de soporte para la planta. Latex
blanco que quema al contacto. Hojas deltoides,
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FIGURA 3. Heteropsis flexuosa

base cordada ........... Philodendron acutatum
Ambas especies presentan raices adventicias;
en el caso de Heteropsis flexuosa, éstas son lar-
gas y flexibles y usadas como amarre.

ARECACEAE

Desmoncus orthacanthos Mart., Hist. Nat.
Palm. 2: 87 1824. FIG. 5.

Camoare.

Atitara ataxacantha (Barb.Rodr.) Kuntze, A.
chinantlensis (Liebm. ex Mart.) Kuntze, A.
cuyabaensis (Barb.Rodr.) Barb.Rodr., A. dru-
deana Kuntze, A. horrida (Splitg. ex Mart.)

FIGURA 4. Philodendron acutatum

FIGURA 5. Desmoncus orthacanthos
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Kuntze, A. lophacantha (Mart.) Barb.Rodr., A.
macrocarpa (Barb.Rodr.) Barb.Rodr., A. ma-
jor (Crueg. ex Griseb.) Kuntze, A. orthacantha
(Mart.) Kuntze, A. orthacantha (Mart.) Barb.
Rodr., A. palustris (Trail) Kuntze, A. prostrata
(Lindm.) Barb.Rodr., A. rudenta (Mart.) Barb.
Rodr., Desmoncus angustisectus Burret, D.
apureanus L.H.Bailey, D. ataxacanthus Barb.
Rodr., D. brittonii L.H.Bailey, D. cuyabaensis
Barb.Rodr., D. demeraranus L.H.Bailey & H.E.
Moon, D. hartii L.H.Bailey, D. horridus Splitg.
ex Mart., D. huebneri Burret, D. kuhlmannii
Burret, D. leptochaete Burret, D. longifolius
Mart., D. lophacanthos Mart., D. luetzelburgii
Burret, D. macrocarpus Barb.Rodr., D. major
Crueg. ex Griseb., D. melanacanthos Mart. ex
Drude, D. multijugus Steyerm., D. myriacanthos
Dugand, D. orthacanthos var. mitis Drude, D.
orthacanthos var. trailianus Drude, D. palustris
Trail, D. prostratus Lindm., D. rudentum Mart.,
D. tobagonis L.H.Bailey, D. velezii L.H.Bailey, D.
werdermannii Burret

Trepadora voluble, armada. Hoja de més de un
metro de largo, raquis con un alargado apice
filiforme rematando en espinas retrorsas.

BIGNONIACEAE

Bignonia corymbosa (Vent.) L.G.Lohmann,
Nuevo Cat. Fl. Vasc. Venezuela 272. 2008. FIG.
6A.

Bejuco barqui.

Bignonia coito Vell., B. corymbosa (Vent.) L.
Lohmann, Macfadyena amazonica Miers, M.
bangii Rusby, M. coito (Vell.) Miers, M. corym-
bosa (Vent.) Griseb., M. corymbosa (Vent.)
Miers, M. laurifolia (Kunth) Miers, M. orinocen-
sis (Kunth) Miers, M. ovata Miers, M. platypoda
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(DC.) Miers, M. riparia S.Moore, Phryganocy-
dia coito (Vell.) Warm., P. coito (Vell.) Bureau
ex Balill., P. coito var. platypoda (DC.) Bureau,
P. corymbosa (Vent.) Bureau ex K.Schum., P.
dipleuropus Mart. ex DC., P. orinocensis (Kun-
th) Schnee, Phrygiobureaua corymbosa (Vent.)
Kuntze, Spathodea coito (Vell.) DC., S. corym-
bosa Vent., S. laurifolia Kunth, S. orinocensis
Kunth, S. platypoda DC.

Bignonia hyacinthina (Standl.) L.G.Lohmann,
Nuevo Cat. Fl. Vasc. Venezuela 272. 2008. FIG.
6B.

Bejuco cuatro filos.

Bignonia hyacinthina (Standl.) L. Lohmann, B.
prieurei DC. ex Seem., Mussatia hyacinthina
(Standl.) Sandwith, Tynanthus hyacinthinus
Standl.

Bignonia sordida (Bureau & K.Schum.)
L.G.Lohmann, Nuevo Cat. FI. Vasc. Venezuela
272. 2008. FIG. 6C.

Bejuco barqui negro, bejuco barqui blanco
Arrabidaea pullei Sprague, A.sordida Bureau &
K.Schum., Bignonia sordida Klotzsch, B. sordida
(Bureau & K. Schum.) L. Lohmann, Roentgenia
sordida (Bureau & K.Schum.) Sprague & Sand-
with.

Dolichandra uncata (Andrews) L.G.Lohmann,
Nuevo Cat. Fl. Vasc. Venezuela 273. 2008. FIG. 7.
Bejuco ufia de murciélago.

Bignonia pachyptera DC., B. uncata Andrews, B.
uncata Sims, B. uncinata G. Mey., Dolichandra
fenzliana Miq., D. uncata (Andrews) L. Loh-
mann, Doxantha uncata (Andrews) Miers, Mac-
fadyena fenzliana (Miq.) Miq., M. guatemalensis
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FIGURA 6A. Bignonia corymbosa

FIGURA 6B. Bignonia hyacinthina

Pittieria 41

FIGURA 6C. Bignonia sordida
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S. F. Blake, M. hassleri Sprague, M. hispida (DC.)
Seem., M. mollis (Sond.) Seem., M. pubescens S.
Moore, M. uncata (Andrews) y Sprague Sand-
with, M. uncinata (G. Mey.) DC., M. undulata K.
Schum., Pachyptera puberula DC., Spathodea
fenzliana (Miq.) Walp., S. hispida DC., S. mollis
Sond., S. uncata (Andrews) Spreng., S. uncinata
(G. Mey.) Spreng.

Mansoa hymenaea (DC.) A.H.Gentry, Ann.
Missouri Bot. Gard. 66: 782 1979 publ. 1980. FiG. 8.
Bejuco cruz.

Adenocalymma alboviolaceum Loes., A.cilio-
latum S.F.Blake., A. hosmeca Pittier, A. laevi-
gatum Mart. ex DC., A. laevigatum Bureau

& K.Schum., A. macrocarpum Donn.Sm., A.
pohlianum Bureau & K.Schum., Bignonia hy-
menaea DC., B. laevigata Klotzsch ex Bureau &
K.Schum., Cuspidaria hymenaea (DC.) M.R.Al-
meida, Pachyptera hymenaea (DC.) A.H.Gentry,
Petastoma langlasseanum Kraenzl., P. ton-
duzianum Kraenzl., Pseudocalymma alliaceum
var. microcalyx Sandwith, P. hymenaeum (DC.)
Sandwith, P. laevigatum (Bureau & K.Schum.)
A.Samp. & Kuhlm., P. langlasseanum (Kraenzl.)
Sandwith, P. macrocarpum (Donn.Sm.) Sandwi-
th, P. pachypus (Bureau & K.Schum.) Sandwith,
P. pohlianum (Bureau & K.Schum.) Sandwith

Pachyptera kerere (Aubl.) Sandwith, Rec.
Trav. Bot. Néerl. 34: 219. 1937. FIG. 9.

Bejuco ajo.

Adenocalymma brachybotrys DC., A. foveolatum
(DC.) K.Schum., A. foveolatum (DC.) Baill., A.
kerere (Aubl.) Bureau & K.Schum., A. stridula
Miers, A. symmetricum Rusby, Bignonia benen-
sis Britton ex Rusby, B. heterophylla Willd.,

FIGURA 7. Dolichandra uncata

FIGURA 8. Mansoa hymenaea

FIGURA 9. Pachyptera kerere
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B. kerere Aubl., Macfadyena lepidota Seem.
ex Miers, Mansoa kerere (Aubl.) A.H.Gentry,
Pachyptera foveolata DC., Petastoma kerere
(Aubl.) Schnee, Sererea heterophylla Raf., Ta-
naecium zetekii Standl.

Xylophragma seemannianum (Kuntze) Sand-
with, Kew Bull. 8: 469 1953 publ. 1954. FIG. 10.
Bejuco barqui.

Adenocalymma cocleense Pittier, Distictis
rovirosana J.D.Sm., Handroanthus floccosus
(Klotzsch) Mattos, Saldanhaea seemanniana
Kuntze, Tabebuia floccosa (Klotzsch) Sprague &
Sandwith, Tecoma floccosa Klotzsch, T. floccosa
Klotzsch ex Bureau & K. Schum.

1 Campo glandular interpeciolar presente. Re-
borde interpeciolar ausente ...........ccceeeeererernnee 2
1 Campo glandular interpeciolar ausente. Re-
borde interpeciolar presente 0 NO ........ccccceuneeee. 5
2(1) Campo glandular en dpice de peciolo y en-
vés de la base de lamina foliolar .......c.c.eeeeeeveneee 3
2(1) Sin Campo glandular en apice de peciolo y
envés de la base de lamina foliolar. Seudoesti-
pulas en tres series ausentes
3(2) Seudoestipulas en tres series, obtuso-coni-
CAS ettt Pachyptera kerere
3(2) Seudoestipulas en una serie, laminares .....
..................................................... Mansoa hymenaea
4(2) Hojas 2-folioladas, dimorfas, glabras. Cam-
po glandular interpeciolar inconspicuo. Zarci-
llos 3-fidos, uncinados ......... Dolichandra uncata
4(2) Hojas 3-folioladas, no dimorfas, con pelos
dendroides. Zarcillos 1-fidos, no uncinados ........
.......................................... Xylophragma seemannian
5(1) Zarcillo cortamente 3-fido. Seudoestipulas
peruladas, acintadas o grueso folidceas, con cam-

Pittieria 41

pos granulares en su lamina ... Bignonia sordida
5(1) Zarcillo 1-fido. Seudoestipulas peruladas,
folidceas 0 grueso folidceas ......ccoceevevevereeuecennne 6
6(5) Ramitas terminales tetragonales. Linea in-
terpeciolar en forma de U invertida o recta. Zar-
cillo simple, agudo en el dpice. Seudoestipulas
folidceas .....coeveveeeecucucnenee Bignonia hyacinthina
6(5) Ramitas terminales cilindricas. Reborde in-
terpeciolar inconspicuo o ausente. Zarcillo de
apice lanceolado-ligulado, ligula con campos
glandulares. Seudoestipulas folidceas ................
.................................................. Bignonia corymbosa

CANNABACEAE

Celtis iguanaea (Jacq.) Sarg., Silva 7: 64 1895.
FIG. 11.

Bejuco ufia de gavilan.

Celtidopsis citrifolia (Kunth) Priemer, Celtis
aculeata Sw., C. aculeata var. laevigata (Kunth)
Planch., C. aculeata var. pubescens Griseb., C.
aculeata var. serrata Griseb., C. anfractuosa
Liebm., C. asperula Miq., C. biflora Ruiz ex
Miq., C. brevifolia (Klotzsch) Miq., C. dichoto-
ma (Klotzsch) Ruiz ex Miq., C. diffusa Planch.,
C. epiphylladena Ortega, C. eriantha E.Mey.

ex Planch., C. gardneri Planch., C. glabrata
Spreng., C. glycycarpa Mart. ex Miq., C. goudotii
Planch., C. hilariana Planch., C. laevigata (Kun-
th) Spreng. , C. membranacea (Wedd.) Miq., C.
morifolia Planch., C. pavonii Planch., C. platy-
caulis Greenm., C. pubescens (Kunth) Spreng.,
C. pubescens var. pubescens , C. rhamnoides
Willd., C. spinosa Ruiz ex Miq., C. spinosissima
(Wedd.) Miq., C. triflora (Klotzsch) Ruiz ex Miq.,
C. velutina Planch., C. williamsii Rusby, C. zi-
zyphoides (Kunth) Spreng., Mertensia aculeata
(Sw.) Schult., M. citrifolia Kunth, M. commutata
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FIGURA 10. Xylophragma seemannianum

(Roem. & Schult.) Hemsl., M. goudotii Planch.,
M. iguanea (Jacq.) Schult., M. laevigata Kunth,
M. pubescens Kunth, M. rhamnoides (Willd.)
Schult., M. zizyphoides Kunth, Momisia aculea-
ta (Sw.) Klotzsch, M. alnifolia Wedd., M. an-
fractuosa (Liebm.) Rose & Standl., M. brevifolia
Klotzsch, M. dichotoma Klotzsch, M. iguanaea
(Jacq.) Rose & Standl., M. laevigata (Kunth) F.
Dietr., M. membranacea Wedd., M. platycaulis
(Greenm.) Rose & Standl., M. pubescens (Kun-
th) F. Dietr., M. spinosissima Wedd., M. tala
Planch., M. tarijensis Wedd., M. triflora Klot-
zsch, M. zizyphoides (Kunth) F. Dietr., Rhamnus
iguanaea Jacq., Saurobroma iguanense Raf.,

ESTADO BOLIVAR, VENEZUELA. pdgs. 102—137

FIGURA 11. Celtis iguanaea

Ziziphus commutata Roem. & Schult., Z.iguanea
(Jacq.) Lam., Z. iguanaea (Jacq.) Lam.
Trepadora lefiosa armada, ramas cortas no
fistulosas, con espinas recurvadas.

CELASTRACEAE

Hylenaea comosa (Sw.) Miers, Trans. Linn.
Soc. London 28(2): 367. 1872. FIG. 12.

Bejuco guasay.

Hippocratea comosa Sw., H. crinita Pittier, Hyle-
naea capilliflora Miers, Salacia capillaeflora
Sagot ex Peyr.

Trepadora lefiosa, latex rojo.
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CLUSIACEAE

Clusia L., Species Plantarum 1: 509-510. 1753.
(1 May 1753) FIG. 13.

Copei.

Planta con variadas fases de desarrollo, inicial-
mente epifita, luego liana y finalmente se torna
en arbol independiente. Latex verde-amari-
llento.

CONNARACEAE

Cnestidium rufescens Planch., Linnaea 23:
440. 1850. FIG. 14.

Bejuco coloradito.

Robergia frutescens (Aubl.) J.F.Gmel., Robergia
frutescens Willd., Rourea cardonae Lasser &
Maguire, R. frutescens Aubl., R. hondurensis

FIGURA 12. Hylenaea comosa

Pittieria 41

Donn.Sm., R. induta var. concinna Baker, Santa-
lodes frutescens (Aubl.) Kuntze

Trepadora lefiosa; ramas laterales flexibles a
modo de zarcillos.

CONVOLVULACEAE

Ipomoea phyllomega House, Ann. New York
Acad. Sci. 18: 246 246 1908. FIG. 15.

Bejuco batatillo.

Convolvulus philomega Vell., Ipomoea capparoi-
ides Choisy, I. cardiosepala Meisn., I. demeraria-
na Choisy, I. macrophylla Choisy

Maripa paniculata Barb. Rodr., Vellosia (ed.
2)1: 59, t. 16 59 1891. FIG. 16.

Bejuco blanco.

FIGURA 13. Clusia sp.
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FIGURA 15. Ipomoea phyllomega

FIGURA 16. Maripa paniculata
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FIGURA 14. Cnestidium rufescens
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1 Trepadora lefiosa en la parte inferior, herba-
cea en la parte superior. Latex blanco. Hojas
ovadas a ovado-oblongas, apice acuminado,
cordadas, basinervadas ..... Ipomoea phyllomega
1 Trepadora lefiosa. Latex no apreciado al mo-
mento del corte. Hojas oblongo-elipticas, apice
acuminado, base ligeramente cordada a redon-
deada, penninervias ............... Maripa paniculata

CYCLANTHACEAE

Thoracocarpus bissectus (Vell.) Harling, Acta
Horti Berg. 18: 255 1958. FIG. 17.

Mamure.

Carludovica bracteosa Gleason, C. kegeliana
Lem., C. mattogrossensis Lindm., C. sarmentosa
Sagot ex Drude, C. tristicha Drude, Dracontium
bissectum Vell., Philodendron bissectum (Vell.)
Stellfeld

Trepadora mediante raices adventicias; raices
de dos tipos. Hojas flabeliformes.

DILLENIACEAE

Principalmente lianas, por lo general faciles de
reconocer por su corteza lisa como papel, roja,
en ocasiones desprendiéndose en laminas.
Hojas frecuentemente coridceas y asperas al
tacto, glabras o pelosas con tricomas simples

o fasciculados esclerificados o silicificados,
ocasionalmente estrellados.

Davilla rugosa Poir., Encycl. Suppl. 2: 457
1812. FIG. 18A.

Bejuco chaparrillo peluo.

Davilla brasiliana DC., D. pilosa Miq., D. rugosa
var. capitata Rusby, D. rugosa var. kunthii Ei-
chler, D. rugosa var. luschnathii Eichler, D. ru-
gosa var. martii Eichler, D. rugosa var. sellowii
Eichler, D. rugosa var. willdenowii Eichler,

Pittieria 41

Tetracera lima Willd. ex DC.

Davilla kunthii A.St.-Hil., Pl. Usuel. Bras. 5: 6,
t. 22 1825. FIG. 18B.

Bejuco de agua, bejuco chaparrillo.

Davilla aspera (Aubl.) Benoist, D. aspera var.
tenuis (Eichler) Benoist, D. asperrima Splitg., D.
brasiliana Billb. ex Beurl., D. densa J.F.Macbr.,
D. lucida C.Pres], D. lucida var. tenuis Eichler, D.
ovata C.Presl, D. pseudorugosa Glaz., D. surina-
mensis Miq., D. tenuis Eichler, Hieronia scabra
Vell., Tetracera aspera (Aubl.) Willd., T. calophy-
lla Gilg, T. plicata Willd. ex Schltdl., T. rugosa
Kunth ex Schltdl., Tigarea aspera Aubl.
Tetracera volubilis Kunth, Nov. Gen. Sp.
(quarto ed.) 5: 50-51. FIG. 19.

Bejuco chaparrillo.

Tetracera alata C. Presl, Tetracera erecta Sessé
& Moc. ex DC., T. mexicana Eichler, T. williamsii
J.F. Macbr.

1 Trepadora escabrosa (aspera al tacto), pro-
cesos tricomatosos estrellado-equinulados en
toda la superficie de la muestra. Sin secrecion o
poco notoria al corte. Hojas ovales 10-18 cm de
largo por 4-6 cm de ancho; borde aserrado .......
..................................................... Tetracera volubilis
1 Trepadora no escabrosa, pelosas, sin procesos
tricomatosos estrellado-equinulados en su su-
perficie. Lamina foliar estrechamente prolon-
gada hacia el peciolo. Notable secrecion hialina
(A8UA) Al COTLE vttt 2
2 Pelos simples, conspicuamente ferrugineos.
Hojas de 12-24 cm de largo por 3-7,5 cm de an-
cho, abundantemente, peloso-ferrugineos por
ambas caras, ldmina foliar oval-lanceolada;
borde sinuado-denticulado .......... Davillarugosa
2 Pelos simples nunca ferrugineos. Hojas de 10-

2017

FIGURA 17. Thoracocarpus bissectus

FIGURA 18B. Davilla kunthii
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FIGURA 18A. Davilla rugosa

FIGURA 19. Tetracera volubilis
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11 cm de largo por 4-5 cm de ancho, pelosas por
el envés, en la haz en la vena media y venas se-
cundarias, mas abundante hacia la base; lami-
na foliar oblongo-espatulado; borde sinuado ....
............................................................ Davilla kunthii

LEGUMINOSAE

CAESALPINOIDEAE

Bauhinia guianensis Aubl., Hist. Pl. Guiane 1:
377, t. 145. 1775. FIG. 20A.

Bejuco cadeno.

Bauhinia chrysophylla M. Vahl ex DC., B. chry-
sophylla Vogel, B. excisa (Griseb.) Hemsl., B.
manca Standl., B. marowijnensis Kleinhoonte,
B. obovata S.F.Blake, B. outimouta Aubl., B.
riparia Splitg. ex Benth., B. rubiginosa Bong.,
B. sericella Standl., B. speciosa Roxb., in Wa-
Lich, B. speciosa Vogel, B. splendens var. lati-
folia Benth., B. superba Steud., B. thompsonii
I.M.Johnst., Schnella bicomata Pittier, S. excisa
Griseb., S. obovata (S.F.Blake) Britton & Rose, S.
rubiginosa Benth.

Bauhinia scala-simiae Sandwith, Bull. Misc.
Inform. Kew 1931: 362. FIG. 20B.

Bejuco cadeno.

Senna nitida (Rich.) H.S. Irwin & Barneby,
Mem. New York Bot. Gard. 35: 159. 1982. FIG. 21.
Candelita

Cassia antillana (Britton & Rose) Alain, Cassia
nitida Rich., Chamaefistula antillana Britton &
Rose.

1 Hojas pinnadas, tetrafolioladas, glabras; pe-
ciolos y raquis surcado, con una glandula esti-
pitada linear entre cada par de foliolos. Arbus-
to sarmentoso o escandente de tallo cilindrico,
glabro, sin secrecidn al corte ........... Senna nitida

Pittieria 41

1 Hojas enteras o hendidas hasta la base, bifo-
lioladas, glabras o pelosas; peciolos no surcado,
eglandulares. Trepadora de tallo plano, irre-
gular, semejando los eslabones de una cade-
na, glabro o peloso, usualmente con secrecion
transparente al COTte ......covrevernneerenereneeereene 2
2 Hojas enteras, pelosas por el envés. Tallo pelo-
SO ettt Bauhinia scala-simiae
2 Hojas hendidas hasta la base, bifolioladas, gla-
bras Tallo glabro .................. Bauhinia guianensis

MIMOSOIDEAE

Acacia articulata Ducke, Arch. Jard. Bot. Rio
de Janeiro 3: 73. 1922. FIG. 24A.

Bejuco jalapatras

Manganaroa articulata (Ducke) Speg.

Acacia tenuifolia (L.) Willd., Sp. P1,, ed. 4 [Wi-
lldenow] 4(2): 1091. 1806. FIG. 24B.

Bejuco arestin

Acacia claussenii Benth., A. grandisiliqua (Vell.)
Benth., A. martinicensis C.Presl, A. microcepha-
la A.Rich., A. paniculata Duss, A. paniculata
Willd., Manganaroa paniculata (Willd.) Speg.,
Mimosa grandisiliqua Vell., M. paniculata (Wi-
11d.) Poir., M. tenuifolia L., Senegalia paniculata
(Willd.) Killip, S. tenuifolia (L.) Britton & Rose,
S. tomentella Britton & Killip, S. turbacensis
Britton & Killip.

1 Hojas con mds de 20 pinnulas por raquis. Ra-
mas jovenes mas o menos tetrangulares, con
aguijones retrorsos. Foliolos lineales, asimétri-
cos, 0,6 cm de largo por 0,1 cm de ancho...............
......................................................... Acacia tenuifolia
1 Hojas con menos de 10 pinnulas por raquis,
mas o menos 7. Ramas jovenes notoriamente
angulosas; con abundantes aguijones, retror-

2017
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FIGURA 20B. Bauhinia scala-simiae

FIGURA 21. Senna nitida
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sos. Foliolos falcados, asimétricos, pelosos, glan-
dulosos, 1 cm de largo por 0,4 cm de ancho .........
........................................................ Acacia articulata

PAPILIONOIDEAE

Machaerium macrophyllum Benth., Com-
mentat. Legum. Gen. 35. 1837. FIG. 22.

Bejuco sangrito, bejuco vainespa
Drepanocarpus macrophyllus Ducke

Mucuna urens (L.) Medik., Prodr. 2: 1825. FIG. 23.
Bejuco pepa zamuro.

Dolichos altissimus Jacq., D. urens Roxb. ex
Wight & Arn., D. urens (1759), Mucuna altissima
Bojer ex Benth., M. altissima Scop., M. altissima
(Jacq.) DC., M. urens (L.) Fawc. & Rendle, Stizolo-
bium altissimum (Jacq.) Pers., S. urens (L.) Pers.

1 Trepadora lefiosa, armada, espinas. Latex
rojo. Hojas pinnadas, foliolos 6-7, obovado-elip-
tico a oval-eliptico; haz glabro o con pelos sim-
ples en la vena media, verde brillante; envés
glabrescente o con abundantes pelos simples
aplicados, en toda su superficie ...
..................................... Machaerium macrophyllum
1 Trepadora poco lefiosa, inerme, Latex ausen-
te, secrecion hialina, mucilaginosa muy escasa
al corte. Hoja 3-foliolada; foliolos oblongos, haz
glabro, verde brillante, envés glabro, con dimi-
nutos pelos en la vena media........ Mucuna urens

MALPIGHIACEAE

Lophopterys euryptera Sandwith, Kew Bull.
6: 34 1951. FIG. 25.

Bejuco melocotdn.

Lophopterys splendens var. obovata Nied.
Stigmaphyllon adenodon A. Juss., Ann. Sci.
Nat., Bot. II, 13: 288 1840. FIG. 26.

Pittieria 41

Bejuco batatillo negro.
Stigmaphyllon grenadense Nied., S. kuhlmannii
Pilg.

1 Hojas opuestas o subopuestas, obovadas,
eglandulares; haz verde oscuro, envés y densa
y profundamente plateado sericeo. Estipulas in-
conspicuas, intrapeciolares ........c.ccceeeeererereenenes
.............................................. Lophopterys euryptera
1 Hojas opuestas de lamina entera o lobada,
cordada acuminadas, con par de glandulas en la
base; verde en ambas caras, haz glabrescente con
pelos mediifijos en las venas, envés densamente
peloso con pelos mediifijos. Estipulas pequefias,
interpeciolares................. Stigmaphyllon adenodon

MARCGRAVIACEAE

Norantea guianensis Aubl. subsp. japurensis
(Mart.) Bedell, Monogr. Syst. Bot. Missouri Bot.
Gard. 45: 1256 1993. FIG. 27.

Cola guacamaya.

Ascium japurense (Mart.) Steud., Norantea guia-
nensis var. gracilis Wittm., N. guianensis var.
Jjapurensis (Mart.) G.L.Ferreira, N. japurensis
Mart.

Tallo de dos tipos segun su posicion en la plan-
ta y estado de desarrollo. Hojas coridceas, esti-
puladas. Trepadora de floraciéon muy vistosa.

MENISPERMACEAE

Curarea candicans (Rich. ex DC.) Barneby &
Krukoff, Mem. New York Bot. Gard. 22(2): 12
1971. FIG. 28.

Bejuco polea.

Abuta candicans Rich. ex DC., A. limaciifolia
Diels, A. pullei Diels, Chondrodendron candi-
cans (Rich. ex DC.) Sandwith, C. limaciifolium
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FIGURA 23. Mucuna urens

FIGURA 24A. Acacia articulata
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FIGURA 22. Machaerium macrophyllum

FIGURA 24B. Acacia tenuifolia
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FIGURA 25. Lophopterys euryptera

FIGURA 27. Norantea guianensis
subsp. japurensis

FIGURA 26. Stigmaphyllon adenodon

FIGURA 28. Curarea candicans

Pittieria 41
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(Diels) Moldenke, Cocculus dichroa Mart.,
Sciadotenia candicans (Rich. ex DC.) Diels, S.
leucophylla Miers

Trepadora lefiosa. Hojas basinervadas.

PHYTOLACCACEAE

Seguieria macrophylla Benth., Trans. Linn.
Soc. London 18: 235 1839. FiG. 29.

Bejuco limoncillo.

Securidaca macrophylla Walp., Seguieria corda-
ta Britton

Trepadora lefiosa, armada, aromadtica; ramas
verdes fistulosas.

PIPERACEAE

Piper hostmannianum (Miq.) C. DC,, Prodr.
16(1): 287 1869. FIG. 30.

Anicillo.

Artanthe berbicense Miq., A. hostmanniana
Miq., A. ramiflora Miq. ex C. DC., A. remiflora
Miq. ex C. DC., Piper hostmannianum var. berbi-
cense (Miq.) C. DC., P. hostmannianum var. gla-
brirameum Trel. & Yunck., P. hostmannianum
var. ramiflorum C. DC,, P. rio-paraguanum Trel.
ex V.M. Badillo, P. subcrassifolium Yunck.
Trepadora aromatica; inflorescencia en espiga,
blanca.

POLYGALACEAE

Securidaca coriacea Bonpl., Ges. Naturf. Fre-

unde Berlin Mag. Neuesten Entdeck. Gesamm-

ten Naturk. 2: 47 1808. FIG. 31.

Nombre vulgar desconocido.

Bredemeyera mollis (Triana & Planch.) Dugand,
Catocoma mollis Triana & Planch., Elsota coria-
cea (Walp.) S.F.Blake, E. mollis (Kunth) Kuntze,

Securidaca diversifolia var. mollis (Kunth) Oort,
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nom. illeg., S. mollis Kunth, S. volubilis var.
mollis (Kunth) Triana & Planch.

Trepadora de flores amarillas vistosas; estam-
bres con apertura subapical.

POLYGONACEAE

Coccoloba marginata Benth., London J. Bot.
4: 626 1845. FIG. 32.

Bejuco guayapon.

Coccoloba guianensis Meisn., C. guianensis var.
angustifolia Meisn.C. guianensis var. macrosta-
chya Meisn., C. guianensis var. major Meisn., C.
microneura Meisn., C. nitida Kunth, C. pendu-
la Salzm. ex Lindau, C. recurva Newman ex
Lindau, C. trinitatis Lindau, Uvifera marginata
Kuntze, U. microneura Kuntze, U. trinitatis
Kuntze.

Trepadora lefiosa, sin zarcillos

RHAMNACEAE

Gouania lupuloides (L.) Urb., Symb. Antill. 4:
378 1910. FIG. 33.

Bejuco reuma.

Banisteria lupuloides L., Gouania domingensis
(Jacq.) L., G. glabra Jacq., G. glabriuscula Stokes,
G. lupuloides var. aptera Urb., G. lupuloides var.
parvifolia Hadac, G. paniculata Spreng., Lupu-
lus lupuloides (L.) Kuntze, Rhamnus domingen-
sis Jacq.

Zarcillos como una modificacién de una corta
rama axilar, generalmente 1-foliolada, o de la
base de una inflorescencia.

RUBIACEAE

Uncaria guianensis (Aubl.) ].F.Gmel., Syst.
Nat. 370 1791. FiG. 34.

Bejuco ufia de gato.
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FIGURA 31. Securidaca coriacea

FIGURA 32. Coccoloba marginata

FIGURA 29. Seguieria macrophylla

FIGURA 30. Piper hostmannianum
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Nauclea aculeata (Willd.) Willd., N. guianen-
sis (Aubl.) Poir., Ourouparia guianensis Aubl.,
Uncaria aculeata Willd., U. spinosa Raeusch.,
Uruparia versicolor Raf.

Trepadora lefiosa sin zarcillos. Hojas con un
par de espinas curvas, axilares; estipulas inter-
peciolares.

SAPINDACEAE

Serjania Raquis y/o peciolo alargado, alado o
no. Hojas 2-ternadas. Estipulas diminutas, de-
ciduas. Zarcillos axilares en pares (bifurcados)
en la porcion basal florifera de la inflorescen-
cia. Exudado, si presente, laticifero. Tallo mas
o menos profundamente lobado o asurcado en
sentido longitudinal.

FIGURA 34. Uncaria guianensis
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Serjania atrolineata C.Wright., Anales Acad.
Ci. Méd. Habana 5: 292 1868. FIG. 35A.

Bejuco tres filos, bejuco tres venas

Serjania atrolineata fo. lancifolia Radlk., S.
scatens Radlk.

Serjania pyramidata Radlk., Monogr. Serja-
nia 155 1875. FIG. 35B.

Bejuco moreno

Serjania decapleuria Croat,

1 Seccidn transversal del tallo con 8-10 cilindro
vasculares periféricos, dispuestos en circulo en
torno al cilindro central; latex amarillo. Hojas
sin expansiones laminares, pelosas en el raquis,
peciolo y vena media .......... Serjania pyramidata
1 Seccion transversal del tallo con tres cilindros
periféricos dispuestos en un triangulo en torno

FIGURA 33. Gouania lupuloides
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