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RESUMEN

La integracion floral fenotipica se refiere la estructura definida de varianza/covarianza entre los
caracteres florales. La integracion tiene dos componentes: la magnitud o intensidad (que se mide con el
indice de integracion fenotipica INT) y el patrdn (la estructura de la matriz de varianza/covarianza). En
las plantas que presentan sistemas de polinizacidn especializados la seleccién natural deberia favorecer
asociaciones estrechas entre atributos florales y polinizadores (altos niveles de INT), debido a las
presiones de seleccion ejercidas por un polinizador determinado. En contraste, las plantas con sistemas
generalistas de polinizacion, en donde la relacion flor-polinizador no es tan especifica, deberian tener
valores relativamente menores. Las flores del género Salvia cuentan con estructuras altamente
modificadas que permiten la transferencia de polen, y se identifican claras diferencias morfoldgicas
entre sindromes de polinizacién. En el género se observan especies polinizadas por aves, insectos y
algunas que son polinizadas por ambos grupos. En el estudio se determinaron los niveles de integracidn
floral fenotipica de tres especies: Salvia iodantha (ornitéfila), Salvia longispicata (melitéfila) y Salvia
mexicana (melitéfila y ornitéfila). Se midieron ocho caracteres de 5800 flores (60 individuos por
especie). Se obtuvo el INT, a partir de la varianza de los autovalores y las matrices de
varianza/covarianza por especie. Ademas se analizd si la seleccién natural actia sobre los caracteres
individuales, conjuntos de caracteres (integracion intrafloral) y sobre los indices de integracion
(integracion floral total). Las flores de las especies de Salvia incluidas en este trabajo no presentan altos
indices de integracion floral. La especie ornitdfila presenta el INT mas alto. Salvia mexicana casi no
difiere en sus niveles de integracion con respecto a Salvia iodantha, lo que sugiere que la morfologia
floral se modifica para permitir la visita de las aves. Se observa que hay diferencias tanto en el patrén
como en la magnitud de la integracion en las tres especies. Probablemente las modificaciones
morfoldgicas experimentadas por los atributos asociados al sindrome de polinizaciéon en las tres
especies de Salvia incluidas en este trabajo implican un cambio en el patréon y la intensidad de la
integracion floral fenotipica. No se observod la accion de la seleccion natural sobre los tres niveles
estimados para Salvia mexicana, por lo que no hay evidencia suficiente para determinar que los colibries
son el polinizador dominante. Al parecer, la seleccion natural no favorece la integracién de la flor total,
sino de combinaciones de caracteres especificos (integracion intrafloral) que son los que propician la
interaccion entre la planta y el polinizador en Salvia iodantha y en Salvia longispicata. Es posible que la
seleccion natural favorezca la integracion intrafloral y que las correlaciones con otros atributos son el

resultado de las restricciones propias de la matriz de varianza/covarianza.

Palabras clave: integracion fenotipica, Salvia, sindromes de polinizacion, seleccién natural, matriz de
varianza/covarianza.



ABSTRACT

Phenotypic integration represents an emergent property of the variance-covariance structure among of
floral traits. Phenotypic integration has two elements: the magnitude (or intensity) (that is estimated
using the variance among eigenvalues of the correlation matrix, INT) and the pattern of correlations
among a set of traits. It has been proposed that phenotypic integration promotes an efficient transfer of
pollen and should be higher among plants with specialized than generalized pollination systems. The
genus Salvia has a wide diversity of pollination syndromes, with sophisticated morphological structures
to promote efficient pollen transfer. Species are pollinated by birds or insects, but some species also
share different pollinators. In the present study | described the pattern and the extent of phenotypic
integration among floral traits, and performed phenotypic selection analyses using three species: Salvia
longispicata (bee-pollinated), Salvia iodantha (bird-pollinated) and Salvia mexicana (bee-bird-
pollinated). | measured eight traits of 5800 flowers (60 individuals per specie). The magnitude of
phenotypic integration (INT) was calculated as the variance among the eigenvalues of the correlation
matrix of floral traits. The pattern and strength of natural selection acting on individual traits, on subsets
of traits (intrafloral integration) and on INTs (integration of the whole flower) was estimated using
multiple regression analyses. Whereas all species present low levels of phenotypic integration, Salvia
iodantha (bird-pollinated) presented the higher magnitude of phenotypic integration than Salvia
mexicana and S. longispicata. Differences in the pattern of phenotypic integration among species was
also detected. No evidence of selection acting on the integration index was detected but significant
selection was observed favoring smaller combinations of floral traits (intra-floral integration) on Salvia
iodantha and Salvia longispicata. No selection was detected acting on Salvia mexicana, nor on the other
species on individual traits. Besides the differences detected in the magnitude and pattern of
integration little evidence support the adaptive hypothesis that pollinators mediated selection acts on
this complex trait. It is possible that natural selection acts on a subset of traits (intra-floral integration)

that mediates the plant-animal interaction.

Key words: phenotypic integration, Salvia, pollination syndromes, natural selection, variance/covariance
matrix.



INTRODUCCION

Un mutualismo es la interaccion en la que especies diferentes reciben un beneficio en
adecuacidon (numero de descendientes promedio por individuo que llegan a la edad
reproductiva) como resultado del intercambio de bienes y servicios entre ambas partes
(Begon et al., 2006). Uno de los mutualismos mas estudiados es la polinizacion bidtica,
el proceso de transferencia del polen de los estambres al estigma a través de
diferentes grupos de animales (Richards, 1997). El éxito de la polinizacién bidtica
depende en gran medida de la capacidad de las plantas para atraer a sus visitantes,
para lo cual las angiospermas han desarrollado un mosaico de adaptaciones florales
que maximizan las tasas de transferencia de polen, aprovechando la habilidad de los
polinizadores para detectar y explotar las recompensas que ofrecen las plantas
(Darwin, 1877; Esau, 1993; Judd, 2005).

A partir del surgimiento de la flor en el Cretdcico y después de millones de
afios de interaccidn, se observan una gran cantidad de formas, colores y aromas que
resultan atractivos para los polinizadores (Esau, 1993; Judd, 2005; Herrera et al., 2006).
Asimismo, el arreglo de los atributos florales permiten el transporte efectivo del polen,
de las anteras a una zona especifica en el cuerpo del vector, y de éste al estigma de la
siguiente flor; dicho proceso es diferente para cada especie de angiosperma y de
polinizador (Merila y Bjorklund, 2004). Se considera que los polinizadores son el
principal agente selectivo de los atributos florales, restringiendo la llegada de ciertos
animales y permitiendo sélo un grupo de visitantes florales (Darwin, 1862; Campbell et
al., 1997; Fenster, et al., 2004; Merila y Bjorklund, 2004; Armbruster y Muchhala,
2007). Como resultado, se observa un grupo de caracteres, incluyendo sus
recompensas, relacionados con la atraccién de un polinizador y la eficiencia en el
proceso de transferencia de polen, a los que se les denomina “sindromes de
polinizacién” (Fenster et al., 2004; Armbruster y Muchhala, 2007).

Se ha propuesto que el visitante mas frecuente y efectivo para transportar el
polen serd el que ejerza una fuerza selectiva mayor sobre el fenotipo floral (Faegri y
van der Pijil, 1979; Campbell et al., 1997; Fenster et al., 2004; Morgan, 2006;

Armbruster y Muchhala, 2007; Ollerton et al., 2009). Por ejemplo, las flores de



especies polinizadas por aves (ornitéfilas) presentan flores tubulares, grandes, de
colores brillantes, principalmente rojo y anaranjado, y grandes cantidades de néctar
diluido (Cronk y Ojeda, 2008), a diferencia de las flores frecuentadas por abejas
(melitofilas), que se distinguen por sus flores pequefias, a veces bilabiadas, de color
azul o morado y poco néctar, pero muy concentrado (Faegri y van der Pijil, 1979;
Wester y Claen-Bockhoff, 2007). Por lo tanto, los sindromes de polinizacién implican
un proceso de especializacion, debido a que los atributos florales limitan las visitas a
determinados polinizadores (Faegri y van der Pijil, 1979; Fenster et al., 2004; Ollerton
etal., 2009).

No todas las angiospermas presentan sindromes de polinizacidn especificos,
pues la morfologia de algunas especies les permite utilizar la mayoria de los
polinizadores disponibles en el habitat, es decir, presentan mecanismos generalizados
de polinizacién (Waser et al., 1996; Armbruster y Muchhala, 2007). Las plantas de la
familia Asteraceae, como las del género Helianthus (girasol) son un ejemplo (figura
1A). Se considera que los mecanismos generalizados son menos “eficientes” que los
mecanismos especializados, debido al gasto de polen que implica la produccién
continua de recompensa para una variedad de visitantes (Waser, 1996; Armbruster y
Muchhala, 2007). En contraste, la seleccién natural en las plantas especializadas ha
favorecido la modificacién de su morfologia floral, de tal forma que se promueve una
eficiencia alta de transferencia de polen y una minima pérdida de gametos (Waser,
1996; Armbruster y Muchhala, 2007). Como ejemplo se puede citar a las plantas del
género Salvia, cuyo mecanismo de palanca permite la deposicién efectiva del poleny
al que se le atribuye la radiacién adaptativa del grupo (Claen-Bockhoff y Speck, 2002;
ClaBen-Bockhoff et al., 2004). Dicho mecanismo se explicard en detalle mas adelante

(figura 1B).



Figura 1. Mecanismos de polinizacién. A. Planta del género Helianthus, la cual presenta un mecanismo generalizado
de polinizacion (tomado de http://es.123rf.com/photo_5217235_mariposa-en-un-girasol.html). B. Planta del
género Salvia cuyo mecanismo especializado de palanca de los estambres se ha descrito ampliamente (tomado de

http:// www.eclectasy.com/gallery of salvias/flowerl.htm).

Por lo tanto, la seleccidon natural deberia favorecer un proceso de polinizacién
efectivo que se tradujera en una mayor adecuacién (Bronstein, 2001; Rathcke, 2003;
Conner y Hartl, 2004). Dentro del grupo de los polinizadores algunos se consideran
mas “eficientes” que otros debido al gasto de recursos que representa para la planta la
visita de ciertos animales (Castellanos et al., 2004; Wester y ClaBen-Bockhoff et. al.,
2007; Thomson y Wilson, 2008). En el caso de las abejas, su adecuacion depende de la
recoleccidn de polen y néctar para alimentar a su progenie, es por ello que una minima
parte del polen transportado por estos insectos es transferido de una flor a otra. Por
otro lado, cuando las aves visitan una flor centran su interés en el néctar, por lo que la
pérdida de polen es menor y es por esa razén que posiblemente la ornitofilia
(polinizacidon por aves) implique un menor costo para las plantas que la melitofilia
(polinizacion por abejas). Ademas, las aves en general viajan grandes distancias,
favoreciendo el entrecruzamiento (Castellanos et al., 2004; Wilson et al., 2004; Wilson
et al., 2007; Thomson y Wilson, 2008). Armbruster y Muchhala (2007) propusieron que
los miembros de algunos géneros han experimentado un cambio de polinizadores (del
de menor al de mayor eficiencia), lo cual involucra modificaciones en los atributos
florales. Dichas modificaciones, también denominadas “cambios cuantitativos”,

ocurren a partir de cambios graduales en los caracteres (usualmente a través de la



herencia de genes cuantitativos) debidos a la frecuencia de visita de ciertas especies
animales. Por ejemplo, el aumento en el tamafio del tubo de la corola disminuye la
probabilidad de que un polinizador pequefio entre en contacto con el estigma vy
deposite el polen, en comparacion con un polinizador grande (Wester y ClaBen-
Bockhoff, 2007; Armbruster y Muchhala, 2007; Thomson y Wilson, 2008).

Los cambios se producen paulatinamente, por lo que existe una fase intermedia
en la cual tanto algunos de los antiguos como de los nuevos atributos estan presentes,
y es entonces cuando ambos polinizadores (los poco eficientes y los mds eficientes)
contindan visitando a las flores simultdneamente (Wester y ClaBen-Bockhoff et. al.,
2007; Armbruster y Muchhala, 2007). Se puede decir entonces que la planta
experimenta una transicion “a favor” del polinizador que le reditie mas en su éxito
reproductivo, pero en el proceso es capaz de atraer tanto a los visitantes florales
anteriores como a los nuevos. Por ejemplo, algunas especies del género Penstemon
que son polinizadas por colibries, aun presentan a las abejas como copolinizadores y
los analisis filogenéticos realizados en este género indican una transicién en 21 casos
hacia la ornitofilia (Castellanos et al., 2004; Wilson et al., 2004; Wilson et al., 2007).
Por lo tanto, el cambio de polinizador implica modificaciones en el arreglo de los

atributos florales a largo plazo.

Integracion floral fenotipica. La influencia de los polinizadores sobre los

atributos florales.

La precision en el proceso de transferencia de polen implica el ajuste
morfoldgico entre los atributos florales y entre éstos y su polinizador. Tal ajuste esta
determinado por el grado de correlacidn que existe entre los caracteres de la flor
asociados a la polinizacion y la forma en que estan dispuestas tales correlaciones,
dando lugar a un fenotipo integrado (Berg, 1960; Stebbins, 1970; Armbruster et.al.,
1999; Herrera, 2002; Armbruster et al., 2004; Merilad y Bjérklund, 2004; Fornoni et al.,
2008; Ordano et al., 2008; Fornoni et al., 2009). Las correlaciones fenotipicas entre
atributos se expresan en la matriz P de varianza/covarianza, es decir, una matriz

cuadrada en donde los valores de la diagonal son las varianzas y los valores fuera de la



diagonal son las covarianzas fenotipicas entre los atributos (Sterns, 1992; Merild J y
Bjorklund M. 2004) Por lo tanto, la integracion floral se expresa como la estructura
definida de varianza/covarianza entre los caracteres florales (Pigliucci, 2003). Es decir,
la seleccion deberia favorecer las combinaciones de caracteres florales que
incrementen el éxito reproductivo de la planta (Sterns, 1992; Williams, 1992; Conner y
Hartl, 2004; Conner, 2006; Merila y Bjorklund, 2004; Futuyma, 2005).

Para analizar la integracién fenotipica se evalian dos elementos: la magnitud
(qué tan intensas son las correlaciones entre los caracteres) y el patrén de la
integracion (el arreglo de las correlaciones en la matriz de varianza/covarianza)
(Wagner, 1984; Cheverud, 1989; Herrera et al., 2002; Smith y Rausher, 2008) (Figura
2). Mientras que el patron esta definido por la matriz misma, la magnitud (INT) se mide
a través de la varianza de los valores propios o autovalores de esa matriz expresado a
través de un indice (Pigliucci, 2003). Las especies cuyos caracteres presenten

covarianzas altas, presentaran una integracion floral fenotipica alta.

a) Diferente patrén, pero igual intensidad de integracién.

S W

b) Diferente intensidad pero igual patrén de integracién.

W W

Figura 2. Elementos de la integracién floral fenotipica. a) Se muestran dos poblaciones con un patrén de
correlacion entre atributos diferente, pero igual magnitud de integracion. b) Se presentan dos
poblaciones con el mismo patrén de correlacion pero diferente intensidad. El grosor de las lineas indica

la intensidad de la correlacion (modificado de Fornoni et al., 2008).



La integracion fenotipica puede tener influencia en la direccion de la evolucién
de una poblacion. La disposicion de las correlaciones fenotipicas se refleja en los
patrones de variacidon y covariacidon genética entre caracteres, los cuales estan
resumidos en la matriz de varianza/covarianza (G) (Merild y Bjorklund, 2004;
Kirkpatrick y Lovsvold, 1992; Schulter, 1993). Esta matriz es un elemento clave en el
modelo del cambio evolutivo propuesto por Lande (1979):

ANZ =GB

en donde el cambio en el vector de caracteres (Z) estd dado por la matriz de
varianza/covarianza (G) y el vector de gradientes de seleccidn (B, el efecto directo de
un caracter sobre la adecuacion, independiente del resto). El modelo muestra que
dependiendo del valor de B, la respuesta al vector Az puede resultar en direcciones
muy diferentes de la direccidn de 3, que representa la menor distancia hacia el pico
adaptativo (la combinacidon de caracteres a la cual la poblacién alcanza su mayor
adecuacion). Esto se debe a que cuando las covarianzas genéticas se incrementan en
magnitud, la respuesta a la seleccidn estd determinada principalmente por la direccién
del autovector asociado con el autovalor de mayor magnitud (gmax), mas que con la
direccion del vector del gradiente de seleccidn (Merild y Bjorklund, 2004 Kirkpatrick y
Lovsvold, 1992; Schulter, 1993). Esto es, si la direccién de B coincide con la de gmax, la
evolucién hacia el éptimo serd rdpida, ya que es la direccidon con la mayor varianza
genética. En contraste, si la direccién de B no coincide con la de gmax, en principio la
trayectoria evolutiva hacia el pico adaptativo sigue la direccion que indica la linea de
gmax. Entre mayor sea el dngulo entre la trayectoria minima hacia el pico adaptativo y
el eje de maxima variacidon, mayor serd la resistencia de la matriz para alcanzar el
optimo (Schulter, 1993; Conner y Hartl, 2004). Eventualmente se alcanza el pico
adaptativo, pero si las covarianzas genéticas son muy intensas, podria ocurrir que
nunca se llegue a él (figura 3a). Incluso el patrén de las covarianzas genéticas pueden
conducir a la poblacién hacia un pico adaptativo mas distante que se encuentre
cercano de la linea de gmax (figura 3b) (Schulter, 1993; Conner y Hartl, 2004; Merild y

Bjorklund, 2004). Visto desde la distribucion de los autovalores, la varianza genética



total es la suma de las varianzas de cada caracter. Si las covarianzas son altas, entonces
el primer autovalor es mayor que los demas. Esto significa que los autovalores
restantes serdn mucho menores o incluso podrian ser iguales a cero. Por lo tanto, los
autovectores mas pequefios representan direcciones en donde no existe o hay muy
poca varianza genética, y por lo tanto son trayectorias evolutivas restringidas para la

poblacién (Kirkpatrick y Lovsvold, 1992; Merila y Bjorklund, 2004; Futuyma, 2005).
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Figura 3. Efecto de la intensidad de las covarianzas genéticas sobre la direccién del cambio evolutivo en
dos caracteres (Z; y Z,). La flecha sdlida indica el camino que sigue la poblacién a través de las
generaciones a lo largo del paisaje adaptativo hacia el éptimo. (a) En ocasiones, las covarianzas son tan
intensas que el pico adaptativo nunca se alcanza, puesto que la direccion del cambio evolutivo (indicada
por gmax) es diferente de la que seguiria la seleccion (B) hasta llegar al 6ptimo. (b) Escenario con mas
de un pico adaptativo, en donde la intensidad de las covarianzas incluso puede alejar a la poblacion del

pico adaptativo mas cercano hacia uno distante (tomado de Merila y Bjorklund, 2004).

La integracion fenotipica puede representar también una adaptacion, ya que
un grupo de atributos pueden evolucionar en conjunto si las correlaciones entre ellos
(expresadas en la matriz G), estan directamente relacionadas con su adecuacion. La
covarianza entre caracteres se debe generalmente a que éstos realizan una funcién en
comun y estan sometidos a los mismos controles ontogenéticos. De esta manera, la

seleccion natural promueve un determinado patron de covariacion entre atributos



sobre otros posibles (Sterns, 1992; Kirkpatrick y Lovsvold, 1992; Schulter; 1993; Merila
y Bjorklund, 2004). Entonces, la integracién puede representar tanto una adaptacion
como una restriccion, ya que si los organismos tienen la variabilidad genética
suficiente, pueden adaptarse a las condiciones del ambiente en el que se establecen,
sin embargo, el tipo de adaptacion que se desarrolle estara restringido en cierto grado
debido a la historia genética, ontogenética y evolutiva de cada individuo (Merild y
Bjorklund, 2004).

Recientemente se registr6 que la seleccion natural no ha favorecido la
integracién de los caracteres de la flor completa, sino que solamente tiene efecto
sobre ciertas combinaciones de caracteres, lo que se ha llamado integracion intrafloral.
Por lo que, probablemente son sélo un grupo de atributos florales los que determinan
la interaccion con los polinizadores (Herrera, 2002; Fornoni et al., 2008; Ordano et al.,
2008; Fornoni et al., 2009).

En las plantas generalistas se espera que la seleccién natural no sea muy
intensa sobre los atributos florales debido a que la relacidon flor-polinizador no es
especifica y en consecuencia los niveles de integracion son bajos. Por el contrario, en
una planta con un sistema especializado de polinizacién, la seleccién natural deberia
favorecer asociaciones estrechas entre atributos florales y polinizadores (altos niveles
de INT) debido a la alta especificidad entre ambos (Berg, 1960). Asimismo, una planta
gue se encuentre en transicion hacia otro sindrome de polinizacion deberia presentar
una integracion fenotipica menor que aquellas plantas que tienen un sindrome
definido, ya que la selecciéon natural no deberia promover correlaciones estrechas
entre los atributos florales de una planta que no esta especializada en la visita de un
solo tipo de polinizador, es decir, que aun es visitada tanto por polinizadores efectivos
como por no efectivos (Merild y Bjorklund, 2004; Castellanos et al., 2004; Campbell,
2009; Wilson et al., 2007). En consecuencia, en una especie que estd cambiando de
polinizadores podemos observar que la integracién fenotipica floral puede modificarse
a lo largo del tiempo por el efecto de la seleccién natural ejercida por los
polinizadores, dentro de los limites determinados por la arquitectura genética propia

del organismo (Kirkpatrick y Lovsvold, 1992; Schulter, 1993; Merila y Bjorklund, 2004).



A pesar de su importancia, estas hipdtesis han sido evaluadas en muy pocas ocasiones
(Ordano, et al., 2008), y nunca en una especie que se encuentra en un probable

proceso de transicidon de sindrome de polinizacién.

El género Salvia

El género Salvia representa un sistema ideal para el estudio de la integracion
floral, debido a la presencia de estructuras florales muy especializadas (figura 4). Varias
especies de este género presentan un mecanismo de palanca que se describe en la

figura 5.

Figura 4. Corte longitudinal de la flor de Salvia pratensis. Abreviaturas: c, caliz; f, filamento; fl, doblez del
labio inferior; fu, doblez del labio superior; I, I6bulo lateral del labio inferior; md, I6bulo medio del labio
inferior; nd, glandula de néctar; o, ovario; st, estaminodio; sla, balancin (porcidn inferior del conectivo
alargado); sti, estigma; sty, estilo; t, teca; ul, labio superior; ula, porcidon superior del conectivo
alargado), vl, haz vascular del estambre fértil; vu, haz vascular del estaminodio (tomado de Reith et al.,

2007).



Figura 5. Mecanismo de palanca de los estambres de Salvia. (A) Estambres modificados en las flores del
género. El tejido conectivo se alarga formando una estructura denominada balancin, que funciona como
palanca. (B) En el momento en que el polinizador entra a la flor en busca de néctar, el balancin estorba
en su camino, por lo que éste debe empujarlo para alcanzar la recompensa, provocando el descenso de
las tecas, que adhieren el polen al dorso del polinizador. (C) Cuando el polinizador deja la flor, los
estambres regresan a su posicién original. Posteriormente, el polinizador se dirige a otra flor con su
carga de polen en el dorso. (D) El polinizador se dirige a la siguiente flor que se encuentra en etapa
femenina (el estigma presenta un tamafio mayor al de los estambres); debido a que el estilo se
encuentra asociado a los estambres, cuando el polinizador acciona la palanca, el estigma desciende,
entrando en contacto con el polen, y favoreciendo la fecundacidon (modificado de Clapen-Bockhoff et.

al., 2004).

Dependiendo de qué tan precisa sea la deposicion de polen a través del
mecanismo de palanca y del ajuste morfolégico entre los atributos florales y los
caracteres de los polinizadores, cada especie de Salvia depositara su polen en una o
mas zonas especificas del cuerpo del polinizador, permitiendo una estrecha relacién

entre la flor y su vector (figura 6) (ClaBen-Bockhoff et al., 2004; Reith et al., 2007).
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Figura 6. Esquema que ilustra el ajuste morfoldgico preciso entre los caracteres de la flor de Salvia
pratensis y su polinizador. Se observa a la abeja activando el mecanismo de palanca mientras succiona el

néctar (tomado de Reith et al., 2007).

Las plantas del género Salvia son polinizadas por himendpteros y aves (en su
mayoria miembros de la familia Trochilidae (colibries)) principalmente (ClaBen-
Bockhoff y Speck, 2002). En general, se identifica una clara diferencia morfolégica
entre las especies ornitdfilas (corola roja, tubo largo, estambres exertos) y melitofilas
(corola azul o morada, tubo corto, estambres insertos en el labio superior), aunque
también se pueden encontrar especies que comparten ambos sistemas de
polinizacidn, cuyos caracteres presentan variaciones a los patrones mencionados. Por
ejemplo, se observan flores con tubo de la corola corto y estambres exertos (figura 7)

(Wester y ClaBen-Bockhoff, 2007).
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Figura 7. Variaciéon morfoldgica entre sindromes de polinizacién en el género Salvia. A. Salvia pratensis.
Flor melitéfila caracterizada por un tubo de la corola corto, estambres insertos y corola azul. B. Salvia
iodantha Fernald. Flor polinizada por insectos y aves. Presenta una morfologia en probable transicidn de
la melitofilia hacia la ornitofilia, con flores grandes, estambres exertos y corola anaranjada. C. Salvia
elegans. Flor ornitodfila que presenta el tubo de la corola alargado, estambres exertos y corola roja

(modificado de Wester y Claen-Bockhoff et al., 2007).

En las especies ornitdfilas del género se han registrado dos formas de
deposicidén de polen (figura 8), dicha variacion se ha relacionado con un proceso de
especializacion de las especies melitéfilas (con las tecas escondidas en el labios
superior y mecanismo de palanca activo) hacia las flores de especies ornitéfilas (con
tecas exertas y balancin inactivo) como respuesta adaptativa a las caracteristicas de
tamafio y forma de los colibries (Wester y ClaBen-Bockhoff et al., 2007). Asimismo, se
ha sugerido que las especies que presentan flores grandes con balancin funcional se
encuentran en un estado de posible transicién hacia la ornitofilia, observandose que

son polinizadas por ambos grupos (Wester y ClaBen-Bockhoff, 2007).
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Figura 8. Variacidon morfolégica entre especies ornitéfilas del género Salvia. A. Flor que presenta el
mecanismo de palanca clasico. El ave empuja el balancin, provocando el descenso de las tecas sobre la
cabeza del polinizador. B. Flor con mecanismo de palanca inactivo y tecas exertas. El balancin se
encuentra unido a la superficie superior del tubo de la corola, por lo que no hay posibilidad de
movimiento del balancin. Las tecas entras en contacto directo con la cabeza del polinizador en el
momento en que éste inserta su pico en busca del néctar (modificado de Wester y Claen-Bockhoff et

al., 2007).
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Durante la transiciéon de la melitofilia hacia la ornitofilia las flores deben
experimentar cambios fenotipicos como resultado de la presidén de seleccién ejercida
por las aves (figura 9). Estas modificaciones morfoldgicas favorecen el ajuste
morfolégico entre las flores y un polinizador muy efectivo (Wester y ClaBen-Bockhoff,

2007).

Figura 9. Probables modificaciones morfoldgicas experimentadas por las flores del género Salvia durante
la transicion melitofilia-ornitofilia. A. Flor melitdfila que presenta tubo de la corola corto, labio inferior
grande y estambres insertos. B. Durante la transicion el labio inferior de la corola se reduce, impidiendo
el aterrizaje de las abejas, el tubo de la corola se alarga, haciendo inaccesible el néctar para los insectos
y el balancin aumenta su tamafio, exponiendo las tecas. C. Flor ornitéfila con el tubo de la corola
alargado, el labio inferior reducido y las tecas exertas (modificado de Wester y Clapen-Bockhoff et al.,

2007).
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En este trabajo se pone a prueba la siguiente hipdtesis:
Si las especies de Salvia que presentan un determinado sindrome de polinizacion
muestran un ajuste morfoldgico preciso entre las diferentes partes de la flor y entre
ésta y la morfologia de los polinizadores (Berg, 1960; Reith et al., 2007; Wester y
ClaBen-Bockhoff et. al., 2007), entonces las especies del género que son polinizadas
solamente por abejas 6 colibries presentaran una mayor integraciéon floral fenotipica

gue las especies que son polinizadas por los dos grupos de animales.

OBIJETIVOS

» Conocer los niveles de integracion floral fenotipica de tres especies de
Salvia que difieren en el sindrome de polinizacion.

» Determinar si la seleccidon natural actua sobre la integracion floral
fenotipica en plantas con sistemas de polinizacién especializados y
evaluar si existen diferencias en los niveles de integracidn entre las tres

especies que difieren en el sindrome de polinizacion.

METODOS

Zona de estudio

El estudio se llevd a cabo en la Reserva de la Biosfera Sierra de Manantlan (RBSM) en el
periodo de octubre de 2008 a febrero de 2009. La reserva se localiza en la Sierra
Madre Occidental, aproximadamente a 50 km al norte del Puerto de Manzanillo,
Colima, entre las coordenadas 19°26’47"” y 19°42°05” y 103°51’12"” y 104°27°05” O
(figuras 10 y 11). Con una superficie de 1400 km’ la RBSM tiene un clima
marcadamente estacional, con una definiciéon clara entre la estacion lluviosa y la
estacion seca. Los bosques tropicales himedos y secos (caducifolios y subcaducifolios)
se presentan por lo general desde los 400 hasta los 1700 m de altitud, mientras que los
bosques meséfilos de montafia predominan entre los 1500 y 2400 m s.n.m. A mayores
elevaciones dominan los bosques de Quercus y los bosques de Pinus. En cafadas

protegidas suelen presentarse bosques de Abies. También se observan bosques de
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galeria, pastizales, asi como vegetacion xerdfita y sabanoide. La reserva tiene
reportadas hasta la fecha 2774 especies, 981 géneros y 181 familias de plantas
vasculares, donde Salvia representa uno de los géneros mas diversificados de la zona

con 36 especies (Vazquez et al., 1995).
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Figura 10. Ubicacién de la Reserva de la Biosfera Sierra de Manantlan y la Estacién Cientifica las Joyas

(tomado de http://148.202.114.23/DERN/proyectos/manantlan/descripcion.php).

Figura 11. Reserva de la Bidsfera Sierra de Manantlan. Fotografias V. Méndez.

Especies estudiadas

Se eligieron tres especies del género Salvia con sindromes de polinizacidn diferentes
reportados en la literatura (figura 12):

1) Salvia longispicata M. Martens & Galeotti presenta el mecanismo de palanca, flores
azules, tubo de la corola corto y es polinizada por abejas (Epling, 1939).

2) Salvia iodantha Fernald presenta flores rojas y tubo de la corola largo y angosto, no

se observa el mecanismo de palanca (Epling, 1939); sus polinizadores son colibries
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(Rodriguez-Flores, 2009; Wester y ClaBen-Bockhoff, 2007).

3) Salvia mexicana L. es considerada por su morfologia como una especie melitéfila
(mecanismo de palanca presente, estambres insertos y flores azules); sin embargo, se
han observado colibries como polinizadores (Epling, 1939; Rodriguez-Flores, 2009;

Wester y ClaBen-Bockhoff, 2007).

C

Figura 12. Especies del género Salvia incluidas en el estudio. A. Salvia iodantha Fernald (especie
ornitdfila). B. Salvia mexicana L. (especie melitéfila y ornitéfila).C. Salvia longispicata M. Martens &

Galeotti (especie melitdfila).Fotografias S. Benitez Vieyra y V. Méndez.

Frecuencia de visita de polinizadores
Con el fin de determinar si los sindromes descritos para cada especie coinciden con los

observados en el campo se registro la frecuencia de visitas de polinizadores por cada
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especie estudiada. La poblacion de cada especie se dividié en parches y se contd el
numero total de flores de cada uno. Posteriormente se realizaron observaciones de
8:30 a 19:30 durante dos semanas en periodos de 20 min por 10 min de descanso. Se
conté el numero de visitas legitimas (activacion del mecanismo de palanca). Los
insectos se colectaron en frascos de vidrio con cloroformo. Para el caso de las aves se
colocaron redes de niebla en las zonas en donde se realizaron las observaciones de
visita de colibries. La identificacién de los insectos se realizé hasta nivel de géneroy la

de los colibries hasta el nivel de especie.

Morfologia floral

Durante el trabajo de campo se tomaron fotografias de 30 flores en 60 individuos de
cada especie (5,800 flores en total) durante la temporada de floracion (Salvia
longispicata en octubre, Salvia mexicana y Salvia iodantha en enero y febrero) para
medir los atributos florales externos. Asimismo, las flores fueron colocadas en tubos
ependorf con alcohol y debidamente etiquetados. Posteriormente, para poder
observar los atributos internos, las flores se disectaron y se tomaron fotografias con un
microscopio estereoscopico (ME; Zeiss modelo Discovery V8 Stereo). En cada
fotografia se incluyd una regla que sirvié como escala.

Para poder observar los componentes de la integracion y la variacién de los
atributos en cada especie, se eligieron aquellos atributos florales de los que se postula
se veran modificados durante la transicion melitofilia-ornitofilia (Wester y ClaBen-
Bockhoff et al., 2007). Se midieron ocho atributos (cuatro internos y cuatro externos)
para cada especie (ver figura 13). A partir de las fotografias tomadas en el campo y el
laboratorio se obtuvieron las coordenadas (X, Y) de cada atributo por flor, con el
programa IMAGE tool versién 3.0. Se tomaron ocho puntos para medir los caracteres
externos y ocho puntos para medir los caracteres internos. Para calcular la distancia
entre dos puntos se utilizé la formula de la distancia Euclidiana:

D= \/(xl-x2)2+ (y1-y2)>.
Para obtener la escala de medicién (nimero de pixeles por milimetro) se tomaron

dos puntos que indicaban 10 cm sobre la regla de cada fotografia y se utilizé la férmula
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ya mencionada, la cual se dividié entre 100 mm (10 cm).
Después, para medir los atributos se incluyeron las coordenadas de cada caracter
en la férmula de la distancia Euclidiana y el resultado se dividié entre la escala para

obtener las distancias en milimetros.

Figura 13. Flor bilabiada de Salvia. Las lineas indican las medidas que se tomaron en cuenta para el
estudio. (a) Longitud total de la flor, (b) longitud del labio inferior, (c) longitud del tubo de la corola, (d)
ancho del tubo de la corola, (e) longitud total del estilo, (f) longitud del balancin, (g) longitud de la

apertura de la flor (garganta) al gineceo, (h) longitud teca-balancin.

Medicidn del éxito reproductivo

Para estimar los datos del éxito reproductivo de cada especie, las cuales se utilizardn
en el analisis de seleccidn, se contd el numero de frutos de tres inflorescencias por
individuo y se dividié entre el nimero total de flores totales de cada inflorescencia.
Este valor corresponde a la proporcién de fructificacién (valor de adecuacion) o “fruit

2

set

Analisis de los datos

Magnitud de la integracion

Con el fin de examinar la variacién en la magnitud de la integracion fenotipica floral

entre las especies estudiadas (Wagner, 1984; Chevereud, 1989; Herrera et al., 2002) se
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estimé un indice de integracion fenotipica (INT) para cada una de ellas. Este indice es
igual a la varianza de los autovalores (V (A)) de la matriz de varianza/covarianza de
caracteres florales, por lo que una varianza grande indica un nivel alto de integracion
fenotipica, ya que se trata de la variacidn asociada a los caracteres en conjunto.

Se calcularon dos tipos de indices de integracidn, uno por especie (basado en
1800 flores) y uno por planta por especie (30 flores por cada individuo) utilizando las
medias de los atributos. Para obtener el INT por especie se determinaron las medias
por individuo (60 por especie) y posteriormente se realizé un Analisis de Componentes
Principales por especie (ACP, JMP versién 5.1). Se analizaron la magnitud y signo de los
atributos florales en cada componente principal. De los autovalores resultantes se
obtuvo la varianza estimada y la varianza esperada (niumero de caracteres -1/N). La
magnitud de la integracidn se calculé con la formula:

varianza autovalores - varianza esperada

El indice por planta y por especie se utilizd para definir si habia diferencias en
los indices de integracion entre especies, los cuales se analizaron con un Analisis de la
varianza (ANOVA). Con el fin de determinar si los valores de integracidn eran
significativamente diferentes de cero, se establecié un intervalo de confianza del 95%
mediante un procedimiento bootstrap (S-PLUS; Mathsoft Inc., 1999). Considerando
que el maximo nivel de integracidn para una matriz de ocho caracteres es de ocho, que

equivale al 100%, se obtuvo el porcentaje de integracion por especie.

Patron de la integracion

Para examinar la variacién en la estructura de varianza/covarianza de la matriz
fenotipica entre especies, es decir, para determinar si hay diferencias en el patrén de
integracion entre las especies con diferentes sindromes de polinizacion, se utilizé un
Analisis de la varianza tipo Jacknife propuesto por Derek Roff (2002). Debido a que sdlo
se obtiene una matriz de varianza/covarianza por especie, este procedimiento de
remuestreo permite obtener una serie de matrices a partir de un grupo de
pseudovalores de las varianzas y covarianzas entre los caracteres florales utilizando el

programa S-PLUS (Mathsoft Inc., 1999). Cada matriz generada se construye eliminando
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un atributo a la vez, por lo que se calculan con valores parciales (pseudovalores). Para
determinar si hay diferencias significativas en los arreglos de las covarianzas entre
especies se utilizo el indice A de Wilk. Posteriormente se identificaron las covarianzas

significativas (univariados) y se analizé su relevancia en la polinizacién de Salvia.

Anadlisis de Seleccion Multinivel
Utilizando la proporcidon de fructificacién (fruit-set) como valor de adecuacién (W)
obtenida previamente, se midieron la intensidad y la direccion de la seleccion natural
sobre la morfologia floral en tres niveles: caracteres florales individuales, Analisis de
Componentes Principales (integracion intrafloral) e indices de integracion (INT,
integracién floral total) (Ordano et al.,, 2008). Para realizar los analisis se
estandarizaron los valores fenotipicos y los indices de integracidn, restando a cada
valor por atributo (Z) la media poblacional y dividiéndolo entre la desviacién estandar
de la poblacion. Este proceso hace que la media de los valores sea igual a cero y la
desviacion estandar igual a uno, lo que permite que sean comparables entre atributos
y especies. Asimismo, cada valor de adecuacidn se relativizd, dividiendo la proporcion
de fructificacion por planta entre el valor de adecuacion promedio de la poblacion.

Para el caso de los caracteres florales individuales, los gradientes de seleccién
lineal (direccional) y cuadratica (estabilizadora, disruptiva y correlacional) se
obtuvieron mediante un analisis de regresién multiple (JMP versién 5.1, SAS Institute,
Inc. 2005) (Lande y Arnold, 1983). Se incluyeron en la variable independiente los
valores fenotipicos promedio de los caracteres florales y en la variable dependiente un
valor de adecuacién relativa por individuo. La ecuacion para la regresién multiple con n
variables independientes es:

y = b+ mixs+ MyXz+ M3X3.. MuXpy
en donde b es el intercepto, m representa la pendiente resultante de la regresién y x la
variable independiente (Conner y Hartl, 2004). Si se aplica la misma ecuacién para el
analisis de seleccion, al sustituir las variables lo que se tiene es:
W = b+ SoZ1+ foZs + oZs ... BuZn

en donde By es el gradiente de seleccidn, estimado como la pendiente de la regresiéon y
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Z representa el valor de cada atributo floral. Por lo tanto, a través del andlisis de
regresion multiple se observa si existe una relacion entre la adecuacion y cada caracter
(Conner y Hartl, 2004; Ordano et al., 2008).

Con el fin de determinar si existen subgrupos de variables correlacionadas con
una funcién importante en la polinizacién (integracién intrafloral), se realizé un analisis
de seleccion sobre el Analisis de Componentes Principales. Para efectuarlo se
incluyeron en la regresion multiple los valores (“scores”) de los componentes
principales en lugar de los valores fenotipicos.

Finalmente, para observar si la seleccion natural favorece los indices de
integracion (INT, integracidon floral total), se realizé otra regresion multiple con los

indices de integracion por planta como variable independiente.

RESULTADOS

Frecuencia de visita de polinizadores

Se registré la presencia de abejorros del género Bombus sp. que visitaron tanto a
Salvia longispicata como a Salvia mexicana. Salvia longispicata fue polinizada de
manera exclusiva y continua por Bombus sp. (794 visitas), mientras que en el caso de
Salvia mexicana, los colibries y los insectos (74% y 26% de las visitas, respectivamente,
n = 291 visitas), polinizaron a las plantas de manera legitima. La tasa de visitas por aves
e insectos difirid estadisticamente (xzo,os = 66.40, g.l. =1, P = 0.0001), con un sesgo
importante hacia los colibries (figura 14). En el caso de Salvia iodantha se identificaron
tres especies de colibries como polinizadores (242 visitas), dos de los cuales también se
observaron polinizando a Salvia mexicana (tabla 1). Las abejas del género Bombus se
acercaron a las flores de Salvia iodantha pero no las polinizaron; sin embargo, dada la
longitud del tubo de la corola, hicieron perforaciones en el cdliz para tomar el néctary

en varias ocasiones robaron polen de las tecas exertas.
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Tabla 1. Polinizadores registrados en las tres especies de estudio.

Polinizadoer Especie de planta
Salvia longispicata Salvia mexicana Salvia iodantha
Bombus sp. 4 4
Hylocaris leucotis 4 X
Amazilia beryllina L4 X
Lampornis amethystinus X

Frecuencia de visita de polinizadores

1000

200

600 o
colibries

Bombus

400 A

Mamero de visitas

200 A

S lodantha 5. mexicana 5. fonglspicata

Especie

Figura 14. Frecuencia de visita de insectos del género Bombus y de colibries a tres especies de Salvia.

Magnitud de la integracion

Los dos primeros componentes principales del ACP explican el 74.13% de la variacién
floral de Salvia iodantha, 68.21% para Salvia mexicana y 77.81% para Salvia
longispicata (tablas 2,3 y 4). Dado que los dos primeros componentes de cada especie
son los que explican la mayor cantidad de variacién, se describiran a detalle a
continuacioén. Las cargas del componente principal uno (PC1) se repartieron de manera
uniforme para todas las especies, lo que sefiala que este componente expresa la
variacién asociada al tamafio de la flor (tablas 2,3 y 4). En contraste, las cargas con

mayor peso en el segundo componente principal (PC2) para Salvia iodantha estan
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relacionadas con el tamafo del labio inferior y el ancho del tubo de la corola, por lo

gue la mayor cantidad de variacion en la especie ornitéfila tiene que ver con estos

elementos de la corola, y en menor grado con el balancin y la distancia que existe

entre éste y la teca (tabla 2). En Salvia mexicana se observa una diferencia clara entre

las cargas positivas del PC2 en los caracteres de la corola y las cargas negativas de los

caracteres que estdn relacionados con el balancin, es decir, conforme la corola se hace

mas grande, el mecanismo de palanca se reduce (tabla 3). Para la especie melitdfila

(Salvia longispicata) las cargas mds altas del PC2 se observan en el ancho del tubo de la

corola, y al igual que en Salvia iodantha, dicho atributo participa de manera activa en

la polinizacion, pues es la “puerta de entrada” del polinizador hacia la recompensa,

gue es el néctar (tabla 4).

Tabla 2. Resultados del andlisis de componentes principales (ACP) utilizando la matriz de correlaciones
de ocho atributos florales medidos en Salvia iodantha (especie ornitofila). Se presentan las cargas de los
ocho componentes principales (PCs).

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PCe PC7 PCE
% devarianza explicada 57.20 16.93 9.97 6.85 4,72 2.79 1.12 042
Yarianza acumulada 57.20 74.13 84.09 90.95 95.67 9846 99.58 100.00
Lengitud total dela flor 0.43 -0.04 0.26 0.21 -0.20 -0.23 -0.43 -0.65
Lengitud labio inferior 0.22 0.50 0.67 -0.32 -0.15 0.29 0.21 0.08
Lengitud tubo dela corola 0.44 -0.11 0.09 0.19 -0.29 -0.41 -0.11 0.70
Ancho deltubo dela corola 0.11 0.70 -0.26 0.63 0.16 0.05 0.09 0.01
Lengitud total del estilo 0.36 -0.33 0.19 0.21 0.63 0.47 -0.18 015
Lengitud del balancin 0.35 0.14 -0.35 -0.36 -0.29 0.45 -0.36 0.06
Lengitud apertura flor-gin eceo 0.41 -0.30 -0.17 0.14 -0.24 0.16 0.76 -0.20
Lengitud teca-balancin 0.37 0.19 -0.20 -0.47 0.54 -0.49 0.16 -0.09
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Tabla 3. Resultados del analisis de componentes principales (ACP) utilizando la matriz de correlaciones
de ocho atributos florales medidos en Salvia mexicana (especie melitéfila y ornitéfila). Se presentan las
cargas de los ocho componentes principales (PCs).

PC1 PC2 PC3 PCa PCS PCe PC7 PCS

% devarianza explicada 51.20 17.01 11.87 7.35 6.13 4.38 1.60 0.04
Varianza acumulada 51.20 68.21 20.08 8743 93.57 97.96 99.56 100.00
Longitud total dela flor 0.44 0.321 0.11 -0.23 -0.12 0.14 -0.36 -0.70
Longitud labio inferior 0.19 0.44 0.71 0.41 0.08 0.05 0.26 0.15
Longitud tubo dela corola 0.33 0.47 -0.21 -0.45 -0.28 -0.06 0.10 053
Ancho deltube dela corcla 0.32 0.21 -0.50 0.29 0.64 0.31 0.04 0.05
Longitud total del estilo 043 -0.27 0.09 0.26 0.02 -0.35 -0.65 0.3
Longitud del balancin 0.28 -0.41 0.38 -0.56 0.49 0.07 0.19 0.06
Longitud apertura flor-gin eceo 0.43 -0.16 -0.20 0.18 -0.12 -0.58 0.55 -0.27
Longitud teca-balancin 0.35 -0.41 -0.02 0.19 -0.47 0.65 0.16 0.10

Tabla 4. Resultados del analisis de componentes principales (ACP) utilizando la matriz de correlaciones
de ocho atributos florales medidos en Salvia longispicata (especie melitéfila). Se presentan las cargas de
los ocho componentes principales (PCs).

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PCe PC7 PC8

% devananza explicada 66.94 10.87 3.2 5.53 3.64 248 1.83 047
Varianza acumulada 66.94 77.80 86.05 9158 95.22 97.70 959,54 100.00
Lon gitud total de la flor 0.39 0.05 -0.46 -0.09 0.08 0.19 -0.01 -0.76
Len gitud labio inferior 0.36 -0.05 -0.54 048 0.03 0.25 -0.12 052
Len gitud tubo dela corola 0.36 0.11 -0.24 -0.70 0.20 -0.36 0.10 0.35
Ancho deltubo dela corola 0.13 0.95 0.20 0.15 -0.04 0.04 -0.02 0.02
Lon gitud total del estilo 0.39 -0.14 0.23 0.07 -0.29 -0.38 -0.73 -007
Lon gitud del balancin 0.39 -0.13 0.13 0.32 -0.31 -0.43 0.63 -0.07
Len gitud apertura flor-gin eceo 0.37 -0.14 0.35 -0.32 -0.40 0.66 0.10 0.13
Len gitud teca-balancin 0.35 -0.15 0.45 0.16 0.78 0.09 0.02 -002
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En cuanto a la intensidad de la integracién, los indices de integracién por
especie muestran diferencias significativas entre si (F 3, 177 = 8.03, P = 0.0005) (figura
15). La especie ornitdfila presenta los indices mas altos (20.93% del total de la
integracidon alcanzada en una matriz de ocho atributos (tabla 5)), mientras que los
indices de Salvia iodantha y Salvia mexicana difieren significativamente de los valores
de Salvia longispicata (P = 0.0002 y P = 0.0035, respectivamente) que presenta un
porcentaje de integracidon del 14.72% (tabla 5). El indice de integracidon de Salvia

mexicana no difiere del de Salvia iodantha.

IMT
—e—
——

.{

S fodantha | 5. mexicana 5. longispicata

ESFECIE

Figura 15. indices de integracién por especie (ocho atributos).

Tabla 5. indices de integracién (medias INT) estimados para las tres especies de Salvia con diferentes

sindromes de polinizacidn.

ESPECIE MEDIAS VALORES INT % integracion
Salvia fodantha 1.67{0.35-3.27) 20,932 0.79
Salvia mexicana 1.55({0.51-3.79) 1941+ 0.79

Salvia longispicata 1.13{0.37-4.22) 14.17+0.75

Patrén de la integracion
Los resultados del Analisis de la varianza tipo Jacknife muestran que el patrén de
integracion difiere significativamente entre especies (A de Wilk = 0.209, F7;, 284= 4.732,

P = <0.001). Las pruebas univariadas muestran que la mayoria de las correlaciones
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entre especies son significativas (21 de 28) (ver tabla 6 y anexo 1).
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Tabla 6. Matriz de correlaciones significativas de los ocho atributos florales medidos en tres especies de
Salvia con diferentes sindromes de polinizacion. (LT) largo total de la flor, (LI) largo del labio inferior,
(TC) largo del tubo de la corola, (AT) ancho del tubo de la corola, (TE) largo total del estilo, (LB) largo del
balancin, (AG) largo de la apertura de la flor al gineceo, (TB) largo teca-balancin. Las estrellas
representan las correlaciones significativas (ver anexo 1).

Analisis de Seleccion Multinivel

En Salvia iodantha se identificd que la seleccién direccional actla sobre caracteres
individuales, pero no se detectd seleccidon estabilizadora o disruptiva. El anadlisis de
regresion multiple mostré que la selecciéon natural favorece la disminucion en el
tamafio total de la flor (gradiente de seleccidn lineal B = -0.72 (0.29), F 158 = 6.22, P =
0.016), y el incremento en el tamafo del labio inferior de la corola (f = 0.41 (0.10), F
158 = 14.73, P = 0.0003). Se observo la accidn de la seleccion natural sobre pares de
caracteres (seleccién correlativa) como la longitud total de la flor/longitud del estilo (B
=3.30 (1.31), F 1,58 = 6.33, P = 0.023), la longitud del labio inferior/longitud del tubo de
la corola (B = 3.89 (1.37), F 158 = 8.00, P = 0.012), el ancho del tubo de la
corola/longitud del balancin (B =-4.39 (1.64), F 15s=4.93, P =0.042) y sobre la longitud
del estilo/longitud entre la teca y el balancin (B = 1.13 (0.50), F 153 = 7.16, P = 0.017).
Se encontrd evidencia de seleccidon lineal sobre la integracidon intrafloral (valores
(“scores”) de los PCs), siendo positiva para los componentes principales dos, seis y
siete (PC2: B = 0.14 (0.06), F 153=4.69, P = 0.035, PC6: B =0.32 (0.16), F 153=4.08, P =
0.048, PC7: B = 0.56 (0.25), F 153 = 4.95, P = 0.030) y negativa para los componentes
uno y cuatro (PC1: B = -0.09 (0.03), F 155 = 7.24, P = 0.009, PC4: B = -0.20 (0.10), F 1 55 =
4.05, P = 0.05). Sin embargo, no se observé seleccidén sobre los indices de integraciéon
en esta especie (B = 0.003 (0.16), F 153 = 0.03, P = 0.860). Como se puede identificar en

los resultados previamente descritos, conforme disminuye el porcentaje de variacidon
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en los componentes principales, el gradiente de seleccion es mayor (ver anexo 1). El
primer componente principal esta relacionado con el tamafio, por lo que en este caso
la seleccidon natural favorece la reduccidn de las flores. Las cargas con mayor peso en el
PC2 muestran que el aumento en el tamario del labio inferior y el ancho del tubo de la
corola incrementa la adecuacion de la planta. Debido al efecto de la seleccidn
direccional negativa, el PC4 tiene que ver con la disminucion en el ancho del tubo de la
corola. El PC6 esta relacionado con un tubo de corola corto y la reduccién de la
distancia entre la teca y el balancin, asi como con un aumento en la longitud del estilo
y del balancin. En cuanto al PC7, el componente principal con menor variacion, una flor
pequeiia, con una distancia grande entre la apertura de la flor y el gineceo son los
atributos que, de acuerdo al valor del gradiente de seleccién, promueven un mayor
éxito reproductivo (ver anexo 1).

Para Salvia mexicana no se detectd un efecto de la selecciéon natural sobre
caracteres individuales (seleccion direccional, estabilizadora o disruptiva) o seleccién
correlativa, tampoco se observd seleccion sobre la integracion intrafloral ni sobre los
indices de integracion.

En Salvia longispicata se detectd la accion de la seleccién direccional positiva
sobre conjuntos de caracteres (integracion intrafloral) (PC6: B = 0.25 (0.12), F 158 =
4.14, P=0.047). En el PC6, las cargas mas altas se identifican sobre la distancia entre la
apertura de la flor y el gineceo. Finalmente, no se observo seleccidn sobre los atributos

individuales, seleccidn correlativa ni seleccion sobre los indices de integracion.

DISCUSION

Stebbins (1970) y Fenster et al. (2004) proponen que el polinizador mas frecuente y
gue es capaz de transportar el polen de manera exitosa de una flor a otra sera el
agente selectivo principal sobre los atributos florales, lo que se ha demostrado en las
plantas de Ipomopsis aggregata, en las que se observa que los colibries promueven la
selecciéon direccional sobre caracteres propios de las angiospermas ornitéfilas
(Meléndez-Ackerman et.al., 1997). Aunque los insectos siguen visitando a las plantas

de Salvia mexicana, se observa un claro sesgo hacia la visita por colibries (figura 16). Al
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parecer, la morfologia de la flor de Salvia mexicana favorece la visita de las aves sobre
los insectos. Aunque las flores rojas se asocian generalmente con la ornitofilia, los
colibries son capaces de identificar a las flores que ofrecen cierta cantidad y
concentracion de néctar sin importar su color (Healy y Hurly, 2004). Por lo tanto, si las
flores de Salvia mexicana representan un recurso importante para las aves, éstas las
visitaran continuamente a pesar de su coloracién morada y dado que el fenotipo floral
no restringe la polinizacidn a través de estos vectores, probablemente los colibries se
convertirdn en el polinizador dominante (Campbell et al., 1997).

Las flores del género Salvia son dérganos altamente especializados en la
transferencia del polen; sin embargo, a pesar del ajuste funcional especifico que existe
entre la planta y su polinizador, las especies que se utilizaron en este trabajo no
presentan altos indices de integracion floral. De las especies incluidas en este estudio
Salvia iodantha, que es polinizada por colibries, presenta el porcentaje de integracion
mas alto (20.93 + 0.79%; tabla 5), el cual se encuentra muy cerca del promedio que
presentan las angiospermas estudiadas a la fecha (INT= 21.5 + 1.72, Ordano et al.,
2008). De los 26 géneros de plantas con flores revisados por Ordano et al. (2008), 14
corresponden a individuos con flores zigomérficas, como es el caso del género Salvia.
En promedio, el porcentaje de integracién de este tipo de plantas es de 31.18%,
observandose que los valores van de 7% hasta 70% de integracion en Stylidium
brunonianum y en Collinsia sparsiflora (Ordano et al., 2008). Al parecer, aunque
algunos valores de INT en las flores zigomorficas son relativamente altos, las especies
de Salvia analizadas no se encuentran muy integradas. Fornoni et al. (2008) y Ordano
et al. (2008) explican que los niveles de integracion bajos obtenidos en las
angiospermas evaluadas podrian deberse a restricciones histéricas y ontogenéticas
propias de cada especie.

Se esperaba que las especies de Salvia que sélo cuentan con un polinizador
presentaran mayores niveles de integracidon que aquella que es polinizada por mas de
un vector. Sin embargo, en contra de lo esperado, Salvia longispicata, que es
polinizada por abejas, tiene el porcentaje de integraciéon mas bajo (14.17+ 0.75%; tabla

5) y Salvia mexicana, que es polinizada tanto por colibries como por abejas
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practicamente no difiere de la especie ornitofila (19.41+ 0.79%; tabla 5). Dicho
resultado sugiere que los atributos florales estan restringiendo, a través de la
integracion fenotipica de la flor, la llegada de los polinizadores menos eficientes, en
este caso las abejas y que el agente selectivo que esta determinando los cambios
cuantitativos sobre los atributos florales debido a la frecuencia de visita y efectividad
es el colibri (Stebbins, 1970; Fenster et al., 2004).

Sin embargo, dado que en Salvia mexicana no se observa seleccidn sobre los
atributos que favorecerian la interaccion con los colibries, como el tamario de la flor, el
ancho y largo del tubo de la corola o la longitud del labio inferior de la corola, no se
puede demostrar que la morfologia floral de esta especie limite la visita de Bombus y
permita un mayor ajuste entre el colibri y la flor. Tampoco es posible comprobar que la
especie se encuentre en transicién hacia la ornitofilia. Aunque los colibries muestren
una mayor frecuencia de visita en esta especie, no se realizaron experimentos para
medir la eficiencia de polinizacién de cada vector por separado, por lo que no hay
evidencia que demuestre que las aves son polinizadores mas efectivos que los
insectos. No se identifico la accién de la seleccion natural sobre los tres niveles
propuestos, debido probablemente a que la matriz de varianza/covarianza de Salvia
mexicana alcanzd el pico adaptativo, por lo que el fenotipo ya no cambiard (Schulter,
1993; Conner y Hartl, 2004; Merila y Bjorklund, 2004).

Los gradientes de seleccién altos en los componentes principales de menor
variacion en Salvia iodantha indican que el tamafio de la flor, el labio inferior y el
ancho del tubo de la corola deberan modificarse para alcanzar el dptimo (Conner y
Hartl, 2004; Merila y Bjorklund, 2004). El analisis de seleccion mostré que
probablemente las flores de Salvia iodantha experimenten a largo plazo la
modificacion de un conjunto de atributos para favorecer el ajuste con su polinizador, lo
gue resultara en una flor pequefia con la distancia entre la apertura de la flor y el
gineceo proporcionalmente grande. Los atributos individuales que favorecen la
adecuacion en Salvia iodantha son una flor pequefia con un labio inferior grande. Estos
atributos estan relacionados directamente con la interaccién del pico del colibri con la

flor. Los caracteres sobre los que se identificd la accidon de la seleccién correlativa
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corresponden con las combinaciones de caracteres que agrupan los componentes
principales, ya que los pares de caracteres que presentan un gradiente de seleccién
significativo (longitud total de la flor/longitud del estilo, longitud del labio
inferior/longitud del tubo de la corola, ancho del tubo de la corola/longitud del
balancin y la longitud del estilo/longitud entre la teca y el balancin) estan relacionados
con la modificacién en el tamafio de la flor. Segun los resultados, las dimensiones de
menor tamafio son las que promueven un éxito reproductivo mayor. Los colibries que
se observaron visitando la poblacién de Salvia iodantha en la Reserva de la Bidsfera
Sierra de Manantlan son especies de pico corto (Lampornis amethystinus, culmen
expuesto: 20.46 mm; Hylocharis leucotis, culmen expuesto: 17.86 mm; Amazilia
beryllina, cilmen expuesto: 20.04 mm), lo cual corresponde con la tendencia de la
reduccion de la flor, permitiendo que la transferencia de polen sea mas eficiente.

Por otro lado, sélo se identificé seleccién sobre la integracion intrafloral en
Salvia longispicata. Dicho resultado sugiere que la distancia entre la apertura de la
corola y el gineceo es un caracter clave en el éxito reproductivo de la especie que tiene
relacion con permitir la entrada a la flor de un polinizador grande, como lo es Bombus.

Con respecto a la relaciéon entre el nivel de integracidon floral y el éxito
reproductivo, no se observd seleccién sobre los indices de integracion, dicho resultado
sugiere que la seleccién natural no favorece la integracion floral de la flor en su
totalidad. Hasta ahora no hay evidencia contundente de que la seleccion favorezca la
magnitud de la integracidn fenotipica. Algunos estudios previos apoyan la importancia
adaptativa de la intensidad de la integracion floral en la biologia de la polinizacién. Por
ejemplo, Pérez et al., (2007) encontraron que las flores de Schizantus que requieren
de un polinizador para mover sus gametos presentan mayores niveles de integracion
que las flores que se autofecundan, lo que relacionan con la seleccién mediada por los
polinizadores. Algo parecido reportan Pérez-Barrales et al., (2007), al observaron que
polillas y moscas ejercen una presion de seleccidn diferente sobre plantas del mismo
género, lo que se ve reflejado en los INT en plantas de Narcisus papyraceus. En
contraste, otros autores no encontraron una influencia directa de la seleccion sobre los

INT entre poblaciones de plantas con sistemas generalizados de polinizacion
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(Rosaceae) (Ordano et al., 2008) ni en plantas que difieren en sus grupos de
polinizadores a nivel geografico (Herrera, 2002; Armbruster, 2004). Aun faltan una
gran cantidad de grupos de angiospermas en los cuales no se han descrito sus patrones
de covariacién y si éstos estan relacionados con su adecuacion, por lo que se requiere
todavia de mucho trabajo antes de concluir si realmente la INT tiene un valor
adaptativo (Fornoni et al., 2009).

Al parecer, la seleccién natural favorece la integracién de combinaciones de
caracteres especificos (integraciéon intrafloral) en Salvia iodantha y en Salvia
longispicata, tales atributos podrian ser los elementos de la flor responsables de Ila
interaccion de la planta con su polinizador (Fornoni et al., 2008; Ordano et al., 2008;
Fornoni et al., 2009; Rosas-Guerrero et al., 2010). Fornoni et al. (2008) consideran que
posiblemente la selecciéon natural favorezca la integracion intrafloral y que las
correlaciones con otros atributos son el resultado de las restricciones propias de la
matriz de varianza/covarianza.

En teoria, las especies ornitéfilas de Salvia evolucionaron a partir de las
especies melitéfilas mediante una serie de modificaciones fenotipicas como la
reduccion del labio inferior (que impiden el aterrizaje de las abejas) y el aumento en la
longitud del tubo de la corola (de manera que el néctar sea inaccesible para las
abejas), incrementando el tamafio del balancin y exponiendo las tecas y el estigma
(Wester y ClaBen-Bockhoff et. al., 2007). Estos cambios morfoldgicos han permitido el
transporte efectivo del polen a través de las aves (Grant y Grant, 1965; Reisfield, 1987;
Wester y ClalRen-Bockhoff, 2007). Wester y ClaRen-Bockhoff (2007) plantean que los
colibries representan un vector de transferencia mas eficiente que los insectos para el
género Salvia, pues las abejas requieren del polen para alimentar a sus larvas, lo que
representaria una pérdida de recursos importante (los estambres insertos en las
especies melitéfilas evitan en cierta medida el robo). En contraste, el principal interés
de las aves se dirige hacia el néctar, por lo que no hay robo de polen por parte de
éstos. (Wester y ClalRen-Bockhoff, 2007). Ademas, su habilidad de aprendizaje esta
mucho mas desarrollada que la de los insectos (Healy y Hurly, 2004) y se encuentran

en actividad durante el invierno cuando la densidad de otros polinizadores es menor,
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que coincide con la temporada de floracién de Salvia mexicana (noviembre a marzo) y
Salvia iodantha (diciembre a marzo) en la zona de estudio (Kunitake, et al., 2004;
Rodriguez-Flores, 2009). Varios grupos de estas aves recorren grandes distancias, lo
cual favorece la polinizacion cruzada y en consecuencia el aumento en la variabilidad
genética (Arizmendi, 1994; Thomson et al., 2000; Rodriguez-Flores, 2009).

Sin embargo, no existe una filogenia reciente del género en donde se observe
claramente si las especies melitdfilas se encuentran en los clados basales, ya que los
arboles filogenéticos propuestos carecen del muestreo suficiente para presentar una
filogenia robusta de Salvia, ya que tan solo el subgénero Calosphace (al cual
pertenecen las especies de Salvia americanas) cuenta con 500 especies (Walker et al.,
2004). Debido a la falta de un estudio taxondmico completo de Salvia aun no es
posible establecer la evolucidn de los sindromes de polinizacion en el género.

Para poder determinar si las especies de Salvia que comparten polinizadores se
encuentran en transicion hacia la ornitofilia, sera necesario un estudio extenso que
incluya varias especies y experimentos de eficiencia de polinizacién. Ademas, un
analisis de seleccion por cada polinizador permitiria definir cudl es el vector que
transporta el polen de forma eficaz.

En resumen, las modificaciones morfoldgicas experimentadas por los atributos
que forman a la corola y el balancin asociadas al sindrome de polinizacién en las tres
especies de Salvia incluidas en este trabajo implican un cambio en el patrén vy la
intensidad de la integracion floral fenotipica. Al parecer, la visita de dos polinizadores
no implica una integracion floral menor. Sin embargo, la seleccidon natural no parece
favorecer el ajuste especifico de la flor en su totalidad, sino mas bien de conjuntos de

atributos que participan directamente en el proceso de transferencia de polen.
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CONCLUSIONES

1) Las flores de las especies de Salvia incluidas en este trabajo no presentan altos
indices de integracion floral.

2) Probablemente las modificaciones morfoldgicas experimentadas por los atributos
que forman a la corola y el balancin asociadas al sindrome de polinizacidén en las tres
especies de Salvia incluidas en este trabajo implican un cambio en el patrén vy la
intensidad de la integracidn floral fenotipica.

3) La seleccién natural favorece la integracion de combinaciones de caracteres
especificos (integracion intrafloral) en Salvia iodantha y en Salvia longispicata.
Probablemente las flores de Salvia iodantha experimenten a largo plazo la
modificacion de un conjunto de atributos para favorecer el ajuste con su polinizador.
En Salvia mexicana no se observa seleccién sobre los atributos que favorecerian la
interaccion con los colibries, por lo que no es posible demostrar que las aves son el
polinizador dominante en esta especie, ni que se encuentre en un proceso de cambio
de polinizadores.

4) Serd necesario un estudio extenso que incluya varias especies localizadas en
diferentes ambientes, experimentos de eficiencia de polinizacién y un analisis de
seleccion por cada polinizador, para poder determinar si las especies de Salvia que

comparten polinizadores se encuentran en transicién hacia la ornitofilia.
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ANEXO 1

Tabla 1. Atributos florales de tres especies de Salvia con diferentes sindromes de polinizacion. Se

presenta la media y la desviacion estandar de cada atributo por especie.

ATRIBUTO FLORAL S. longispicata S. mexicana S. iodantha

melitafila melitofila y ornitéfila

ornitéfila

x 5 x 5 i 5
Longitud total dela flor 14.35 1.29 22.36 0.98 24.17 1.81
Longitud labio inferior 7.51 0.84 7.60 0.51 3.58 0.44
Longitud tubo dela corela 7.86 0.58 15.31 0.84 19.50 1.44
Ancho deltubo dela corela 2.79 0.46 5.05 0.28 3.07 0.33
Longitud total del estilo 10.26 0.77 20.33 1.08 29.93 1.88
Longitud del balancin 3.22 0.25 7.56 0.44 7.71 0.78
Longitud apertura flor-gineceo 5.77 0.39 12.05 0.81 16.90 1.26
Longitud teca-balancin 222 0.30 117 0.38 9.87 1.14
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Tabla 2. Resultados de las pruebas univariadas del MANOVA. Se muestran las correlaciones significativas
entre ocho atributos florales medidos en las tres especies de Salvia con diferentes sindromes de
polinizacion.

Fuente de variacion MSs F
LT x LI 12.15 8.7 **
LTxTC 53.84 15, 16%**
LT TE 50,00 8.76%*
LTx LB 162 G.G1 *#
LT % AG 25.36 §.32HHE
LTxTE 13.48 12,15%*#
LI x LB 042 3,90 *
LIxTE .65 3.G4 *
TCXTE 43.80 14,12 %%%
TCxTE 5.75 11.06%+*
TC x AG 25.30 15,00+
TCxTE 15.86 16,15%**
ATXTE 0,72 3.19*

ATx AG .36 3.16*
TE X AG 24,38 7. B
TEXTE 12.80 §.95**
LB x AG 3.65 g, Qs
LExTE 475 10,68 ***
AGXTE 594 7454k

(LT) largo total de la flor, (LI) largo del labio inferior, (TC) largo del tubo de la corola, (AT) ancho del tubo
de la corola, (TE) largo total del estilo, (LB) largo del balancin, (AG) largo de la apertura de la flor al
gineceo, (TB) largo teca-balancin. Los grados de libertad para la categoria de especie y el error fueron de
2y 177 respectivamente. *P< 0.05; **P< 0.01; ***P< 0.001.
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Tabla 3. Gradientes de seleccién en Salvia iodantha obtenidos a partir del modelo de regresion
multiple, indicando seleccion direccional sobre caracteres individuales.

Fuente de p Error F P
L. estandar

variacion
LT<td -0.725954 0.292417 B.2243 0.01558*
Llstd 0.4140905 0.107391 14.7305 0.0003*
TCetd 0077126 0.297138 0067 4 079852
ATstd 0.0114655 0.056515 00176 0.8951
TE=td 0.0443722 0137712 01038 0.74586
LBstd 0.01249 0.136755 00083 09276
AlGstd 0.2352691 0.212658 12240 02733
TE=td -0.031063 0128011 00539 0.8092

(LT) largo total de la flor, (LI) largo del labio inferior, (TC) largo del tubo de la corola, (AT) ancho del tubo
de la corola, (TE) largo total del estilo, (LB) largo del balancin, (AG) largo de la apertura de la flor al
gineceo, (TB) largo teca-balancin.

Tabla 4. Gradientes de seleccién en Salvia iodantha obtenidos a partir del modelo de regresion
multiple, indicando seleccion direccional sobre los componentes principales.

Fuente de B Error F P
L, estandar

variacion
P 0034285 0.035031 72442 0.0096 *
PC2 0.1394076 0.064354 465853 00331~
PC3 00752048 0.083925 08020 0.3744
PCa 0203861 0101194 4.0580 0.0493*
PCS 00276595 0121894 00516 08212
PCE 0.3207702 0.158674 4.0865 0.0485*
PCY 0555113 0250582 49513 0.0305*
PCS 0.52658125 0.403165 16655 0.2026

(LT) largo total de la flor, (LI) largo del labio inferior, (TC) largo del tubo de la corola, (AT) ancho del tubo
de la corola, (TE) largo total del estilo, (LB) largo del balancin, (AG) largo de la apertura de la flor al
gineceo, (TB) largo teca-balancin.
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Tabla 5. Variacion entre individuos de tres especies de Salvia con diferentes sindromes de polinizacion.
Se presentan los coeficientes de variacion de cada atributo por especie.

ATRIBUTO FLORAL cv
S longispicata S, mexicana S, fodantha

Longitud total de la flor 4.50 9.76 7.34
Longitud labio inferior 7.63 12.24 12.92
Longitud tubo de la corola 5.33 8.00 7.40
Ancho del tubo de la corola 6.90 20.99 10.33
Longitud total del estilo 5.65 7.63 6.23
Longitud del halancin 575 9.08 9.70
Longitud apertura flor-gineceo 6.92 7.45 6.93
Longitud teca-balancin 9.71 14.32 11.11

Tabla 6. Variacion entre las tres especies de Salvia con diferentes sindromes de polinizacion incluidas en
el estudio. Se presentan los coeficientes de variacion de cada atributo por especie.

ATRIBUTO FLORAL cv

Longitud total de la flor 22.42
Longitud labio inferior 32.17
Longitud tubo de la corola 3412
Ancho del tubo de la corola 29.45
Longitud total del estilo 39.79
Longitud del halancin 34,98
Longitud apertura flor-gineceo 38.68
Longitud teca-halancin 61.90

Tabla 7. Variacién en la adecuacién (W) entre individuos de tres especies de Salvia con diferentes
sindromes de polinizacién. Se presenta la media y los coeficientes de variacion de la adecuacién por
especie.

S. longispicata S. mexicana S. iodantha
i 0.58 0.34 0.17
Cw 42.96 45,50 68.70

* El valor del coeficiente de variacion para la adecuacion entre las tres especies es de 68.22.
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