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Play, art and science are the spheres of human activity
where action and aim are not as a rule determined by

the aims imposed by the necessities of life.

..the aims are chosen freely by the artist or student
himself, and are superfluous; it would cause no

immediate harm if these aims were not pursued.

If this view is accepted we are compelled to see the chief
and lofty aim of science today as in every other age, in

the fact that it enhances the general joy of living.

- Erwin Schrédinger, Science Theory and Man?.

L juego, el arte y la ciencia son esferas de la actividad humana donde la accién y el objetivo no son, generalmente,
determinados por los fines impuestos por las necesidades de la vida.
...las metas son escogidas libremente por el artista o estudiante, y son superfluas; no perseguirlas no causaria ningun dafio

inmediato.

Si aceptamos esta vision, nos vemos obligados a ver al sublime objetivo de la ciencia hoy en dia, de la forma en que se ha visto en
siglos anteriores, en el hecho de que acrecienta la alegria general de vivir.

-Erwin Schrodinger, Science Theory and Man
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RESUMEN

Flores-Gutiérrez, A. M. 2014. Variaciones en la estructura de los nectarios florales de salvias
(Lamiaceae) seccion Calosphace, en relacién con sus diferentes polinizadores. Tesis Profesional,
Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Auténoma de México. 51 pp. México,

Distrito Federal.

RESUMEN

A partir del estudio de la diversidad de nectarios florales se ha llegado a la conclusion de que
éstos evolucionaron de forma independiente en distintos linajes de plantas. La posicion y
estructuras de liberacién del néctar varian entre grupos cercanos filogenéticamente y se ha
propuesto que guardan relacién con el contexto ecoldgico; sin embargo, pocos estudios han
puesto a prueba esta hipdtesis. Previamente se han comparado nectarios entre dérdenes y
familias de plantas, pero son pocos los estudios en los que se describen los nectarios de
especies de un mismo género y que relacionan la variacién con el contexto ecoldgico de las
especies. Por esta razon, el presente trabajo se enfoca en describir la variacién en los nectarios
entre especies de salvias que presentan diferentes polinizadores y analizar si existe alguna

relacidn entre el tipo de polinizador y los nectarios.

Se seleccionaron diez especies de Salvia que forman parte de un grupo monofilético
del subgénero Calosphace y que presentan diferentes polinizadores, se describié el desarrollo
del nectario floral y se compararon los nectarios entre especies para probar si existia variacion
morfoldgica a este nivel taxondmico. Los nectarios estudiados presentan una morfologia
general semejante que consta de un disco nectarial y de una proyeccion del disco, lo que
concuerda con estudios previos. Sin embargo, las células por las que se libera el néctar, que son
tricomas glandulares y células estomaticas modificadas para la liberacidon de azlcares, varian
entre especies. También se observé que el disco nectarial y los tricomas glandulares surgen en
etapas tempranas del desarrollo; mientras que la proyeccion del disco y los estomas surgen en
etapas cercanas a la antesis. Este resultado sugiere que tanto la proyeccién del disco, como los

estomas, son estructuras evolutivamente derivadas en este grupo.

Al comparar las caracteristicas entre diferentes clados se encontrd que la variacion,
en algunos casos, no refleja las relaciones de parentesco. Lo anterior sugiere que los nectarios
tienen caracteres que se pueden ver modificados por el contexto ecoldgico, sin embargo se

requieren mas estudios para robustecer esta conclusion.



RESUMEN

Existen variaciones en la presencia/ausencia de tricomas y estomas, asi como en la
localizacion de estas estructuras en las diferentes especies. En el caso de las especies
polinizadas por abejas, la tendencia observada apunté a la presencia de tricomas y ausencia de
estomas, mientras que en las polinizadas por colibries la relacion fue inversa, presencia de
estomas y ausencia de tricomas. Lo anterior coincide con que tanto los estomas como el
sindrome ornitofilo son derivados, de este modo pareceria que los tricomas se perdieron
durante la transicién a la ornitofilia y se ganaron estomas, lo que se refuerza con el caso de las

especies ambdfilas, las cuales mantuvieron los tricomas y ganaron estomas.
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‘ INTRODUCCION

INTRODUCCION

La polinizacién de plantas por animales es una interaccion mutualista en la que las plantas
logran reproducirse por medio de los animales cuando éstos buscan “recompensas” como

néctar, aceites y polen en las flores (Proctor et al., 1996).

El néctar es la principal recompensa ya que ademas de agua posee carbohidratos,
proteinas y lipidos que forman parte de la dieta de los polinizadores (Proctor et al., 1996;
Herrera, 2002). La interacciéon propicia que los animales fecunden las plantas que ofrecen
recompensas que se ajustan a sus requerimientos energéticos; los colibries, por ejemplo, tienen
preferencias por néctares poco concentrados y voluminosos, mientras que abejas y mariposas

prefieren néctares concentrados y ricos en nutrientes (Cruden et al., 1983).

Los nectarios, estructuras glandulares encargadas de la produccion vy liberacion del
néctar, llevan a cabo su funcion de forma tan diversa en los diferentes linajes de plantas, que lo
Unico que los define es la condicion de secretar néctar (Fahn, 1979; Bernardello et al., 1991;
Baum et al., 2001). Dicha diversidad ha servido para estudios taxondmicos, pero pocas veces se
ha estudiado en el contexto ecoldgico en el que se encuentran, el cual se presume puede estar

relacionado con su evoluciéon (Baker y Baker, 1983; Feinsinger, 1978; Protcor et al., 1996).

NECTARIOS Y NECTAR

Los nectarios son los tejidos epidérmicos especializados de una planta, que secretan una
solucién de azlcar, conocida como néctar (Schmid, 1988; Nicolson et al.,, 2007). Estos tejidos
pueden presentarse en diferentes partes de la planta, ya sea en dérganos reproductivos o
vegetativos y no necesariamente presentan la misma estructura y organizaciéon, aungue su
caracteristica comun es que secretan néctar como producto de la fotosintesis que se lleva a
cabo en la planta (Nicolson et al., 2007). Bonnier (1879) identificd dos tipos de nectarios
dependiendo de su posicion: los florales (NF) y los extraflorales (NEF). Los nectarios, en general,
cumplen la funcién de “recompensar” a los animales que sirven como vectores de transferencia
de polen y como defensores para la planta (Nicolson et al., 2007). Desde el punto de vista de las
interacciones ecoldgicas, Delpino (1875) clasificd los nectarios con un criterio funcional en (1)
nupciales y (2) extranupciales, reconociendo a los primeros como los involucrados en la

polinizacidn, y a los segundos como los que participan en otras funciones, como la atraccion de
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INTRODUCCION

depredadores o parasitoides (disminuyendo los niveles de dafio por herbivoros) (Bentley y Elias,

1983; Narbona y Dirzo, 2010; Villamil et al., 2013).

ANATOMIA DEL NECTARIO

Nectarium es un término acufiado por Linneo (1735), el cual hace referencia a todos los tejidos
gue producen néctar dentro de una flor, esto debido a que las estructuras secretoras a veces
pueden verse como érganos bien definidos. Sin embargo, muchas otras veces se observan de
forma dispersa; un nectario es cualquier estructura que secreta néctar, mientras que el

nectarium es la unién de todas éstas (Davies et al., 1998).

Los nectarios estan constituidos por tres tipos de tejidos, descritos en detalle por
Nepi (2007): (1) la epidermis nectarial; (2) el parénquima; v (3) el parénquima subnectarial. Las
diferencias entre estos tejidos consisten en la compactacion y el tamafio de las células. La
epidermis se distingue por tener células mas pequefias que el parénquima, éstas suelen ser
poliédricas y con orientaciéon anticlinal. Ademas, los plastidos de esta zona no acumulan
almidén, excepto cuando hay una alta produccién de néctar. Cuando la secrecion no se da por
estomas, la epidermis puede estar involucrada en la secrecién del néctar por medio de tricomas
o células especializadas. La diferencia entre el parénquima nectarifero y el parénquima sub-
nectarial, es que las células son mas grandes en éste Ultimo y que el parénguima subnectarial 2,
a diferencia de la epidermis y el parénquima nectarifero, no estd directamente involucrado en

la produccién y almacenamiento de néctar.

Por otro lado, Fahn (1979) observd que las células asociadas a la secrecién de néctar
presentan una alta cantidad de ribosomas en el citoplasma, de modo que se distinguen por un

nucleo de gran tamafio con poco citoplasma a su alrededor.

Los nectarios pueden ser vistos desde un punto de vista fisiolégico como las estructuras
que permiten liberar presiones hidrostaticas del floema (hipotesis del filtrado del floema; Lorch,
1978; De la Barrera y Nobel, 2004) o, desde una perspectiva de desarrollo, como estructuras

gue secretan azucar cuando hay una alta acumulacién de ésta debido al rapido crecimiento y a

2 Se usa el término nectarial cuando se habla de un tejido relacionado con la estructura del nectario;
cuando se habla de células directamente relacionadas con la produccién y secrecién de néctar se usa el
término nectarifero.

12



INTRODUCCION

las altas tasas de transpiracion de las estructuras florales (hipdtesis de la excrecién de azucar;

Pacini y Nicolson, 2007).

COMPOSICION Y FUNCION DEL NECTAR

A pesar de ser uno de los elementos principales en la interaccidén entre plantas y polinizadores,
el néctar ha sido poco estudiado desde el punto de vista de sus componentes y de la forma de
produccion de estos (Schmid, 1988; Nicolson, 1995; Heil, 2011). En el néctar, ademas de
azlcares y aminodcidos, se pueden encontrar metabolitos secundarios (como alcaloides y
fenoles), antioxidantes, compuestos volatiles (como la benzil-cetona y la nicotina), y nectarinas

(Baker y Baker 1975; Baker y Baker, 1986; Freeman et al., 1991; Adler, 2000).

Los metabolitos secundarios se relacionan con la proteccion contra robadores de
néctar, los compuestos volatiles modifican el olor del néctar y se han relacionado con la
atraccién de polinizadores; mientras que las nectarinas parecen reducir las infecciones contra

microbios (Gonzalez-Teuber y Heil, 2009).

Lo anterior muestra que existe variacion en la composicién del néctar, y que dicha
composicién esta asociada a distintos tipos de interaccién (Baker y Baker, 1983), lo que significa
gue hay componentes de atraccion y de repulsion para cada grupo funcional. Las sustancias que
atraen a los polinizadores son la bencil-cetona y los azlcares y las que atraen defensores son
aminoacidos, como la prolina; en contraste, el catapol (un glucdsido) y las nectarinas funcionan
como repelentes de robadores de néctar y levaduras (Heil, 2011). Un caso curioso lo constituye
la gelsemina, la cual repele tanto a robadores de néctar como a polinizadores (lrwin y Adler,

2008).

MECANISMOS DE SECRECION DEL NECTAR

La secrecion de néctar tanto en NF como en NEF puede deberse a factores enddgenos o
exdgenos. Los factores enddgenos son los que se asocian, por ejemplo, a adaptaciones de la
planta como la secreciéon de néctar en horarios diurnos (Corbert y Delfosse, 1984; Heil et al.,
2000). Los factores exdgenos, por su parte, son aquéllos que dependen del contexto, y se han
identificado gracias a la actividad de los herbivoros, ya que su presencia puede desencadenar

una respuesta de la planta en la que se libera jasmonato o acido jasmonico (AJ), una

13



INTRODUCCION

fitohormona que, entre otras funciones, promueve la secrecion de néctar en los NEF (Kram et
al., 2009). Sin embargo, el AJ no sdlo tiene relacidn con la respuesta inducida de la defensa en
plantas (Radhika et al., 2010), sino también con la atraccion, ya que en NF también se ha
encontrado actividad de AJ (Heil, 2001). De este modo, el AJ se identifica como una fitohormona

responsable de la liberacidn del néctar.

Existen estudios recientes acerca de los mecanismos celulares asociados a la
secrecién del néctar, sin embargo, aun se desconoce la base genética; asimismo, las enzimas o

los canales idnicos que podrian estar asociados a la secrecion no se han localizado (Heil, 2011).

Por su parte, Fahn (1988) ha reportado que la vascularizaciéon en los nectarios no
llega directamente a la epidermis nectarial, sino que en un gran nimero de especies de plantas,
la vascularizacién termina en el parénquima nectarifero. Estudios realizados en Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh (Kram y Carter, 2009) muestran que es muy probable que el prenéctar, que
se forma en el parénguima nectarifero, se transporte a través de vesiculas via simplastica por
medio de plasmodesmo entre las células, y que el néctar se secrete por exocitosis en la
epidermis. Se han encontrado proteinas invertasas en el espacio extracelular que pueden estar
relacionadas con el transporte de sacarosa del floema al tejido nectarial, de modo que ayudan
al movimiento de azucares en el espacio extracelular y, ademds, promueven la formacién de

néctar rico en hexosa (Heil, 2011).

En cuanto a las células de los tejidos nectariferos, éstas se caracterizan por tener un
reticulo endoplasmico denso, dictiosomas y aparato de Golgi activos, lo que, aunado a la alta
densidad de mitocondrias, sugiere que la mayor actividad metabdlica se lleva a cabo en el tejido

nectarifero (Heil, 2011).

DIVERSIDAD DE NECTARIOS

A diferencia de otras estructuras florales, los nectarios no conservan una posicién definida ni
estan determinados por los genes florales homedticos ABC (Baum et al., 2001), responsables de
la posicidn de los érganos florales durante el desarrollo de la flor y los cuales estan altamente
conservados entre los linajes de plantas. De este modo, existen especies que presentan
nectarios y otras que no (Fahn, 1979); especies con nectarios bien definidos, localizables y con
areas histoldgicamente diferenciables en las que el néctar se secreta periddicamente (nectarios

estructurales) y especies en las que las células secretoras se encuentran en areas no
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INTRODUCCION

diferenciadas y el néctar se secreta esporadicamente (nectarios no-estructurales) (Fahn, 1979;

Baum et al., 2001; Bernardello et al., 1991).

También existen especies que secretan el néctar por el rompimiento de la cuticula
(Rachmilevitz y Fahn, 1975) o por medio de una epidermis nectarifera, y otras en las que el
néctar es secretado a través de estomas o tricomas glandulares (Fahn, 1979). A nivel de especie,
aquéllas que tienen polimorfismos florales pueden llegar a presentar diferencias en la
morfologia del nectario para cada fenotipo distinto (Petanidou, 2007). Ante la diversidad de
nectarios observados, se ha llegado a proponer que los nectarios evolucionaron varias veces de
forma independiente después de la diversificacion de las angiospermas, y que éstos han tenido
modificaciones dentro de los diferentes linajes (Brown, 1938; Lee et al., 2005; Hobbhahn et al,,
2013). Ademas, se ha observado que los nectarios pueden ganarse y perderse facilmente
durante la evolucion (De la Barrera y Nobel, 2004 Heil, 2011), por lo que es dificil rastrear la
secuencia evolutiva de las modificaciones. Identificar las homologias puede ayudar a esclarecer
este proceso, pero, debido a que no todos los nectarios tienen un origen comun, la forma de
estudiar la diversidad queda restringida a la comparacién al interior de cada linaje (Bernardello,

2007).

Se desconocen los factores que afectan la evolucion vy la diversidad de los nectarios;
sin embargo, intentos por dilucidarlos muestran que es importante tomar en cuenta el contexto
filogenético y ecoldgico, asi como la arquitectura floral (Fahn, 1949; Dafni et al., 1988;

Petanidou et al., 2000; Bernadello, 2004; Galetto y Bernardello, 2004).

Al respecto, existe evidencia de diferencias en el tiempo y duracion de la secrecién, la
concentracion y el volumen de néctar entre especies de un mismo género (Vesprini et al., 1999;

Galetto y Bernardello, 2004).

Vesprini et al.,, (1999) estudiaron la morfologia y fisiologia de los nectarios de
Helleborus foetidus L. y H. bocconei Ten. (Ranunculaceae), que son especies que florecen de
forma sincrdnica y son polinizadas por abejorros; sin embargo, presentan diferencias en el inicio
y duracion de la secrecion. Los nectarios de estas especies son de tipo discontinuo y disperso, y
difieren en ndmero y morfologia externa entre ambas. La concentracion es mas alta y el
volumen menor en H. bocconeique respecto a H.foetidus, lo cual se atribuye a la forma floral, ya
que en H. bocconei el néctar y los nectarios se encuentran mas expuestos. La produccién de
néctar es menos continua en H. foetidus, lo que podria relacionarse con las diferencias en los

nectarios debido a que parte de la produccion de néctar se da in situ y requiere de fotosintesis;
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en contraste, al estar mas expuestos los nectarios de H. bocconei la produccion de néctar es

mayor y mas constante.

Por otro lado, un estudio con seis especies de Ipomoea L. (Convolvulaceae), Galetto y
Bernardello (2004) mostraron que existe una correlacion positiva entre el tamafio de la flor y la
produccion de néctar, aunque no es significativa debido al tamafio de muestra. También,
encontraron que habia flores donde el néctar tenia una composicion alta de hexosa y otras de
sacarosa, y que esto no reflejaba el parentesco filogenético; ademds, no encontraron una

relacion entre la composicidon del néctar y el gremio de polinizadores.

La estructura de los nectarios tiene relacidon con las dindmicas de secrecion del
néctar, y éste puede modificarse por factores como el tamafio de la corola y la exposicion al
medio ambiente. De este modo, la arquitectura floral podria imponer restricciones al cambio en
los atributos del néctar. En cuanto a las restricciones filogenéticas, los estudios hechos hasta
ahora tienden a mostrar que los atributos del néctar pueden variar entre especies
emparentadas (Galetto y Bernardello, 2004) de modo que pareciera que tanto los nectarios

como el néctar no son caracteres con arraigo filogenético.

Para nectarios extraflorales de la familia Bignoniaceae Juss., se han hecho pruebas
con modelos evolutivos [Brownian motion (BM) y Ornstein—Uhlenbeck model (OU)] que
contemplan tanto escenarios de deriva génica como adaptativos, y los resultados muestran que
la probabilidad de que evolucionen por adaptaciones es mayor a que evolucionen por deriva
(Nogueira et al.,, 2012); ademas, las plantas emparentadas filogenéticamente mostraban

diferencias en los NEF.

Por otro lado, Ornelas et al, (2007) probaron la hipétesis de que la variacién en el
néctar floral se podia predecir con atributos como la filogenia, el tamafio de la corola o por la
altitud en la que se encontraban las plantas, y encontraron correlaciones positivas entre la
filogenia y la corola, y entre ésta uUltima y el volumen del néctar. En este caso, la evolucion del
néctar puede estar indirectamente mediada por los polinizadores que seleccionan distintos
tipos de corolas, un ejemplo son los colibries que seleccionan corolas largas vy

consecuentemente néctares voluminosos.

16



INTRODUCCION

EL GENERO SALVIA

El género Salvia (Tribu Mentheae) es el mas diverso dentro de la familia Lamiaceae, ya que
contiene alrededor de 1000 especies (Walker et al., 2004; Wester y Classen -Bockhoff, 2007,
Cornejo-Tenorio e lbarra-Manriquez, 2011), de las cuales aproximadamente 300 de éstas se
distribuyen en México (Ramamoorthy, 1984; Walker et al., 2004), en donde el 85-88% son
endémicas (Ramamoorthy, 1984). De hecho, Salvia es el segundo género mas diverso presente

en México después de Mammillaria (Cactaceae) (Cornejo-Tenorio e Ibarra Manriquez, 2011).

Las flores de este género se caracterizan por tener tanto la corola como el céliz
bilabiados, el labio superior de la corola es erecto y cdncavo y el inferior es trilobulado con el
l6bulo medio mds ancho. El gineceo, se encuentra sobre un disco carnoso (del nectario), es de
tipo bicarpelar, tetralocular, con un évulo en cada divisién vy el estilo es bifido (Ramamoorthy,

2001).

La configuracién del androceo se asocia al mecanismo de polinizacién que presentan:
consta de dos estambres con filamentos cortos insertos en la corola; los conectivos se
encuentran transversalmente alargados y soldados entre si, de modo que se forma una
estructura tipo palanca(o paleta espatulada), lo que se denomina como “estambres en
balancin” o “palanca estaminal” (Ramamoorthy, 2001). La palanca restringe el acceso del
polinizador (generalmente colibries o abejas) al néctar, provocando que al entrar en contacto
con éste, el polen se deposite en un area especifica del polinizador (Classen-Bockhoff, 2007;

Walker et al., 2004; Figura 1).
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Figura 1. Anatomia floral del género Salvia (Salvia mexicana). (A) Perfil floral: E es el estilo, PE la palanca
estaminal, Ls el labio superior (o la galea), Li el labio inferior, O el ovario y Nd el disco nectarial. (B)
Configuracién del androceo: C los conectivos que terminan por fusionarse en la palanca estaminal PE, y la
fusién de los filamentos Fu a la corola. (C) Movimiento de las anteras cuando estas entran en contacto

con el dorso de las abejas (1->2->3). Modificado de Ramamoorthy y Tenorio (1991).

EL NECTARIO FLORAL EN SALVIA

La polinizacién en las especies neotropicales del género Salvia (Lamiaceae) parece haber
generado diversas modificaciones en las estructuras florales como consecuencia la transicion de
un tipo de polinizador (las abejas) a otro (los colibries) (Western y Classen-Backoff, 2007).
Ejemplos de dichas modificaciones son los cambios en el largo, color y forma de la corola, las
guias nectariales, la palanca estaminal y los atributos del néctar (Wester y Classen-Backoff,
2011; Benitez-Vyera et al., 2014). En particular, se ha reportado que el nectario en Salvia esta
conformado por un disco nectarial en la base del ovario, que presenta una proyeccioén del disco
tipo lenglieta y, ademads, exhibe un desarrollo unilateral (Figura 2). El disco nectarial esta
conformado por células nucleadas pequefias con un citoplasma denso, con una alta cantidad de
materiales de reserva (Kumari, 1986). Una comparacion entre los diferentes discos presentes en
los géneros de la familia Lamiaceae indica que la evolucién de esta estructura pudo haber

progresado en varias direcciones de forma independiente, siendo las mas basales las de los
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géneros Scutellaria y Prostantheroideae, dejando a las especies de Salvia en un punto

intermedio dentro de la familia, y a Ocimoideae como el grupo mas derivado (Kumari, 1986).

Figura 2. Diagrama del nectario del género Salvia. A El nectario se muestra en color gris, se localiza en la
base de los ovarios y el estilo. B Forma de vascularizacién en la parte anterior del nectario. Tomado de

Kumari (1986).

La familia Lamiaceae al igual que otras como Acanthaceae, Apocynaceae vy
Boraginaceae, presenta un disco prominente cercano a la base de los ovarios, el cual se
considera que derivo de estaminodios, carpelodios o de un crecimiento externo del receptaculo
(Rao, 1971). Para la familia Lamiaceae existe la controversia de si se debe al crecimiento del
receptaculo (Fahn, 1952, 1953) o a la proliferaciéon de las células basales del ovario (Kartashova,
1960). Se sabe que hay variacion en cuanto a la forma, el tamafio y la simetria de la base del
nectario (el disco nectarial) en los diferentes taxa de la familia Lamiaceae (Dafni et al., 1988;
Chwil, 2009); sin embargo, esta variacion no se ha estudiado a fondo a nivel de género. En un
estudio acerca de la variaciéon presente en una comunidad de arbustos del Mediterraneo (entre
los cuales se encontraba Salvia), se identificaron diferencias morfoldgicas entre diferentes
géneros de Lamiaceae, las cuales se asociaron a factores ambientales como la temperatura y el

estrés hidrico (Petanidou et al., 2000).

MECANISMO PARA LA POLINIZACION

La palanca estaminal es una estructura altamente modificada, que es considerada como un
atributo diagndstico para este género (Cornejo-Tenorio e Ibarra-Manriquez, 2011). El
mecanismo para la polinizacién consiste en la transferencia de polen de una flor a otra por
medio de abejas o colibries, lo cual se logra cuando, al buscar la recompensa del néctar, la
probdscide empuja involuntariamente la palanca estaminal (una estructura cuyo mecanismo

funciona sélo en especies polinizadas por abejas) y el polen se deposita en el dorso del
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polinizador (Ramamoorthy y Tenorio, 1991; Ramamoorthy, 2001) (Figura 3). En el caso de las
especies polinizadas por colibries, a pesar de presentar la fusion de las anteras, ya no tienen el
movimiento de palanca mencionado, lo cual se atribuye a modificaciones generadas por la

transicion de polinizacién de abejas a colibries (Classen-Backhoff et al., 2012).

La relacion entre la sefial-recompensa, entendiendo sefial como los atributos florales
que atraen a los polinizadores, y recompensa como la cantidad y calidad del néctar que ofrecen
las flores, ha evolucionado en direcciones distintas en las salvias con diferentes polinizadores;
las especies polinizadas por abejas tienen una tendencia a aumentar la parte frontal de la flor
(como la plataforma de aterrizaje), mientras que las polinizadas por colibries tienden a tener
corolas tubulares, aumentando el perfil floral y reduciendo la parte frontal de la flor (Benitez-

Vieyra et al., 2014).

SINDROMES DE POLINIZACION

Un sindrome de polinizacion, es el conjunto de atributos florales que se pueden relacionar con
un tipo de polinizador debido a que son los caracteres que atraen mds a ciertos animales (Faegri
y van der Pijl, 1979). Estos atributos pueden ser los colores que presentan, la morfologia y
arquitectura de las flores, su tamafio, la dureza de la corola, la presentacién de sus estructuras
reproductivas y el momento de apertura de la flor, entre otros (Weberling, 1989; Thomson y
Wilson, 2008). De este modo, se han encontrado patrones generales que permiten inferir el
tipo de polinizador a partir de los atributos florales. Las recompensas también tienen un papel
relevante en los sindromes de polinizacién y debido a los requerimientos de cada uno, éstas van
desde polen y néctar hasta los aromas (Proctor et al., 1996). Algunas flores poseen mecanismos
sofisticados de polinizacién en los que el acceso a dichas recompensas se encuentra restringido
y solo algunos animales pueden acceder, que finalmente son los que polinizan a la flor

(Weberling, 1989).

Debido a lo arbitraria que podria parecer la definicién de un sindrome de polinizacion y a que
no se puede generalizar al respecto, en afios recientes se han incorporado trabajos de
observacion, morfometria y experimentaciéon con polinizadores, para probar los conjuntos de
caracteres que atraen mas a ciertos animales y que permiten que se lleve a cabo la polinizacién
(Wester y Classen-Backoff, 2011). Los tipos de polinizadores se pueden identificar por grupos
taxondmicos (6rdenes y familias de animales) o por grupos funcionales (lenguas largas, tallas

similares, etc.)(Fenster et al., 2004, Thomson y Wilson, 2008) y se debe tomar en cuenta que
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un polinizador en sentido estricto es aquél que lleva el polen de una flor al estigma de otra, los
animales que solo se alimentan del néctar de ciertas flores sin estar involucrados en la
fecundacion de las plantas, como es el caso de los robadores de néctar, no se consideran

polinizadores.

Wester y Classen-Backhoff (2011) tomaron al grupo de las salvias y clasificaron a sus
especies de acuerdo al sindrome de polinizacion que mas se adecuaba a cada una, para lo cual
se basaron en observaciones en campo, analisis morfométricos y experimentos de ajuste de los
polinizadores. Los resultados permitieron determinar que las salvias polinizadas por abejas
(58%) eran aquéllas que presentaban una plataforma de aterrizaje, y en general tenian corolas
cortas de modo que se ajustaban al cuerpo de la abeja y permitian la toma del polen con mayor
eficiencia (un ejemplo es S. lavanduloides). Las salvias que se consideraron como ornitdfilas
(20%) fueron, en principio, las que excluian por completo la entrada de insectos y tenian corolas
tubulares mas largas (como S. iodantha, que presenta una corola marcadamente tubular y que
no tiene una plataforma de aterrizaje donde se apoyen los insectos). El resto se clasificaron
como de caracteres intermedios, ya que permiten la entrada de mas de un polinizador (como S.

mexicana).

Si bien los el término sindrome de polinizacion tiene limitaciones, la idea permite
probar supuestos en los que se presume que la evolucion de un atributo ha sido mediada por

los polinizadores al seleccionar ciertas caracteristicas (Herrera, 2002).

El presente trabajo, se enfocé en probar si los caracteres de los nectarios (estructuras
poco estudiadas y fundamentales para la polinizacién) presentaban una tipologia que
permitieran identificar si ésta se asociaba mas a un polinizador que a otro, en especifico a
abejas o colibries. Para ello se retomaron los estudios previos acerca de sindromes de
polinizacién en salvias (Wester y Classen-Backhof, 2011), asi como los correspondientes a la
evolucién de caracteres florales en especies con diferentes polinizadores siempre que existiera

una filogenia (Figura 3; Benitez-Vieyra et al., 2014).
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JUSTIFICACION

Los nectarios florales son estructuras altamente variables entre los diversos grupos de plantas
que, al no ser regulados por los genes ABC, pueden variar de posicidén entre especies cercanas.

Ademads, dichas variaciones pueden estar asociadas a factores ecoldgicos.

La diversidad de nectarios florales de la que se ha hablado hasta ahora ha sido poco
revisada entre especies de un mismo género. De hecho, a la fecha sdlo existen dos estudios de
este tipo. El primero con especies del género Helleborus, (de Vesprini et al., 1999), y el segundo
con especies de [pomoea (de Galleto y Bernardello, 2004); ambos enfocados en las diferencias
entre especies y sus formas de secrecion. Los resultados de comparaciones entre drdenes y
familias se han utilizado para probar que los nectarios evolucionaron varias veces de forma
independiente en los distintos linajes de plantas y se pudieron haber dado modificaciones
posteriormente (Bernardello, 2007), lo cual sugiere que los estudios comparativos se hagan
entre grupos monofiléticos y especies cercanas, como es el caso de las salvias del subgénero
Calosphace, para las cuales ya existe una filogenia (Benitez-Vieyra et al., 2014) y los tipos de

polinizacién han sido ampliamente estudiados (Wester y Classen-Backhoff, 2011)

Conocer si existe variacion estructural entre los nectarios florales de varias especies
de un mismo género que tiene representantes con diferentes polinizadores permite explorar la
idea de si los nectarios se han diversificado debido a su funcion ecoldgica. Las salvias del
subgénero Calosphace conforman un sistema adecuado para este estudio debido al basto
conocimiento que se tiene acerca de su evolucién y adaptaciones en la transicion de un

polinizador a otro.

A su vez, la descripcién del desarrollo del nectario permitirad identificar las etapas del

desarrollo en las que surgen los elementos que lo conforman.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

El objetivo general de este trabajo es conocer la variacion estructural e histoquimica de los
nectarios florales de diez especies del subgénero Calosphace del género Salvia (S. fulgens, S.
lavanduloides, S. longispicata, S. mexicana, S. polystachya, S. purpurea, S. iodantha, S. misella, S.
elegans y S. cinnabarina), y relacionarlas con el tipo de polinizador que presentan. Los objetivos
particulares, derivados del anterior, son los siguientes:

1. Describir la ontogenia del nectario floral.

2. Comparar las estructuras de los nectarios entre los clados en los que se ubican las

especies.

Debido a que los requerimientos de cada polinizador difieren, se espera que existan

diferencias entre los nectarios de salvias con diferentes polinizadores.
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COLECTA Y ALMACENAMIENTO

Se colectaron inflorescencias de diez especies de Salvia: S. fulgens, S. lavanduloides, S.

longispicata, S. mexicana, S. polystachya, S. purpurea, S. iodantha, S. misella, S. elegans y S.

cinnabarina. Salvia fulgens, S. purpurea, S. iodantha, S. elegans y S. cinnabarina son polinizadas

por colibries; S. lavanduloides, S. longispicata, S. polystachya y S. misella son polinizadas por

abejas, en tanto que S. mexicana es polinizada tanto por abejas como por colibries (Tabla 1).

De cada especie se tomaron tres ejemplares, los cuales se herborizaron y se llevaron

al herbario de la Facultad de Ciencias, UNAM, para corroborar la especie.

Tabla 1. Polinizadores y localidades y fechas de muestreo de cada especie de planta utilizada en este

trabajo.
Polinizador (Wester y
Especie Classen-Backhof, Localizacién Fecha
2011)
P Naci | Desi los L D.F.
S. fulgens Cav. Colibries arque aC|o,n§ esierto de los Leones, oct-13
(carretera México-Toluca)
5 /ong/s.p/cata M. Martens & Abejas Manantlan, Jalisco oct-13
Galeotti
S. lavanduloides Kunth Abejas Coajomulco, Morelos nov-13
S. mexicana L. Abejas y colibries Manantlan, Jalisco sep-12
T Marias, Morel li
s polystachya Cav. Abejas res Marias, Morelos (carretera libre a oct-13
Cuernavaca)
Abejas, colibries y s
S. purpurea Cav. ; Temascaltepec, Estado de México nov-13
mariposas
S. iodantha Fernald Colibries Manantlan, Jalisco oct-13
S. misella Kunth Abejas Ziracuaretiro, Michoacan nov-13
P Naci | Desi los L D.F.
S. elegans Vahl Colibries arque aC|o’n§ esierto de los Leones, nov-13
(carretera México-Toluca)
S. cinnabarina M. Mart & , . .
cmna. arina artens Colibries Cerro Huitepec, Chiapas oct-13
Galeotti

De los ejemplares colectados se tomaron flores y botones de las plantas, los cuales

fueron fijados in situ utilizando FAA (alcohol, formaldehido acido acético en una proporciéon

5:1:0.5) por 24 h; posteriormente, se lavaron bajo agua corriente (15 min), se deshidrataron de

forma gradual con soluciones de alcohol etilico. Los recambios de alcohol se hicieron cada 30
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min pasando por alcohol al 30y 50%, v, finalmente se almacenaron en alcohol 70%, con base en

la técnica propuesta por Vazquez-Nin y Echeverria (2000).

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA LA OBSERVACION EN EL MICROSCOPIO

ELECTRONICO DE BARRIDO

Para la observacion de las muestras al microscopio electrénico de barrido (MEB), se disectaron
las flores a fin de obtener Unicamente los nectarios, los cuales se guardaron en bolsas de papel
cebolla y se deshidrataron de forma gradual en alcohol al 86 y 96%, seguido por dos cambios de
alcohol al 100% por 30 min, excepto el Ultimo cambio de alcohol que se hizo por 12 h; se
elimind el etanol por medio de la técnica de desecado a punto critico, que consiste en agregar
etanol absoluto a una cdmara en un desecador de punto critico. A las muestras se les realizaron
lavados con CO; liquido hasta remplazar todo el etanol por CO,, mismo que se evaporaria en el
ultimo paso (Vazquez-Nin y Echeverria, 2000). Posteriormente, se montaron las muestras en
portaobjetos con cinta conductiva de carbén de doble cara y se cubrieron con una capa de oro
de 200nm de grosor (Vazquez-Nin y Echeverria, 2000). Una vez que este proceso concluyd, fue

posible observar las muestras en el MEB marca Jeol, modelo JSM-5310LVsm.

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA REALIZAR CORTES SEMIFINOS Y
TINCIONES HISTOLOGICAS
Se disectaron flores para obtener los nectarios, los cuales se deshidrataron de forma gradual en
recambios de alcohol al 86, 96 y 100% (30 min cada uno), con un Ultimo cambio de alcohol

100%.

Para los cortes semifinos se tomaron los nectarios previamente deshidratados en
alcohol absoluto y se incluyeron en la resina RLWhite, haciendo cambios de RLWhite en
diferentes proporciones: 30, 50 y 75% (1 h cada uno) y dos cambios en RLWhite al 100% (el
primero por 1 h y el siguiente en un lapso minimo de 12 h), se encapsularon los nectarios en
RLWhite 100% y se dejaron durante 12 h en la estufa para que se polimerizaran correctamente.
Una vez listas las cdpsulas, se les quitd la cubierta y se hicieron pirdmides para posteriormente
cortar las muestras en el ultramicrotomo. Los cortes obtenidos fueron tefiidos con Azul de
Toluidina y cubiertos con resina sintética Entellan y observados por medio del microscopio

Optico.
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PRUEBAS HISTOQUIMICAS

Una vez deshidratadas las muestras se incluyeron gradualmente en parafina con xilol, en las
siguientes proporciones: 2:1, 1:1 y 1:2; el proceso se siguid de forma sucesiva durante 12 h en
cada una, a una temperatura de 58 °C, transcurridas las 12 h se incluyeron en Paraplast© puro
a la misma temperatura, se orientaron las muestras y se dejaron enfriar a temperatura
ambiente. Finalmente, se cortaron laminas de 7-8 pm. Para las pruebas histoquimicas se
realizaron las siguientes tinciones: dacido periddico reactivo de Schiff (APS) para

polisacdridos insolubles, lugol para almidén y Sudan Ill para aceites.
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RESULTADOS

LOCALIZACION Y MORFOLOGIA GENERAL

Las flores de Salvia consisten de una corola bilabiada cubierta en la base por un céliz también
bilabiado. Al disectar las flores se observd que el nectario se encuentra en la parte basal de la
flor por encima del receptaculo, a la altura del céliz. El nectario estd constituido por dos partes:
un disco nectarial y la proyeccion del mismo (Figura 3). El disco nectarial se encuentra
estrechamente asociado al gineceo, caracteristica que encuentra su explicacién en el hecho de

gue los haces vasculares tanto del ovario como del estilo se unen en el disco.

El gineceo es bicarpelar y el ovario es sincarpico tetralobulado (Figura 3A). Asimismo,
se observé que la posicion del ovario es superior, y éste es tetralobulado, en tanto que el estilo

es ginobasico, como en el resto de las Lamiaceae (Simpson, 2010; Figura 3).

En cuanto al nectario, se observé que se encuentra asociado al gineceo, lo que
permite clasificarlo como un nectario ginobdsico, hecho que concuerda con los estudios que
previamente se han realizado sobre el particular (Kumari, 1986). Por otra parte, la proyeccion
del disco nectarial (o lenglieta) provoca que la simetria sea bilateral, es decir, se trata de un

nectario zigomorfico (Figuras 3A y 3B)

Por ultimo, cabe mencionar que generalmente la proyeccién del disco rebasa el largo

del ovario (Figura 3), aunque esta diferencia varia entre especies.
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Figura 3.Morfologia general. A y B: Salvia mexicana. A: el nectario y su marcada asociacién con el
gineceo. B: acercamiento a la zona del disco nectarial, en la cual se observan tricomas glandulares en la
superficie del mismo. Las flechas en ambas figuras muestran las zonas de secrecion del néctar. En A se
sefiala la zona donde se encuentran estomas modificados y en B la posicion de tricomas glandulares. C:
morfologia general del nectario (en azul). El nectario estd constituido por un disco nectarial y una

proyeccion del disco. Sobre el disco nectarial se insertan los carpelos del ovario (en amarillo) y el estilo.

ANATOMIA DEL NECTARIO FLORAL

Los nectarios se reconocen anatdmicamente por tener una epidermis compacta, seguida por un
parénquima nectarifero con células mas grandes y con mayor espacio intracelular. Los cortes de
nectarios de Salvia muestran este arreglo (Figura 4); sin embargo, no toda la estructura del
disco nectarial ni la proyeccién muestran esta organizacién celular, sino que la epidermis
nectarifera Unicamente se observa en la base del ovario (Figura 5). El resto puede ser

considerado como tejido nectarial.

Los cortes del disco nectarial permiten identificar que la fusién de las estructuras que
conforman el gineceo (i.e., el estilo y los carpelos del ovario) se da en esta zona, mientras que

en las partes expuestas parecerian estructuras separadas (gineceo apocarpico).
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Figura 4. Micromorfologia (B) y anatomia (A, C, D) del nectario y el gineceo. A la muestra utilizada le falta
un léculo del ovario, por lo cual las fotos muestran Unicamente tres. A: haces vasculares en el disco del
nectario (Nd), en donde los carpelos del ovario se insertan. A, C y D muestran que el gineceo consta de
cuatro carpelos fusionados Unicamente dentro del disco nectarial y que éstos se encuentran libres en el
resto de la estructura.

E= estilo, IE= insercidn del estilo, Nd= disco del nectario, Nl=proyeccion anterior del nectario, O=ovario.

Cada O representa un lébulo del ovario.
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Figura 5. Acercamiento de las células que componen la epidermis y el parénquima nectarifero en la

parte basal de los carpelos del ovario, donde estos estan mas cercanos al disco nectarial.
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DESARROLLO DEL NECTARIO FLORAL

Durante la ontogenia de la estructura nectarial se observa un primordio compacto del cual
comienzan a diferenciarse los cuatro carpelos y el estigma del estilo (Figura 4A). Cuando las
especies presentan tricomas glandulares, éstos se observan desde etapas tempranas cercanos
al disco nectarial y a los carpelos del ovario (Figuras 6D y 7). No es sino hasta etapas intermedias
que se da la diferenciacién del disco y el aumento de tricomas glandulares (Figuras 6E, 6F, 6G y
7). La proyeccion del disco nectarial no se desarrolla sino hasta estas etapas intermedias y

tardias. En las etapas tempranas e intermedias, se reconoce que esta estructura emerge del

receptaculo (Figura 6C).

Figura 6. Ontogenia del nectario en Salvia mexicana. A, B, Cy D: etapas tempranas del desarrollo floral; E
y G: etapas intermedias; F: etapa en pre-antesis; H: nectario en antesis.
O=ovario; g=tricomas glandulares capitados; S= estigma; Nd=disco nectarial; Np= proyeccion nectarial

(lengleta).
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Figura 7. A, By C: etapas tempranas del desarrollo de la estructura nectarifera; A y B: etapa intermedia
en la cual surgen los tricomas glandulares. B un acercamiento en el cual es posible observar que los
tricomas glandulares ya estan desarrollados, mientras que los ovarios comienzan a diferenciarse. C: etapa
temprana en la que se observa que la proyeccién del disco nectarifero (Np) surge del receptaculo. La
proyeccion no se desarrolla sino hasta etapas cercanas a la antesis, cuando el resto de las estructuras se
encuentran diferenciadas (D). G= tricomas glandulares; O=Qvario; S= estigma; Nd=proyeccion del disco

nectarifero.
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ESTRUCTURAS DE SECRECION

La observacion de los nectarios en el microscopio electronico de barrido permitié identificar
que las estructuras por donde se libera el néctar son los estomas (en la proyeccién del disco
nectarial) y los tricomas glandulares (en el disco nectarial) (Figura 8). Los tricomas son capitados
con cuatro células en tanto que los estomas son atréficos. En estos ultimos fue posible
identificar, para la mayoria de las especies, la secrecién de sustancias cristalinas que conforman

el néctar.

Figura 8. Aspecto de las estructuras relacionadas con la secrecion de néctar. A, By C: tricomas glandulares
capitados. D: estomas por los cuales emerge néctar producido por el disco nectarial.

O= ovario; G= tricomas glandulares capitados; Nd= disco nectarial; E= estoma.

La Figura 9 permite identificar la produccién tanto de azucares (PAS) como de aceites
(Sudan 1lI) en los nectarios. Se observa que la lenglieta presenta una alta acumulacién de
azlcares en el interior, ésta es la zona en la que se distribuyen los estomas en las especies que

los presentan. Por otro lado, para identificar el contenido de los tricomas glandulares se
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hicieron pruebas tanto para PAS como para Sudan lll, y éstos reaccionaron positivamente, lo

gue demuestra que el nectario no sélo secreta azucares, sino también aceites esenciales.
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Figura 9. Aspecto de las tinciones de nectarios en las pruebas histoquimicas. A y B: reacciones para la
prueba de APS. Cy D: reacciones para la prueba de Sudan Ill. Las flechas hacen referencia a las zonas que

presentaron mayor reaccion para estas pruebas.

COMPARACION ENTRE DE LAS DIFERENTES ESPECIES

Los nectarios de las diez especies observadas difieren entre si en cuanto a las células por las que
se libera el néctar. Al observar a las especies de Salvia estudiadas, se encontré que existen
variaciones entre ellas no sdélo por la presencia o ausencia de estomas y tricomas, sino por la
posicién de dichas estructuras, las cuales varian entre especies. En algunas especies los tricomas
glandulares se encuentran en la base de los carpelos y en el interior de la lengleta nectarial
(Figuras 10B, D, F y G) y en otras, en toda la estructura del nectario (Figura 10B) y especies en
donde Unicamente se presentan sobre los carpelos (Figura 10E). Las especies que no

presentaron tricomas glandulares fueron S.misella, S. fulgens, S. elegans y S. cinnabarina.

Los estomas atrofiados se encontraron Unicamente en la parte dorsal de la lenglieta

nectarial. Salvia misella fue la Unica especie en la que no se encontraron estomas en la
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estructura del nectario, el resto de las especies si los presentan aunque la cantidad es variable.
Salvia longispicata y S. lavanduloides presentan entre cinco y diez estomas, otras, con
cantidades intermedias son S. elegans, S. purpurea y S. mexicana (entre 10-15 estomas);
mientras que otras especies, como S. polystachya, S.iodantha, S. fulgens y S. cinabarina
presentan de 15 a 20 estomas (Figura 10). Los estomas generalmente se encuentran agrupados,
de tres a cinco, y en la mayoria de los caso se pudieron identificar secreciones cristalinas
saliendo por ellos. Se debe tomar en cuenta que los resultados son cualitativos y no tienen
representacion estadistica, ya que se basan en la observacion de estas estructuras en el MEB y
son resultados por duplicado para algunas especies. Esto debido a lo impractico y limitado que
es observar varias muestras de la misma especie con esta herramienta, y a que el microscopio

electrdnico es el Unico medio para observar estructuras tan pequefias.

Por otro lado, el tamafio y la forma en la que la lenglieta cubre los carpelos también
es variable entre especies: algunas presentan lenglietas en las que el tamafio es semejante al de
los carpelos (S. fulgens, S. lavanduloides, S. polystachya, S. purpurea, S. iodantha 'y S. misella) y
otras poseen lenglietas que sobrepasan a los carpelos (S. longispicata, S. mexicana, S. elegans y

S. cinnabarina).
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Figura 10. Diversidad de nectarios en salvias. De lado izquierdo se muestra la morfologia del nectario,
donde es posible apreciar la presencia y ausencia de tricomas, y de lado derecho se muestran
acercamientos a los estomas. A. S. fulgens, B. S. lavanduloides, C. S. longispicata, D. S. mexicana, E. S.
polystachya, F. S. purpurea, G. S. iodantha, H. S. misella (para esta especie no se muestra un acercamiento

a los estomas, porque la proyeccién del disco no presentaba ninguno), I. S. elegans, y J. S. cinnabarina.
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En la Figura 11 se observa la comparaciéon entre los nectarios florales de las especies
estudiadas y sus grados de cercania filogenética. Existen similitudes en especies emparentadas:
un ejemplo es el de S. lavanduloides y S. longispicata, en donde ambas presentan nectarios con
pocos estomas y con tricomas. Lo mismo sucede con S. elegans y S. cinnabarina, que tienen
nectarios similares, ambos con estomas y sin tricomas. Para estos pares de especies los
polinizadores son los mismos. Por otro lado, S. mexicana y S. purpurea tienen nectarios con las

mismas caracteristicas y ambas son especies polinizadas tanto por abejas como por colibries.

S.fulgens

- S.longispicata

HE[]

e S.lavanduloides

S.mexicana
= S.polystachia

S.purpurea

S.iodantha

S.purpurea S.iodantha

S.misella

]_: S.elegans
S.cinnabarina

000

S.misella S.elegans S.cinnabarina

Presencia/ Ausencia Polinizacién por abejas

Estomas en la proyeccién del nectario Polinizacién por colibries

LRI EEET e 1
. I:I Tricomas en el nectario Polinizacién por abejas y colibries

Polinizacion por abejas, colibries y mariposas

Figura 11. Filogenia modificada de la propuesta por Benitez-Vieyra et al., (2014) a la cual se agregd el tipo
de nectario presente en cada especie. Es posible observar que especies emparentadas con distintos

polinizadores no muestran nectarios semejantes.
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DISCUSION

Para las especies de Salvias estudiadas, la localizacién del nectario dentro de las flores es la
misma y coincide con la descrita en trabajos previos (Kumari, 1986). Esta es la primera vez que
se comparan nectarios de varias especies de salvias de las cuales se conoce su relacion con las
otras especies, y es la primera vez que se habla explicitamente de la variacién entre los
nectarios para probar si hay diversidad a un nivel inferior del de género desde un punto de vista

ecoldgico.

Los resultados muestran que hay variacion, la cual estd dada por la presencia y
ausencia de tricomas y estomas. Los tricomas se han identificado como estructuras de
liberacién de néctar en otros géneros de Lamiaceae como Leonotis leonorus (Ascensao et al.,
1995), en tanto que los estomas se han registrado en Melissa officinalis (Lamiaceae) (Chiwil,
2009). Esto es congruente con la idea de que estas estructuras no son Unicas para el género
Salvia dentro de esta familia; sin embargo, la posicion y la forma en que se presentan difieren

entre los géneros, al igual que la morfologia general.

Es probable que la dinamica de secrecién sea diferente entre las que sélo presentan
tricomas, en comparacion con las que sdélo presentan estomas, ya que se sabe que ambas
estructuras pueden llevar a cabo funciones diferentes. Un ejemplo es la capacidad de
reabsorcion del néctar por parte de los estomas (Cruden et al., 1983), asi como el hecho de que
éstos no pierden su funcién una vez que el néctar es liberado. La diferencia en las funciones que
puede llevar a cabo cada estructura podria afectar la dinamica de secrecién del néctar y

repercutir en la interaccion con los polinizadores (Galetto y Bernardello, 2004).

En cuanto a los tricomas glandulares, Werker et al., (1993) encontraron que éstos
existen tanto en partes vegetativas como reproductivas de las Lamiaceae y que pueden llevar a
cabo funciones de proteccién contra herbivoros y patégenos; y los que se encuentran en partes
florales pueden servir como atractores para polinizadores. Un estudio con S. officinalis mostrd
que los tricomas glandulares pueden reaccionar de forma positiva para componentes
hidrofilicos v lipofilicos, lo que significa que pueden tener una funcién dual, ya que presentan
tanto azlcares como aceites (Corsi y Bottega, 1999; Baran et al., 2010), y estos ultimos pueden
provocar que las flores despidan aromas. En este estudio encontramos que los tricomas

glandulares tienen reacciones positivas para la prueba de Suddan Ill, que sirve para identificar
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aceites esenciales, y para la prueba de APS, para identificar azlcares. Esto indica que los

tricomas no producen Unicamente azlcares, sino también aceites.

Los aceites, ademads de tener una funcion de defensa contra patégenos y herbivoros,
pueden liberar aromas que atraen a los polinizadores. Las abejas y mariposas son mas sensibles
que los colibries a dicha atraccién, de modo que estos polinizadores pueden ser atraidos por las
secreciones de los tricomas glandulares (Gonzalez-Teuber y Heil, 2009). El comportamiento de
los colibries no se relaciona con los atractivos aromaticos, sino con la morfologia y color de la

corola (Bakery Baker, 1983; Bentley vy Elias, 1983; Proctor, 1996).

De este modo, pareciera que las diferencias estructurales (como la presencia de
tricomas y estomas) entre los nectarios de cada especie pudieran apuntar una relacion con el
tipo de polinizador que tienen. En este caso, las polinizadas por abejas y mariposas muestran
tricomas y estomas, en tanto que las polinizadas por colibries presentan una mayor cantidad de

estomas, y de ellas sdlo en una especie se registran tricomas.

DESARROLLO DEL NECTARIO FLORAL

Existe una polémica acerca del tejido que le da origen al nectario. Fahn (1952, 1953) propuso
gue el disco nectarifero provenia de un crecimiento del receptaculo; sin embargo, Kartashova
(1965) menciona que esta estructura podia derivar de una proliferacion de las células basales
del ovario (Kumari, 1986). Los resultados que aqui se muestran permitieron identificar que el
disco nectarifero surge del crecimiento del receptdculo, lo cual apoya la hipdtesis de Fahn

(1952, 1953).

Por otro lado, si las estructuras que se desarrollan en etapas tempranas coinciden con
ser las mas conservadas, los resultados respaldan las hipdtesis de Kumari (1986), en la que
propone que la proyeccion del disco nectarial es un caracter derivado para la familia Lamiaceae.
Adema3s, los estomas del nectario Unicamente se presentan en dicha proyeccion y, por lo tanto,
surgen también en etapas tardias del desarrollo. Como se menciond anteriormente, los estomas
se presentan en mayor medida en especies polinizadas por colibries y los tricomas en especies

polinizadas por abejas.
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COMPARACION ENTRE LOS NECTARIOS DE LAS DIFERENTES ESPECIES

Existen cuatro variaciones entre los nectarios dependiendo de la combinacién entre la
presencia y ausencia de tricomas glandulares y estomas (Figuras 8 y 12). Los cuatro tipos son:
(1) nectarios sin estomas ni tricomas glandulares (como es el caso de S. misella); (2) sin estomas
pero con tricomas glandulares (como en S. lavanduloides); (3) con estomas y sin tricomas

glandulares (como S. fulgens); y (4) con estomas y tricomas glandulares (como en S. elegans)

(Figura 12).
con tricomas y sin estomas
sin tricomas y con estomas
Tipos
de
nectarios

con tricomas y con estomas

sin tricomas y sin estomas

% Tricoma glandular
0 Estoma

Figura 12. Tipos de nectarios florales en Salvia spp.

Todos los nectarios del grupo analizado presentan estomas en la proyeccién del disco
nectarial; sin embargo, hay una especie en la que no se presentan estomas (S. misella) y que
coincide con ser una salvia polinizada por abejas, en la cual no hubo transiciones evolutivas en
la polinizacidn. Se trata de una especie que ha mantenido el mismo tipo de polinizacién durante
su historia evolutiva, a diferencia de las otras especies con este tipo de polinizador, las cuales
tuvieron tres cambios en el tipo de polinizacion (de abejas a colibries y de colibries a abejas).
Este es el caso de S. lavanduloides, S. polystachya y S. longispicata. Si lo anterior lo cotejamos

con la informacion obtenida de la relacién entre la presencia de estomas con la polinizacién por
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colibries, es interesante que la Unica especie que nunca fue polinizada por este polinizador no
presente estomas. Esto sugiere que probablemente los estomas son una adaptacion a la
polinizacién por colibries en este grupo. Por otro lado, especies que tuvieron una reversion de
colibries a abejas, como S. lavanduloides y S. longispicata, no presentan estomas, lo cual sugiere
gue pudieron haberlos perdido. Salvia polystachya, que regresé a tener polinizacion por abejas

pero no perdié la polinizacién por colibries, ain mantiene ambas estructuras.

RELACION ENTRE LOS NECTARIOS Y EL TIPO DE POLINIZADOR

La tendencia observada (Figura 13) se acota al grupo estudiado, pues en otros sistemas de la
familia (Lamiaceae), como Leonotis leonorus, que tiene tricomas glandulares y es polinizada por
colibries, o el de Melissa officinalis que presenta estomatdforos y es polinizada por abejas, no se
presentan las relaciones entre la estructura y el polinizador como en las salvias estudiadas.

00

S. polystachia

Polinizacion por abejas & Tavandidoides

S. longispicata

S. elegans
Polinizacién por colibries Siclnnabarii

S. fulgens

__ NN

S.iodantha

Polinizacién por colibries, 5
abejas y mariposas O

S. mexicana bl

S. purpurea

Figura 13. Comparacion entre los nectarios de la seccion Calosphace, dependiendo del tipo de

polinizacion.

Dentro de las especies estudiadas, se encuentran varias secciones del subgénero
Calosphace representadas: S. fulgens (seccion Fulgentes), S. lavanduloides (secc. Angulatae), S.
longispicata (secc. Lavanduloideae), S. mexicana (secc. Briquetia), S. polystachya, S. purpurea y

S. iodantha (secc. Polystachya), S. misella (secc. Microsphace), S. elegans y S. cinnabarina
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(ambas secc. Incarnatae) (Epling, 1939). A pesar de que la filogenia que aqui se muestra no esta
completamente resuelta, es interesante notar que especies de una misma seccion pueden
presentar estructuras similares a especies de otras secciones; éste es el caso de S. fulgens
(seccion Fulgentes), que presenta un nectario similar al de S. elegans y S. cinnabarina (secc.
Incarnatae); o la similitud entre S. purpurea (secc. Polystachya) y S. mexicana (secc. Briquetia).
En este Ultimo caso S. purpurea es mas similar a S. mexicana incluso que otros miembros de la
secc. Polystachya. Asimismo, los nectarios de S. lavanduloides (secc. Angulatae) y S. longispicata
(secc. Lavanduloideae) son similares a pesar de estar en secciones diferentes. Lo anterior
muestra que los nectarios no son estructuras conservadas a este nivel taxonémico, lo cual
coincide con lo registrado anteriormente por varios autores (Vesprini et al., 1999; Galetto y
Bernardello, 2004). Ademas, esta variacion entre especies de la misma seccién sugiere que los
NE son un rasgo que depende del contexto ecoldgico. No obstante, es posible que la diversidad
de nectarios no se deba Unicamente a la relacion con los polinizadores, sino también a factores

genéticos y climaticos (Petanidou, 2007).
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se formulan las siguientes conclusiones:

1. Existe variacion en la estructura de los nectarios florales de las salvias estudiadas, la cual
es provocada por las diferencias en la presencia de estomas y tricomas entre las
diferentes especies. Las salvias polinizadas por abejas tienden a tener una alta
presencia de tricomas glandulares, los cuales pueden secretar tanto azlcares como
aceites; mientras que las polinizadas por colibries presentan una mayor cantidad de

estomas que liberan azucares.

2. Durante la ontogenia, el disco nectarifero y los tricomas glandulares se desarrollan
desde etapas tempranas, mientras que la proyeccién del disco y los estomas se

desarrollan en pre-antesis.

3. Kumari (1986) planted la hipdtesis de que la proyeccién del disco nectarifero era un
caracter derivado dentro de la familia Lamiaceae debido a que las especies basales de
este grupo no la presentan. El desarrollo de dicha estructura coincide con esta

hipdtesis.

4. La estructura que da origen a la proyeccion del disco nectarifero es el receptaculo, lo
cual apoya la hipdtesis planteada por Fahn (1952, 1953) acerca del origen de esta

estructura.

5. Los resultados obtenidos apuntan a una relacién entre la estructura del nectario y los
polinizadores. Sin embargo, se requiere un estudio que comprenda mas especies
debido a que el tamafio de muestra es limitado, considerando que se estudiaron diez

especies de las aproximadamente 500 que componen al subgénero Calosphace.
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PERSPECTIVAS DE ESTUDIO

De acuerdo con la experiencia obtenida en este estudio, se formulan las siguientes perspectivas

de estudio:

1. El presente estudio permitié conocer que hay azucares y lipidos en el néctar, por lo que
el siguiente paso seria conocer cudles son, lo que podria hacerse a partir de un andlisis

con cromatografia de gases o de capa fina.

2. Diversos grupos han estudiado las transiciones de un polinizador a otro, en especifico
de abejas a aves y se espera encontrar generalidades al respecto. Los géneros mas
estudiados han sido Penstemon, Mimulus, Costus, Aquilegia, Silene, Ipomoea y Salvia.
Sin embargo, los atributos de los nectarios no se han tomado en cuenta, por lo que
seria interesante buscar patrones relacionados con éstos, a fin de conocer su
importancia en la interaccion con polinizadores, vinculada con su capacidad de cambio

evolutivo.
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