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Resumen

Salvia es el género mas diverso de Lamiaceae, dentro de los linajes que lo componen,
destaca el subgénero Calosphace con mas de 600 especies, endémicas de América. Dentro
de él se encuentra la seccion Fulgentes, la cual se ubica al interior del clado Fulgentes. La
seccion Fulgentes esta conformada por arbustos o sufratices, con flores de coloraciones
rojizas y polinizacién ornitéfila. Sin embargo, ain no se han incluido todas las especies de
esta seccion en un estudio filogenético. Por lo que el objetivo central de este trabajo
consiste en explorar las relaciones filogenéticas de la seccion Fulgentes, asi como
identificar la totalidad de las especies pertenecientes a esta. Para ello, con base en trabajos
moleculares y taxondmicos previos se seleccionaron 40 taxones pertenecientes a
Calosphace, de los cuales 32 podrian pertenecer a la seccion Fulgentes, el resto se
emplearon como grupos externos. Se extrajo el DNA y posteriormente se amplificaron y
secuenciaron los marcadores nucleares ITS y AT5G18580, ademas de los plastidiales trnL-
trnF y trnH-psbA. También, se codificaron 18 caracteres morfoldgicos florales a partir de
material colectado y ejemplares de herbario. Se llevaron a cabo analisis filogenéticos con
los métodos de Maxima Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana (IB), con una matriz
Unicamente con los datos moleculares, ademés de un andlisis de evidencia total en el cual se
concatenaron las matrices de los marcadores moleculares y los caracteres morfoldgicos
codificados. Las hipotesis filogenéticas obtenidas recuperaron a la seccion Fulgentes como
polifilética, y al igual que en estudios previos, la mayoria de sus especies se encontraron al
interior del clado del mismo nombre, el cual fue recuperado con valores de soporte altos
(100 BS/1 PP). El clado Fulgentes estd conformado por la seccion Holwaya en su totalidad
y algunas especies de las secciones Fulgentes, Flocculosae y Nobiles, incluyendo en total
23 especies y tres variedades. En cuanto al resto de taxones, atribuidos a la seccion con
base en caracteres morfoldgicos, no se encontraron emparentados con el grupo. Los
resultados apoyan la necesidad de una reevaluacion de la clasificacion actual para
Calosphace, asi como de la utilidad de los caracteres empleados para establecer

agrupaciones en el subgénero.

Palabras clave: analisis de evidencia total, DNA nuclear, filogenia, seccion Fulgentes,

Salvia.



Abstract

Salvia is the most diverse genus of Lamiaceae, within the lineages that compose it, the
subgenus Calosphace distinguish with more than 600 species endemic of America. Within
the groups that compose it is the Fulgentes section, contained within Fulgentes clade. The
Fulgentes section is composite by shrubs or suffrutex with flowers of reddish colorations
and ornitophilous pollination. However, all the species of the aforementioned section have
not yet been included in a phylogenetic study. Therefore, the main objective of this work is
to explore the phylogenetic relationships of the Fulgentes section, besides to identify the
totality of the species belonging to this. For this, based on previous molecular and
taxonomic works, 40 taxa belonging to Calosphace were selected, of which 32 could
belong to the Fulgentes section, the rest were used as outgroups. DNA was extracted and
subsequently the nuclear markers ITS and AT5G18580, besides the plastidals trnL-trnF,
trnH-psbA they were amplified and sequenced. As well 18 floral morphological characters
were coded from collected material and herbarium specimens. Phylogenetic analyses were
carried out with Maximum Likelihood (ML) and Bayesian Inference (IB) methods with a
matrix only with the molecular data, in addition to a total evidence analysis in which the
molecular markers and the codified morphological characters were included. The
phylogenetic hypotheses recovered the section Fulgentes as polyphyletic, and as in
previous studies, including most of their species within the clade of the same name, which
was recovered with strong support (100 BS /1 PP). The Fulgentes clade is composite of all
the species of the Holwaya section and some species of the Fulgentes, Flocculosae and
Nobiles sections, in total 23 species and three varieties. As for the rest of the taxa,
presumably attributed to the section, based on morphological characters, they were not
related to the group. The results support the need for a reassessment of the current
classification for Calosphace, as well as the usefulness of the characters used to establish

groupings in the subgenus.

Key words: total evidence analysis, AT5G18580, phylogeny, Fulgentes, Salvia.



I. Introduccién

La familia Lamiaceae se encuentra entre las diez mas abundantes dentro de la flora de
México, con un total de 33 géneros y 598 especies (Martinez-Gordillo et al., 2018). Dentro
de esta familia se encuentra el género Salvia L., el mas diverso de la familia con alrededor
de 1000 especies alrededor del mundo (Harley et al., 2004). El género Salvia, a diferencia
del resto de las lamiaceas, se caracteriza morfoldgicamente por la presencia de dos
estambres, con anteras monotecas, separadas por un conectivo alargado, en el cual, las tecas
inferiores y el tejido conectivo forman un apéndice generalmente estéril, con forma de
palanca, denominado balancin o gubernéculo, el cual ha sido identificado como una
estructura clave involucrada en la polinizacion y evolucion del género Salvia (Clafen-
Bockhoff et al., 2003; 2004a).

Debido a su gran diversidad y de acuerdo a la clasificacion propuesta por Bentham
(1876) Salvia se dividide en cuatro subgéneros: Calosphace Benth., Leonia Benth.,
Salviastrum Benth. y Sclarea Benth. Encontrandose la mayoria de las especies mexicanas
dentro del subgénero Calosphace (Walker et al., 2004). Este subgénero se caracteriza
morfolégicamente por la presencia de una palanca estaminal linear y la ausencia de tecas
posteriores fértiles. Es el mas diverso al interior de Salvia, con alrededor de 500 especies,
distribuidas exclusivamente en el continente americano, desde México hasta Sudamérica y
uno de los siete grupos monofiléticos reconocidos al interior del género Salvia (Walker &
Sytsma, 2007; Drew et al., 2017).

De acuerdo con la clasificacion taxondémica infragénerica, se reconocen 99 secciones
al interior de Calosphace, de las cuales cerca del 60% se encuentra en México y 26 son
endémicas (Epling, 1939, 1940, 1941, 1947, 1951; Ramamoorthy y Elliot, 1998; Fragoso-
Martinez et al., 2018). Sin embargo, estudios filogenéticos para el subgénero Calosphace
han sugerido que solamente 12 de las secciones propuestas son monofiléticas (Jenks et al.,
2013; Fragoso-Martinez et al., 2018).

Por otro lado, en la filogenia mas reciente para el subgénero se distinguen 27 clados
(Fragoso-Martinez et al., 2018). Dentro de estos grupos monofiléticos al interior de
Calosphace, se encuentra el clado Fulgentes, el cual se caracteriza por la corola roja,
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polinizacién ornitofila y una distribucion restringida a México y Centroamérica (Jenks et
al., 2013).

A pesar de las caracteristicas antes mencionadas, tanto el clado Fulgentes como la
seccion del mismo nombre y la mayoria de los grupos monofiléticos al interior de
Calosphace, aun se encuentran representados de manera parcial en las filogenias
publicadas. Por lo que identificar la totalidad de las especies pertenecientes a la seccion
Fulgentes Epling, asi como dilucidar las relaciones filogenéticas entre las mismas y si se
trata de un grupo monofilético, ademas de analizar caracteres morfoldgicos relevantes en la
evolucion y delimitacion del grupo, representan la oportunidad de realizar un analisis

integral.
I.  Objetivos
General

Analizar las relaciones filogenéticas de las especies al interior de la seccion Fulgentes, con

base en caracteres morfolégicos y moleculares.
Particulares

- Explorar la utilidad de un marcador nuclear de copia Unica (gen AT5G18580), en
combinacion con marcadores usados anteriormente para el género Salvia (ITS, trnL-
trnF y psbA), con el fin de postular hipétesis de relacion entre las especies de la
seccion Fulgentes.

- Explorar la utilidad de caracteres mofoldgicos florales, con el fin de postular

hipdtesis de relacion entre las especies de la seccidon Fulgentes.

- Identificar las especies que conforman la seccion Fulgentes.



Il. Antecedentes
La seccién Fulgentes

La seccion Fulgentes fue delimitada por Epling (1939) tomando en cuenta caracteres
morfologicos, como: el habito, el cual generalmente es sufrutice; el labio superior del caliz
7-nervado; la corola de color rojo, el tubo de la corola ventricoso y ligeramente invaginado
en la base, con papilas en el interior del tubo de la corola; los estambres insertos en el labio
superior de la corola y el estilo hirsuto. Esta seccion incluye seis especies, las cuales se
distribuyen desde Arizona en el suroeste de los Estados Unidos de América, hasta Oaxaca

en el sur de México.

En ese mismo trabajo Epling diferencia las secciones Fulgentes y Cardinales Epling,
debido a caracteres relacionados con la corola, como la similitud de tamafio entre los labios
y la base del tubo recta o invaginada. Ademas, designa como especie tipo para la seccion
Cardinales, a Salvia cardinalis Kunth, la cual posteriormente fue sinonimizada por
Ramamoorthy (1984) bajo el nombre de S. fulgens Cav., considerada como tipo de la
seccion Fulgentes. Por esta razon, la seccién Cardinales fue sinonimizada bajo Fulgentes,
las siete especies restantes se agruparon en una nueva seccion con el nombre de Holwaya

Ramamoorthy, cuya especie tipo es S. holwaya S.F. Blake.
El clado Fulgentes

Jenks et al. (2013) mencionan por primera vez al clado Fulgentes, compuesto por 22
especies, presentes en México y Centroamérica, en el cual se anidan especies de las
secciones Cardinales, Flocculosae, Fulgentes y Nobiles de acuerdo con la circunscripcion
de Epling (1939). Las caracteristicas importantes para delimitar este clado son las flores
rojas, grandes, polinizadas por colibries. Sin embargo, a pesar de que este analisis recupera
al clado Fulgentes como monofilético, lo hace con un valor bootstrap y de probabilidad

posterior bajo.

Posteriormente, Fragoso-Martinez et al. (2018) recuperan nuevamente al clado
Fulgentes, con un valor de soporte bootstrap de 100. Sin embargo, se modificd la
circunscripcion del clado, ya que S. adenophora Fernald, S. disjuncta Fernald y S.
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madrensis Seem., no se encuentran al interior del clado Fulgentes y no estan cercanamente
emparentadas con el grupo. En el estudio de Fragoso-Martinez et al. (2018), el clado
hermano de Fulgentes es Membranaceae, relacion que se observo al incrementar el

muestreo con respecto al estudio de Jenks et al. (2013).

Otros resultados importantes en el estudio de Fragoso-Martinez et al. (2018), para el
clado Fulgentes consistieron en la division de éste en los subclados Holwaya y Fulgentes,
ambos con un valor de soporte bootstrap de 100. La deteccion de una inversion en la
evolucion del sindrome de polinizacién, de orintofilia a melitofilia, especificamente en el
subclado Fulgentes. Ademaés, de un analisis de los caracteres morfolégicos florales

relacionados a esta reversion.
. Material y métodos
Disefio de muestreo

Se seleccionaron 39 especies pertenecientes al género Salvia, subgénero Calosphace
(Anexo I). El grupo interno esta conformado por 32 especies, 16 de las cuales corresponden
al clado Fulgentes, de acuerdo con los resultados de los anélisis de Jenks et al. (2013) y
Fragoso-Martinez et al. (2018). En el presente trabajo también se incluyeron las especies
consideradas por Epling (1939) dentro de las secciones Cardinales y Fulgentes, que no
habian sido incluidas previamente. Ademas de especies descritas recientemente y que no
habian sido asignadas a ninguna seccion, pero morfol6gicamente son similares al grupo de

estudio.

Como grupos externos se incluyeron ocho especies de Calosphace, entre ellas Salvia
axillaris Moc. & Sessé ex Benth., hermana del resto de las especies del subgénero
Calosphace (Jenks et al., 2013, Fragoso-Martinez et al., 2018). También, se incluyeron a S.
lasiocephala Hook. & Arn. y S. mocinoi Benth., las cuales corresponden al clado
Membranaceae, grupo hermano de Fulgentes de acuerdo a Fragoso-Martinez et al. (2018).
Finalmente, debido a que comparten similitudes morfoldgicas con el grupo de estudio,
como la corola de color rojo y de tamafio similar, se incluyeron a S. blepharophylla

Brandegee, S. disjuncta Fernald, S. oaxacana Fernald, S. pexa Epling y S. regla Cav.



Trabajo de campo

Se realizaron cinco salidas al campo, a los estados de Chiapas, Oaxaca, Puebla y San
Luis Potosi. Se tomd como base los datos de colecta de los ejemplares revisados en los
herbarios ENCB, FCME, IEB, HUAP, MEXU, MO, OAX, SERO, SLPM, TEX y USON.
Las localidades visitadas fueron: Motozintla, EI Porvenir y Las Margaritas (Chiapas);
Montenegro, San Marcos Monte de Ledn y Santiago Tilantongo (Oaxaca); Atexcoco,
Azumbilla, Cerro El Gavilan, Esperanza y San Luis Tultitlanapa (Puebla) y El Peaje (San
Luis Potosi). Se colectaron ejemplares pertenecientes a la seccion Fulgentes y grupos
afines, preservando tejido en silica gel, el cual se empled para la extraccion de DNA.
Ademas, se preservaron flores en alcohol para el andlisis de caracteres morfoldgicos

florales.
Caracteres morfoldgicos florales cualitativos y estados de caracter

A partir de la observacién de ejemplares de herbario y flores fijadas en alcohol, se
postularon 'y codificaron 18 caracteres florales potencialmente informativos
filogenéticamente para la seccion Fulgentes (cuadro 1), otras especies no asignadas
seccionalmente pero que son floralmente similares y los grupos externos. En este trabajo no
se consideraron caracteres vegetativos debido a que en varias especies del género Salvia se
observa plasticidad en este tipo de caracteres Epling (1939), mientras que los caracteres

reproductivos parecen ser mas estables.

1. Numero de nervaduras en el labio superior del caliz: (0) 3-nervado, (1) 5-

nervado, (2) 7-nervado.

Debido a la fusién de los sépalos en el género Salvia, los cuales forman un céliz
bilabiado, se ha divido el caliz en un labio superior y uno inferior, se ha observado que el
namero de nervios en el labio superior del céliz es un caracter constante para algunas
secciones del subgénero Calosphace y ha ayudado en la delimitacion de estas (Epling,
1939). Debido a que en el clado Fulgentes se anidan especies de diferentes secciones, se
decidi6 probar la utilidad de este caracter, separando los tres estados observados entre las

especies analizadas.



2. Apice del labio superior del caliz: (0) tridentado, (1) apiculado, (2) acuminado,

(3) agudo, (4) mucronado.

Como se menciono anteriormente, el céliz en el género Salvia se divide en un labio
superior y uno inferior, en el caso del apice del labio superior se observo cierto grado de
variacion de acuerdo a la forma (fig. 2 C-D), empledndose los siguientes estados de
caracter: terminacion en tres dientes (tridentado), terminacién en punta aguda, corta y
flexible (apiculado), terminacién con angulo inferior a 45° (acuminado), terminacion con
angulos de 45 a 90° (agudo) y terminacion en una proyeccion aguda, corta y rigida

(mucronado).

Este caracter no ha sido explorado, a pesar de la variacion de formas presentes en
Calosphace y a la evidencia aportada en algunos estudios morfométricos, en los cuales este
caracter puede ser util en la delimitacion e identificacion de especies (Fernandez, 2006;
Fragoso-Martinez, 2014).

3. Tricomas en el caliz: (0) ausentes, (1) simples, (2) ramificados.

Los tricomas son apéndices epidérmicos presentes en diversas partes de las plantas,
en el género Salvia los tipos mas comunes de tricomas son los pluricelulares simples, los
tricomas dendriticos (fig. 1) y los tricomas glandulares con cabeza unicelular (EI-Gazzar y
Watson, 1970). Sin embargo, hasta ahora no esta claro si los tricomas eglandulares y
glandulares en Salvia son homoélogos, sobre todo debido a la funcion secretora de estos
ultimos, pues se ha observado que tienen relacion con rutas metabdlicas para la sintesis de
terpenos y aceites esenciales (Hallahan, 2000; Baran et al., 2010). Esto, podria sugerir que
el origen de ambos tipos de tricomas es distinto, razén por la cual se consideraron como
caracteres independientes y se trataron por separado. Sumado a lo anterior, en algunas
ocasiones el indumento en el céliz puede estar ausente o conformado Unicamente por
tricomas de tipo glandular, por lo que fue necesario considerar la ausencia de tricomas

como un estado adicional de caracter.



4. Tricomas en la corola: (0) ausentes, (1) presentes.

Para este caracter Unicamente se considerd la presencia o ausencia de tricomas,
debido a que en los taxones analizados no se observaron tricomas ramificados en la corola.
Aunque vale la pena mencionar que al interior del subgénero Calosphace hay especies con
tricomas ramificados en la corola. Por otra parte, si bien todas las especies de Calosphace

presentan indumento en la corola, en el caso de algunos taxones observados, el indumento

que presentaban era Unicamente de tipo glandular, por lo que se codific6 como ausencia.

e £, ey
R VL QP s AR R Wi g o
Simples, (S. microphylla). B. Ramificados, (S. pexa). C.

Glandular-pedicelados, (S. wagneriana). D. Glandular-peltados, (S. regla).

Figura 1. Tipo d tricomas. A.
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5. Tricomas glandulares, pedicelados en el caliz: (0) ausentes, (1) presentes.

Como se menciond anteriormente, el género Salvia presenta tricomas de tipo
glandular los cuales se clasifican de manera general en capitado glandulares y peltado
glandulares (fig. 1). Ambos tipos se pueden diferenciar debido al numero de células que
componen la cabeza del tricoma, ya que mientras la cabeza de los tricomas glandular
pedicelados es unicelular, la de los tricomas peltados es multicelular (Eiji y Salamaki,
2016).

Por otro lado, en ocasiones ambos tipos de tricomas glandulares se presentan en el
caliz de algunas especies del subgénero Calosphace. Sin embargo, se optd por codificar
ambos tipos de tricomas glandulares como caracteres independientes, debido a que hasta el
momento no hay evidencia de una correlacion entre ambos tipos de tricomas cuando ambos

estan presentes.

Finalmente, diversas secciones del género Salvia presentan tricomas glandulares
pedicelados, en hojas, caliz y corola; estos caracteres han servido para delimitar secciones y
han demostrado tener importancia sistematica (Eiji y Salmaki, 2016), ademéas de estar
relacionados en estrategias de defensa a herbivoria y amortiguamiento de condiciones
ambientales (Krstic et al., 2006; Baran et al., 2010).

6. Tricomas glandulares peltados en el caliz: (0) ausentes, (1) presentes.

En varias especies de la seccion Fulgentes se observa variacion en cuanto a este
caracter, por lo que se decidi6 analizar su utilidad. Como estados de caracter se
consideraron la presencia 0 ausencia de este tipo de tricoma glandular en la estructura de

interés, en este caso el caliz.

Al igual que los tricomas pedicelados, han sido empleados para delimitar secciones
(Eiji y Salamaki, 2016). Este tipo de tricomas se encuentran relacionados con la

produccidn de aceites esenciales (Krstic et al., 2006; Baran et al., 2010).
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7. Tricomas glandulares pedicelados en la corola: (0) ausentes, (1) presentes.

Los tricomas glandulares de la corola son similares a los del céliz y de igual manera
se consideraron los mismos criterios para tratarlos como independientes y codificarlos
unicamente de acuerdo a la presencia o ausencia de éstos en la corola. Por otro lado se

observo cierto grado de variacion, razén por la cual se considerd atil incluirlos.
8. Tricomas glandulares peltados en la corola: (0) ausentes, (1) presentes.

Al igual que los tricomas del mismo tipo en el céliz, se observd variacion en la
presencia y ausencia de éstos, por lo que se opté por codificarlos por separado a los

tricomas glandulares de tipo pedicelados.

9. Color de la corola: (0) azul: tonalidades sin combinacion de rojo, (1) parpura:
colores con combinaciones de azul y rojo, (2) rojo: tonalidades sin combinaciones de

azul.

De manera general, el color de las corolas ha sido relacionado con el tipo de
polinizacion para cada especie. En el caso de Calosphace las corolas con tonalidades
rojizas, rosadas, purpuras y amarillas, generalmente han sido relacionadas con una
polinizacién ornitdfila, mientras que los colores azul, violeta y blanco se han observado en
especies melitofilas (Wester y ClaRen-Bockhoff, 2011). Con base en esta clasificacion
general sobre los colores y su relacion con el tipo de polinizacion, se decidio dividir en tres
el color de las flores de las especies analizadas. Aquellas que presentaban colores azules sin
combinacion de rojo, las que presentaban colores rojos sin combinacion de azul y

finalmente aguellas que presentaban una combinacion de ambos.
10. Constriccidn de la boca del tubo de la corola: (0) ausente, (1) presente.

Todas las especies de la seccion Fulgentes presentan corolas tubulares, al igual que la
mayoria de las especies de Salvia que se distribuyen en América (Wester y ClaRen-
Bockhoff, 2011). Sin embargo, se ha observado que algunas especies presentan corolas con
la boca del tubo reducida de manera conspicua (fig. 2A), caracteristica que podria funcionar

como una barrera al impedir el acceso al néctar a cierto tipo de animales.
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Para la codificacion de este caracter, se diferencié entre las especies que presentaban la
boca del tubo de la corola reducido y las que no, en este caso se considero el caracter como

ausente.
11. Base del tubo de la corola invaginado: (0) ausente, (1) presente.

Se trata de un cardcter poco estudiado en el grupo, aunque varias especies de
Calosphace presentan pliegues orientados al interior del tubo de la corola, sobre todo en la
base de éste (fig. 2B). En cuanto a los estados de caracter considerados, se diferencio entre
aquellas especies que presentaban la base del tubo invaginado y aquellas que no lo

presentaban, en este Ultimo caso, el caracter se consideré como ausente.

Por otra parte, este caracter ha sido empleado taxonémicamente para diferenciar entre
secciones (Epling, 1939), ademas de ser considerado como un caracter diagndstico en la
descripcion de nuevas especies (Fragoso-Martinez y Martinez-Gordillo, 2013; Bedolla y
Zamudio, 2015), por lo que se considerd interesante analizar la utilidad de este caracter

para el grupo.

12. Orientacion del labio inferior de la corola: (0) divaricado: dirigido en un
angulo de 75 a 105°, (1) descendente: dirigido gradualmente hacia abajo en un angulo

de hasta 136 a 166°, (2) reflexo: doblado abruptamente hacia atras.

La posicion del labio inferior de la corola ha sido relacionada con el tipo de
polinizacién, ya que dependiendo de ésta, el acceso a las recompensas puede ser preferente
0 exclusivo a ciertos tipos de polinizador (Wester y Clalen-Bockhoff, 2011); de esta
manera, en las especies que presentan labios reflexos o deflexos es practicamente imposible

que los insectos actien como polinizadores, ya que carecen de una plataforma de aterrizaje.

De acuerdo a la variacion observada, se distinguieron tres estados de caracter. El
primero correspondiente a las especies que presentan el labio inferior de la corola en un
angulo de 75 a 105° respecto al tubo de la corola; el segundo a las que lo presentan en un
angulo de 136 a 166° respecto al tubo y el tercero a las especies con el labio doblado de

manera abrupta hacia atras respecto al tubo de la corola.
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3 mm

corola constrefiida, (S. dorisiana). B. Base del tubo de la corola invaginado (S. microphylla). C.
Caliz con el labio superior apiculado (S. microphylla). D. Céliz con el labio superior acuminado (S.
karwinskii). E. Union del filamento con bisagra (S. microphylla). F. Union del filamento continuo

(S. macellaria). G. y H. Glandulas en el interior del tubo de la corola.
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13. Posicion de los estambres respecto al labio superior de la corola: (0)

incluidos, (1) exsertos.

Este caracter ha sido empleado taxonémicamente para diferenciar entre secciones y
especies para el genero (Epling, 1939). En el caso del subgénero Calosphace, se reconocen
dos tipos de posicion de los estambres respecto a la corola, estambres incluidos los cuales
se caracterizan por encontrarse inmersos en el labio superior de la corola y estambres

exsertos, los cuales se distinguen por sobresalir del labio superior o el tubo de la corola.

Por otra parte, se ha observado que la insercion de los estambres en combinacion con
el mecanismo de palanca estaminal, incide directamente en el lugar de deposicion del
polen, facilitando o excluyendo el contacto en lugares especificos del cuerpo del
polinizador, lo que podria funcionar en algunas especies como un mecanismo de

aislamiento reproductivo (Clallen-Bockhoff et al., 2004b).
14. Ubicacion de los dientes en el androceo: (0) sin dientes, (1) en el vecciario.

De manera general, el androceo en el subgénero Calosphace se ha dividio en dos
partes (fig. 3). La primera correspondiente a la parte fértil que porta las tecas, denominada
polinario y la segunda a la parte estéril denominada vecciario, en algunas especies, estas
estructuras pueden presentar proyecciones en forma de dientes (fig. 3). La presencia,
ubicacion y posicion de los dientes en el androceo, han sido considerados caracteres de
importancia taxondmica para Salvia (Epling, 1939).

Por otro lado, se ha observado que estos dientes pueden funcionar como un
impedimento para el libre forrajeo de polinizadores ilegitimos; por ejemplo, en diversas
especies ornitéfilas de Salvia, los dientes se encuentran dispuestos de manera lateral o
distal, por lo cual no obstruyen la entrada del tubo floral (Wester y Clalien-Bockhoff,
2011).
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polinario

vecciario vecciario

Figura 3. Androceo Salvia fulgens. A. Vista lateral a. union del filamento con el conectivo, b.

diente del androceo. B. Vista frontal a. indumento del filamento, b. diente del androceo.
15. Indumento del filamento: (0) glabro, (1) pubescente.

En el filamento del androceo de las especies de la seccion Fulgentes, se observo que
algunas contaban con indumento (fig. 3B) y otras no, razon por lo que posiblemente este
caracter podria estar relacionado con una estrategia de impedimento en dicha estructura, al

dificultar la entrada de visitantes ilegitimos.
16. Union del filamento con el conectivo: (0) continuo, (1) con bisagra.

El filamento, en el punto de insercion con el conectivo puede extenderse en un diente
por encima de éste (fig. 3A), dando la idea de una bisagra, o insertarse directamente al
conectivo en una continuacion del tejido, lo cual se manifiesta en la continuidad de los
haces vasculares (Clalen-Bockhoff et al., 2004b) en este ultimo caso, la movilidad del

mecanismo de palanca es menor.
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17. Forma de la proyeccion de la glandula de la ginobase: (0) inconspicua, (1)

botuliforme, (2) linguiforme, (3) linear, (4) conoidal.

Este es un caracter que no ha sido explorado, a pesar de que la forma de la proyeccion
de la glandula de la ginobase varia entre especies. En el caso de ésta estructura se
observaron cinco estados de caracter basados unicamente en la variacion de las especies
analizadas. Sin embargo, vale la pena sefialar que a nivel del subgénero probablemente
exista una variacién ain mayor en cuanto a la forma de ésta estructura. En cuanto a la
importancia ecoldgica y evolutiva de este caracter, vale la pena considerar que esta

estructura es la encargada de generar el néctar para los polinizadores.

A continuacién se describen los estados de caracter en el mismo orden del inciso 17.
El primer estado de caracter corresponde a las especies en las cuales no se observa a simple
vista la presencia de la glandula de la ginobase; en el caso del segundo se hace referencia a
las proyecciones con forma rolliza y de extremos redondeados; el tercero engloba a las
especies con una proyeccion en forma de lengua, el cuarto hace referencia a una glandula
prolongada y angosta de margenes paralelos y el quinto incluye a las especies con una

proyeccion de forma aproximada a un cono.
18. Glandulas en el interior del tubo de la corola: (0) presentes, (1) ausentes.

Varias especies del subgénero Calosphace presentan glandulas de origen corolino al
interior del tubo de la corola (fig. 2 G-H). Sin embargo, este caracter no ha sido explorado
y basicamente solo ha sido empleado por Epling (1939) para distinguir algunas secciones.
Se ha hipotetizado como una posible especializacién para impedir el ingreso de
polinizadores ilegitimos o como estructuras de retencion de néctar (Wester y Clalen-
Bockhoff, 2011).
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Cuadro 1. Matriz de caracteres morfologicos cualitativos
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S. stolonifera 21/ 1/1/1/0{0/0[2] 1] 0] 1 0]1]1 2|41
S. tilantongensis 2/4/0/1]1/1{0/0{2| 1] 0] 1 0]1| 1 24| 0
S. univerticillata 203|111} 1/0|0]2] 1] 0] 2]0[0] 1] 1 2|1
S. venturana 201} 1j1|1|1|0]1|2 1|01 0| 1] 0] 2] 2|1
S. wagneriana 112110 1{0j1]1]2| 1] 1] 2] 0| 1] 1| 2| 2| 1

Caracteres moleculares
Seleccion de marcadores moleculares

Los marcadores moleculares fueron elegidos con base en los estudios previamente
realizados por Jenks et al. (2013) y Fragoso-Martinez et al. (2018) para el género Salvia,
con excepcion del marcador nuclear de copia Unica AT5G18580, el cual se emplea por

primera vez en un analisis filogenético.

1. Region de los espaciadores transcritos internos (ITS): Los espaciadores transcritos
internos, ITS1 e ITS2 son regiones no codificantes que forman parte del DNA
ribosomal del nucleo y se encuentran flanqueados por las regiones altamente
conservadas de los genes 28S, 5.8S y 16S; por lo anterior se pueden emplear
primers universales para su amplificacion. La evolucion rapida de estas regiones
permite que se empleen en la comparacion a nivel de géneros y especies

cercanamente relacionados (Soltis y Soltis, 1998).

2. Region del intrén trnl y el espaciador intergénico entre el exén trnL y el gen trnF
(trnL-trnF): Se trata de dos fragmentos no codificantes, localizados en el
cloroplasto. Ambas regiones son relativamente pequefias y se han empleado
ampliamente para inferir relaciones filogenéticas desde el nivel de familia hasta
especie, debido, sobre todo, a la facilidad con que se pueden coamplificar (Soltis y
Soltis, 1998).

3. Region del espaciador intergénico entre el gen psbA y el gen trnH (psbA-trnH): Se
trata de una region del cloroplasto no codificante. Se ubica entre el gen psbA, que
codifica para la proteina del fotosistema Il y el gen que codifica para el RNA de

transferencia de la histidina. Es una de las regiones mas variables del cloroplasto,
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por lo que se ha empleado en combinacion con otros marcadores, llegando a

delimitar hasta el 85% de especies para un género (Kress y Erickson, 2007).

4. Gen AT5G18580: Este marcador nucelar ha sido relacionado con la orientacion de
los microtdbulos corticales (Atkinson et al., 2014). Se trata de una region que
codifica una proteina altamente conservada y estd compuesto por 12 exones y 11
intrones, los cuales son variables en tamafio. Hasta el momento no se ha empleado
para estudios filogenéticos. Sin embargo, promete ser un marcador Util, ya que
ademas de la diferencia en el tamafio, los intrones también son regiones variables en

cuanto a sus secuencias de nucledtidos.
Extraccion y amplificacion

La extraccion de DNA se realiz6 a partir del material colectado y deshidratado en gel
de silice o material de herbario, mediante el método 2xCTAB (Doyle & Doyle, 1987)
modificado por Salazar et al. (2003). Las reacciones de amplificacion se realizaron en
volimenes de 15 pl usando el ‘Taq PCR Core Kit’ (Qiagen). Las regiones ITS, trnL-trnF y
psbA-trnH fueron amplificadas de acuerdo a los protocolos descritos para el género Salvia

por Fragoso-Martinez et al. (2018).

Para el marcador AT5G18580 se emple6 un protocolo de amplificacion anidado; la
amplificacion se llevé a cabo de acuerdo al siguiente programa: temperatura inicial de
desnaturalizacion de 94°C por 2 min, seguido por un periodo de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 45 seg, hibridacion de primers a 53°C por 30 seg y extension
a 72°C por 2 min, seguido de un periodo de extension final a 72°C por 7 minutos,
empleando el par de primers F1 (5’-ATGTGGGTTTGCCTGAGGGA-3’) y R1 (5’-
TGAGGTTGAAGRAAGCCATC-3"). Posteriormente, mediante una reamplificacion y el
mismo perfil de amplificacion mencionado anteriormente, se amplificd en dos fragmentos
el marcador de interés con la combinacion de primers F1-R6 (5’-
GCATCACATAGAGGTAGAAAG-3’) y F6 (5-AAGACTTCTGCCACATAGCCT-3")-
R1.
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Los productos de PCR de estas regiones se concentraron y corrieron en un gel al
1.5% de agarosa por 3.5 horas, con la finalidad de separar posibles bandas multiples que
correspondieran a diferentes copias del marcador. Posteriormente, las bandas de los
productos se cortaron y purificaron con el kit de extraccion QIAquick de Qiagen. Las
muestras purificadas se corrieron nuevamente en un gel de agarosa al 1.5% por 1 hora para

corroborar que no existieran bandas multiples y fueron enviadas para su secuenciacion.
Secuenciacion, edicion y alineamiento

La secuenciacion se llevo a cabo por el método Sanger, en el Laboratorio de Biologia
Molecular de la Biodiversidad y la Salud, Instituto de Biologia, UNAM, y en la empresa
Macrogen®. Los cromatogramas fueron analizados y editados mediante el programa
Geneious v. 11.0.3. (Biomatters®). Posteriormente, para los marcadores ITS, trnL-trnF y
psbA-trnH, se realiz6 un nucelotide BLAST® (Madden et al., 1996), en la péagina del
National Center for Biotechnology Information (NCBI), con el fin de corroborar que las
secuencias pertenecieran al género Salvia. En el caso del marcador AT5G18580, para
corroborar la identidad de las secuencias, se llevo a cabo el nucleotide BLAST® a través de
la pagina The Arabidopsis Information Resource (TAIR), con la finalidad de corroborar
que se tratara del marcador de interés. Finalmente, las secuencias se alinearon a través del
programa MAFFT v. 7 (Katoh & Standley, 2013), con un método de refinamiento iterativo
y el resto de los parametros seleccionados por defecto. Posteriormente los alineamientos

fueron editados manualmente a través del programa PhyDE v. 0.9971 (Muller et al., 2010).
Prueba de congruencia filogenética

Para determinar si los marcadores nucleares y de cloroplasto podian combinarse en
los analisis filogenéticos, se llevd a cabo la prueba de “Congruencia entre Matrices de
Distancia”, CADM por sus siglas en inglés, la cual emplea el estadistico de concordancia
W de Kendall, en el cual, un valor de 0 implica la incongruencia completa entre las
matrices que se comparan, mientras que un valor de 1 indica concordancia completa
(Campbell et al., 2011). La prueba de congruencia filogenética se realiz6 a partir de los
alineamientos de cada uno de los marcadores, con los cuales se gener6 una matriz de

distancia por marcador. Posteriormente, éstas se emplearon para realizar la prueba de
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congruencia mediante la funciéon ‘CADM.global’, incluida en el paquete ape (Paradis et al.,
2012), del lenguaje R (R Core Team 2018). La hipdtesis nula de completa incongruencia
entre las matrices de distancia se puso a prueba con 9999 permutaciones.

Analisis filogeneticos

Se realizé un analisis de ML con los marcadores ITS, trnL-trnF y psbA-trnH, en el
programa IQ-TREE web server (Trifinopoulos et al. 2016), en el cual se incluyeron 18
taxones de Calosphace, secuenciados para estos marcadores por primera vez, ademas de las
273 especies empleadas en los estudios previos de Fragoso-Martinez et al. (2018) y
Gonzalez-Gallegos et al. (2018), con el fin de analizar las relaciones de los taxones
pertenecientes a la seccion Fulgentes y al clado del mismo nombre, al incrementar el
tamafio del muestreo. Para este andlisis, se emple6 una particion por marcador y se
seleccionaron los modelos: GTR+F+1+G4 para ITS, TVM+F+G4 para psbA y TIM+F+G4

para la region trnL-F, de acuerdo a Gonzélez-Gallegos et al. (2018).

Posteriormente, con las secuencias obtenidas de los marcadores AT5G18580, ITS,
trnL-trnF y psbA-trnH, ademas de la matriz concatenada con los cuatro marcadores, antes
mencionados. Se realizaron analisis a través de los métodos de maxima verosimilitud (ML)
e inferencia bayesiana (IB). Con el fin de incluir la mayor cantidad de especies
pertenecientes al grupo interno, se consideraron especies de las cuales por lo menos se
contara con dos de los cuatro marcadores moleculares. La secuencia del marcador faltante
se consider6 como datos faltantes (“?””). De igual manera, se realizé un andlisis, en el cual
se incluyeron los 18 caracteres morfoldgicos codificados concatenados con los datos
moleculares, con la finalidad de observar si ayudaban en la resolucion de las relaciones

entre las especies de la seccion Fulgentes.

Los analisis bajo el criterio de ML se llevaron a cabo a través del programa RAXML
HPC v. 8 (Stamatakis, 2014). Se eligié un modelo particionado (-g), con 1000 iteraciones
de bootstrap y el resto de los parametros seleccionados por defecto. Para la seleccion de
modelos y particiones se empleo el programa PartitionFinder v. 2 (Lanfear et al., 2016).
Los marcadores se dividieron en regiones codificantes y no codificantes, dando como

resultado un total de 9 regiones, agrupadas en 5 particiones (tabla 1). Los modelos de
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sustitucion nucleotidica se seleccionaron de acuerdo al criterio de informacion bayesiano
(BIC). Para el analisis de evidencia total se emple6 una particion adicional con los
caracteres morfoldgicos, usando el modelo Mk (Pagel, 1994). Los arboles filogenéticos

resultado del analisis, fueron compilados y dibujados en FigTree v. 1.4.3 (Rambaut, 2016).

Los anélisis de 1B, se realizaron en Mr. Bayes v. 3.2.6 (Ronquist et al., 2012); se
emplearon las mismas particiones y modelos que en ML. Se corrieron veinticinco millones
de generaciones, con un muestreo cada 10000 generaciones y descartando el primer 20% de
las generaciones como “burn-in”. Con los arboles restantes se obtuvo el consenso de
mayoria, asi como la estimacion de las probabilidades posteriores. Para corroborar que las
cadenas convergieron y el muestreo fue adecuado, se empled el programa Tracer v. 1.7.1
(Rambaut et al., 2018), revisando los valores de efective simple size, promedio y

desviacion estandar.

Tabla 1. Particiones y modelos empleados para los anélisis filogenéticos.

Particion Marcador Modelo
1-249 ITS1 GTR+G
250-419 ITS5.8S K80
420-652 ITS2 GTR+G
653-1549 trnL-F K81+G
1550-1576 psbA K80
1577-1956 psbA K81+G
1957-1974 psbA K80
1975-2133 AT5G18580 K80
2134-2881 AT5G18580 HKY+G

Analisis de informatividad filogenética

Con el fin de cuantificar la cantidad de informacion filogenética y el nivel de
resolucion en el que los marcadores son Utiles, se llevd a cabo un andlisis de informatividad
filogenética (Towsend, 2007) para los cuatro marcadores moleculares empleados. Para ello,
se utilizo la matriz concatenada con los datos codificados como faltantes para las especies
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empleadas en el presente estudio, asi como el arbol obtenido del analisis de ML en
RAXML. Este arbol se trasformo a ultramétrico y se escald arbitrariamente a un rango que
va de cero a uno, todo esto a través del programa R (R Core Team, 2018), mediante los
paquetes phytools (Revell, 2012) y phangorn (Schliep et al., 2017). Finalmente se llevo a
cabo el analisis de informatividad filogenética en la aplicacion en linea PhyDesign (L6pez-
Giraldez & Townsend, 2011).

Reconstruccion de estados ancestrales

Con los caracteres morfologicos codificados como binarios o multiestado, se llevo a
cabo una reconstruccion de estados ancestrales. En el caso de los taxones para los cuales no
se pudieron determinar algunos estados de caracter por falta de material fueron codificados

como faltantes (?) en la matriz morfoldgica.

La reconstruccion se llevo a cabo en el arbol de ML obtenido a través de los datos
moleculares, esto mediante la funcion ‘ace’, incluida en el paquete ape (Paradis et al.
2012), del lenguaje R (R Core Team 2018). La reconstruccion de estados ancestrales se
llevo a cabo bajo el criterio de ML con el modelo Mk (Pagel, 1994). Los arboles resultado
del analisis fueron dibujados mediante el paquete phytools (Revell, 2012), del lenguaje R
(R Core Team 2018).
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IvV. Resultados
1. Andlisis de congruencia filogenética

En la prueba de congruencia filogenética CADM, el estadistico de concordancia de
Kendall para la matriz concatenada con los cuatro marcadores empleados, indicé que
existia congruencia entre los marcadores nucleares y de cloroplasto (W=0.47, X?=1526.84,
p=0.001). Con base en los valores de esta prueba ambos tipos de marcadores se combinaron

en un solo analisis filogenético.
2. Analisis de informatividad filogenética

En cuanto a la prueba de informatividad filogenética, los marcadores que aportan
una mayor cantidad de informacion corresponden a los marcadores nucleares AT5G18580
e ITS, aportando informacion a distintos niveles, AT5G18580 a nivel de clado y subclado e
ITS a nivel de especie (fig. 4). Los marcadores de cloroplasto psbA-trnH y trnL-trnF, son

los que proporcionaron la menor cantidad de informacion.
1. Analisis filogenéticos
3.1 Filogenia subgénero Calosphace

En cuanto al analisis de ML realizado para el subgénero Calosphace, se recupero
al clado Fulgentes como monofilético, con un valor de BS= 99, con S. rupicola Fernald
como especie hermana. De igual manera que en los analisis de ML e IB, realizados
posteriormente y en los que Unicamente se considerd al clado Fulgentes y especies afines,
éste se recobré con los mismos 26 taxones. Sin embargo, se recuperé una topologia
diferente, en la cual el clado Fulgentes se compone por cuatro subclados, tres de ellos con
un BS>84 y se presentan complejos de especies con una baja resolucion al interior de los

subclados (Anexo I1).

25



Salvia muelleri
Salvia lycioides
Salvia microphylla wislizenii
Salvia coahuilensis
Salvia greggii
Salvia microphylla neurepia
Salvia macellaria
Salvia microphylla canescens
Salvia venturana
Salvia microphylla
| Salvia fulgens
b——I| Salvia gesneriiflora
— Salvia sp.
L Salvia darcyi
Salvia booleana

_: Salvia puberula

Salvia involucrata
Salvia dorisiana

Salvia karwinskii

Salvia pulchella
Salvia holwayi
4| E Salvia univerticillata
Salvia wagneriana
Salvia stolonifera
_I l Salvia patriciae
Salvia lineata

Salvia pexa
r Salvia mocinoi
Salvia lasiocephala
| Salvia nigriflora
Y——| Salvia dichlamys

Salvia blepharophy

I Salvia guevarae
Salvia disjuncta
Salvia regla
Salvia til g
Salvia oaxacana
Salvia modica
Salvia carranzae

Salvia axillaris
T T T T
1 0.8 0.6 0.4 0.2 0
202001
181800.9
161600.8
1414007 @
@
[—
[
>
=
[
1212006 E
L
=S
L
1010005 2
Q
(=21
o
=
£
80800.4 &
@
=
bl
<
606003 2
404002

20200.1

@ 8580 « ITS @PsbA @ TrnLF

Figura 4. Perfil de informatividad filogenética. Arriba. Arbol ultramétrico. Abajo. Gréfica de informatividad

filogenética neta para los marcadores convencionales y el marcador nuclear AT5G18580.
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Respecto a las seis especies restantes, que no pertenecen al clado Fulgentes y que se
incluyen por primera vez en la filogenia para Calosphace, sélo cuatro de ellas se
encuentran dentro de clados reportados anteriormente por Fragoso-Martinez et al. (2018):
S. dichlamys Epling y S. nigriflora Epling se encuentran al interior del clado Sigmoideae,
mientras que S. guevarae Bedolla & Zamudio se encuentra al interior del clado
Membranaceae y S. modica Epling se recuperé al interior del clado Micranthae. Por otro
lado, S. pexa se encuentra formando un clado con S. aspera M. Martens & Galeotti y S.
semiatrata Zucc. (BS=72), mientras que S. carranzae Zamudio & Bedolla y S.
tilantongensis J.G. Gonzalez & Aguilar-Santelises no se encuentran dentro de ningun clado
(Anexo II).

3.2 Filogenia del clado Fulgentes
3.2.1 Andlisis de datos moleculares

La matriz concatenada con las cuatro regiones para los 40 taxa, estd compuesta por
un total de 2881 caracteres, de los cuales 1559 corresponden a los marcadores nucleares,
652 a la region ITS y 907 caracteres a la region AT5G18580. Mientras que 1322 caracteres
corresponde a los marcadores de cloroplasto, 425 a la region trnH-psbA y 897 a la region
trnL-trnF.

En el andlisis de ML con los marcadores moleculares (fig. 5), se recuper6 el clado
Fulgentes como monofilético, con un valor de soporte bootstrap (BS) de 100 y Salvia pexa
como hermana del clado Fulgentes. También se encontraron tres clados fuertemente
soportados con valores de BS> 93: 1) clado Membranaceae, 2) S. disjuncta + S. guevarae +

S. blepharophylla + seccion Nigriflora, 3) S. oaxacana + S. modica.

Respecto a la topologia general del clado Fulgentes, éste se encuentra conformado
por los subclados Fulgentes y Holwaya, los cuales presentan valores de soporte bajos BS<
50. Sin embargo, al interior de estos subclados se encuentran complejos de especies
resueltas como es el caso del grupo conformado por S. dorisiana Standl., S. karwinski
Benth., S. involucrata Cav. y S. puberula Fernald. En relacion al nimero de especies que
conforman al clado Fulgentes, éste se encuentra conformado por 23 especies y tres

variedades.
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Figura 5. Relaciones filogenéticas del clado Fulgentes basadas en los analisis de ML e IB con los datos moleculares. En rojo se indica el clado Fulgentes.
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En cuanto a la seccion Fulgentes, se recuperé como polifilética y aunque se
recobraron la mayoria de las especies de la seccion al interior del subclado Fulgentes,
algunas especies se anidaron en el grupo hermano, el subclado Holwaya, como en el caso
de S. dorisiana, S. lineata Benth. y S. pulchella DC. Mientras que especies como S. modica

y S. dichlamys, se encuentran fuera del clado Fulgentes.

En el andlisis de IB con los marcadores moleculares (fig. 5), se recupero el clado
Fulgentes como monofilético, con un valor de probabilidad posterior (PP)= 1, Salvia pexa
como hermana del clado Fulgentes y una topologia similar al analisis de ML. Sin embargo,
a diferencia del andlisis antes mencionado ambos subclados, Fulgentes y Holwaya, se
recuperaron con un valor de soporte alto PP> .91 y de manera general las relaciones al
interior de ambos grupos se encuentran con un mayor grado de apoyo en comparacién del

analisis de ML.
3.2.2 Andlisis de evidencia total

La matriz concatenada con los datos moleculares y morfoldgicos para los 40 taxa,
estd compuesta por un total de 2899 caracteres, de los cuales 2881 corresponden a los
marcadores moleculares antes mencionados y 18 a los caracteres morfoldgicos florales

codificados.

En el caso del andlisis de evidencia total con ML (fig. 6) se recuperd una topologia
y valores de soporte similares a lo encontrado Unicamente con los datos moleculares. Sin

embargo, se incrementd la resolucion de las relaciones al interior de ambos subclados.

Finalmente en el analisis de evidencia total con IB (fig. 6) se recuperd una topologia
similar a la encontrada Unicamente con los datos moleculares y al igual que en el caso del
analisis de ML, al incluir los caracteres morfol6gicos se increment6 de manera considerable

el valor de soporte de las relaciones al interior de los subclados.
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Figura 6. Relaciones filogenéticas del clado Fulgentes basadas en los analisis de ML e IB con los datos moleculares y morfoldgicos combinados.
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4. Reconstruccion de caracteres morfologicos

De acuerdo con el analisis de los caracteres morfoldgicos codificados (Anexo IlI),
las flores pertenecientes al clado Fulgentes se distinguen por presentar un caliz 7-nervado,
con tricomas simples, ademas de tricomas glandulares pedicelados; en su mayoria con
corola de color rojo (fig. 7), con tricomas simples, la boca del tubo de la corola constrefiida,
el labio inferior de la corola descendente y un par de glandulas al interior del tubo;
estambres incluidos, con un diente en el vecciario (fig. 8), union del filamento con el
conectivo movil a manera de bisagra, filamento pubescente y la proyeccion de la glandula
de la ginobase lingliforme. En el caso de caracteres, como la forma del labio superior del
caliz, la presencia de tricomas glandulares peltados en el céliz y corola, asi como la
invaginacién del tubo, el analisis dio un resultado ambiguo para la reconstruccion de estos

caracteres.

Otro aspecto importante, de acuerdo con los caracteres morfolégicos analizados,
en las especies que componen al clado Fulgentes, es que se pueden diferenciar tres

morfotipos florales (fig. 9).

1. Morfotipo Holwaya: Se caracteriza por presentar el labio superior del céliz
acuminado, con la base del tubo de la corola invaginado y un par de glandulas corolinas,
cilindricas, en el interior del tubo, el labio inferior de la corola reflexo y flores con

tonalidades rojizas.

2. Morfotipo Fulgentes: Se caracteriza por presentar el labio superior del caliz
agudo o apiculado, con la base del tubo de la corola sin invaginacion en la base y un par
de glandulas corolinas conicas en el interior del tubo, el labio inferior de la corola

descendente y flores con tonalidades rojizas.
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Figura 7. Reconstruccion del carécter color de la corola, en el cual se puede apreciar como la
mayoria de las especies del clado Fulgentes, presentan corolas de color rojo.

Salvia axillaris

Salvia carranzae
Salvia modica
E Salvia oaxacana
Salvia tilantongensis
Salvia regla
Salvia disjuncta
Salvia guevarae
Salvia blepharophylla
Salvia dichlamys
Salvia nigriflora
/&: Salvia lasiocephala
Salvia mocinoi
Salvia pexa
Salvia lineata
Salvia patriciae
Salvia stolonifera
Salvia wagneriana
9 Salvia univerticillata
Salvia holwayi
Salvia pulchella
Salvia karwinskii
_(9 Salvia dorisiana
Salvia involucrata
Salvia puberula
Salvia booleana
Q:(.) Salvia darcyi
O Salvia sp.
Salvia gesneriiflora
<3:8 Salvia fulgens
O Salvia microphylla
O Salvia venturana
Salvia microphylla canescens
Salvia macellaria s
Salvia microphylla neurepia
Salvia greggii

Diente androceo

- Sin diente Salvia coahuilensis =~
L. Salvia microphylla wislizenii
[:] En el vecciario Salvia lycioides

Salvia muelleri
Figura 8. Reconstruccion del carécter del diente presente en el androceo, en el cual se puede
apreciar como el clado Fulgentes, se caracteriza por presentar un diente en el vecciario.
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3. Morfotipo Microphylla: Se caracteriza por presentar el labio superior del céliz
apiculado, la base del tubo de la corola puede o no estar invaginado, al igual que las
glandulas corolinas pueden o no estar presentes; sin embargo, si estan presentes son
conoidales a subcilindricas, el labio inferior de la corola descendente y flores con

tonalidades rojizas a purpuras.
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2 mm

Figura 9. Morfotipos florales del clado Fulgentes. Arriba morfotipo Holwaya (S. involucrata céliz y corola). Centro

morfotipo Fulgentes (S. fulgens céliz y corola). Abajo morfotipo Microphylla (S. macellaria céliz y corola).
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v. Discusion
1. Andlisis de congruencia filogenética

Al igual que en andlisis anteriores realizados para el subgénero Calosphace
(Jenks et al.,, 2013, Fragoso-Martinez et al., 2018) los marcadores moleculares
empleados en los andlisis filogenéticos de ML e IB para la seccion Fulgentes tienen un
nivel de congruencia aceptable y pueden ser combinados. Sin embargo, vale la pena
mencionar que el valor més alto de incongruencia encontrado, de acuerdo con la prueba

CADM, es entre los marcadores que pertenecen al nicleo y al cloroplasto.

Si bien no es rara la incongruencia filogenética, sobre todo entre ADN de
cloroplasto y ndcleo, en diferentes grupos de angiospermas, ésta puede llegar a ser
absoluta entre los marcadores empleados (Zhu et al., 2015, Vicentini, 2016). Por lo que
la prueba de congruencia filogenética es importante para cualquier estudio en el género
Salvia, sobre todo, al momento de probar nuevos marcadores nucleares, como en el caso
del presente trabajo. Esto con la finalidad de saber si pueden ser combinados con otros

marcadores, ya sean de origen mitocondrial o plastidial.
2. Andlisis de informatividad filogenética

De acuerdo con el analisis de informatividad filogenética realizado para evaluar
el marcador nuclear de copia Unica AT5G18580, se observé que este marcador presenta
una utilidad filogenética mayor, en comparacion con los marcadores de cloroplasto y
similar a la del marcador ITS, aunque a un nivel filogenético distinto. Pues se observo
que este marcador aportaba una mayor cantidad de informacién a nivel de clados y
subclados. Esto coincide con diversas publicaciones, en las cuales se ha documentado
que el uso de marcadores nucleares de copia Unica, incrementa la resolucién de las
relaciones filogenéticas a distintos niveles taxonémicos (Granados-Mendoza et al. 2015,
Wanke et al. 2017). Lo cual, también se observé para el clado Fulgentes ya que las
relaciones al interior del grupo se recuperaron con un mayor grado de resolucion a
diferencia del analisis realizado Unicamente con los marcadores convencionales ITS,
trnL-trnF y psbA-trnH.

35



Otro aspecto importante en cuanto al uso del marcador AT5G18580 es que
debido a su longitud y cantidad de informacion adicional que aporta, permite incluir en
los analisis a las especies en las que faltaban uno o dos de los cuatro marcadores
utilizados. Sin que por esta razon, disminuyera la precision en cuanto a la asignacion de

taxones a nivel de clados y subclados.
3. Relaciones filogenéticas del clado Fulgentes

Al igual que en los analisis filogenéticos realizados anteriormente para
Calsophace, en los cuales se incluye al clado Fulgentes (Jenks et al., 2013, Fragoso-
Martinez et al., 2018, Gonzélez-Gallegos et al., 2018). En los anélisis de ML e 1B
realizados en el presente trabajo el grupo se recupera como monofilético, con un valor
de soporte alto (BS> 100/PP= 1). Incluyendo especies pertenecientes a las secciones
Fulgentes, Cardinales, Flocculosae y Nobiles sensu Epling (1939), lo cual coincide con

lo reportado por los autores antes mencionados.

Respecto a la topologia interna del clado Fulgentes, los resultados obtenidos en
los analisis de ML e IB son similares a lo reportado por Fragoso-Martinez et al. (2018),
ya que al interior del grupo se recuperaron los subclados Holwaya y Fulgentes, ambos
bien soportados en el analisis de IB (PP> .91). Con relacion a las secciones que
componen cada uno de los subclados, en Fulgentes se encuentran especies
correspondientes a las secciones Flocculossae, Nobiles y Fulgentes; mientras que el
subclado Holwaya se encuentra compuesto por especies pertenecientes a las secciones

Cardinales y Fulgentes.

En cuanto a las relaciones al interior del clado, éstas cambian considerablemente
respecto a estudios anteriores, debido esencialmente a dos factores. El primero al
incremento en el muestreo en cuanto al nimero de taxones se refiere, ya que en el
presente trabajo se incremento alrededor del 90% respecto a estudios previos en los que
se incluye el clado Fulgentes (Jenks et al., 2013, Fragoso-Martinez et al., 2018,
Gonzalez-Gallegos et al., 2018), vale la pena mencionar que dichos estudios se
realizaron a nivel del subgénero Calosphace. El segundo factor que incidié en las

relaciones recuperadas, respecto a trabajos anteriores, esta relacionado con la
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identificacion de algunas especies, ya que al realizar el trabajo de gabinete y
morfolégico, se observd que especies como S. involucrata, S. lineata y S. stolonifera
Benth. se encontraban identificadas de manera erronea y algunos de estos ejemplares

habian sido muestreados para analisis filogenéticos en estos trabajos.

En comparacion con trabajos anteriores, las relaciones similares que se
recuperan en el presente trabajo son las existentes entre S. holwayi S.F. Blake, S.
pulchella, S. univerticillata Ramamoorthy ex Klitg. y S. wagneriana Pol. (PP=1),
ademas de la relacién entre S. fulgens y S. gesneriiflora Lindl. & Paxton (PP=1), lo cual

se explica debido a que estas especies son similares en morfologia y héabitat.

A continuacidn se describen detalladamente los subclados Fulgentes y Holwaya,
con base en el arbol obtenido del analisis de IB con la matriz combinada de los datos
moleculares y morfoldgicos (fig. 6), debido a que se trata de la hipotesis filogenética

mas robusta.

a) Subclado Fulgentes (PP= 0.9): Este subclado est4d conformado por 12

especies y tres variedades, en él se incluyen tres subclados:

1. S. booleana B.L. Turner + S. darcyi J. Compton (PP= 0.99), en el caso de la
relacion entre estas especies, ademas de estar soportadas por los datos moleculares,
también se encontraron similitudes morfoldgicas entre ellas: la forma del labio superior
del céliz, la ausencia de tricomas glandulares peltados en la corola y la base del tubo de
la corola invaginada. Por otro lado, ambas especies se encuentran en zonas
geogréficamente cercanas, ya que S. booleana y S. darcyi son endémicas de los estados
de San Luis Potosi y Nuevo Ledn respectivamente (Turner, 1995; Martinez-Gordillo et
al., 2018).

2. S. fulgens + S. gesneriiflora (PP= 1), ambas especies son similares
morfolégicamente y su delimitacion practicamente se ha basado en el tamafio de las
bracteas y la presencia o ausencia de glandulas al interior de la corola (Gonzalez-
Gallegos y Aguilar-Santelises, 2014). Estas especies se han incluido en trabajos

anteriores en los cuales, tanto la identidad de cada una de ellas, asi como su estrecha
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relacion filogenética se han mantenido (Jenks et al., 2013, Fragoso-Martinez et al.,
2018, Gonzalez-Gallegos et al., 2018). Por otra parte y de acuerdo al andlisis
morfologico realizado, otros caracteres Utiles para diferenciarlas son la nervacion del
caliz, forma del labio superior y pubescencia del céaliz, asi como la forma de la

proyeccion de la glandula de la ginobase.

3. S. microphylla Kunth + Secc. Flocculosae (PP= 1), éste es el complejo con
mayor numero de taxones al interior del clado Fulgentes, asi como el que presenta un
menor grado de resolucion, a pesar del uso en conjunto de datos moleculares y
morfolégicos. Dentro de los caracteres morfologicos analizados, uno de los que
distingue a este complejo de especies es el labio superior del caliz apiculado. Si bien, en
el presente trabajo no se emplearon caracteres continuos en los analisis realizados, otro
caracter til para distinguir este conjunto de especies es el tamafio de la corola, el cual
va de ca. 1.5-3 cm (Epling, 1939; Turner, 2013), siendo flores de menor tamafo, en
comparacion al resto de las especies del clado Fulgentes.

Otro aspecto interesante es que en este complejo se encuentran las especies con
corolas de coloraciones purpuras, glandulas de la corola ausentes y la mitad de las
especies presentan la base del tubo de la corola sin invaginaciones. En el caso de estos
dos ultimos caracteres, éstos podrian indicar una transicion de una polinizacion
especialista a una generalista, coincidiendo con lo encontrado por Fragoso-Martinez et
al. (2018). Por otra parte, en diversos grupos de plantas se ha observado que los
cambios en la morfologia del tubo de la corola y estructuras de retencion de néctar
regularmente se ajustan a la morfologia de los cuerpos de los polinizadores (Wozniak y
Sicard, 2018).

Finalmente, otro aspecto importante para este complejo es la polifilia de S.
microphylla y sus variedades. Pues a diferencia de la relacion bien sustentada entre las
variedades S. microphylla var. canescens A. Gray y S. microphylla var. neurepia
(Fernald) Epling (PP= 0.91), la variedad S. microphylla var. wislizenii A. Gray no se
anida en este grupo y se encuentra como el linaje hermano de la seccién Flocculosae,
mostrando que se trata de una especie distinta al resto de las variedades. Esto se

respalda con evidencia morfoldgica, ya que al igual que entre S. fulgens y S.
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gesneriiflora, una de las caracteristicas que diferencia a la variedad S. microphylla var.
wislizenii, al menos en cuanto a los caracteres morfoldgicos analizados en el presente
trabajo, es la ausencia de papilas al interior de la corola y el labio superior del caliz

acuminado.

b) Subclado Holwaya (PP= 0.86): Este subclado se encuentra conformado por

11 especies, en €l se anidan dos grupos:

1. S. pulchella + S. dorisiana + Secc. Cardinales (PP= 1), este complejo de
especies, ademas de encontrarse soportado por los datos moleculares, también presenta
congruencia morfoldgica, ya que las especies que lo componen se caracterizan por
presentar corolas con el tubo ventricoso e invaginado, salvo S. karwinskii, labio inferior

deflexo a reflexo y presencia de papilas al interior del tubo de la corola.

2. S. stolonifera +S. patriciae J.G. Gonzélez & Martinez-Ambriz (PP= 0.97),
ambas especies son similares morfoldgicamente, sobre todo en los caracteres
vegetativos (Gonzalez-Gallegos et al., 2018). Sin embargo, existen varios caracteres
morfologicos florales que las distinguen, siendo el principal de ellos los estambres
exsertos en S. patriciae. Esta es la Gnica especie que lo presenta para el clado Fulgentes,
sugiriendo que la transicion de los estambres de exsertos a insertos es mas frecuente y
comun de lo que se piensa. Razdn por lo que seria interesante analizar la evolucion de

este caracter a lo largo de la filogenia del subgénero Calosphace.
4. Optimizacion de caracteres

De acuerdo con el andlisis de caracteres realizado, la morfologia que distingue al
clado Fulgentes coincide en algunos aspectos con las delimitaciones para las secciones
Cardinales, Fulgentes y Holwaya realizadas en trabajos taxonomicos previos (Epling
1939, Ramamoorthy 1984), como el caliz 5 o 7 nervado, corola con tonalidades rojizas
y estambres incluidos. Sin embargo, caracteres poco explorados como la pubescencia en
el caliz y corola, presencia de diente en el vecciario, union del filamento con el
conectivo, pubescencia del filamento y forma de la proyeccion de la glandula de la

ginobase, demostraron ser caracteres Uatiles no so6lo para delimitar al clado
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morfolégicamente, si no también incrementaron la resolucién de las relaciones
filogenéticas, al ser incluidos en los andlisis, a pesar de ser pocos caracteres

morfoldgicos en comparacion con los caracteres moleculares.

En cuanto a caracteres como la presencia de tricomas glandulares peltados en el
caliz y la corola, la invaginacion de la base del tubo de la corola y la presencia de
glandulas al interior de ésta, se observo que son caracteres que se han perdido y ganado
a lo largo de la historia evolutiva del clado Fulgentes, por lo que no mostraron utilidad
en la delimitacion del clado de manera general al presentar un estado ancestral de

caracter ambiguo.

Por otra parte, en el caso de la invaginacion de la base del tubo de la corola y la
presencia de papilas en el interior de la corola, se observd que todas las especies
pertenecientes al subclado Holwaya presentaban estos estados de caracter (figs. 10 y
11), mientras que en especies que corresponden al subclado Fulgentes, la base del tubo
no se encontraba invaginada y en ocasiones las glandulas estaban ausentes, en especial
aquellas incluidas en el complejo de S. microphylla. Formado por: S. coahuilensis
Fernald, S. greggii A. Gray, S. lycioides A. Gray, S. macellaria Epling, S. microphylla
var. microphylla, S. microphylla var. canescens, S. microphylla var. neurepia, S.

microphylla var. wislizenii, S. muelleri Epling y S. venturana B.L. Turner.

De manera general, tanto la presencia de papilas como las invaginaciones de la
corola, han sido relacionadas a la polinizacion ornitéfila, pues se consideran parte de las
estructuras que hacen posible la retencion de néctar (Wester y Claen-Bockhoff, 2011).
La ausencia de este tipo de estructuras en el complejo de S. microphylla + secc.
Flocculosae, podria indicar una posible transicion de una polinizacion ornitéfila a una

melitofila.

Otro factor que podria incidir en la ausencia de las glandulas e invaginaciones,
podria estar relacionado con el tamafio de la corola, ya que las especies que pertenecen
al subclado Holwaya presentan flores y glandulas tubulares desarrolladas y de mayor

tamafo. Por lo que aparentemente la reduccién del tamafio de la corola podria estar
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relacionada con la ausencia de estas estructuras de retencion. Sin embargo, se requeriria

hacer analisis adicionales para observar si existe dicha correlacion.

De manera general, la mayoria de las especies del clado Fulgentes han sido
relacionadas con una polinizacion de tipo ornitéfila, debido esencialmente a las
tonalidades rojas de las flores, posicion y estabilidad del labio inferior de la corola,
ademas de la presencia de dientes y estructuras de retencion de néctar en el androceo y
corola (Wester y ClaRen-Bockhoff, 2011; Jenks et al., 2013;). Sin embargo, de acuerdo
con la variacion floral descrita en el presente trabajo, si bien a las especies del
morfotipo Holwaya se pueden asignar a una polinizacion de tipo ornitofila, ya que

cumplen con las caracteristicas antes mencionadas.

Las especies de los morfotipos Fulgentes y Microphylla presentan caracteristicas
ambiguas, por las cuales podrian asignarse a otros sindromes de polinizacion,
esencialmente melitdfilos o psicofilos, debido a la disminucion o pérdida en cuanto a las
estructuras de retencion de néctar, en el caso de S. gesneriiflora y las especies
pertenecientes a la seccidén Flocculosae o la presencia de guias de néctar en el caso de S.
greggii, S. lycioides y S. macellaria. Ademas de estructuras como el labio inferior de la
corola extendido, estambres incluidos en el labio superior de la corola y palanca
estaminal funcional, caracteres que reflejan la reversion de la ornitofilia a la melitofilia
en el subclado Fulgentes de acuerdo a Fragoso-Martinez et al. (2018). Por lo que es
necesaria una reevaluacion y analisis cuidadoso, relacionado a la polinizacién del clado

Fulgentes.
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Salvia axillaris

Salvia carranzae
Salvia modica
G: Salvia oaxacana
Salvia tilantongensis
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Salvia disjuncta
Salvia guevarae
Salvia blepharophylla
Salvia dichlamys
Salvia nigriflora
Salvia lasiocephala
G: Salvia mocinoi
Salvia pexa
Salvia lineata
Salvia patriciae
Salvia stolonifera
Salvia wagneriana
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Salvia holwayi
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Fig. 10. Reconstruccién del caracter de las glandulas en la corola, en el cual se puede apreciar como este

Glandulas corolinas
. Sin glandulas
D Con glandulas
[ No observadas

carécter se ha perdido y ganado a lo largo de la evolucidn del clado Fulgentes.
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Fig. 11. Reconstruccion del caracter invaginacion del tubo de la corola, en el cual se puede apreciar como

este caracter se ha perdido y ganado a lo largo de la evolucion del clado Fulgentes.
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5. Implicaciones taxondémicas

De manera general, tanto la clasificacion como la subdivision encontrada para el
clado Fulgentes, coincide con lo reportado anteriormente por Fragoso-Martinez et al.
(2018). El clado Fulgentes es un grupo monofilético, compuesto por dos subclados,
Fulgentes y Holwaya. Sin embargo, cabe resaltar que hasta el momento no se han
realizado trabajos basados en la clasificacion derivada del contexto filogenético, salvo
el realizado por Barrera-Aveleida (2017) en el cual se analiza la morfologia del

androceo.

Lo anterior es relevante, ya que hasta la fecha se ha optado por continuar con la
clasificacion taxondmica derivada del trabajo morfoldgico realizado por Epling (1939),
el cual continta siendo la revision mas completa, exhaustiva y dtil para el subgénero
Calosphace. Sin embargo, ha demostrado tener limitaciones debido a la descripcion
constante de nuevas especies, las cuales, en ocasiones, no pueden asignarse a una
seccion (Gonzalez-Gallegos et al., 2018), asi como la parafilia o polifilia de algunas
secciones (Jenks et al., 2013; Fragoso-Martinez et al., 2018), como es el caso de las que
componen el clado Fulgentes. Por lo que debe realizarse un esfuerzo para cambiar hacia
una clasificacion basada en clados como unidades, pues ésta ademas de ser natural,

refleja la evolucion del grupo.

Uno de los aportes a la clasificacion consistio en que las especies recientemente
descritas, S. carranzae, S. guevarae y S. tilantongensis, al igual que S. dichlamys y S.
modica. Las cuales habian sido colocadas al interior de la seccién Fulgentes por Epling
(1939) no forman parte del clado Fulgentes. A pesar de presentar similitudes
morfoldgicas, razén por la cual habian sido incluidas en alguna de las secciones que

conforman al clado.

Otra consideracién importante es la propuesta de sinonimizar S. puberula bajo el
nombre de S. involucrata (Bedolla y Zamudio, 2018). Sin embargo, el presente estudio
muestra que ambas especies presentan diferencias a nivel de los marcadores
moleculares empleados, asi como de caracteristicas morfoldgicas. Por ejemplo, la

proyeccion de la glandula de la ginobase conoidal en S. puberula, mientras que en S.
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involucrata es linguiforme, por lo que ambos taxones deberian de conservar su estatus

de especie.

Respecto a las variedades de S. microphylla, como se menciond anteriormente
en los diferentes analisis realizados con ML e IB, puede apreciarse como S.
microphylla var. wislizenii es un taxon diferente al resto de las variedades, por lo que
deberia ser considerada como una especie distinta. Pues ademas de la diferencia en los
marcadores moleculares empleados, presenta caracteristicas morfoldgicas distintivas al

resto de las variedades, sobre todo a nivel vegetativo y en la inflorescencia.

Finalmente, es importante mencionar que gracias a las exploraciones botanicas
realizadas durante el presente trabajo, se identificaron dos especies nuevas para el clado
Fulgentes: S. patriciae, endémica del estado de Oaxaca (Anexo V), ademas de una

especie endémica del estado de Puebla.
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VI.

Conclusiones

La seccion Fulgentes es un grupo polifilético, ya que en el contexto filogenético
encontrado en el presente trabajo, las especies que componen a la seccion

pertenecen a linajes distintos distribuidos en la filogenia del subgénero Calosphace.

En cuanto al clado Fulgentes se trata de un grupo monofilético, el cual se encuentra
conformado por dos subclados, Fulgentes y Holwaya, al interior de los cuales las
relaciones entre las especies se recuperaron con mayor resolucion respecto a analisis

anteriores.

El marcador molecular de copia Unica AT5G18580 demostrd ser util para
incrementar la resolucién de las relaciones filogenéticas del clado Fulgentes, en

comparacion con los marcadores convencionales utilizados anteriormente.

La combinacion de caracteres moleculares y morfologicos incremento la resolucion
de las relaciones para el clado Fulgentes, a pesar de que la cantidad de caracteres

morfoldgicos es menor, en comparacion con los moleculares.

El clado Fulgentes esta compuesto por 26 taxones, de los cuales 23 presentan el

rango taxonomico de especie y tres el de variedad.

El incremento del muestreo en un 90%, asi como al uso de anélisis de evidencia
total, en combinacion, ayudaron a mejorar la resolucién para el grupo de estudio

con respecto a andlisis anteriores.

El complejo conformado por las especies correspondientes a la secc. Flocculossae +
S. microphylla y sus variedades no logré un buen nivel de resolucion a pesar del uso
de los datos moleculares y morfol6gicos combinados en los anélisis. Por lo que

deben incrementarse las fuentes de datos moleculares y morfologicos.

Caracteres morfologicos como la invaginacion de la corola, presencia de papilas
corolinas y presencia de tricomas glandulares en la corola, se han perdido y ganado

a lo largo de la historia evolutiva del clado Fulgentes.
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Anexo |. Taxa incluidos en el analisis de datos moleculares y ejemplares de respaldo.

Taxon Ejemplar voucher

Salvia axillaris Moc. & Sessé ex Benth.

C. Martorell & A. Martinez s.n. (MEXU)

S. blepharophylla Brandegee

S. Zamudio 13158 (MEXU)

. booleana B.L. Turner

Palzkill y Gass s/n (TEX)

. carranzae Zamudio & Bedolla

S. Zamudio et al. 11189 (IEB)

. coahuilensis Fernald

Hinton 24383 (MEXU)

wmw w;mw mw wm

. darcyi J. Compton

Jardin Botanico de la Universidad de
Cambridge 20120498

. dichlamys Epling

J. Rojas 5411 (FCME)

. disjuncta Fernald

I. Fragoso & R. Middleton 257 (MEXU)

. dorisiana Standl.

I. Fragoso & R. Middleton 250 (MEXU)

. fulgens Cav.

F. Sazatornil 5 (MEXU)

. gesneriiflora Lindl. & Paxton

G. Salazar-Chévez 9217 (MEXU)

. greggii A. Gray

G. Cornejo-Tenorio 4352 (MEXU)

. guevarae Bedolla & Zamudio

S. Zamudio 14465 (IEB)

. holwayi S.F. Blake

G. Salazar-Chévez 9589 (MEXU)

. involucrata Cav.

I. Fragoso-Martinez et al. 426 (MEXU)

. karwinskii Benth.

I. Fragoso-Martinez et al. 351 (MEXU)

. lasiocephala Hook. & Arn.

J. Contreras 9202 (FCME)

. lineata Benth.

P. Tenorio L. 17163 (MEXU)

. lycioides A. Gray

I. Fragoso & R. Middleton 242 (MEXU)

. macellaria Epling

E. Martinez A. 543a (FCME)

. microphylla Kunth

E. Martinez-Ambriz et al. 513 (FCME)

0wl ;M M O U v v v O O O O n unmu wmw wm

. microphylla var. canescens A. Gray

J. Reyes 8466 (MEXU)

S. microphylla var. neurepia (Fernald)
Epling

T.F. Daniel 5416 (MEXU)

S. microphylla var. wislizenii A. Gray

K. Peterson 704 (MEXU)
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. mocinoi Benth.

I. Fragoso-Martinez 98 (FCME)

. modica Epling

T.R. Davender 2000-817 (USON)

. muelleri Epling

Powell 1450 (TEX)

. nigriflora Epling

V.W. Steinmann 6055 (IEB)

. regla Cav.

F. Sazatornil 15 (MEXU)

0w m v un nu mw

. 0axacana Fernald

M. Castafieda-Zarate 1066 (MEXU)

S. patriciae J.G. Gonzalez & Martinez-
Ambriz

I. Fragoso-Martinez et al. 363 (MEXU)

S. pexa Epling

E. Martinez-Ambriz 540 (FCME)

S. puberula Fernald

R. Hernandez 175 (MEXU)

S. pulchella DC.

S. Zamudio 4967 (MEXU)

S. sp.

E. Martinez-Ambriz et al. 529 (FCME)

S. stolonifera Benth.

I. Fragoso & R. Middleton 227 (MEXU)

S. tilantongensis J.G. Gonzélez & Aguilar-

Santelises

E. Martinez-Ambriz et al. 521 (FCME)

S. univerticillata Ramamoorthy ex Klitg.

I. Fragoso & R. Middleton 228 (MEXU)

S. venturana B.L. Turner

A. Combes 1181 (HUAP)

S. wagneriana Pol.

M. Martinez Gordillo s.n. (FCME)
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Anexo Il. Filogenia subgénero Calosphace
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S. paryskii

S. selleana

S. arborescens
S. tuerckheimii
S. densiflora

S. amplifrons
S. raymondii

S. cyanicalyx
S. bogotensis

S. sphacelioides
S. cuatrecasana
S. sordida

S. florida

S. tortuosa

S. rufula

S. tolimensis

S. carnea

S. palealis

S. ionocalyx

S. simulans

S. leptostachys
S. rhyacophila
S. hispanica

S. personata

S. tiliifolia

S. longistyla

S. nervata

S. jorgehintoniana
S. tubifera

S. pennellii

S. richardsonii
S. farinacea

S. curviflora

S. arbuscula

S. trichostephana
S. connivens

S. polystachya
S. littae

S. plurispicata
S. purpurea

S. tonaticensis
S. filipes

S. areolata

S. chiapensis

S. iodantha

S. helianthemifolia
S. lavanduloides
S. rsedowskii

S. semiscaposa
S. stachyoides
S. agnes

S. muscarioides
S. cryptodonta
S. guadalajarensis
S. heterofolia
S. longispicata
S. xalapensis

S. languidula
S. mexicana

S. myriantha

S. sapinea

S. angulata

S. calderoniae
S. leucantha

S. peninsularis
S. palmeri

S. rosei

clado
Polystachyae

clado
Purpureae

clado
Lavanduloideae

clado
Angulatae
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§. diegoae

§. madrigalii

§. gravida

§. vazquezii

§. alborosea

§. pichinchensis
§. pauciserrata
§. pansamalensis
§. coccinea

§. herbacea

§. infuscata

§. 0z0lotepecensis
§. praestans

§. perlonga

§. amarissima
§. lencochlamys
§. urica

§. gachantivana
§. gracilipes

§. melaleuca

§. erythrostoma
§. rubescens

§. amethystina
§. sprucei

S. oppositiflora
§. tubiflora

§. Squalens

§. striata

§. hirtella

§. speciosa

S. lobbii

§. reflexa

§. rhombifolia
§. angustiarum
§. cedrosensis
§. blepharophylla
§. sharpii

§. azurea

§. buchananii
§. reptans

§. chionophylla
8. xolocotzii

§. zamoranensis

clado
Gravidae

clado
Siphonantha
clado [

Scorodonia

clado
Rubescentes

clado
Biflorae

clado
Farinaceae
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S. chapalensis
S. thyrsiflora
S. protracta

S. ramamoorthyana
S. alamosana
S. dichlamys
S. nigriflora

S. aequidistans
S. articulata

S. hilarii

S. cerradicola
S. melissiflora
S. formosa

S. sarmentosa
S. dombeyi

S. haenkei

S. rypara platystoma
S. sophrona

S. durifolia

S. rusbyi

S. tomentella
S. oxyphora

S. splendens

S. graciliramulosa
S. orbignaei

S. alba

S. grewiifolia
S. exserta

S. subrotunda
S. nervosa

S. brevipes

S. minarum

S. rypara rypara
S. sucrensis

S. confertiflora
S. pallida

S. guaranitica
S. scabrida

S. stachydifolia
S. atrocyanea
S. coahuilensis
S. lycioides

S. muelleri

S. microphylla wislizenii

S. macellaria

S. microphylla neurepia

S. greggii
S. venturana

S. microphylla canescens

S. microphylla

S. sp

S. fulgens

S. gesneriiflora
S. booleana

S. darcyi

S. lineata

S. dorisiana

S. karwinskii
S. involucrata
S. puberula

S. pulchella

S. univerticillata
S. holwayi

S. wagneriana
S. patriciae

S. stolonifera
S. rupicola

clado
Sigmoideae

clado
Sudamericano

clado
Fulgentes
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S. lasiantha
S. ramosa

S. melissodora
8. breviflora

S. chamaedryoides

8. thymoides

S. aspera

S. pexa

S. semiatrata
8. keerlii

S. lasiocephala
S. verecunda
8. bupleuroides

S. compsostachys
8. confertispicata

S. mocinoi

8. lophanthoides

8. rubiginosa
8. langlassei
S. sanctaeluciae
S. nitida

S. adenophora
S. disjuncta

S. madrensis
8. galloana

S. guevarae

S. discolor

8. leucocephala
S. decumbens
S. divinorum
S. venulosa

8. ballotiflora
8. pinguifolia
S. carranzae
S. candicans
S. oaxacana
S. acerifolia
S. modica

S. podadena
S. tehuacana
S. purpusii

8. tilantongensis

S. betulifolia
S. regla

S. pubescens
8. hidalgensis
8. calolophos

8. cuspidata gilliesii

S. heerii
S. retinervia

S. cuspidata rosea

8. flocculosa

clado I1
Scorodonia

clado
Conzattiana

clado
Membranaceae

clado
Flocculosae

clado
Micrathae

clado
Erythrostachys

clado 11
Tomentellae
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S. forreri

S. laevis

S. prunelloides
S. filifolia

S. nana

S. glechomifolia
S. setulosa

S. tetramerioides
S. pusilla

S. albocaerulea
S. sinaloensis

S. misella

8. occidentalis
S. corrugata

S. styphelus

S. bullata

S. clinopodioides
S. congestiflora
S. uliginosa

8. lachnostachys
S. ovalifolia

S. procurrens

S. cinnabarina
S. elegans

S. textitlana

S. tricuspidata
S. hintonii

S. fruticulosa

S. parryi

S. concolor

S. flaccidifolia
S. recurva

S. macrophylla
S. sagittata

S. scutellarioides
S. cacaliifolia
S. patens

S. vitifolia

S. axillaris

S. apiana

S. munzii

S. clevelandii

S. mellifera

S. californica

S. greatae

Dorystaechas hastata

S. aegyptiaca

8. trichocalycina
S. roborowskii
S. aucheri

S. officinalis

S. cabulica

S. austriaca

S. garipensis

Perovskia atriplicifolia
Perovskia scrophulariifolia
Lepechinia caulescens
Melissa officinalis

clado
Uliginosae

clado
Dusenostachys

clado
Hastatae

Grupos
Externos



Anexo I11. Optimizacion de caracteres morfolégicos.

Salvia axillaris

Salvia carranzae

Salvia modica
(5: Salvia oaxacana
Salvia tilantongensis

Salvia regla

Nervadura labio
superior del caliz

- 3-nervado
- S-nervado
D 7-nervado

Salvia disjuncta
Salvia guevarae
Salvia blepharophylla
Salvia dichlamys
Salvia nigriflora

Salvia lasiocephala
c Salvia mocinoi
Salvia pexa

Salvia lineata
Salvia patriciae
Salvia stolonifera
Salvia wagneriana
Salvia univerticillata
Salvia holwayi
Salvia pulchella
Salvia karwinskii
Salvia dorisiana
Salvia involucrata
Salvia puberula

G:8 Salvia booleana
Salvia darcyi
O Salvia sp.

8:8 Salvia gesneriiflora
Salvia fulgens

O Salvia microphylla

O Salvia venturana

Salvia microphylla canescens
Salvia macellaria

Salvia microphylla neurepia
Salvia greggii

Salvia coahuilensis

Salvia microphylla wislizenii
Salvia lycioides

Salvia muelleri

Salvia axillaris

Salvia carranzae

G: Salvia modica
Salvia oaxacana

Salvia tilantongensis

Apice labio
superior del caliz
[l Mucronado
[ Apiculado
[:] Acuminado
. Agudo
[] Tridentado

Salvia regla

Salvia disjuncta
Salvia guevarae
Salvia blepharophylla
Salvia dicII:Iamys
Salvia nigriflora

‘: Salvia lasiocephala
Salvia mocinoi
Salvia pexa

Salvia lineata
Salvia patriciae
Salvia stolonifera
Salvia wagneriana
Salvia univerticillata
Salvia holwayi
Salvia pulchella
Salvia karwinskii
Salvia dorisiana
Salvia involucrata
Salvia puberula

.:: Salvia booleana
Salvia darcyi

@ Salvia sp.
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Salvia gesneriiflora
9:9 Salvia fulgens

© Salvia microphylla

@ Salvia venturana

Salvia microphylla canescens
Salvia macellaria

Salvia microphylla neurepia
Salvia greggii

Salvia coahuilensis

Salvia microphylla wislizenii
Salvia lycioides

Salvia muelleri



Salvia axillaris
Salvia carranzae

Salvia modica
G: Salvia oaxacana
Salvia tilantongensis
Salvia regla
Salvia disjuncta
Salvia guevarae
Salvia blepharophylla
Salvia dichlamys
Salvia nigriflora

Salvia lasiocephala
.: Salvia mocinoi
Salvia pexa
Salvia lineata
Salvia patriciae
Salvia stolonifera
Salvia wagneriana
Salvia univerticillata
Salvia holwayi
Salvia pulchella
Salvia karwinskii
Salvia dorisiana
Salvia involucrata
Salvia puberula
Salvia booleana
Salvia darcyi
@ Salvia sp.

.Salvm gesneriiflora
.:: Salvia fulgens
@ Salvia microphylla
. Salvia venturana

Tri sl Salvia microphylla canescens
LICOUa s CATlz Salvia macellaria
[l Ausentes Salvia microphylla neurepia
B Simpl Salvia greggii

Imp’es Salvia coahuilensis
[] Ramificados Salvia microphylla wislizenii

Salvia lycioides
Salvia muelleri

Salvia axillaris
Salvia carranzae
E Salvia modica

Salvia oaxacana
Salvia tilantongensis
Salvia regla
Salvia disjuncta
Salvia guevarae
Salvia harophylla
Salvia dtcﬁlamys
Salvia nigriflora
G: Salvia lasiocephala

Salvia mocinoi
Salvia pexa
Salvia lineata
Salvia patriciae
Salvia stolonifera
Salvia wagneriana
Salvia univerticillata
Salvia holwayi
Salvia pulchella
Salvia karwinskii
9 Salvia dorisiana

Salvia involucrata

Salvia puberula

Salvia booleana

Salvia darcyi
QSalvia sp.

Salvm gesneruﬂora
<3:8 Salvia fulgens
QSalvia microphylla
oSaIvm venturana
Salvia microphylla canescens

Tricomas corola Salvia macellaria ;
Salvia microphylla neurepia
[ Ausentes Salvia greggii
Salvia coahuilensis
D Presentes

Salvia microphylla wislizenii
Salvia lycioides
Salvia muelleri
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Salvia axillaris
Salvia carranzae
Salvia modica
/‘\: Salvia oaxacana
Salvia tilantongensis
Salvia regla
Salvia disjuncta
Salvia guevarae
Salvia ilepharophylla
Salvia dichlamys
Salvia nigriflora
(5: Salvia lasiocephala
Salvia mocinoi
Salvia pexa
Salvia lineata
Salvia patriciae
Salvia stolonifera
Salvia wagneriana
Salvia univerticillata
Salvia holwayi
Salvia pulchella
Salvia karwinskii
9 Salvia dorisiana
Salvia involucrata
Salvia puberula
Salvia booleana
S i doot

Salvia sp.
oSaIvia glésneriiﬂom
(3:8 Salvia fulgens

ofa’vt_a microphylla
O Salvia venturana
Tricomas glandulares Az"aivt.a mzcml]l)h_){lla canescens
B 21 Salvia macellaria
pediceladosicaliz Salvia microphylla neurepia
B Ausentes Salvia greggii
Salvia coahuilensis
D Presentes

Salvia microphylla wislizenii
Salvia lycioides
Salvia muelleri

Salvia axillaris
Salvia carranzae
CE Salvia modica
Salvia oaxacana
Salvia tilantongensis
Salvia regla
Salvia disjuncta
Salvia guevarae
Salvia blepharophylla
Salvia dichlamys
Salvia nigriflora
q; Salvia lasiocephala
Salvia mocinoi
Salvia pexa
Salvia lineata
Salvia patriciae
Salvia stolonifera
Salvia wagneriana
Salvia univerticillata
Salvia holwayi
Salvia pulchella
Salvia karwinskii
9 Salvia dorisiana
Salvia involucrata
Salvia puberula
Salvia booleana
Salvia darcyi
Q Salvia sp.
Salvia gesneriiflora
<£8 Salvia fulgens
Q Salvia microphylla
Q Salvia venturana

Tricomas glandulares Salvia microphylla canescens
A Salvia macellaria
peltados caliz Salvia microphylla neurepia
[ Ausentes Salvia greggii
Salvia coahuilensis
[] Presentes i

Salvia microphylla wislizenii
Salvia lycioides
Salvia muelleri
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Salvia axillaris
Salvia carranzae
5: Salvia modica
Salvia oaxacana
Salvia tilantongensis
Salvia regla
Salvia disjuncta
Salvia guevarae
Salvia harophylla
Salvia dlcfrlamyv
Salvia nigriflora
Cj: Salvia lasiocephala
Salvia mocinoi
Salvia pexa
Salvia lineata
Salvia patriciae
Salvia stolonifera
Salvia wagneriana
Salvia univerticillata
Salvia holwayi
Salvia pulchella
Salvia karwinskii
Salvia dorisiana
Salvia involucrata
Salvia puberula
cg Salvia booleana
balvm darcyi
a Vl(l sp.
Salvia gesneriiflora
.:3 Salvia fulgens
@ Salvia microphylla
. Salvia venturana

Tricomas glandulares S:alv{a microphylla canescens
pedicelados corola ga"",a macellaria .
alvia microphylla neurepia
[l Ausentes Salvia greggii
[] Presentes Salvia coahuilensis

Salvia microphylla wislizenii
Salvia lycioides
Salvia muelleri

Salvia axillaris
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Anexo V. Especie descrita durante el presente trabajo.
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Abstract

Salvia ozolotepecensis, S. patriciae and S. sireris (Lamiaceae) from Oaxaca, Mexico, are described and illustrated as three
new species. The first one is characterized by its glandular-capitate pubescence in stems, leaves and inflorescences, mostly
persistent floral bracts, entire and 5-veined upper calyx lip, red corolla, epapillate inside, included stamens, and connective
ornate with opposed retrorse and antrorse teeth bordering an incision. It is most similar to S. perfonga and S. praestans to
which itis compared. The second can be distinguished in having ovate to ovate-deltoid leaf blades, entire, acute and 7-veined
upper calyx lips, red corollas, internally ornate near the base with two slender linguiform papillae, upper corolla lip shorter
than the lower one, exserted stamens and glabrous style. This new taxon is morphologically similar to the species belonging
to Salvia sections Cardinales, Charantia, hicarnatae, Flexuosa, Fulgentes, lodophyilae and Pedicellata, although, it cannot
be unambiguously assigned to one of these. In contrast, S. siresis clearly belongs to S. sect. Scorodornia, amongst the species
therein, the new species can be differentiated by the concolorous leaves, rounded to slightly oblique at base, 6—8-flowered
floral nodes, longer floral bracts, pedicels, calyces and corollas, and 5 or 7-veined upper calyx lip. Also, it represents an
addition to Mexican Safvia with white corollas. The molecular markers ITS, friL-froiF and freiH-psb A were sequenced for
two of the three new species. and their phylogenetic position is discussed.

Resumen

Se describe e ilustra como tres especies nuevas a Salvia ozolotepecensis. S. patriciae y S. sirenis, provenientes de QOaxaca,
Meéxico. Laprimera de ¢llas se caracteriza por la presencia de pubescencia glandular-capitada en tallos, hojas e inflorescencias.
bracteas florales generalmente persistentes, labio superior del caliz entero y 5-nervado, corola roja y epapilada en el interior,
estambres inclusos y conectivo ornamentado con un par de dientes opuestos entre si al borde de una pequefia hendidura.
Esta especie es mas similar a S. perlonga y S. praestasns, contra las que se compara. La segunda puede distinguirse por sus
laminas foliares ovadas a ovado-deltoides, labio superior del caliz entero, agudo y 7-nervado, corolas rojas, ornamentadas
en el interior con un par de papilas delicadas, labio superior de la corola mas corto que el inferior, estambres exsertos y estilo
glabro. El taxon nuevo es semejante por su morfologia a las especies de las secciones Cardinales, Charantia, hicarnatae,
Flexuosa, Fulgentes, Jodophyllae y Pedicellata, aunque. no puede asignarse sin ambigiiedad a alguna de ellas. En contraste.
S. sirenis pertenece con claridad a la sect. Scorodoria, entre las especies que abarca, la especie nueva puede diferenciarse
por las hojas concoloras. redondeadas a poco oblicuas en la base, nodos florales con 68 flores, bracteas florales. pedicelos,
célices y corolas mas largos, y el labio superior del cliz con 5 o 7 venas. Ademas, ésta representa una adicion a las salvias
mexicanas con corolas blancas. Los marcadores moleculares I'TS, #rrl-trmF v truH-psbA fueron secuenciados para dos de
las tres especies nuevas, ¥ su posicion filogenética es discutida.
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