T, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
0 WO TN h
<0 T DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

VARIACION EN LA ANATOMIA DE ESTRUCTURAS
SECRETORAS DE NECTAR EN SALVIA Y SU
RELACION CON LOS SINDROMES DE
POLINIZACION

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TIiTULO DE:
BIOLOGA

PRESENTA :
ESMERALDA SANDOVAL BENITEZ

DIRECTOR DE TESIS:
DR. JUAN ENRIQUE FORNONI AGNELLI

CIUDAD UNIVERSITARIA, CDMX
2019

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD.MX.


Veronica
Texto escrito a máquina

Veronica
Texto escrito a máquina

Veronica
Texto escrito a máquina

Veronica
Texto escrito a máquina
CIUDAD UNIVERSITARIA, CD.MX.


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, sera exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



4. Datos del sinodal 2:

1. Datos del alumno: Dra.
Sandoval Martha Juana
Benitez Martinez
Esmeralda Gordillo
5536718061
Universidad Nacional Autbnoma de 5. Datos del sinodal 3:
México M.enC.
Facultad de Ciencias Itzi
Biologia Fragoso
310225128 Martinez

2. Datos del tutor: 6. Datos del sinodal 4:
Dr. Dra.
Juan Enrique Maria del Coro
Fornoni Arizmendi
Agnelli Arriaga

3. Datos del sinodal 1: 7. Datos del trabajo escrito:
Dra. Variacion en la anatomia de
Guadalupe Judith estructuras secretoras de néctar en
Mdrquez Salvia y su relacion con los sindromes
Guzmdn de polinizacion.

pp. 43

2019



Y asi, si usted quiere formular la pregunta de todos los tiempos (;por qué
existen los seres humanos?), una parte principal de la respuesta [...] debe
ser: «Porque Pikaia sobrevivio a la diezmacién de Burgess Shale». Esta
respuesta no menciona ni una sola ley de la naturaleza; no incorpora
afirmacion alguna sobre rutas evolutivas previsibles, ningiin calculo de
probabilidades basado en reglas generales de anatomia o de ecologia. La
supervivencia de Pikaia fue una contingencia de la «simple historia». No
creo que se pueda dar una respuesta «superior», y no puedo imaginar que
ninguna resolucién pueda ser mas fascinante. Somos la progenie de la
historia, y debemos establecer nuestros propios caminos en el mas
diverso e interesante de los universos concebibles: un universo
indiferente a nuestro sufrimiento y que, por lo tanto, nos ofrece la
maxima libertad para prosperar, o para fracasar, de la manera que
nosotros mismos elijamos.

Wonderful Life by Stephen Jay Gould.
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Resumen

La presencia de diferentes sindromes de polinizaciéon en plantas, refleja la evolucién
convergente de rasgos florales mediada por las presiones de seleccidon impuestas por los
vectores de polen. El tamano de las flores, su forma, junto con el color, la emisién de
fragancias, la composicién de azicares y la produccidén de néctar son de los rasgos que
muestran patrones convergentes de evolucién durante las transiciones entre sindromes de
polinizacién. Dichos cambios suponen ajustes funcionales entre especies cercanas
flogenéticamente. La frecuente transicion evolutiva de la melitofiia a la ornitofilia se
asocia con un aumento en el tamano de la corola, una forma mds tubular, patrones de
coloracion rojizos y una mayor produccidn de néctar mds diluido que sus ancestros
melitéfilos. Dado que un incremento en el tamano de la flor podria generar un aumento
en el tamano del nectario, la mayor produccién de néctar podria deberse a un efecto
correlativo. En este estudio se puso a prueba esta hipdtesis utilizando un grupo
monofilético del género Salvia, subgénero Calosphace (de aqui en adelante
“Calosphace”), que presenta repetidas transiciones evolutivas de la melitofilia a la
ornitofilia. Si la evolucidn de la ornitofilia a partir de ancestros melitéfilos involucrd un
incremento en la produccion de néctar, se espera observar un aumento en la superficie
del drea de secrecidon de azucares, en la flor, independiente de la variacion en el tamano
de la corola o un incremento alométrico del tamano de los nectarios asociado a los

cambios en el tamano floral.

Calosphace es un grupo monofilético dentro del género Salvia, y cuenta con un marco
filogenético robusto a nivel molecular. En este estudio se utilizaron 10-15 pares de especies
con transiciones entfre la melitofilia y la ornitofilia (27 especies de Argentina, Bolivia y
México), y se evalud s dicha fransicion se asocid6 con modificaciones
estructurales/anatémicas en el nectario para determinar si ocurrieron cambios
cualitativos/cuantitativos durante la especiacion. En primera instancia se caracterizaron
las estructuras secretoras de néctar con imdgenes de microscopio electrénico de
barrido para conocer la distribucién y variacidon estructural de los nectarios florales, asi
como sus estructuras de secrecion. En segundo lugar se realizaron reconstrucciones en 3D
de los nectarios florales para estimar el volumen del drea de las zonas de secrecidn vy se

aplicé el método filogenético comparado para poner a prueba la hipdtesis propuesta.



Los resultados revelaron una gran variacion, entre especies, en la ubicacién y densidad
de estructuras secretoras. Las principales diferencias entre las especies se observaron en la
superficie de los nectarios y en la presencia/ausencia de tricomas glandulares y estomas
modificados para la secrecidén de néctar. El andlisis comparado reveld una correlacion
significativa entre la superficie del nectario y el sindrome de polinizaciéon, independiente
de los cambios observados en el tamano de la corola. Aun cuando el famano de la flor
se incrementd durante la transicidn hacia la ornitofilia, los cambios en los nectarios
parecen haber ocurrido primero. Esto apoya una de las explicaciones propuestas,
confirmando que la transicidon a la ornitofilia involucrd un aumento en la produccion de

néctar asociado con un incremento en el tamafo de los nectarios.

Introduccidon

La “convergencia evolutiva” es un fendbmeno que se ha observado en todos los niveles de
organizacién bioldégica, desde la regulacidon transcripcional en Escherichia coli y
Saccharomyces cerevisiae (Conant et al., 2003), hasta la forma del cuerpo de tfiburones y
atunes (Donley et al., 2004). Cuando dos o mds especies derivadas de diferentes
ancestros se parecen fenotipicamente y su parecido se relaciona con un escenario
ecolégico similar, se considera que dichas especies han evolucionado de manera
convergente (Mayr, 1997; Shubin et al., 1997; Gould, 2002). Bajo esta definicion, se supone
que las semejanzas han sido resultado de presiones de seleccidn similares impuestas por
los mismos agentes, mientras que sus diferencias reflejan los efectos histéricos a los que ha
estado sujeto cada lingje (Conant et al., 2003). La ocurrencia repetida de fransiciones
evolutivas durante la evolucidn, que resulta en patrones de convergencia ante un mismo
escenario ecolégico han permitido identificar las fuerzas selectivas que han moldeado al
fenotipo durante la evolucidon (Barrett, 2008; Stern, 2013). La historia evolutiva de la
interaccidén entre las plantas y sus polinizadores ilustra claramente la convergencia que se
observa entre ciertos rasgos del diseio de las flores (morfologia y funcién) vy los diferentes

grupos funcionales de polinizadores (Sanmartin-Gajardo y Sazima, 2005).

La hipdtesis de Sindromes de Polinizacion propuesta por Delpino (1867), Faegri, Van der Pijl
(1979) y Proctor et al. (1996) formaliza la observacién recurrente de convergencia
simultdnea de varios rasgos reproductivos, en plantas, como resultado de las presiones de

seleccion impuestas por los vectores bidticos de polen. En la Tabla 1 se sintetizan las



caracteristicas convergentes de las flores polinizadas por un mismo grupo funcional (i.e.,
abejas, aves, murciélagos, mariposas nocturnas, etc.), y los rasgos de los polinizadores que
actuan como presidn de seleccidon (Brown y Kudric-Brown, 1979; Espino et al., 2014). Dicha
hipdtesis predice que, a nivel macroevolutivo, las especies pertenecientes a diferentes
linajes deberian presentar similitudes (convergencia) en los rasgos fenotipicos de las flores
si comparten las mismas presiones de seleccidon que ejercen sus polinizadores. Por lo tanto,
el grupo de polinizadores mds eficiente en la transferencia de polen, entre plantas,
deberia constituir la presion de seleccion dominante sobre el fenofipo floral (Stebbins,
1970; Fenster et al., 2004), lo que no necesariamente implica la exclusibn de ofros

polinizadores (Rosas-Guerrero ef al., 2014).

Tabla 1. Principales caracteristicas de los sindromes de polinizacién biética.

Sintetizado de Faegri y van der Pijl, (1979, capitulo 11); Proctor et al., (1996) y Ollerton et al., (2009).

Sindrome de Caracteristicas del grupo funcional de Caracteristicas de las flores.
polinizacién polinizadores.
Cantarofilia Vida mayormente diurna. Antesis diurna y nocturna.
(Escarabaijos) Boca adaptada para recoger polen. No son Unidades de polinizacién con pocas
insectos muy cooperativos en la polinizacion, atracciones visuales, no especiales, sin forma
ya que su estructura corporal es dura y su definida, sin efecto de profundidad, sin guia
comportamiento torpe. de néctar, generalmente grandes, planas,
Vuelo poco eficiente. cilindricas o en forma de cuenco, a veces
Consumen principalmente polen. cerrado. Suelen incluir frampas.
Sentido del olfato desarrollado. Organos sexuales expuestos.

Colores opacos, con frecuencia verdosos o
blanquecinos. Polen abundante.
Néctar escaso y de facil acceso.

Fuerte fragancia afrutada o aminoide.

Miofilia Vida diurna. Antesis diurna.
(Moscas) Animales pequenos que no cargan mucho Flor regular, simple, sin efecto de la
polen. Probdscide larga o corta. profundidad, colores generalmente claros,
Preferencia sobre coloraciones amarillas y pEero opacos.
marrén-purplreas (si se asocian con una Guias de néctar presentes.
fragancia proteica). Olor imperceptible.
Bajos requerimientos energéticos. Néctar accesible y escaso.
Organos sexuales expuestos.
Himendpteros Vida diurna. Antesis diurna.
(Avispas) Aparato bucal tipo masticador, Flores de apariencia variada, algunas utilizan
frecuentemente adaptado para lamer el técnicas de engano (orquideas).
néctar de las flores. Presentan lenguas cortas Nectarios extraflorales de fécil acceso.
y planas. Colores opacos; marrones.
Dieta mixta. Brillo del labelo (en orquideas).
Melitofilia Vida diurna. Antesis diurna.
(Abejas) Su estructura social y diferencias psicoldgicas Flores zigomorfas, menos diseccionadas,
hacen que recolecte mds alimento del semicerradas o abiertas, con gran efecto de
necesario para su metabolismo. profundidad y rampa de aterrizaje. Organos
Presentan pelos. sexuales ocultos. Guias de néctar presentes.
Buen sentido del olfato y de la vista, aunque Pocos estambres, muchos évulos.
presentan ceguera al color rojo. Olores frescos y sutiles.
Probdscide generalmente larga. Colores vivos, variando entre tonos de azul,

blanco y amairillo.
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Néctar concentrado, escondido a poca
profundidad y en cantidades moderadas.

Psicofilia
(mariposas)

Vida diurna.
Sentido olfativo débil.

Suelen posarse en el margen de las flores
para alimentarse. Tienen quimiorreceptores
en las patas, el polen se adhiere a ellas.
Probdscide larga. Se alimentan por succién.
Bajos requerimientos energéticos. Sentido
visual bien desarrollado, incluye el rojo.
Preferencia por las marcas de guia.
Esfingofilia

2% Vida crepuscular o nocturna.
(polillas)

Alta tasa metabdlica.

Suelen flotar mientras consumen néctar.
Sensible a los colores de noche.
Buen sentido del olfato.
Probéscide larga. El polen se adhiere a su
cabeza y ala probdscide.

Vida diurna.

En el caso de los colibries: Ojos ciegos a la
gama de colores uv, sistema visual sensible
para tonalidades de rojos. Muy grandes para
posarse en la flor. Pico duro, grande y largo.
Olfato nulo. Grandes consumidores.

Ornitofilia
(aves)

Antesis diurna, no cierra en la noche.
Fragancias débiles, generalmente frescas.
Flor erecta, radial, en forma de frompeta,

borde generalmente plano, pero a menudo
estrecho (rampa de aterrizaje); anteras fijas.
Tubo estrecho y largo en donde se esconde
el néctar. Su gama de colores incluye tonos
de rojo y azules. Poco fragantes.
Guias de néctar simples.

Antesis nocturna.

Néctar abundante y oculto.
Labelo ausente o doblado hacia atrds.
Coloraciones tenues, como el blanco.

Fragancias abrumadoras.
Forma ftubular y estrecha.
Anteras versdtiles (no fijas).

Antesis diurna.

Colores vividos, frecuentemente escarlata.
Forma tubular, zigomérfica, colgante,
labio/margen ausente o curvado hacia atrds.
Flores resistentes, ovario protegido, tubo o
espolén profundo. Sin fragancia. Néctar
abundante y aimacenado.

Vida nocturna.
Ojos grandes con buena visién para objetos
cercanos, dalténicos.

Buen sentido del olfato para orientarse a la
lejania. Gldndulas que reaccionan con olores
rancios.

Mamiferos con pulgares y garras.
Metabolismo eficiente.

El polen es su Unica fuente de proteina.
Sonar poco eficiente en zonas con
aglomeracién de obstdculos.

Quiropterofilia
(murciélagos)

Anfesis nocturna.

Flores grandes, robustas, en forma de
garganta. Colores blanquecinos o cremosos,
como gris, verde, pUrpurad, rosa.
Fuerte olor anejo (similar a la fermentacion).
Flores grandes y resistentes o inflorescencias
(en forma de pincel) de flores pequenas.
Néctar muy abundante.

Grandes cantfidades de polen.
Posiciones elevadas, lejos del follaje.

La sincronia entre flores y polinizadores es particularmente visible en flores visitadas por
abejas (melitéfilas), las primeras presentan una estructura abierta y un plano zigomorfo,
coloraciones que fluctUan desde el amarillo hasta el azul (pasando por el blanco), guias
de néctar ultravioletas y poseen una proporcidn mayor de sacarosa o hexosas en la
composicidn del néctar, el cual se encuentra muy concentrado y almacenado en
cantidades pequenas (Torres y Galetto, 1998; Dieringer et al., 1991; Roy et al., 2017). Por
otro lado, las flores polinizadas por aves (ornitdfilas) son mds grandes, presentan corolas
tfubulares de colores rojizos, no fienen fragancias perceptibles, y producen grandes
cantidades de néctar diluido, con abundante proporcién de sacarosa (Torres y Galetto,
1998; Nicolson et al., 2007; Dieringer et al., 1991; Roy et al., 2017). La consistencia de estos
patrones con el tipo de polinizador, depende del nivel de especializacién del sistema de
polinizacion, por lo que las especies de plantas generalistas (i.e., visitadas por diferentes
fipos de polinizadores) presentan combinaciones de rasgos que no se ajustan a los

sindromes descritos anteriormente (Ollerton et al.,, 2009). La transicidén evolutiva mds
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comun entre los sindromes de polinizacién ha sido de melitofilia a ornitofilia (43 transiciones
registradas en 12 géneros: Mimulus, Calceolaria, Antirrhineae, Costus, Lotus, Schizanthus,
Ruellia, Nasa, Aquilegia, Penstemon, Ipomoea y Schoenocephalium), lo que en varias
ocasiones corresponde con el origen vy diversificacion de las abejas durante el Cretdcico
y, posteriormente, de las aves que se alimentan de néctar en el Oligoceno (Rosas-
Guerrero et al., 2014). En algunos casos se han observado reversiones de la ornitofilia a la
melitofilia (Ashworth et al., 2015; Castellanos et al., 2004; Fragoso-Martinez et al., 2018),

sugiriendo que los cambios evolutivos entre estos sindromes son reversibles.

Varias décadas después de la aparicion de la hipdtesis de los sindromes de polinizacién, la
acumulacién de filogenias ampliamente muestreadas en varios linajes de plantas y el
desarrollo de las herramientas del método comparado en biologia evolutiva, han
permitido probar estadisticamente las predicciones de dicha hipdtesis (Rosas-Guerrero et
al., 2014; lbdnez et al., 2019). Whittall y Hodges (2007) reportan que el género Aquilegia
(Ranunculaceae) ha tenido una radiacién reciente y rdpida, dando lugar a cambios
puntuados en la longitud de los espolones que contienen néctar y cuya longitud estd
asociada con la morfologia del pico y la lengua de los polinizadores con los que
interactUan las diferentes especies. Ademds, encontraron dos transiciones evolutivas de
abejorro a colibri y cinco de colibri a polilla, sin reversiones, obteniendo una alta
coincidencia en la evolucién de la longitud del espoldn con los cambios de polinizador.
Por otro lado, Smith et al. (2008) reportan un patrdén en la abertura de las flores y el
volumen de néctar contenido en flores de especies del género lochroma (Solanaceae),
de acuerdo con el polinizador que mds visita cada especie; las flores con apertura
grande del tubo y una vasta recompensa de néctar son las que tienen mds probabilidad
de ser visitadas por colibries. Sin embargo, los rasgos de longitud de la corola y el color de
la flor, no se ajustan a lo esperado para cada grupo funcional de polinizadores. Rosas-
Guerrero et al. (2014) realizaron la primera revisidn sistemdtica que sintetiza la evidencia
empirica obtenida de investigaciones acumuladas a lo largo del tiempo, demostrando
cuantitativamente que la evolucion floral es impulsada por la adaptacion convergente al
grupo de polinizadores mds eficientes, sobre todo en especies de plantas dependientes
de polinizacién bidtica y de regiones tropicales (posiblemente debido a que los nichos

ecolégicos son mds estrechos).

Los estudios poblacionales han aportado evidencia sobre los rasgos que son

seleccionados por los diferentes polinizadores y que explicarian las diferencias entre
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especies con diferentes tipos de polinizador. Campbell et al., (1989 y 1996) reportan una
preferencia de los colibries sobre las flores de Ipomopsis aggregata (resultando en una
mayor tasa de visita), ya que su produccidn de néctar es mayor (y satisface su demanda
energética) en contraste con Ipomopsis tenuituba. Ademds, encontraron que el
comportamiento del colibri ejerce seleccién direccional, favoreciendo una intensa
coloracion roja y tubos de corola anchos, lo que le permite al cuerpo del ave acceder a
la recompensa de manera mds eficiente. En Salvia digitaloides (subgénero Glutinaria),
una planta polinizada por tres especies de abejorros, se comprobd que el tamano vy la
forma de la entrada de la corola manipulan la direccién y postura de los abejorros que
entran en la flor, condicionando el drea de la parte posterior de los polinizadores que se
pone en contacto con las anferas y el estigma (Zhang vy Li, 2014). Por lo tanto, la longitud
del tubo de la corola, el tamano de la entrada de la corola y el largo del estigma,

afectan directamente la transferencia y deposicién de polen (Zhang y Li, 2014).

Debido a que los diferentes grupos funcionales de polinizadores difieren fuertemente en su
fisiologia y requerimientos nutritivos, varios autores han propuesto que la composiciéon y
concentracién del néctar serian uno de los rasgos que definen el sindrome de polinizacion
(Percival, 1961; Freeman et al., 1984 y 1984b; Baker y Baker, 1986 y 1990; Baker et al., 1998;
Galetto y Bernardello, 1998; Dupont et al., 2004; Petanidou et al., 2006; Krémer et al., 2008;
Gonzdlez-Teuber et al., 2009; Cavalcante et al., 2018). Por ejemplo, colibries, mariposas,
polillas y abejas, de lengua larga, prefieren néctares ricos en sacarosa (Baker y Baker,
1990; Torres y Galetto, 1998; Galetto y Bernardello, 2003; Cavalcante et al., 2018), mientras
que las abejas y moscas de lengua corta prefieren el néctar rico en hexosas (glucosa vy
fructosa) (Baker y Baker, 1990; Roy et al., 2017). Aunque la secreciéon de exudados
azucarados (néctar), puede ocurrir en prdcticamente todas las partes de la flor
(Bernardello, 2007), existen restricciones filogenéticas que limitan la composicién del
néctar. Por ejemplo, la familia Ranunculaceae tiene una tendencia inherente a presentar
mayor riqueza de sacarosa que de otros azUcares (Percival, 1961). A su vez, Galetto vy
Bernardello (2003) relacionaron la composicién de azucares del néctar, en especies que
comparten grupos de polinizadores en dos regiones biogeogrdficas, encontrando que en
Asteraceae, Fabaceae, Solanaceae y Verbenaceae predominan néctares ricos en
hexosa, mientras que los néctares ricos en sacarosa prevalecen en Bromeliaceae vy
Onagraceae. Por lo que la composicidon del néctar parece ser un rasgo mds conservado
que la morfologia de las flores, lo que restringe el rango de posibles polinizadores (Herrera
et al., 2006).
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Las estructuras de secrecidon de azicares pueden dividirse en dos grandes grupos: las que
se encuentran entre los verticilos florales, que se conocen como nectarios florales (NF) y
las que se encuentran fuera de la flor: nectarios extraflorales (NEF). Independientemente
de su ubicacién, los nectarios estan en la superficie de los tejidos, pueden formar una
protrusidn o estar profundamente embebidos (Fahn, 1988; Galetto 1995; Santos, 2006;
Zhang et al, 2014b). Los nectarios florales estdn formados por tejido nectarifero, que
consiste en una epidermis nectarifera y tejido glandular especializado (el parénguima
nectarifero y el parénquima subnectarial). La epidermis nectarifera es el tejido con las
células mds pequenas, poliédricas, con orientacién anticlinal y acumulacion de almiddn
en pldstidos cuando la produccién de néctar es alta (Nepi, 2007; Flores, 2014). El
parénquima nectarifero son las capas celulares que se encuentran debajo de la
epidermis y separan el tejido secretor del haz vascular. El parénguima subnectarial estd
compuesto por células mds grandes y compactas que las del parénguima nectarifero;
generalmente no estd directamente relacionado con la produccién y almacenamiento
de néctar (Nepi, 2007; Flores, 2016). Las células asociadas a la secrecidon de néctar (la
epidermis y el parénquima nectarifero) presentan un nicleo grande con alta cantidad de
ribosomas y mitocondrias en el citoplasma (Fahn, 1979; Galetto y Bernardello, 2004). La
secrecion puede darse mds comUnmente por estomas atréficos (también llamados
“nectarostomas”) y, de no ser asi, es la epidermis la que se involucra por medio de
tricomas o células especializadas (Petanidou et al., 2000). La presencia de nectarostomas
y tricomas secretores no es mutuamente excluyente (Nepi et al., 2001), y se ubican en una
diversidad de posiciones y estructuras (Proctor et al., 1996; Galetto y Bernardello, 2004;
Zhang et al., 2014b). Se considera que los nectarios han surgido varias veces de forma

independiente después de la radiacién de las angiospermas (Bernardello, 2007).

El grado de exposicion de la secrecidon del nectario condiciona la colecta por parte de los
polinizadores, asi como su concentracion. Como consecuencia de la exposicién, la
concentracién de néctar puede verse afectada directamente: cuando el néctar es
secretado en la parte inferior del tubo de la corola en flores con corola tubular, su
evaporacion es menor que en flores no tubulares, permitiendo la acumulacién de néctar
con mayor contenido de agua (Bernardello, 2007). Sin embargo, la concentracién de
azicares estd determinada también por la actividad de la invertasa (B-
fructofuranosidasa), la cual desdobla la sacarosa en dos monosacdridos glucosa y

fructosa generando néctar menos concentrado (Santos, 2006).
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Las células de los nectarios requieren energia para realizar sus funciones, producir vy
secretar néctar que comunmente obtienen de la sacarosa que vigja desde los tejidos
fuente, a través de los tubos cribosos y hasta los tejidos demanda, ya sea via
plasmodesmos o via apoplasto, en donde puede ser liberada como disacdrido o bien
fransformarse en hexosas a partir de la actividad de la invertasa de dicho tejido (Hell,
2011; Santos, 2006; Gaffal et al., 2007). Asi mismo, la hidrdlisis de la sacarosa produce una
solucion rica en hexosas, con una osmolaridad casi del doble de la original, lo que
provoca gue se adicione agua al néctar (fendmeno osmdtico) resultando en soluciones
mds acuosas y menos concentradas (Jackson y Nicolson, 2002; Lotz y Nicolson, 2002;
Santos, 2006; Nicolson et al., 2007).

Diversos estudios demuestran la existencia de un patrén en varios sistemas, entre los
polinizadores y la composicién del néctar; asociando una concentracién mayor de
sacarosa a flores de tubo largo, mientras que las flores abiertas (de néctar desprotegido)
presentan una mayor concentracion de hexosas (Percival, 1961; Freeman et al., 1984;
Baker y Baker, 1990; Baker ef al., 1998; Galefto y Bernardello, 1998;). Se ha considerado,
junto con el tamano de la flor o de la inflorescencia, que ambas caracteristicas son un
buen predictor del tipo de polinizador asociado a cada especie (Baker y Baker, 1990). Sin
embargo, esto no parece ser un patrén generalizado (Dupont et al., 2004; Cavalcante et
al., 2018). Galetto y Bernardello (2004) reportan nectarios discoidales que rodean la base
del ovario, con numerosos estomas, abiertos sobre la epidermis y con una distribucion
especifica para seis especies del género Ipomoea en Argentina. Este estudio detectd que
el néctar presenta dominancia de sacarosa, y una correlacion entre el tamano de los
nectarios, la longitud de la flor y el volumen total de néctar secretado, lo que sugiere que
existen restricciones estructurales limitantes en la determinacién de los rasgos del néctar
en estas especies. Pese a estar asociadas a vectores de polen diferentes (colibries e
himendpteros), la composicion quimica, dindmica de produccién y efectos de
eliminaciéon del néctar no presentaron relacion con el gremio de polinizadores. En
contraste, Krémer y colaboradores (2008) revisaron la composicidon y concentracion del
néctar en 111 especies de Bromeliaceae, demostrando que esta caracteristica se
determina predominantemente por las preferencias de los polinizadores y no por las

relaciones filogenéticas.
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El mayor volumen de néctar en las especies polinizadas por aves y murciélagos, sugiere
que, asociado con la evolucion de la ornitofilia y la quiropterofilia, ocurridé un incremento
en la produccién de néctar (Freeman et al, 1984b; Rosas-Guerrero et al., 2014). En
particular, la transicién de la melitofilia y la ornitofilia se asocia con un aumento en la
produccion de néctar mas diluido (Torres y Galetto, 1998; Nicolson et al., 2007; Dieringer et.
al, 1991). El incremento en el volumen de néctar podria ser resultado de varios ajustes no
excluyentes: (1) un incremento en el tamano de los nectarios (i.e., incremento en la
superficie de secrecion), (2) un incremento en la actividad de la invertasa (PB-
fructofuranosidasa), (3) un incremento general en el tfamano de flores tubulares, que
reducirian la evapotranspiracion, favoreciendo la acumulaciéon de néctar mds diluido;
este escenario supone que el aumento en el tamano de la flor incrementd de manera
proporcional el famano de los nectarios. Aunque se ha observado un incremento en el
tamano de las flores polinizadas por aves, no se ha examinado si dichos cambios explican
el mayor volumen de néctar. Si el mayor volumen de néctar en las especies ornitdfilas,
respecto a las melitéfilas se debe a un incremento en el tamano del nectario,
independientemente de los cambios en el famano de la flor, se espera encontrar una
correlacién entre el tamano del nectario y la evolucion de la ornitofilia, independiente de
la variacion en el tamano de la corola (Figura 1). Por ofra parte, si el mayor volumen de
néctar se debe a la actividad de la invertasa, no se esperaria encontrar una correlacion
entre la evolucion de la omitofilia con el tamano del nectario (Figura 1). Por Ultimo, si el
aumento en el volumen de néctar de las especies ornitéfilas, fue resultado de un
incremento en el tamano de la flor para reducir la evapotranspiracion, se espera
encontrar una correlaciéon mds fuerte entre el tamano de la flor y el tamano del nectario
que entre éstos y los sindromes de polinizacion (Figura 1). El propdsito de este trabajo fue
emplear un marco filogenético para examinar cudles de estas explicaciones se ajustan
mejor al incremento del volumen de néctar, el largo de la corola, la superficie del nectario
y el sindrome de polinizacién. El estudio se llevdé a cabo utilizando varios pares de
fransiciones evolutivas de la melitofilia hacia la ornitofilia, observadas en el subgénero

monofilético Calosphace del género Salvia (Fragoso-Martinez et al., 2017).
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Figura 1. Hipdtesis que explican un mayor volumen de néctar en la transicién de melitofilia a ornitofilia en
Calosphace. La gota representa la cantidad de néctar secretado en cada caso.

Material y método

Sistema de estudio
El género Salvia (Lamiaceae) es casi cosmopolita, con al menos tres centros de diversidad

(Mediterrdneo, Neoftrépico y Sudamérica) ademds del suroeste de Asia, en donde
comenzd su diversificacidon a mediados del Oligoceno (Kriebel et al., 2019). Cuenta con
aproximadamente 1,000 especies, de las cuales 600 estdn en el continente americano y
aproximadamente 300 se distribuyen en México (Cornejo-Tenorio & Ibarra-Manriquez,

2011). El 58% de las especies que se encuentran en América, se han clasificado como
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melitéfilas (polinizadas por abejas), el 31% como omitdfilas (polinizadas por aves) y el 11%
restante son visitadas por mds de un grupo funcional de polinizadores (Espino et al., 2014;
Wester & ClaBen-Backoff, 2011). Las flores de Salvia se conforman por el cdliz y una corola
bilabiada, con el labio superior de la corola erecto y céncavo, el inferior trilobulado con el
I6bulo medio mds ancho (Figura 2A). El gineceo es bicarpelar, tetralocular, con un évulo
en cada léculo; se encuentra sobre un disco carnoso asociado con la produccién de

néctar, y cuenta con un estilo bifido (Ramamoorthy, 2001; Zhang et al., 2014b) (Figura 2B).

Figura 2. Morfologia floral del género Salvia (Salvia exserta Griseb) y del nectario floral (Salvia fulgens Cav). (A)
Perfil floral: E es el estilo, S el androceo (antera-tejido conectivo-flamento), Ls el labio superior (o la galea), Li el
labio inferior, N el nectario bajo el ovario. (B) Nectario floral: Soporta los cuatro Iéculos que conforman el
ovario(O), consiste de un disco nectarial (Dn) y la proyeccién del disco o lengUeta (Pd).

Salvia presenta variaciones en la morfologia de la flor, como el tamano, forma y color de
la corola, que desempenan un papel muy importante en la biologia de la polinizacién
(Espino et al., 2014; Cornejo-Tenorio & lbarra-Manriquez, 2011). Segun Dieringer et al.
(1991), las especies de Salvia con flores azules, moradas o blancas son visitadas vy
polinizadas por abejas, mientras que en las especies con flores rojas, la polinizacién es
frecuentemente realizada por aves. Sin embargo, Wester y Clapen-Bockhoff (2007),

mencionan gue el color no es el Unico atributo para definir el sindrome de polinizacion, ya
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que hay especies con flores tubulares, azules o moradas, que son polinizadas por colibries.
Con base en lo anterior se ha descrito que varias especies de salvias pueden ser

polinizadas tanto por aves como por insectos.

Calosphace fue descrito originalmente por Bentham (1832). Fragoso-Martinez et al., (2018),
sugieren un origen mexicano/centroamericano e identifican al menos doce migraciones
independientes para América del Sur. Estudios moleculares recientes han confirmado su
condicién monofilética con varias transiciones evolutivas de la melitofilia a la ornitofilia, por
lo que representa un sistema idéneo para examinar los cambios en las estructuras de

secrecion de néctar asociadas con el tipo de polinizador (Fragoso-Martinez et al., 2018).

Tricomas
glandulares

Nectarostomas

Cara adaxial Cara abaxial

Figura 3. Micromorfologia general del nectario floral en Salvia (Salvia haenkei Benth). En la cara adaxial del
nectario, sobre el disco nectarial, se encuentran los fricomas glandulares peltados, mientras que en el tercer
tercio de la cara abaxial de la proyeccidn del disco (o lengUeta) se encuentran los estomas modificados para la
secrecion del néctar (nectarostomas).

Descripcion anatémica del nectario
Estudios preliminares caracterizaron la estructura del nectario en especies de Calosphace

asociadas a diferentes polinizadores (Kumari, 1986; Zhang et al., 2014b; Flores, 2014). En
ellos se reveld que los nectarios de Salvia presentan una morfologia muy similar,
conformada por un disco nectarial y la proyeccion del disco (lengUeta); mientras que el
néctar es liberado por células estomdticas modificadas para la salida de azdcares (Figura
3). En algunas especies se presentan tricomas glandulares que producen aceites en un

medio acuoso en lugar de aportar liquido al néctar (Zhang et al., 2014b).
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Se sabe que el disco nectarial y los fricomas glandulares surgen en etapas tempranas del
desarrollo de las flores de Calosphace, mientras que la proyeccién del disco y los
nectarostomas, surgen en etapas cercanas a la antesis (Flores, 2014). Este patrén ha
llevado a proponer que son estructuras evolutivas derivadas en este grupo. Las principales
diferencias entre especies estdn asociadas con la presencia/ausencia de tricomas vy

estomas, asi como con la localizacién de dichas estructuras (Zhang et al., 2014b).

En las dicotileddéneas, los estomas se encuentran comUnmente en la epidermis de los
nectarios y son la forma mds frecuente de exudado de néctar (Bernardello 2007), asi
como la ruptura de la cuticula. La presencia de estomas se describié y se confirméd la
exudacién de néctar en la epidermis nectarial para varias especies de Cactaceae
(Daumann, 1930; Zandonella, 1977; AgUero et al., 2018). Asi mismo, el nectario floral en
Salvia farinacea posee estomas modificados para la exudacion de néctar en la epidermis
abaxial de la proyeccién del disco, intercalados con tricomas peltados entre los 16bulos
ovdricos y sobre la superficie adaxial de la proyeccidén (Zhang et al., 2014b). Los tricomas
peltados son abundantes, mientras que los fricomas capitados son raros o ausentes en
asociacién con los nectarios florales (Ascensdo et al., 1995). Se ha reportado que los
tfricomas glandulares peltados en el nectario floral de Salvia farinacea (especie melitofila)
generan aceites voldtiles en cantidades reducidas, los cuales pueden desempenarse
como atrayentes que mejoran el aprendizaje de los vectores de polen a través del olfato,
o bien servir en la defensa ante patdégenos o herbivoros durante la floracién (Zhang et al.,
2014b). Estas estructuras también estdn presentes en el nectario de otras especies de la
familia Lamiaceae: Leonotis leonurus (Ascensdo ef al., 1995) y Marrubium parviflorum
(Naghiloo et al., 2013).

Obtenciodn, fijaciéon y preservacion del material vegetal.
Se colectaron flores en antesis de 27 especies de Calosphace en México, Bolivia, PerU vy

Argentina (tabla 2). Estos ejemplares fueron fijados utilizando FAA (etanol, formaldehido,
dcido acético y agua destilada; en una proporcién 5:1:0.5:3.5). Posteriormente se
deshidrataron de forma gradual con soluciones de alcohol etfilico; los recambios de
alcohol se hicieron en un lapso aproximado de 45 min enfre cada uno, pasando por
alcohol al 30%, 50%, 70%, 85%, 96% vy, finalmente, en alcohol al 100% para su

procesamiento.
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La longitud del labio superior, del labio inferior, del tubo vy la longitud total de la corola
(longitud del tubo mds la longitud del labio superior) fueron medidas en 10 individuos por
especie (S. stachydifolia, S. polistachya y S. purpurea). Para obtener los datos del resto de
las especies se construyd una base a partir de trabajos en Salvia hechos por Wester y
Clapen-Bockhoff (2011) sobre sindromes florales en Calosphace, y la monografia de Epling

(1939) para el subgénero. En algunos casos se utilizd el rango de variacion (valor minimo y

maximo) del rasgo y se promedid.

Tabla 2. Especies de las flores del género Salvia,

subgénero Calosphace, que fueron empleadas en este

estudio y el pais (localidad) del que se colectaron.

Especie (Salvia)

Pais/localidad de colecta

S. amplifrons Briq. Bolivia
S. raymondii J. R. I. Wood Bolivia
. personata Epling Argentina (Jujuy)
. haenkei Benth. Bolivia
. sophrona Briq. Bolivia
. rypara platystoma Epling Bolivia
. alba J. R. I. Wood Bolivia
. orbignaei Benth. Bolivia (Pojo)

. graciliramulosa Epling & Jativa

Bolivia (Aikile)

. exserta Griseb.

Bolivia

. brevipes Benth.

Argentina (Snt Tomé)

. sucrensis J. R. 1. Wood Bolivia

. stachydifolia Benth. Argentina (Tikimon)

. dombeyi Epling Pery (Phiry)
Argentina

. procurrens Benth.

Argentina (El palmar)

. calolophos Epling

Argentina (Jujuy)

. cuspidata gilliesii Benth.

Argentina (Tucumdn)

. retinervia Briq.

Bolivia (Samaipata)

. cuspidata rosea J. R. |. Wood

Bolivia (Tarabuco)

. fulgens Cav.

Mex (Desierto de los Leones)
Mex (Manatldn, Jalisco)

Mex (Tres Marias, Morelos)

Mx (Temascaltepec, Edo. Mex)
Mex (Manantldn, Jalisco)

Mex (Desierto de los Leones)
Mex (Cerro Huitepec, Chiapas)

. mexicana L.

. polystachya Cav.
. purpurea Cav.

. iodantha Fernald
. elegans Vahl

S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
§S. coerulea Benth.
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S

. cinnabarina M. Martens & Galeotti
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http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=77080272-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DSalvia%2Braymondii%26output_format%3Dnormal
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http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=456057-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DSalvia%2Bcuspidata%26output_format%3Dnormal
http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=77080272-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Ffind_wholeName%3DSalvia%2Braymondii%26output_format%3Dnormal

Micromorfologia del nectario

Procesamiento de muestras y observacion en el MEB
Para realizar la observacion de las muestras en el microscopio electrénico de barrido

(MEB) se disectaron de 4 a 6 flores de cada especie, con el fin de obtener exclusivamente
los nectarios florales. Estos fueron guardados en pequeias rejilas y desecados a punto
critico. Este procedimiento aprovecha el hecho de que en dicho punto un fluido pasa
imperceptiblemente de liquido a gas sin limites visibles y sin fuerzas de distorsiéon, lo que
permite obtener una imagen fiel. En particular, el fluido de una muestra orgdnica
hidratada o biolégicamente deshidratada es desplazado con el fin de mantener la
microestructura inicial del estado hidratado (Prin ef al., 2012). Las muestras fueron lavadas
con COz2 liguido hasta reemplazar todo el etanol, mismo que se evapord en el Ultimo paso
(Vdzguez-Nin y Echeverria, 2000). Se montaron las muestras en portaobjetos con cinta
conductiva de carbdén de doble cara y se cubrieron con una capa de oro de 200 nm de
grosor para su posterior observacién y toma de fotografias en un microscopio electrénico
de barrido marca HITACHI SU1510.

Reconstruccion de Modelos 3D
El modelado tridimensional (3D) tiene un niUmero creciente de aplicaciones en diferentes

campos, ya que facilita la comprensidén y mejora la representacion de estructuras vy
objetos 3D complejos (Murakawa et al., 2006; Qing et al., 2015). Dado que la producciéon y
almacenamiento de carbohidratos suele ocurrir en los tejidos periféricos del nectario floral,
se realizaron reconstrucciones en tres dimensiones para estimar el drea de secrecidén de
azucares utilizando modelos virtuales 3D, en el software Maya 2018 (Autodesk). Debido a
la ausencia de escala y espacio, las fotografias obtenidas con el microscopio electronico
de barrido no son suficientes para obtener valores cuantificables en un objeto 3D preciso y
confiable. Por esta razén se empled una escala grdfica de 1,000,000 um3, para que las
dimensiones de los elementos sean comparables entre imdgenes (Rojas-Sola et al., 2018).
Maya 2018 se manejé en "modeling”. Para cada especie se modeld un solo individuo
elegido al azar; por cada nectario a reconstruir se importaron tres fotografias previamente
tomadas en el MEB (cara adaxial, plano transversal y sagital) con la herramienta “image
plane” localizada en el menu “view" de la barra superior (figura 4). En algunos casos las
fotografias tuvieron que escalarse para coincidir en unidades. El modelado de cada
estructura fue similar, partiendo de un cubo poligonal con dos subdivisiones centralizadas
(una vertical y otra horizontal), en cada cara y posteriormente se insertaron las lineas de
corte necesarias. Se cred un cubo con caras de 10,000 um? (reales) a modo de guia, el

cual se escald en conjunto con el modelo para conservar los valores.
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Figura 4. Captura de pantalla de la inferface del software Maya 2018 (Autodesk) para modelado 3D. En esta se
muestran cuatro pasos para el uso de la herramienta “image plane”.

Cada nectario (con los cuatro évulos del gineceo) fue modelado en archivos separados y
finalmente se incluyeron todos en el mismo documento para igualar la escala. El archivo
final se exportd en formato “.obj" cuidando que las propiedades de la malla fueran en
quads, y limpiando el historial junto con el “freeze”, para evitar deformaciones en el
software 3DS MAX 2019 (Autodesk), donde se adaptd la escala 10,000 um? (reales) a 0.68
mm? (digitales). Las unidades de medida se ajustaron con la funcién “customize - unit
setup” en la barra superior de herramientas y en la ventana lateral “utilities > measure” se

obtuvo el drea superficial y el volumen de cada estructura.

Flogenia empleada
En este estudio se utilizd la filogenia de Salvia, de Fragoso-Martinez y colaboradores (2017),

reconstruida bajo el criterio de mdxima verosimilitud a partir de secuencias nucleares
(nrlTS) y plastidiales (espaciador intergénico trnH-psbA IGS y la regién trnl-trnF). La
filogenia estd representada por 265 especies, de las cuales 247 pertenecen al subgénero
Calosphace, seis especies del subgénero Audibertia, ocho especies al clado | y Il de

Walker et al., (2004), cinco especies a tres géneros hermanos de Salvia (Dorystaechas,
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Lepechinia y Perovskia) y el grupo externo compuesto por Melissa officinalis (Fragoso-
Martinez et al., 2018).

Para los andlisis la filogenia fue podada, de modo que se removieron las especies para las
que no se tenia informacién o el cardcter no estaba disponible. El grupo externo a las
especies de estudio fue conformado por Salvia munzii, Salvia clevelandii y Salvia mellifera

(subgénero Audibertia).

Reconstruccidon de estados ancestrales
Para reconstruir el estado ancestral de los sindromes de polinizacién en Salvia, se utilizd la

aproximacion de mdaxima verosimilitud, implementada en R (R Development Core Team,
2015). El estado ancestral se estimé para cada uno de los nodos internos del arbol, usando
el método “re-rooting” de Yang y colaboradores (1995) que se encuentra en el paguete
“phytools” (Revell, 2012). El método calcula las probabilidades condicionales desde la raiz
del arbol y consecutivamente mueve la raiz para cada uno de los nodos del arbol. Para el
andlisis se consideraron los siguientes modelos de evolucién de caracteres: tasas iguales
(equal-rates o ER) y tasas diferentes (all-rates-different o ARD). Para seleccionar cual
modelo explica mejor la distribucion de datos se utilizd la funcidn 1-pchisg en APE (Paradis
et al., 2004).

Se calculd el valor de “D" para saber la estructura filogenética de la variable “sindrome
de polinizacién” (Fritz y Purvis, 2010). Si el valor de “D" es 1 la distribucidn del rasgo binario
es aleatoria con respecto a la filogenia, y si es mayor que 1 significa que la distribucién del
rasgo estd mds sobredispersa que la expectativa aleatoria. Cuando “D" es 0 quiere decir
que el rasgo binario se distribuye como se espera, bajo un modelo de evolucién del
movimiento browniano, de ser menor que 0; el rasgo binario estd mds conservado

flogenéticamente que la expectativa browniana.

Andlisis comparado
Con el fin de obtener una vision general de los patrones de expresién de los rasgos de

interés se realizaron tres boxplots exploratorios con el promedio del volumen de néctar, en
12 de las 27 especies, considerando sélo las que presentan datos publicados sobre el
volumen de néctar producido en flores virgenes a lo largo de un dia. Para la superficie de
los nectarios y el largo total de la corola, se incluyeron los datos de las 27 especies. En los

tfres casos se considerd el sindrome de polinizacién.
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Correlaciones filogenéticas
Para determinar la existencia de una asociacion entre el tamano de la flor, la superficie

del nectario y el volumen de néctar producido, se utilizd el método de minimos cuadrados
flogenéticos generalizados (por sus siglas en inglés; PGLS) (Martins y Hansen, 1997), con el
paguete CAPER (Orme et al.,, 2013) en R (R Core Team, 2018). Este enfoque se considera
como una forma de ajustar el nivel de dependencia estadistica entre los valores de los
rasgos debido a la filogenia (Smith & Kriebel, 2018). De esta manera se corrigid la
independencia filogenética de las especies estudiadas, dados los multiples procesos
evolutivos que pueden dar lugar a patrones similares de estructura filogenética en los
datos (Revell et al., 2008).

Se redlizaron cuatro PGLS; para los primeros tres se utilizé un grupo de 12 especies de
Calosphace, y se buscd la relacidén entre: (1) el volumen de néctar y la superficie del
nectario, (2) el volumen de néctar y la longitud de la corola por sindrome de polinizacién;
posteriormente, (3) entre la superficie del nectario y la longitud de la corola por sindrome
de polinizacién. Finalmente se tomaron las 27 especies para probar la existencia de la
correlacion entre la superficie de los nectarios y la longitud de la corola, de acuerdo con

los sindromes ornitofilia y melitofilia (Tabla 3).

Tabla 3. Minimos cuadrados filogenéticos generalizados
PGLS | ] [} v

N 12 especies 12 especies 12 especies 27 especies

Volumen de | Volumen de néctary | Superficie del nectario Superficie del nectario
néctary longitud de la corola, | ylongitud de la corola, |y longitud de la corola,

superficie del | tomando en cuenta | fomando en cuenta el | tomando en cuenta el
nectario. el sindrome de sindrome de sindrome de

polinizacién. polinizacién. polinizacion.

Los datos de la superficie del nectario se transformaron a raiz cuadrada para linealizar la relacién con la longitud
de la corola. El volumen de néctar se obtuvo de Benitez-Vieyra et al. (2014) y se tfrabajé con logaritmo base 10
para evitar la heterocedasticidad. El sindrome de polinizacién se caracterizdé de acuerdo con lo establecido en
la tabla 1, y se sustenta por estudios anteriores sobre Salvias de Wood (2007), Wester (2007), Wester y ClaBen-
Bockhoff (2006, 2007 y 2011), Pérez et al. (2014), Novoa et al. (2005), Orfila et al. (1996). ClaBen-Bockhoff (2003),
De Marzi (2006), Benitez-Vieyra et al. (2014), O'Leary y Moroni (2016).
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Resultados

Micromorfologia del nectario
Para las especies revisadas, el nectario se encuentra en la parte basal de la flor, por

encima del receptdculo, a la altura del cdliz. Su coloracidn varia entre tonos de verde.
Estdn constituidos por dos partes: un disco nectarial y la proyeccién del mismo (lengUeta)
(figura 2 y 3). El disco nectarial estd estrechamente asociado al gineceo, caracteristica
gue encuentra su explicacion en el hecho de que los haces vasculares de los cuatro
I6culos del ovario se unen en el anillo receptacular junto con el has vascular del estilo. Por
otra parte, la proyeccion del disco nectarial provoca que la simetria sea bilateral, es decir,
se trata de un nectario zigomérfico. Se identificdé que poseen dos estructuras secretoras

principales: los nectarostomas (figura 5) y los tricomas glandulares (Figura 6).

Los nectarostomas con modificaciones para secrecidén, se observaron en todas las
especies revisadas en este trabagjo. Se encuentran sobre el tercer tercio apical de la
epidermis abaxial de la proyeccion del disco. Sin embargo, existe variacion en cuanto a la
cantidad y ubicacién exacta; pueden encontrarse en solitario (Figura 5A, 5B, 5C) o
formando grupos de dos (Figura 5G) a 12 (Figura 5D, 5F, 5H, 5l). Para la mayoria de las
especies se observaron poros estomdticos ocluidos por sustancias cristalinas, que pueden

corroborar la exudacion de néctar (Figura 5).
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Figura 5. Estomas modificados para la secrecién de néctar (nectarostomas). Nectarostomas solitarios (A: Salvia
fulgens, B: Salvia calolophos, C: Salvia polystachya) y en grupo (D: Salvia elegans, F: Salvia cinnabarina, G: Salvia
fulgens H: Salvia sophrona, I: Salvia sucrensis) sobre el tercer tercio apical de la epidermis abaxial de la
proyeccion del disco nectarial. E: Ampliacién de la sustancia cristalina que ocluye los estomas atréficos (Salvia
orbignaei).

Por otro lado, los tricomas glandulares son de dos tipos. Tipo 1: peltados con 4-9 células,
cubiertos por una delgada cuticula lisa (Figura 6A vy éB), Tipo 2: capitados compuestos por
una cabeza globular unicelular o bicelular y un tallo de uno a cuatro células (Figura 6C). El
tipo 1 es el mds abundante, presente en 14 especies: Salvia alba, Salvia amplifrons, Salvia
brevipes, Salvia dombeyi, Salvia haenkei, Salvia iodantha, Salvia mexicana, Salvia
personata, Salvia polystachya, Salvia purpurea, Salvia raymondii, Salvia retinervia, Salvia
rypara platystoma, Salvia stachydifolia (Figura 6), el tipo 2 sélo se observd en Salvia
calolophos y Salvia rypara platystoma. Estas estructuras se localizan sobre |la epidermis
adaxial del disco nectarial, formando un cinturén o aglomeracién que rodea los carpelos

o sobre los évulos (Figura 6).
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La primera descripcion micromorfoldgica de los nectarios florales de 27 especies de
Calosphace muestra diferencias interespecificas en la presencia de nectarostomas o
tricomas, en la cantidad de estas estructuras, asi como la localizacién de las mismas

(figuras 5y 6).

Figura 6. Tricomas glandulares asociados al nectario en Calosphace. A: Tricoma glandular tipo 1 (peltado con 4-9
células, cubierto por una delgada cuticula lisa) en Salvia polystachya. B: corte transversal en Salvia mexicana.
Estos fricomas pueden encontrarse formando un anillo alrededor de los capelos (D: Salvia mexicana), en la cara
adaxial de la lengUeta y rodeando los évulos sobre el disco del nectario (E: Salvia personata, G: Salvia dombeyi,
H: Salvia mexicana, I: Salvia personata) o sobre los carpelos (F: Salvia retinervia, J: Salvia rypara platystoma y K:
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acercamiento de I). C: Tricoma glandular tipo 2 (capitado compuesto por una cabeza globular unicelular o
bicelular y un tallo de uno a cuatro células) en Salvia calolophos (L). Estos tricomas también se presentan en
Salvia rypara platystoma (J y K).

El tamano del nectario (disco con lengUeta) presenta variacion en los valores de la
superficie en cada especie; que van de Salvia brevipes con el nectario mds pequeno
(0.326 mm?2), a Salvia purpurea con el valor mds alto (2.038 mm?2) (figuras 7A y 9). Estas
diferencias pueden ser importantes en el aumento o disminucidén de produccion vy
secrecion de néctar, ya gue se observa un patrén de tamano que varia de acuerdo al
grupo de polinizadores (figuras 7A y 9); las especies ornitéfilas tienen los nectarios de
superficie mayor, mientras que las especies que son polinizadas por abejas se encuentran

entre los de menor superficie (figuras 7Ay 9).

Reconstruccion de estados ancestrales
La reconstruccion de estados ancestrales empleando mdéxima verosimilitud, indica que no

hay inercia filogenética en los datos, comprobando los hallazgos previos con una muestra
mds grande de especies para el clado Calosphace. El valor de “D": 1.260181 corrobora
gque existe sobredispersidon en el rasgo “sindrome de polinizacion”, mds de la esperada por

azar.
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Salvia raymondii

Salvia amplifrons
B Melitofilia Salvia personata
W Omitofilia Salvia polystachya
Salvia iodantha
Salvia purpurea
Salvia mexicana
Salvia exserta
Salvia brevipes
Salvia sucrensis
Salvia orbignaei
A Salvia alba
Salvia graciliramulosa
Salvia dombeyi
Salvia sophrona
® Salvia haenkei
Salvia rypara platystoma
Salvia guaranitica
— Salvia stachydifolia
——@Salvia fulgens

Salvia procurrens

") Salvia elegans
Salvia cinnabarina
@Salvia retinervia

Salvia cuspidata gilliesii

® Salvia calolophos
@Salvia cuspidata rosea

:Salvfa munzii
+ Salvia clevelandii

@Salvia mellifera

Figura 8. Reconstruccién ancestral del sindrome de polinizacién en Calosphace.

Andlisis comparado
La Figura 7 indica los valores promedio para la superficie del nectario, el volumen de

néctar y la longitud de la corola para los dos sindromes de polinizacién estudiados. En los
tfres rasgos se observa el mismo patron: las especies ornitédfilas tienen flores mds largas, con

mayor volumen de néctar y mayor superficie del nectario.
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Figura 7. Diagramas de caja de la superficie del nectario, el volumen de néctar y la longitud de la corola de
acuerdo al sindrome de polinizacion. Los valores atipicos en el panel B corresponden a Salvia personata y Salvia
fulgens respectivamente. El valor atipico en el panel C corresponde a Salvia dombeyi.

Correlaciones filogenéticas
Los andilisis de minimos cuadrados filogenéticos generalizados (PGLS) indicaron que tanto

el volumen de néctar como la superficie del nectario se correlacionan filogenéticamente
con el sindrome de polinizacién (Tabla 4, Figura 9). Durante la transicidén hacia la ornitofilia,
tanto el volumen de néctar como el drea que representa la superficie de secrecion de
azicar en el nectario muestran un efecto significativo (Tabla 4). Este efecto es
independiente de la relacidon entre el tamano de la flor y la produccion de néctar (Tabla
4, Figura 9).
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Tabla 4. Modelos de minimos cuadrados filogenéticos generalizados (PGLs) entre el volumen de
néctar o la superficie del nectario con el sindrome de polinizacién y el tamaiio de la corola.

Se incluye la longitud de la corola como covariable (excepto en el Modelo I). Los modelos I, Il y Il incluyen sdlo a
las especies para las cuales se cuenta con datos de volumen de néctar. El modelo IV se realizd con las especies
para las cuales se cuenta con datos del drea de la superficie del nectario. Los modelos lll y IV corroboran el

patrén encontrado para la superficie del nectario en ambas muestras de especies.

Modelo | (N = 12) Estimado * E.E t P
Volumen de néctar | |

Superficie del 1.589 + 0.462 3.43 0.0063

 nectario

R2 ajustada: 0.4962, F1,10=11.83, P = 0.0061.
Modelo Il (N = 12) Estimado * E.E t P
Volumen de néctar | |

Sindrome de 0.947 £ 0.303 3.12 0.0122
polinizacion

 longituddelacorola  0016+0013 0.01 0.2613

R2 ajustada: 0.7473, F29 = 17.26, P = 0.0008.
Modelo lll (N = 12) Estimado * E.E t P
Superficie del nectario |

Sindrome de 0.755 +0.096 7.84 <0.0001
polinizacion

Longitud de la corola  -0.007 +0.006 -1.15 0.2784
R2 ajustada: 0.9038, F29= 52.67, P = 0.00001.
Modelo IV (N = 27) Estimado * E.E t P
Superficie del nectario |

Sindrome de 0.402 + 0.088 4.56 0.0001
polinizacion

Longitud de la corola \ -0.002 + 0.002 \ -1.30 0.2048

R2 gjustada: 0.4475, F224 = 11.53, P = 0.0003.
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Figura 9. Filogenia de las especies de Calosphace, seleccionadas construida a partir de la de Fragoso-Martinez
et al., 2018. La figura indica el sindrome de polinizacién (melitofilia u ornitofilia), el tamafio de la corola de
manera proporcional y su color, el volumen de néctar y la superficie de los nectarios (verde) y los dvulos (azul).
Las flores se presentan a escala, exceptuando a Salvia dombeyi que fue reducida al doble.

Discusion

La descripcion anatdmica de los nectarios, en la muestra de especies del subgénero
Calosphace, confirmd que éstos presentan, en su anatomia, una estructura general muy
conservada (Kumari, 1986). Sin embargo, se enconfraron diferencias entre las especies en
la presencia, distribucion y cantidad de distintos tipos de estructuras secretoras (tfricomas y
nectarostomas), asi como en su tamano. Aun cuando se detectd una correlacion
evolutiva entre el tamano de la corola y el sindrome de polinizacién, el mayor volumen de
néctar en las especies ornitéfilas fue explicado, en mayor medida, por un incremento en
la superficie de los nectarios. Es decir, que la transicion de la melitofilia a la ornitofilia
promovid un aumento en la superficie de los nectarios, independiente del tamafio de la
corola. Este resultado apoya la explicaciéon de Nicolson y colaboradores (2007), de que la

evolucion del néctar jugd un papel mds importante que los cambios morfolégicos en la
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flor en el género Salvia, y que la transicion evolutiva posiblemente alterd la relacién

alométrica entre el tamano de la corola y el de los nectarios.

Las flores de Salvia presentan nectarios ginobdsicos, con una morfologia general
conformada por un disco nectarial que concuerda con lo descrito para otros miemlbros
de Lamiaceae (Kumari, 1986; Petanidou et al., 2000; Naghiloo et al., 2013; Zhang et al.,
2014b). Este anillo receptacular se extiende unilateralmente para formar una gldndula
asimétrica (lengUeta), que varia drdsticamente de talla entre especies (Kumari, 1986;
Zhang et al., 2014b), y cuya variacién contribuye a que el tamano total sea la diferencia
mds notable entre los nectarios. El andlisis cuantitativo en 3D de las estructuras, permitié
contabilizar dicha variacién y evaluar su relacién con el tamano de las flores y el volumen
de néctar, encontrando que las Salvias polinizadas por colibries tienen nectarios con una
superficie mayor, un mayor volumen de néctar y flores mds largas (figura 7 y 9). Por el
contrario, las especies melitéfilas presentan nectarios de superficie menor, asi como
corolas cortas y bajos volimenes de néctar (figura 7 y 9). Los datos del tamaio de la flor y
el volumen de néctar concuerdan con la hipdtesis del sindrome de polinizacién para
ornitofilia y melitofilia (Delpino, 1867, Faegri Van der Pijl, 1979 vy Proctor et al., 1996), asi
como con trabajos previos (Campbell et al., 1989 y 1996; Galetto, 1995; Torres y Galetto,
1998; Petanidou et al., 2000; Nicolson ef al., 2007; Dieringer et. al, 1991; Roy et al., 2017).
Aunqgue los nectarios florales han sido poco estudiados y los datos que se fienen son
escasos, se sabe que las flores largas contienen nectarios mds voluminosos (Galetto, 1995)
y que el volumen de néctar estd relacionado positivamente con el tamano del nectario
(Petanidou et al., 2000; Dafni et al., 1988). Los andlisis del método comparado (tabla 4)
detectaron, en primera instancia, una relacion entre el volumen de néctar y la superficie
de los nectarios; lo que indica que nectarios de mayor tamano producen mds néctar. En
segunda instancia, una relacion entre el volumen de néctar y el sindrome de polinizacion,
sin efecto en la longitud de la corola. Por Ultimo, la existencia de diferencias significativas
en la superficie de secrecidon de néctar entre sindromes de polinizacién, aun cuando se
controla por la variacion de la longitud de la corola (tabla 4); esto sugiere que,
independientemente de las relaciones alométricas que puedan existir entre las estructuras
de la flor, la evolucién de los sindromes de polinizacién (melitofilia y ornitofilia) se asocia
con cambios en el tamano de los nectarios, lo que se apega a la primera hipdtesis (figura
1). Por lo tanto, se descarta la segunda hipdtesis que plantea un incremento en la

actividad de la invertasa (p-fructofuranosidasa), pues en esta no se considera la variacion

34



del tamano de las corolas y los hectarios. La tercera hipdtesis también se desecha, ya que

implica una relacién alométrica entre el tamano de los nectarios y el de la corola.

Para la flora norteamericana se ha considerado que la polinizacién ornitéfila se deriva de
la polinizacidon por insectos (Stebbins, 1989; Grant, 1994; Wilson et al, 2007; Fragoso-
Martinez et al., 2018), aunque la fransicién a la polinizacién por aves pudo darse en
etapas tempranas; como en el caso de Calosphace (Kriebel et al, 2019). Estas
fransiciones involucran modificaciones que incluyen la morfologia de la flor y el néctar; en
el caso particular del género Salvia, partiendo de un origen melitdfilo (Fragoso-Martinez et
al., 2018; Kriebel et al., 2019), se sabe que agregar agua resulta en un néctar diluido
asociado con la ornitofiia (Wester y ClaBen-Bockhoff, 2006b). ElI volumen vy la
concentracién de néctar son rasgos que poseen mayor plasticidad, en contraste con la
composicién quimica del mismo, que es una caracteristica mds conservada (Goldblatt et
al., 2001; Mitchell, 2004; Herrera et al., 2006). Dado que los polinizadores perciben vy
evalian las recompensas florales, las plantas han estado expuestas a dicha presidén de
seleccion, lo que ha favorecido estrategias de atraccién y recompensa para maximizar el
beneficio de la polinizacién (Shafir et al., 2003). Los resultados de este estudio apoyan la
expectativa de que los cambios en el néctar ocurrieron posiblemente antes que otros
ajustes, como aqguellos en la morfologia floral. Estos Ultimos, posiblemente se deriven de
presiones para maximizar el ajuste con el polinizador, una vez asegurado su fidelidad a las
flores (Wilson et al., 2007; Wester y ClaBen-Bockhoff, 2006; ClaBen-Bockhoff et al., 2004).
Para el género Gladiolus se sugiere que aumentar la proporcidon de agua en el néctary un
mayor tamano floral, pueden ser suficiente para convertir una especie a la ornitofilia
(Goldblatt et al., 2001). Esto indica que la planta invierte la misma cantidad de azdcares,
acompanados por diferentes proporciones de agua, lo que mantiene estable el nivel
energético, produciendo néctares mds abundantes y diluidos (Thompson et al., 2000). Los
resultados aqui obtenidos apoyan la hipdtesis de que durante la transicidn de la melitofilia
a la ornitofilia, hay un aumento en la superficie de los nectarios que se relaciona
directamente con un volumen mayor de néctar producido y no con el tamanio de la
corola, esta es una explicacidon mds simple que la existencia de un cambio estructural en
los nectarios para producir diferentes volUmenes de néctar. Dicho patrén apoya la
evidencia empirica de que las especies melitdfilas producen menos néctar que las
ornitéfilas. La transicion de S. stachydifolia (melitdfila con 0.42ul de volumen de néctar y
una superficie de nectario = 0.58 mmz2) a S. coerulea (omitéfila con 9.76ul de volumen de

néctary 1.49 mm2de superficie del nectario) ilustran el patrén observado en la muestra de
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especies evaluadas. Otro ejemplo independiente de una reversidn apoya el patrén
observado. La transicion de S. iodantha (ornitéfila con 3.36ul de néctar y una superficie de
1.92 mm?2) a las especies melitédfilas S. polystachya (0.59ul de volumen de néctar y 0.47
mm?2 de superficie del nectario) vy S. personata (0.05ul de volumen de néctar y 0.36 mm?2
de superficie del nectario) indica que tanto las transiciones como las reversiones apoyan
la hipdtesis de que el gjuste en el tamano de los nectario jugd un papel mds relevante
que el tamano de la flor durante la evolucién de los sindromes de ornitofilia y melitofilia
(figura 9). Esta relacion no descarta la posibilidad de un incremento en el tamano de la
corola durante la transicién de la melitofiia a la ornitofilia, pero tampoco debe
considerarse que el tamano de la corola es una restriccidén para la evolucién del nectario,
al menos durante la fransicidn evolutiva de la polinizacién de abejas a colibries en el
género Salvia (Benitez et al., 2019). Es decir que la evolucién de un mayor tamano floral en
las especies ornitéfilas no parece ser una condicidn necesaria para alcanzar un nuevo

6ptimo adaptativo.

A modo de conclusién, los nectarios florales en Salvia son estructuras de gran importancia
en los sindromes de polinizacién, por lo que deberian incluirse en dichas descripciones, ya
que de ellos depende la produccién de néctar y, a su vez, la oferta para cada
polinizador. De tal manera que la cantidad de néctar producido se relaciona con el
tamano del nectario; los nectarios con superficies mayores producen mds néctar y se
asocian con la ornitofilia, mientras que los nectarios de menor superficie producen un
volumen de néctar menor y son relacionados a la melitofilia. Comprender este patrén de
convergencia puede ayudar a esclarecer las consecuencias de la interaccidon planta-

polinizador en la evolucién de la diversificacion en el fenotipo floral.
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