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. RESUMEN

La gran diversidad de angiospermas en Mesoamérica puede ser entendida a través de los
procesos que han promovido su diversificacion. Uno de ellos puede ser la alta presion
selectiva que ejerce la polinizacién sobre la evolucion de las flores, que finalmente puede
llegar a ser fundamental para la especiacion. La subfamilia Bombacoideae (Malvaceae) es un
clado reconocido en analisis filogenéticos que incluye a los miembros con hojas palmadas de
la tradicional familia Bombacaceae. Es un grupo de arboles tropicales con una diversidad
floral interesante ya que el androceo ha tenido modificaciones substanciales, y las distintivas
modificaciones estructurales y morfolégicas probablemente son una respuesta a los
polinizadores. Dos tipos principales de organizacién del androceo se distinguen dentro de
Bombacoideae, uno con anteras sésiles, alargadas, a veces convolutas, y el otro con anteras
monotecas sobre filamentos libres que conforman una brocha en la mayoria de las
bombacoides. La polinizacién por murciélagos es ampliamente conocida en Bombacoideae;
sin embargo hay algunas especies polinizadas por aves, esfingidos y mariposas. El objetivo
de este trabajo es documentar la dinamica de diversificacién dentro de Bombacoideae e
investigar los efectos que los polinizadores pudieron tener sobre ésta. Se utilizaron
secuencias de tres regiones plastidicas (ndhF, trnK-matK y trnL-trnF) y un marcador nuclear
(ITS) para estimar las relaciones filogenéticas de Bombacoideae, incluyendo también
representantes de Malvoideae y de las otras subfamilias de Malvaceae. Se obtuvo una matriz
concatenada con los cuatro marcadores moleculares con longitud de alineamitneo de 7,383
pb. Se analizaron 57 especies en total. Se obtuvieron hipdtesis filogenéticas a partir de las
cuales se estimaron tiempos de divergencia y se condujo un analisis de diversificacion para
identificar cambios importantes en las tasas. Para Bombacoideae y el grupo externo se

obtuvo informacion sobre polinizacién de la literatura. Debido a que no existe informacion



para todas las especies incluidas, se hicieron tres categorias para dar al analisis un rango de
error basandose en la certidumbre de la informacion, siendo (1) los estudios estrictos de
polinizacién, (2) menciones de visitantes e (3) inferencias basadas en el sindrome floral.
Posteriormente, se realizdé una reconstruccion de estados ancestrales del tipo de polinizador
utilizando métodos de maxima verosimilitud e inferencia bayesiana para evaluar si existe una
correlacion entre los cambios de polinizador y los cambios en la tasa de diversificacion. Los
resultados confirman que Bombacoideae es un grupo monofilético, caracterizado por las
hojas palmaticompuestas. El estado ancestral de polinizacion en Bombacoideae fue
probablemente por murciélagos. Sin embargo, la edad de divergencia estimada del grupo
corona de Bombacoideae es de 47.38 Ma, que es mas antigua que los estimados
independientes que se han hecho para los murciélagos. Hubo una disminucién en la tasa de
diversificacién neta (r= 0.23) detectada en el nodo de Pachira-Eriotheca que probablemente
esté relacionado con la ecologia de este grupo. Los resultados mostraron altas tasas de

especiacion asociada a la polinizacion por murciélagos.



. ABSTRACT

The great diversity of angiosperms in the tropics can be understood as the result of
macroevolutionary processes that have promoted diversification. One of these processes is
the selective pressure that pollinators impose on floral evolution, which may lead to
speciation events. Subfamily Bombacoideae (Malvaceae) is a clade recognized by
phylogenetic analyses which includes all the members with palmately compound leaves of
the former family Bombacaceae. This is a group of tropical trees with an interesting floral
diversity for which the androecium has undergone substantial modifications, and where the
resulting distinctive structural and morphological attributes are probably a response to
pollinators. Within Bombacoideae, two main types of androecium organization are
distinguished: one with sessile, elongated, sometimes convoluted anthers; and the other with
stalked, monothecate stamens that conform the brush-flower of most bombacoids. Bat
pollination is well known in Bombacoideae, although there are also many species pollinated
by birds, hawkmoths and butterflies. The aim of this work was to document the diversification
dynamics within Bombacoideae, and to investigate the effects that pollinators may have had
on it. We used sequence data from three plastid regions (ndhF, trnK-matK and trnL-F) and
one nuclear marker (ITS) to estimate the phylogenetic relationships within Bombacoideae,
including representatives of Malvoideae and all subfamilies of Malvaceae. With the four
molecular markers we obtained a concatenated matrix with alignment length of 7,383 bp. We
analized 57 species in sum. The phylogenetic hypothesis established in this study was used
to estimate the divergence times and conducted a diversification analysis to identify major
rate shifts. For Bombacoideae and outgroups, we obtained data of pollinators from the
literature. Since there is no data for all the species included here, we made three categories

to give our analyses a range of error based on the accuracy of the data: (1) strict pollination



studies, (2) studies that only mention the visitors and (3) inferences based on floral
syndrome. We subsequently conducted ancestral state reconstructions of pollinator type
implementing maximum likelihood and Bayesian frameworks to evaluate whether there is a
correlation between shifts of pollinator and shifts in diversification rates. The results confirm
that Bombacoideae is monophyletic, and characterized by palmately compound leaves. The
ancestral pollination type for this group is likely to have been by bats. However, the
divergence age that we estimated for the crown group of Bombacoideae is 47.38 MYA, which
is older than independent divergence age estimates of bats. There was a decrese in net
diversification rate (r= 0.23) detected in the node of Pachira-Eriotheca and this is probably
due to the ecology of this genera. Our results show that high rates of speciation were

associated to bat pollination.



lIl. INTRODUCCION

Diversificacion

Los patrones de diversidad de las especies han sido moldeados por procesos evolutivos a lo
largo del tiempo. La extraordinaria riqueza y diversidad que se observa es el resultado de la
dindamica de especiacion y extincibn que definen el proceso de diversificacion de las
especies. Especificamente, la diversificacion estd dada por la diferencia entre las tasas de
especiacion y extincion (Magallon y Sanderson, 2001). La diversificacion de clados
actualmente se estudia desde una perspectiva filogenética tomando en cuenta el tiempo de
divergencia. Por esta razon, es necesario implementar métodos de reloj molecular (Bromham
y Penny, 2003) y tener el estimado del tiempo de evolucién con el que se evaluara la tasa a
la que las especies se generan y se extinguen. Con esto, se pueden utilizar modelos de
diversificacidn como el modelo de nacimiento-muerte, en el que se incluyen los parametros
de especiacion y la extincion (Nee, 2006). De esta manera, se obtienen estimados de la tasa
de diversificacion que indica el numero de especies generadas por unidad de tiempo (por
ejemplo, millones de afos).

La diversificacion de las angiospermas ha estado sujeta a cambios evolutivos
moldeados por posibilidades y limitantes genéticas, estructurales, funcionales y ecolégicas
(Endress, 2011). Para explorar la dinamica de diversificacion en angiospermas ha sido
necesario juntar la informacién del registro fésil con la informaciéon de arboles filogenéticos
basados en secuencias moleculares, teniendo asi estudios acerca de los tiempos de
divergencia y diversificacion de las angiospermas o de clados particulares (por ejemplo,
Magalléon y Sanderson, 2001; Magallon y Castillo, 2009; Antonelli y Sanmartin, 2011;
Escudero et al., 2012; Xi et al., 2012; Hernandez-Hernandez et al., 2014). Los resultados

principales de estos estudios apuntan a que la diversificacién de los linajes de angiospermas
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esta ligada a diferentes factores, caracteres, aspectos ecoldgicos, distribucion geografica,
que pueden aumentar la diversificacion o disminuir la extincion (Wilson, 2014). Teniendo en
cuenta la informacion sobre la biologia, ecologia y geografia de los linajes, junto con las
hipotesis filogenéticas y tiempos de divergencia, se pueden conocer las causas del
surgimiento de eventos de especiacion (Barraclough y Nee, 2001). En los ultimos afos se
han desarrollado modelos, métodos y herramientas para esclarecer los patrones
macroevolutivos que han originado la diversidad de especies a lo largo del tiempo y del
espacio para contestar preguntas asociadas a la evolucién de caracteres, la correlacion entre
ellos, la colonizacién de nuevos territorios, los cambios geologicos y climaticos, o los efectos
de interacciones y procesos ecologicos (O’Meara, 2012).

Sobre la diversificacién de las angiospermas, se ha observado que no hay una tasa
homogénea de diversificacion, sino que en varios clados existen cambios en dicha tasa,
cambios que podrian estar relacionados una gran variedad de adaptaciones diferentes han
sido sugeridos como conductores de diversificacion o correlacionados con alta riqueza de
especies (Magallén y Castillo, 2009). Por ejemplo, la polinizacion bidtica, la forma de vida
herbacea (Eriksson y Bremer, 1992), la simetria floral (Sargent, 2004) y la colonizacién de
nuevos habitats (Moore y Donoghue, 2007).

Bawa (1992) propone que los sistemas reproductivos y de polinizacién son promotores
importantes en el surgimiento de eventos de especiacién. Los estudios en los que se ha
rastreado la evolucién de caracteres florales usando filogenias de grupos particulares
sugieren que los cambios a diferentes polinizadores han sido importantes para aumentar la
diversificacion (Johnson y Anderson, 2010). Por ejemplo, la orquidea africana Disa draconis
ha evolucionado debido a cambios de polinizadores (Johnson y Steiner, 1997), al igual que

las especies de Gladiolus (Iridaceae) (Valente et al., 2012).
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Polinizacion

Para los sistemas reproductivos de angiospermas, un factor determinante es la polinizacion
por vectores bidticos, debido a que promueven la polinizacién cruzada (polinizacion entre
diferentes organismos) (Sargent, 2004). Dicho sistema de fertilizacién favorece el movimiento
de genes, con lo cual se determina la diversidad gentética dentro y entre poblaciones y
finalmente, la dinamica evolutiva de los grupos de angiospermas que se reproducen de esta
manera (Barret, 2003). El resultado de la necesidad de las angiospermas de asegurar el éxito
reproductivo, ha dado lugar a numerosas adaptaciones florales asociadas a diferentes tipos
de agentes polinizadores para la dispersion de polen entre plantas (Barret, 2003).

Se entiende al polinizador como el agente de seleccion natural que puede promover la
diversidad de formas florales y asi finalmente la diversificacion (Stebbins, 1970; Fenster et
al., 2004). Existen diferentes tipos de polinizadores, cada uno con una manera particular de
polinizar las plantas y de obtener el recurso que las flores ofrecen. Por lo tanto, polinizadores
similares compartidos por especies de plantas diferentes pueden conducir a la convergencia
de los caracteres florales (Fenster et al., 2004). Estas convergencias han hecho que se
reconozcan los sindromes de polinizacién, que son la integracion de caracteres asociados a
un tipo de polinizador particular (Faegri y van der Pjil, 1979). Entre los caracteres que se
pueden incluir en el sindrome de polinizacion, esta el tamarno de la flor, el color del perianto y
organos reproductivos, el olor, la forma y la orientacién de la flor, asi como los recursos que
ofrecen, por ejemplo, polen y/o néctar. La antésis y la fenologia también determinan el
sindrome de polinizacion, ya que los diferentes tipos de polinizadores tienen tiempos de
actividad de forrajeo particulares (Faegri y van der Pjil, 1979). Los grupos funcionales de
polinizacién estan formados por organismos del mismo tipo, por ejemplo, las abejas forman

un grupo funcional porque todos los tipos de abejas, generalmente, polinizan flores con
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caracteristicas similares. Otros grupos funcionales son los murciélagos, esfingidos,
mariposas, aves (Fenster et al., 2004).

La polinizacion por diferentes tipos de abejas estda muy extendida en las
angiospermas, tanto que se han reportado correlaciones entre las edades de clados de
abejas y los de algunos grupos de angiospermas (Cardinal y Danforth, 2013). Existe un
amplio rango de tipos de flores visitadas por abejas, las cuales se alimentan de néctar y
polen. Algunas flores especializadas tienen como recompensa aceites y resinas que son
colectados por algunos grupos de abeja (Endress, 1994). En general, las abejas tienden a
visitar flores de color amarillo, azul, pupura o ultravioleta, en forma tubular o campanulada,
pero también floers zigomoérficas (Endress, 1994; Proctor et al., 1999). Algunas flores
visitadas sélo por abejas tienen como recompensa unicamente el polen. Existen también,
flores con polinizacién por vibracion (buzz pollination), que es una adaptacion para la
polinizacién por abeja que vibran (Proctor et al., 1996). La antésis de las “flores de abeja” es
diurna, temprano en la mafana (Endress, 1994).

En contraste, la polinizacion por esfingidos es nocturna y se alimentan de néctar en la
fase de adultos. Las flores que polinizan usualmente son alargadas, formadas por un
perianto tubular, de color claro y, usualmente, producen fragancias en la antésis, y las
anteras y estilo se proyectan hacia el exterior de la corola (Proctor, et al., 1999) o estan
organizados en forma de brocha (Oliveira et al., 2004). Esta conformacién de la flor es similar
a la de las “flores de murciélago”; sin embargo, tienen diferencias interesantes. Por ejemplo,
las flores polinizadas por esfingidos duran alrededor de tres dias; mientras que las flores
polinizadas por murciélagos generalmente duran una sola noche (MacFarlane et al., 2003).

La polinizacion por aves es muy caracteristica, pues se presenta generalmente en

flores con antesis diurna, forma de tubo con coloracion rojiza (aunque también puede ser en

13



forma de brocha o inflorescencia en capitulo), que no tienen olor y cuya posicién es
horizontal, por ejemplo en la polinizacion por colibri, que se revolotean durante el forrajeo, o
hay perchas que conducen a las inflorescencias (Proctor et al., 1999; Cronk y Ojeda, 2008).
Los estambres suelen ser rigidos o estar unidos y el ovario esta protegido (Proctor et al.,
1999). En particular, las flores polinizadas por aves percheras tienden a producir grandes
cantidades de néctar con bajas concentraciones de azucares (Rocca y Sazima, 2008).

En cambio, las caracteristicas clasicas de las flores que son polinizadas por
murciélagos son la antesis nocturna, la coloracion verde o blanca, el olor rancio, las flores
localizadas en las ramas, caulifloras, o suspendidas en largos tallos; con forma tubular o
como embudo; frecuentemente con el androceo en forma de cepillo o brocha, que produce
grandes cantidades de néctar rico en glucosa y sucrosa (Fleming y Muchhala, 2008).
Ademas de néctar, los murciélagos se alimentan del polen y partes florales, como bracteas y
estambres (Proctor et al., 1999). Usualmente, las plantas polinizadas por murciélagos son
arboles, pero algunas veces son arbustos o hieras trepadoras, y este tipo de polinizacion es
exclusivamente tropical (Endress, 1994).

Existen, ademas, casos de polinizacion por mamiferos no voladores, por ejemplo,
marsupiales, roedores, monos o lemures. Se ha mencionado que un posible sindrome floral
para las plantas polinizadas por estos mamiferos reune flores o inflorescencias grandes, con
estructuras florales firmes, pedicelos robustos, colores claros, néctar abundante y
concentrado, rico en sucrosa y olor parecdido al de las “flores de murciélago” (Proctor et al.,
1999; Endress, 1994).

En general, se pueden reconocer los mencionados sindromes de polinizacion en las

angiospermas, pero existen muchas especies que combinan caracteristicas correspondientes
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a diferentes sindromes, lo cual se presenta, regularmente, en las especies generalistas
(polinizadas por mas de un grupo funcional de polinizador) (Fenster et al., 2004).

La hipdtesis de que la polinizacion dirige a la especiacion consiste en que la
especializacion floral para diferentes polinizadores crea una barrera reproductiva entre las
poblaciones y, por consiguiente, aumenta directamente la especiacion (Grant, 1994). Sin
embargo, se han evaluado los modelos en los que la polinizacion puede afectar a la
diversificacién a partir de la especializacién a un tipo particular de polinizador; esto es, la
combinacion de caracteres que incrementen la eficiencia de un polinizador (Armbruster et al.,
2014). En algunos de esos modelos, la especializacién puede contribuir a la riqueza de
especies. Uno de ellos es en el que se crea un aislamiento reproductivo por la
especializacion a un tipo particular de polinizador y por lo tanto hay especiacion. Otro modelo
es en el que haya un alto grado de especializacion a un polinizador, de manera que se
reduzcan las poblaciones e incluso puede llevar a la extincidn de ese linaje debido a
fluctuaciones en la abundancia del polinizador. El ultimo modelo es en el que ocurre un
desplazamiento de caracteres. En este escenario, ocurre especiacion derivada de la
variaciéon de caracteres relacionados con la especializacion mediante la competencia de
varias especies por el polinizador, y donde dicha variacion en caracteres o caracteristicas
puede contribuir al aislamiento reproductivo (por ejemplo, floraciéon escalonada). Este ultimo
modelo parece estar relacionado con especies con grados bajos de especializacidon

(Armbruster y Muchhala, 2009).

Bombacoideae
La familia Malvaceae sensu lato es un clado que incluye cuatro familias anteriormente

tratadas independientemente: Sterculiaceae, Tiliaceae, Bombacaceae y Malvaceae (Judd y
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Manchester, 1997). La componen alrededor de 4,300 especies distribuidas en 243 géneros
(Kubitzki y Bayer, 2003). Si se considera a toda la familia, no se han detectado patrones de
distribucion o ecologicos claros. Malvaceae esta presente en todos los continentes y
predomina en las regiones mas calidas. Sus especies representan varias formas de vida
terrestre, desde altos arboles selvaticos hasta malezas anuales (Bayer y Kubitzki, 2003). Se
han distinguido tres caracteres presentes en la mayoria de las especies de Malvaceae s.l.: la
especializacion en las inflorescencias de unidades bicolor (Bayer, 1999), las células en
arreglo de teja (tile cells) en el xilema (Alverson et al., 1999), y los nectarios florales formados
por tricomas glandulares acomodados a manera de cojinetes en los sépalos (Vogel, 2000);
este ultimo atributo es el caracter sinapomoérfico de Malvaceae s.l. Estudios taxonémicos de
Malvaceae a partir de trabajos morfolégicos y moleculares (Judd y Manchester, 1997;
Alverson et al., 1998, 1999; Bayer, 1999; Baum et al., 2004; Nyffeler y Baum, 2000; Nyffeler
et al., 2005) han aclarado las relaciones de la familia, coincidiendo en que la tradicional
familia Bombacaceae no tiene caracteres que apoyen su circunscripcion como familia
separada de las demas, sino como parte de Malvaceae s. |. También se observé la misma
situacion para Sterculiaceae y Tiliaceae. Judd y Manchester (1997) mencionan que en la
mayoria de las clasificaciones realizadas de Malvales, siempre hay un complejo de familias
que forman el grupo medular del orden, llamado Core Malvales; dichas familias son
Malvaceae, Bombacaceae, Sterculiaceae y Tiliaceae. Malvaceae s. I. incluye nueve
subfamilias: Sterculioideae, Tilioideae, Helicteroideae, Dombeyoideae, Brownlowioideae,
Byttnerioideae, Grewioideae, Malvoideae (la originalmente descrita Malvaceae s. s.) y
Bombacoideae (Judd y Manchester, 1997; Bayer et al., 1999; Alverson et al., 1999; Vogel,

2000).
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Existen dos clados que se distinguen dentro de la familia, Byttneriina y Malvadendrina,
fuertemente apoyados por los datos moleculares (Bayer et al., 1999; Alverson et al., 1999).
Byttneriina incluye a las subfamilias Grewioideae y Byttneroideae. Malvadendrina incluye al
resto de las subfamilias y un caracter predominante en el grupo es el caliz fusionado en
forma de tubo lobado, excepto Tilioideae y Dombeyoideae que tienen calices fusionados solo
en la base (Alverson et al., 1999).

La subfamilia Bombacoideae es pantropical y esta conformada por 17 géneros y 159
especies de arboles. En el Nuevo Mundo, se extiende desde México hasta Argentina. Los
representantes exclusivos del Viejo Mundo son tres géneros, Rhodognaphalon, en Africa;
Bombax, en Africa y Asia; y Adansonia (los baobabs), que tiene una distribucion particular,
pues las especies se encuentran en Africa continental, Madagascar y una especie en
Australia (Baum, 1995; Baum et al., 1998). Bombacoideae es un grupo monofilético
fuertemente apoyado por datos moleculares, que morfologicamente de distingue por su
habito arbdéreo, frutos capsulares (en Cavanillesia es samara), y por su atributo sinapomoérfico
que son las hojas palmaticompuestas; las cuales estan presentes en todos los géneros. El
género Catostemma tiene hojas unifolioladas y la excepcién es el género Cavanillesia, que
tiene hojas simples (Alverson et al., 1999; Baum et al., 2004; Duarte et al., 2011).

Las bombacoides, en general, tienen flores pentameras, con simetria radial y son
hermafroditas (Lamina 1). El céliz es campanulado o tubular. La corola tiene pétalos
alargados y oblongos. El androceo estd compuesto por muchos estambres, a veces mas de
mil (Adansonia y Pseudobombax); otras veces esté formado por un largo tuvo estaminal con
las anteras adheridas en el apice (Ceiba speciosa) (Gibbs y Semir, 2003). La configuracion
del androceo es una de las caracteristicas mas interesantes de este grupo ya que se ha

propuesto que la variacion en su conformacion esta relacionada con la polinizacién. Las
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anteras son monotecas, biesporangiadas (Fig. 1-B). En los géneros de temprana divergencia,
Huberodendron, Gyanthera y Bernoullia, se presentan muchas anteras alargadas y sésiles,
esto es, las anteras estan adheridas al tubo estaminal desde el receptaculo (Bernoullia tiene
un tubo estaminal alargado). En el resto de los géneros el androceo esta formado por anteras

pequefias en el apice de filamentos libres (Bayer y Kubitzki, 2003).

Lamina 1 (Siguiente pagina). Diversidad floral de Bombacoideae y grupos relacionados. A:
Bernoullia flammea (FLAAR Reports); B: Ceiba aesculifolia (Pedro Tenorio); C: C. speciosa
(Mauroguarandi); D: Neobuchia paulinae (Jackeline Salazar); E; Adansonia digitata (David
Baum); F: Spirotheca rivieri (Rocca & Sazima); G: Ochroma pyramidale (R.B. Foster & T.S.
Wachter); H: Huberodendron allenii (Reinaldo Aguilar); I: C. pentandra, Pteropus marianus —
Chiroptera- (Merlin D. Tuttle); J: Pseudobombax ellipticum (Lidia Cabrera); K: Eriotheca sp.
(Carvalho-Sobrinho); L: Pachira aquatica (RHG).
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Fig. 1. Esquema de la forma de los estambres. A) Anteras bitecas tetraesporangiadas. B)
Anteras monotecas biesporangiadas. an: antera; es: microesporangio; fi: filamento; te: teca.
Modificado de Endress (2011).

En todos los géneros el ovario es supero, con cinco carpelos y varia el numero de
ovulos. El fruto es una capsula, generalmente dehiscente, excepto el fruto de Cavanillesia
que es una capsula samaroide indehiscente y alada. Las semillas en estan rodeadas de una
fribra algodonosa, conocida como “kapok”, que proviene del endocarpo (excepto en
Cavanillesia, Catostemma y Scleronema) (Bayer y Kubitzki, 2003).

Las bombaoides tienen sistema reproductivo autoincompatible, en las especies
estudiadas se ha observado autincompatibilidad tardia, esto es, que el tubo polinico de la
misma planta puede crecer pero no llega a fertilizar el évulo (Quesada et al., 2004). Destacan
algunas especies en donde se ha descrito un sistema mixto reproductivo, como Pachira
quinata (Fuchs et al., 2003), Ceiba pentandra (Quesada et al., 2004; Lobo et al., 2005) y
Cavanillesia platanifolia (Murawski y Hamrick, 1992).

Tradicionalmente, los miembros de esta subfamilia formaban parte de la familia

Bombacaceae, pero basandose en su morfologia y en datos moleculares, Bombacoideae y
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Malvoideae forman un clado denominado Malvatheca, que morfolégicamente esta apoyado
por las anteras monotecas biesporangiadas (Judd y Manchester, 1997; Baum et al., 1998;
Alverson et al., 1999). Sin embargo, no todos los miembros del grupo presentan dicha
estructuracion y estudios de desarrollo floral aclararon que el caracter surgidé en las dos
subfamilias de manera independiente (von Baltahazar et al., 2004, 2006; Janka et al., 2008).

A pesar de la falta de resolucion entre las relaciones de la familia, el grupo
Malvatheca, constituido por Malvoideae y Bombacoideae es monofilético en todos los
estudios previos. En la Figura 2 se muestran los resultados del estudio de Alverson et al.
(1999) sobre las relaciones filogenéticas de Malvaceae s.I.

Los géneros Ochroma y Patinoa antes estaban incluidos como parte de Bombacacea,
posteriormente quedaron dentro de Bombacoideae (Bayer y Kubitzki, 2003); su posicion
taxondmica no esta resuelta (Fig. 2), pues dichos géneros constituyen un grupo fuera de
Bombacoideae y Malvoideae (Alverson et al., 1999; Baum et al., 2004; Duarte et al., 2011).
Los géneros Quararibea y Matisia han tenido una situacion similar, y su actual clasificacion
es dentro de Malvoideae, formando la tribu Matisieae, que es hermana al resto de las
especies que forman el grupo medular de Malvoideae, llamado Core Malvoideae (Alverson et
al., 1999; Baum et al., 2004). En el estudio de Baum (2004) se menciona que Septotheca y
Uladendron no se han estudiado previamente y no se pueden asignar ni a Malvoideae ni a

Bombacoideae con base en la morfologia.
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Fig. 2. Relaciones filogenéticas de Malvaceae s.I. Reproducido de Alverson et al., 1999.

El estudio mas reciente de analisis filogenéticos de Bombacoideae es el de Duarte et
al. (2011), en el que estudia las relaciones de Eriotheca y sus géneros aliados. La Figura 3
es un cladograma simplificado que representa parte de los resultados filogenéticos de ese
estudio y una representacion de los dos tipos de configuracion del androceo en

Bombacoideae, las anteras sésiles y las anteras sobre filamentos.
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Fig. 3. Relaciones filogenéticas entre Bombacoideae y grupos hermanos. Modificado de
Duarte et al., 2011. Anteras sésiles (Septotheca y Bernoullia). Anteras con filamentos

(Catostemma). llustraciones de Pennington et al., 2004 y Avendafio, 1998.

La polinizacion por murciélagos es muy conocida en las bombacoides; sin embargo,
existen géneros y especies con otros polinizadores, como abejas, aves y lepidopteros. En
algunas especies incluso existe mas de un tipo de polinizador. Por ejemplo, especies de

Adansonia son polinizadas por murciélagos en la noche y por aves en las mafianas (Baum,
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1995); lo mismo ocurre en Pseudobombax ellipticum, en donde ademas de las aves, las
abejas llegan en la manana a la flor aun abierta (Eguiarte et al., 1987). Un caso particular es
el de la especie pantropical Ceiba pentandra, que es visitada en el Nuevo Mundo por
marsupiales, monos, aves, abejas y murciélagos, mientras que en el Viejo Mundo, sus
polinizadores son murciélagos (Baker et al., 1971; Toledo, 1977; Janson et al., 1981;
Quesada et al., 2004). No obstante, algunos autores proponen que en el Neotropico los
murciélagos son los polinizadores efectivos (Quesada et al., 2004; Lobo et al., 2005).

A pesar de que exista un traslape de polinizadores, hay géneros o especies en donde
un solo grupo funcional de polinizador es conocido. Por ejemplo, las especies del género
amazonico Spirotheca, con todas las estructuras de la flor color anaranjado, son polinizadas
por aves (Rocca y Sazima, 2008; 2010). La especie Bernoullia flammea también es
polinizada por aves en la selva alta mexicana; dicha especie tiene inflorescencias
escorpioideas y desde el pedicelo se extiende un color anaranjado intenso y del perianto en
forma de copa sobresale el androceo inclinado hacia el interior de la percha (Toledo, 1977;
Rocca y Sazima, 2010). Por otro lado, hay especies de Eriotheca cuyas flores son mas
pequefias que las del resto de las bombacoides y carecen de nectarios; dichas especies son
polinizadas unicamente por abejas. Este tipo de polinizacion es la excepcion en las
bombacoides (Oliveira et al., 1992). Este mismo género también contiene especies
polinizadas por esfingidos, como E. longitubulosa, en las que el androceo esta formado por
un largo tubo estaminal con filamentos libres hasta el apice (Oliveira et al., 1992).

Por otro lado, hay géneros como Ceiba y Adansonia en donde hay una gran diversidad
de formas florales dada por diferentes polinizadores. Asi, muchas especies de Ceiba tienen
antesis nocturna para las que se conoce la polinizacién por murciélago, mientras que en

otras especies soOlo se han hecho suposiciones. También hay especies de Ceiba con
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polinizacién por mariposas y esfingidos, en las que ademas de tener un tubo estaminal largo
y las anteras fusionadas completamente a él, tienen apéndices estaminales que, se sugiere,
sirven para restringir el acceso al néctar, y que estan ausentes en especies polinizadas por
murciélagos (Gibbs y Semir, 2003). Respecto a Adansonia, de acuerdo al estudio que realizd
Baum (1995) sobre la polinizacion en los baobabs, algunas especies son polinizadas por
esfingidos o por murciélagos. La diferencia esta relacionada con el largo del tubo estaminal,
teniendo tubos cortos las especies polinizadas por murciélagos, y tubos largos las especies
polinizadas por esfingidos.

La caracteristica flor en forma de brocha de las bombacoides se considera como una
adaptacion a la polinizacién por murciélago (Faegri y van der Pjil, 1979). A pesar de que este
tipo de flor sea caracteristico de las “flores de murciélago”, hay otro arreglo interesante que
presentan Durio zibethinus y Ceiba pentandra, que es una inflorescencia masiva de flores
que forman una unidad de atraccion para los polinizadores, principalmente murciélagos
(Bumrungsri et al., 2008). De acuerdo a lo mencionado por Carvalho-Sobrinho y Queiroz
(2011), todas las tendencias de Malvales tuvieron que estar relacionadas con un cambio en
polinizacién hacia murciélago, dejando abierta la pregunta de en qué momento de la historia
evolutiva del grupo surgieron dichas modificaciones o tendencias, y si estas adaptaciones

generaron diversificacion.

IV. PREGUNTA QUE MOTIVA LA INVESTIGACION

Partiendo de los antecedentes antes mencionados y observando los patrones filogenéticos,
geograficos y florales de Bombacoideae, en este trabajo se buscé contestar cual ha sido la
dindmica de diversificacion a lo largo del tiempo en la subfamilia y si la polinizacion ha tenido

un efecto sobre esta dinamica y de qué manera ha moldeado la evolucion del grupo.
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V. HIPOTESIS
La diversificacion en Bombacoideae ha sido dirigida por la polinizacién. Particularmente, la
polinizacion por murciélago que ha tenido un efecto sobre el aumento de la tasa de

especiacion.

VI. OBJETIVOS

1. Estimar las relaciones filogenéticas entre los géneros de Bombacoideae.

2. Estimar los tiempos de divergencia y las tasas de diversificacion dentro de este clado e
identificar si hay cambios significativos en la tasa de diversificacién y en qué ramas del arbol
ocurren.

3. Evaluar el efecto del cambio de tipo de polinizador sobre el cambio en las tasas de

diversificacion.

VII. MATERIALES Y METODOS

1. Muestreo.

Se realizé el analisis con 57 especies que representan a todos los géneros de Bombacoideae
(excepto Aguiaria, debido a que no se consigui6 tejido) y algunas que representan linajes de
Malvoideae y grupos externos pertenecientes a Malvatheca. Para los analisis moleculares se
obtuvieron secuencias de tres regiones de ADN de cloroplasto, ndhF, trnK-matK, trnL-F, y la
region de los espaciadores internos transctiros (ITS) del ADN ribosomal. La mayoria (86%)
de las secuencias fueron obtenidas de GenBank y las restantes se obtuvieron a partir de
muestras de colecta en campo y material de herbario. En el Apéndice 1 se anexan numeros
de acceso del GenBank e informacion de los ejemplares de respaldo del material obtenido en

herbario. De las especies colectadas en campo se tomé una muestra de hoja y se deshidrato
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en silica gel. Las especies que se obtuvieron de herbario fueron directamente procesadas

para la extraccion de ADN.

2. Extraccion y amplificacion.
La extraccion de ADN se llevo a cabo con el “DNeasy Plant Mini Kit” de Qiagen siguiendo el
protocolo del proveedor. La amplificacién se realizé mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa utilizando los oligonucleotidos descritos en estudios previos (Cuadro 1). Se utilizo
el “Taqg PCR Core Kit” de Qiagen, siguiendo las especificaciones del proveedor y con un
volumen final de reaccion de 25 pl y una concentracion de MgCl, de 2.5 pul y 1 ul de ADN.
Las condiciones que se utilizaron para amplificar fueron las siguientes: 94°C durante 5
minutos para la desnaturalizacién; 30 ciclos de 94°C por 45 segundos, 55°C por un minuto y
72°C por un minuto y 30 segundos; para la extension final 72°C durante cinco minutos. Para
comprobar si la reaccion amplifico los fragmentos esperados, se realizd electroforesis con gel
de agarosa al 1% tefiido con Red Gel, tomando 2ul del producto de PCR y comparando los
productos de la amplificacidon con 1ul de marcador de peso molecular en escala de 100 pb.
Para la secuenciacion Sanger se utilizaron los primers de amplificacion. Los productos
de PCR fueron enviados para su secuenciacion a la “University of Washington’s High
Throughput Genomics Unit” y al laboratorio de Secuenciacion Gendémica de la Biodiversidad

y la Salud del Instituto de Biologia de la UNAM.
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Cuadro 1. Marcadores moleculares y oligonucleétidos para amplificacion.

C Primer Forward Primer Reverse Longitud .
Regidn Referencia
(pares de bases)
ITS Leu ITS 2
ITS 787 Baum, 1998.
ITS 3 ITS 4
trnK-3914F matK-p6R
trnK-matK 2755 Nyffeler et al., 2005
matK-4F matK-2R
TabC TabD Duarte et al., 2011;
trnl-F TabE TabF 1375 Taberlet et al., 1991.
536F 1603R Alverson et al., 1999;
ndhF 972F 10R 2156 Olmstead y Sweere,
1603F 13R 1994,

Las secuencias obtenidas fueron ensambladas y editadas con Sequencher v. 4.8,
verificando que tuvieran una calidad mayor al 80%; de lo contrario fueron descartadas.
Posteriormente se alinearon manualmente las secuencias de cloroplasto (trnK-matK, trnL-F y
ndhF) con el programa MacClade v. 4.08 (Maddison y Maddison, 2005), mientras que para
alinear las secuencias de ITS, se utilizé el programa ClustalW v.2.1 (Larkin et al., 2007) a
través del programa Mesquite v. 2.74 (Maddison y Maddison, 2010); posteriormente se hizo
una revision del alineamiento resultante y correcciéon manual en MacClade. Se generaron 33
secuencias nuevas, 17 de Bombacoideae y 16 de malvaceas utilizadas como grupo externo
(Cuadro 2).

Igualmente, las secuencias de ITS de Sterculia apetala y Guazuma ulmifolia se
excluyeron del alineamiento debido a que en analisis filogenéticos preliminares, se
agrupaban juntas, dentro de Malvoideae y con muy bajo apoyo (PP<0.4), por lo que se
supone que es un error de las secuencias, ya que la muestra de hoja fue obtenida de

material de herbario y la calidad de las secuencias fue baja (< %50 de calidad).
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Cuadro 2. Secuencias generadas en este estudio.

Subfamilia # Especie Marcador molecular

1. Ceiba parvifolia trnK-matK

2. Ceiba parvifolia ITS

3. Ceiba parvifolia trnL-F

4. | Ceiba pentandra’ ndhF

5. | Ceiba aesculifolia’ ndhF

6. Eriotheca gracilipes ITS

7. Eriotheca gracilipes® ndhF

8. Eriotheca roseorum ITS

Bombacoideae | 9. Eriotheca ruizii ITS

10. | Bombax ceiba’ ndhF

11. | Neobuchia paulinae’ ndhF

12. | Neobuchia paulinae ITS

13. | Pachira quinata ITS

14. | Pachira affinis (glabra)’ ndhF

15. | Pseudobombax ellipticum trnL-F

16. | Pseudobombax ellipticum trnK-matk

17. | Rhodognaphalon schumannianum’ ndhF
Malvatheca* 18. | Quararibea costaricensis trnL-F

19. | Quararibea costaricensis ITS
Dombeyoideae 20. | Dombeya wallichii trnK-matK

21. | Dombeya wallichii trnL-F

22. | Dombeya wallichii’ ndhF
Byttnerioideae 23. | Guazuma ulmifolia trnK-matK

24. | Guazuma ulmifolia trnL-F

25. | Guazuma ulmifolia ITS
Helicteroideae 26. | Helicteres guazumifolia trnL-F

27. | Durio zibethinus trnL-F
Tilioideae 28. | Tilia americana trnL-F
Grewioideae 29. | Heliocarpus appendiculatus trnL-F

30. | Heliocarpus appendiculatus ITS
Sterculioideae 31. | Sterculia apetala ITS

32. | Sterculia apetala’ ndhF

33. | Sterculia apetala trnL-F

* Clasificacidén no resuelta.
' La amplificacién fue con los primers internos de ndhF mencionados en el Cuadro 1.

Hubo dificultades con los primers descritos para la amplificacion de ndhF, por lo que
se amplificd una regidon mas corta con primers internos (536F-1603R y 1603F-10R), dando

como resultado fragmentos de 1,067 pares de bases que se integraron al alineamiento
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completo de la region. En el Cuadro 2 se encuentran sefialadas las especies en las que se
aplicaron estos primers internos para amplificar la region.

Se obtuvo un grupo de datos por cada marcador, para observar las relaciones
filogenéticas que se obtienen de cada uno de ellos. Se concatenaron las tres regiones del
cloroplasto para observar la resolucion filogenética que se obtiene combinando la
informacion de dichas regiones. Ademas, se hizo una matriz concatenada de los cuatro
marcadores. La razon de hacerlo asi es porque en el analisis de Duarte et al., (2011) se

obtuvo una mayor resolucion filogenética con la matriz de datos moleculares combinados.

3. Reconstruccion filogenética.

Los analisis filogenéticos fueron llevados a cabo usando cada conjunto de datos por
separado, una matriz concatenada con los marcadores del cloroplasto, haciendo tres
particiones que corresponden a las tres regiones plastidicas (trnL-F, ndhF y trnK-matK), y la
matriz concatenada con cuatro particiones correspondientes a los cuatro marcadores
moleculares. Se utilizaron dos métodos de reconstruccion filogénetica, maxima verosimilitud
e inferencia bayesiana, se utilizaron con el objetivo de evaluar si estimaban diferentes
topologias y obtener de cada analsis la resolucion correspondiente.

Para los analisis de reconstruccion filogenética paramétricos es necesario obtener el
modelo de sustitucion de nucledétidos que mejor se ajusta a los datos moleculares (Posada y
Crandall, 2001). Se realizé una prueba basada en el Criterio de Informacién de Akaike (AIC)
implementada en jModelTest 2.1.1 (Darriba et al., 2012), para evaluar cual modelo se
ajustaba mejor a cada uno de los seis conjuntos de datos. Mediante este método se hizo una
prueba de modelos de sustitucion y se evaluaron los valores de verosimilitud con los que se

eligié el mejor modelo. A partir de los resultados de la prueba se utilizdé el modelo GTR+I+T"

30



(General Time Reversible) que permite una proporcion de sitios invariables y variacion en la
tasa de sustitutcion entre los sitios modelada con una distribucion gamma.

Se hizo una reconstruccién filogenética con maxima verosimilitud con el programa
RAxXML v. 8.0.9 (Stamatakis, 2006) bajo el modelo de sustitucion GTR+I+I'con la
aproximacion CAT (GTRCAT). Se corrieron 1000 repeticiones bootstrap para obtener el arbol
de maxima verosimilitud con valores de apoyo.

También se hicieron andlisis filogenéticos mediante inferencia Bayesiana con cadenas
de Markov (Markov Chain Monte Carlo, MCMC) utilizando el programa MrBayes v.3.2.2
(Huelsenbeck y Ronquist, 2001) a través del portal CIPRES (Miller et al., 2010). Para cada
particion de la matriz concatenada, y para los marcadores analizados por separado, se aplico
el modelo GTR con tasas de sitios invariables y con distribucion gamma (GTR+I+I'). Se
corrieron  dos analisis simultaneos durante 10,000,000 de generaciones, cada uno
consistente de cuatro cadenas. Se descart6 el 20% de los arboles obtenidos como burn-in y
los resultados se analizaron en Tracer v. 1.6 (Rambaut et al., 2014), en donde se evaluo la
convergencia de las cadenas markovianas a partir del tamafo efectivo de muestra (SSE, por
sus siglas en inglés) mayor a 200, del valor de la desviacion estandar cercano a 0.0 y el de el
Potential Scale Reduction Factor cercano a 1. Con el analisis de inferencia bayesiana se

obtuvo un arbol consenso de 50% de mayoria para cada conjunto de datos.

4. Tiempos de divergencia.

La estimacién de tasas de evolucidon molecular y el tiempo de divergencia son estimaciones
ligadas entre si que se pueden obtener bajo modelos de reloj molecular. Para tener los
valores de las tasas de evolucion molecular y de los tiempos de divergencia se aplicaron dos

métodos de reloj molecular relajado: uno es el de verosimilitud penalizada (Sanderson, 2002)
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y el otro es un método bayesiano log-normal, no correlacionado (Drummond et al., 2006).
Para calcular el tiempo absoluto en que divergen las especies es necesario contar con
informacion externa sobre el tiempo, para lo cual normalmente se utiliza la informacion del
registro fosil. Se realiz6 una busqueda en el registro fésil para obtener informacion sobre
puntos de calibracién en la estimacion de tiempos de divergencia y se retuvieron dos edades
de polen fésil, Jandouforia seamrogiformis (33.9 Ma, Eoceno) para calibrar el nodo troncal de
Catostemma-Scleronema, y Bombacacidites nacimientoensis (56 Ma, Paleoceno) para
calibrar el nodo corona de Malvatheca. Los fésiles de Jandouforia y Bombacacidites
presentan caracteristicas del polen de Catostemma (Jandouforia) y de varios géneros de
bombacoides, respectivamente. Para calibrar la raiz se utilizé la edad y el intervalo estimado
del grupo corona de Malvales (62.9-93.27), obtenido de un estudio en donde se estimaron los

tiempos de divergencia de las angiospermas (Magallon et al. no publicado).

Verosimilitud Penalizada

Se llevo a cabo un fechamiento molecular mediante un método semiparamétrico utilizando
verosimilitud penalizada (Sanderson, 2002). Este método permite que cada linaje tenga una
tasa independiente de substitucion molecular, pero penaliza una variacion excesiva en las
tasas de substitucion entre las ramas de la filogenia. La penalizaciéon esta dada por el
parametro A (smoothing) el cual se obtiene mediante un criterio de validacion cruzada de los
datos que permite la optimizacién de su valor. Dicho método esta implementado en el
programa r8s v. 1.8 (Sanderson, 2002) y los calculos los realiza a partir de una filogenia con
el largo de ramas estimado e informacion de puntos de calibracion.

En este analisis se utilizd el arbol de maxima verosimilitud del conjunto de datos

combinados porque el programa estima mejor las tasas de evolucion molecular y edades de
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divergencia con un arbol sin politomias (Sauquet, 2013); en cambio, el arbol bayesiano de
consenso tiene politomias en la raiz y en la base de Malvadendrina (Fig. 8).

Para tener estimado el largo de ramas del grupo hermano de Malvadendrina
(Guazuma ulmifolia [Byttnerioideae] y Heliocarpus appendiculatus [Grewioideae]) se hizo un
analisis filogenético ubicando a Bixa orellana (Bixaceae) en la raiz. El valor éptimo de
smoothing (1) se determiné utilizando los puntos de calibracion del registro fosil se asignaron
como edades minimas a los nodos indicados anteriormente; para calibrar la raiz se asignoé
como edad maxima la edad estimada del grupo corona de Malvales (obtenida del
fechamiento de las angiospermas). Posteriormente se hizo el fechamiento con una muestra
de 500 arboles de bootstrap obtenidos del analisis de RAXML. Esta muestra permitié obtener
un intervalo confianza de las edades estimadas. Los resultados de r8s aplicados a los
arboles de bootstrap se combinaron en TreeAnotator del paquete BEAST (Drommond et al.,

2006).

Inferencia bayesiana con cadenas de Markov

Del fechamiento con r8s se obtuvo un arbol fechado (cronograma) que se utilizé como arbol
inicial para la estimacion de tiempos de divergencia por medio de un modelo paramétrico log-
normal no correlacionado (UCLN, por sus siglas en inglés), disponible en el paquete BEAST
v. 1.8.0 (Drummond et al., 2006).

El andlisis requiere informacion previa (prior) de la distribucion de probabilidad para los
puntos de calibracion, es decir, en lugar de utilizar la edad del fésil como un punto de
calibracién (como en verosimilitud penalizada), se utiliza una distribucién probabilistica del
mismo como prior. De esta forma se asignaron las edades que se utilizaron para el analisis

con r8s, pero con una distribucion previa log-normal. La media de esta distribucidén se obtuvo
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agregando el 10% a la edad de los fosiles y calculando el logaritmo natural de ese valor
(Heath, 2014); la desviacién estandar fue de 1.

Para la calibrar la raiz del arbol se asigno el intervalo de edad del grupo corona de
Malvales, 62.9-93.27 Ma, obtenido del fechamiento de angiospermas (Magallén et al., no
publicado), con una distribucion previa uniforme. Se corrieron dos analisis de manera
independiente de 50 millones de generaciones cada uno, con una frecuencia de muestreo
cada 2,500 generaciiones. Los arboles muestreados en cada generacion fueron analizados
en el programa Tracer v. 1.5 (Rambaut et al., 2014) para corroborar que hayan convergido
las cadenas, evaluar el tamafo efectivo de muestra y para unir el resultado de los dos
analisis, teniendo, en total, 100 millones de generaciones. Posteriormente se hizo un
consenso de los arboles muestreados en la aplicacion TreeAnotator (Drummond et al., 2006),
obteniendo asi un cronograma con edades estimadas de cada nodo e intervalos de error de

cada edad.

5. Tasas de diversificacion.

Se realizd un analisis para estimar la tasa de diversificacion de Malvaceae s.I. e identificar
posibles cambios significativos en dicha tasa usando el paquete MEDUSA (Alfaro et al.,
2009) implementado en R. Para este analisis es necesario un cronograma (o una muestra de
arboles ultramétricos) y el total de especies vivientes de todos los linajes incluidos en el
estudio. MEDUSA utiliza un modelo de diversificacion, por ejemplo de nacimiento puro (Yule,
1924), con un método de maxima verosimilitud para detectar cambios en la tasa de
diversificaciéon en la filogenia. MEDUSA primero estima la tasa de la raiz que corresponde a

la tasa general a partir de la que calcula los cambios. Como resultado, arroja la tasa neta de
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diversificaciéon (r), la tasa de extincidn relativa (&) y la probabilidad de que esos cambios
ocurran dada la muestra de arboles.

Una forma sencilla para estimar la tasa de especiacion y extincion cuando se conocen
los valores de la diversificacion neta y extincion relativa es utilizando las siguientes

ecuaciones:

(1) A=r/1-

2) u=r(e)/1-¢
Donde la tasa de especiacion A, es la tasa a la que se genera una nueva especie por unidad
de tiempo, en este caso por millon de afos. Asimismo, la tasa de extincidén p, es la tasa en
que se extingue una especie por millén de afos.

En este estudio se estimaron las tasas de diversificacion bajo un modelo de
nacimiento y muerte (Nee, 2006). Se utilizd una muestra de 100 arboles ultramétricos
(arboles con edades de divergencia) tomada de la probabilidad posterior de arboles fechados
obtenidos en el analisis de BEAST. Los arboles fueron podados de manera tal que cada
género fuera representado por una sola especie, y a esta especie se le asigné el total de
especies del género o clado, segun correspondiera. La riqueza de especies de los grupos
externos se asignd de acuerdo a estudios previos con informacion de las relaciones dentro
cada grupo (Whitlock et al., 2001; Tate et al., 2005; Wilkie et al., 2006; Koopman y Baum,
2008; Brunken y Muellner, 2012). En el Apéndice 2 se encuentran los valores de riqueza de
especies por género incluido. De esta manera, a los géneros incluidos en el presente estudio
se les asignd el numero de especies de géneros hermanos que no estan muestreados en

este trabajo. El numero de especies de cada género se obtuvo de The Plant List v.1.1 (2013).
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6. Reconstruccion de estados ancestrales del tipo de polinizador.

a. Obtencién de datos del polinizador para las especies incluidas en el estudio a partir de
la busqueda en la literatura y revision de ejemplares de herbario. Debido a que no hay
informacion sobre el polinizador de todas las especies incluidas en el proyecto, se hizo una
categorizacion con base en la precision de la informacion encontrada en la literatura, siendo
(1) los datos obtenidos de estudios estrictos de polinizacion; (2) estudios donde solo se
menciona a los visitantes y posibles polinizadores por ser visitantes; (3) inferencia del
polinizador mediante el sindrome floral hecho en trabajos previos publicados; dentro de esta
categoria se incluyeron las inferencias basadas en el sindrome floral hechas en el presente
estudio, es decir, el polinizador se designé con base en el conjunto de caracteres florales de
cada especie. En el Apéndice 3 se muestra la informacion sobre la categoria de la asignacion

del polinizador en cada especie incluida y las referencias.

b. Sefal filogenética mediante el método de lambda de Pagel (1999).

La sefal filogenética es la tendencia de especies relacionadas a parecerse entre si mas de lo
que se esperaria por azar (Blomberg y Garland, 2002). Este patrén es de considerable
interés en ecologia y evolucion, sobre todo en métodos comparados filogenéticos, ya que si
no hay sefal filogenética con respecto al caracter a evaluar, no se puede explicar su
distribucion en una filogenia como caracter derivado y sera de poco uso para el analisis
comparado. Para determinar si un caracter tiene sefal filogenética se necesita una hipotesis
filogenética y un conjunto de datos de los estados del mismo.

El método de lambda de Pagel mide la dependencia filogenética de los caracteres
observados y funciona bajo un modelo de evolucion de movimiento browniano (Brownian

motion o random walk). En este modelo la evolucion de los caracteres sigue una ruta
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aleatoria a lo largo de las ramas de un arbol filogenético, siendo la varianza de la distribucion
de caracteres directamente proporcional al largo de ramas (Miunkemdller et al., 2012). Los
valores de lambda de Pagel cercanos a cero indican independencia filogenética, es decir,
poca o nula senal filogenética; mientras que los valores cercanos a uno indican que el
caracter tiene sefal filogenética, es decir, la distribucidn de sus estados es dependiente de la
filogenia.

Para estimar los valores de lambda se utilizé el paquete APE con la funcion fitDiscrete
(Paradis et al., 2004), implementado en ambiente R. Se usé el arbol bayesiano de consenso
de la matriz concatenada para evaluar el caracter de tipo de polinizador y la matriz con los
cinco estados del caracter “tipo de polinizador” (murciélago, abeja, ave, esfingido y

mariposa).

c. Reconstruccion de estados ancestrales del tipo de polinizador.
Las reconstrucciones se hicieron con maxima verosimilitud e inferencia bayesiana bajo el
modelo de evolucion de movimiento browniano. La reconstruccion de estados ancestrales del
tipo de polinizador se realiz6 con el método de maxima verosimilitud disponible en el
programa Mesquite v. 2.74 (Maddison y Maddison, 2010). Este método calcula los valores de
verosimilitud de cada estado de caracter para cada nodo estimado, en cambio, el método de
parsimonia soélo indica el estado de caracter posible sin ningun tipo de incertidumbre. Se
utilizé el arbol de consenso de inferencia bayesiana y una matriz de datos del tipo de
polinizador con cinco estados de caracter. Se utilizdé el modelo de evoluciéon Mk1, que supone
que todas las transiciones entre los estados de caracter tienen la misma probabilidad (Lewis,

2001).
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Por otro lado, se realizé la reconstruccion de estados ancestrales con el programa
BayesTraits (Pagel, 1999), utilizando el modelo MultiState que estima tasas de transicion de
estados y los estados ancestrales para cada nodo especificado usando el comando MRCA
(Most Recent Common Ancestor), con cadenas de Markov (MCMC). Primero se implemento
el método de reversible jump MCMC (Pagel y Meade, 2006) para estimar el mejor modelo de
evolucion de los caracteres dada la muestra de arboles y la distribucion de los estados de
caracter. Posteriormente, se corrieron diez millones de generaciones, de las que se
descartartdé un millon como burn-in (10%). Para este analisis se utilizé una muestra de 500
filogramas de la distribucion posterior del analisis de MrBayes y el conjunto de datos del tipo
de polinizador. Los resultados estan dados en probabilidades posteriores que se analizaron

con el programa Tracer para obtener los valores promedio.

7. Asociacion entre tasas de diversificacion y polinizacion.

Los métodos para estimar las tasas de cambio de los estados de caracter funcionan sin
tomar en cuenta los efectos del caracter en la especiacién y la extincion. Esto es un
problema porque la reconstruccién de un estado ancestral depende criticamente en como el
caracter afecta la tasa de especiacion y extinciéon (Maddison et al., 2007). Bajo este contexto,
se evalud la hipotesis dependiente en la que el tipo de polinizador promueve la
diversificaciéon, es decir, el aumento en la tasa de especiacion asociado a la adquisicion o
transicién hacia un tipo de polinizador particular. En este caso se evalud especificamente la
hipbtesis en la que la polinizacidon por murciélago esta asociada al aumento en la tasa de
especiacion. Se utilizé el modelo de diversificacion asociada a dos estados de caracter
morfolégico, BiSSE (Binary-State Speciation and Extinction; Maddison et al., 2007) en el

paquete Diversitree en R (FitzJohn, 2012). Se aplicdé el modelo bajo métodos de maxima
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verosimilitud e inferencia bayesiana, utilizando el cronograma de BEAST y una matriz de
datos de polinizador con dos estados del caracter “tipo de polinizador” (murciélago y
cualquier otro tipo). El resultado de BiSSE indica la probabilidad de observar los datos (la
filogenia y la distribucidon de estados del caracter) dadas las tasas de diversificacion y
transicion.

El modelo de BIiSSE estima seis parametros, especiaciéon (lambda0O, lambdal) y
extincion (muO, mul) bajo cada estado de caracter y las tasas de transicion de un estado al
otro (01 y q10). Sin embargo, existen datos en los que se ajustan a modelos mas sencillos,
por ejemplo, con una misma tasa de transicién para los dos estados de caracter (q10=q01).
Para saber si el modelo de seis parametros se ajusta a los datos se hizo una prueba donde
se calcularon los valores de verosimilitud de tres modelos: a) con las seis tasas diferentes;
b) con tasas de especiacion iguales; y c¢) con tasas de transicidn iguales. Con el resultado de
la prueba se eligidé el modelo de seis parametros (todas las tasas diferentes) porque tuvo

mayor verosimilitud (resultados no mostrados).

VIIl. RESULTADOS

1. Muestreo.

Se colectaron en campo seis especies de Bombacoideae y dos de clasificacion en no
resuelta dentr de subfamilias pero que se incluyen en Malvatheca. Se tom6 muestra de tejido
de hoja de nueve especies de herbario para extraccion de ADN total. El resto de las
secuencias utilizadas fue obtenido de GenBank (el Apéndice 1 muestra los numeros de
acceso y la informacion de donde se obtuvo tejido). Para los analisis de este trabajo se
incluyeron 57 especies, 35 pertenecientes a Bombacoideae y el resto son representantes de

las otras ocho subfamilias de Malvaceae s. I.
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2. Extraccion, amplificacion y secuenciacion.

Se generaron 33 secuencias nuevas, 17 de Bombacoideae y 16 de malvaceas utilizadas
como grupo externo (Cuadro 2. Dado que no fue posible alinear las secuencias de ITS de las
especies Eriotheca gracilipes, E. roseorum, Neobuchia paulinae, Pachira quinata y Dombeya
wallichii con el resto de las especies, estas fueron excluidas de los analisis. Esta situacion
puede deberse a que la region ITS tiene un patrén complejo de sustitucion y pertenece a una
familia multigénica, por lo que aqui se supone que la incompatibilidad en el alineamiento se
debe a que se ambplificd una region no homdloga de ITS en las especies mencionadas,
debido a que asi ocurre en otros grupos (Alvarez y Wendel, 2003). No obstante, estudios
previos sobre el uso de este marcador para malvaceas han tenido dificultades similares de

alineacion para las mismas especies (Nyffeler y Baum, 2000; Duarte et al., 2011).

3. Reconstruccion filogenética.

En la seleccion del modelo con la matriz de trnL-F, dentro del intervalo de 95% hubo nueve
modelos. Para ITS, trnK-matK, ndhF y la matriz concatenada, so6lo el GTR+G estuvo en el
intervalo. EI numero de taxa por conjunto de datos (genes por separado, la matriz
concatenada y la de cloroplasto), tamafio del alineamiento y numero de caracteres
informativos se muestran en el Cuadro 3. El grupo externo que se asigné para todos los
conjuntos de datos fueron los miembros del grupo Byttnerina, Guazuma ulmifolia y/o

Heliocarpus appendiculatus, dependiendo de su presencia en el alineamiento.
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Cuadro 3. Datos moleculares por marcador y matrices concatenadas.

Matriz datos Numero de Taxa Longitud de Caracteres
moleculares alineamiento informativos
ITS 48 953 373
ndhF 42 2230 122
tmK-matk 56 2765 227
tmL-F 52 1373 122
Cloroplasto 57 6368 471
Concatenada 57 7383 844

En la Figura 4 se presenta el filograma obtenido a partir de la matriz de cloroplasto y
en la Figura 5 el obtenido de la matriz concatenada. Con los analisis de inferencia bayesiana
se obtuvieron filogramas para cada conjunto de datos (Figs. 6 y 7; Apéndice 4). En general,
las relaciones filogenéticas resultantes de maxima verosimilitud (MV) e inferencia bayesiana
(IB) coinciden, por lo que los resultados se describen con base en el arbol de consenso de
los cuatro marcadores combinados de inferencia bayesiana debido a que tiene, en conjunto,
mayor resolucion y probabilidades posteriores mas altas que el resultado de los valores de
maxima verosimilitud. Unicamente para los casos en los que hubo diferencias contrastantes
entre los arboles de MV e IB se hara mencion de ellas.

La identificacion del grupo hermano de Malvatheca, para el cual se incluyeron como
grupos externos los géneros de las subfamilias de Malvadendrina, quedd sin resolver. La
matriz de cloroplasto analizada con maxima verosimilitud muestra a Tilia americana como
grupo hermano de Malvatheca, pero con bajo apoyo (BS=42%; Fig. 6). En la inferencia
bayesiana (con la matriz de cloroplasto), se encontré una politomia que incluye a Tilia
americana, Sterculia apetala, un clado correspondiente a Brownlowioideae y Malvatheca

(Fig. 6). Las relaciones obtenidas con la matriz concatenada de los cuatro marcadores
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analizada con inferencia bayesiana no estan del todo resueltas: Helicteres guazumifolia y
Durio zibethinus son géneros hermanos y la posicion de Dombeya wallichii y Tilia americana
quedd sin resolver (Fig. 7). Sterculia apetala se muestra como grupo hermano de
Brownlowioideae (PP=0.75). En el arbol de maxima verosimilitud hay mayor resolucion, pero
en general con bajo apoyo. Tilia americana se ubica como grupo hermano de Malvatheca
(BS=14%) y Helicteroideae como hermano del resto de las subfamilias de Malvadendrina con
alto apoyo (BS=100%). La subfamilia Malvoideae es un grupo monofilético en todos los
analisis y tiene alto apoyo con los dos métodos (Figs. 4-7).

Las relaciones filogenéticas de la matriz concatenada de los cuatro marcadores
contrasta con la filogenia de la matriz del cloroplasto en algunos caso. Por ejemplo, con la
informacion del cloroplasto, los géneros Ochroma, Patinoa, Matisia, Quararibea y Septotheca
se ubicaronn como hermanos de Bombacoideae, con maxima verosimilitud este arreglo tuvo
bajo apoyo (BS=32%; Fig. 4), en cambio, con inferencia bayesiana el apoyo fue mayor
(PP=0.71; Fig. 6).

Malvatheca es un grupo mondfilético con alto apoyo (PP=1). El grupo hermano de
Bombacoideae esta compuesto por Malvoideae mas Ochroma-Patinoa y Septotheca. Sélo en
el analisis con el marcador trnK-matK, Ochroma-Patinoa y Septotheca aparecen como

hermanos de Bombacoideae, pero formando una politomia (Apéndice 4).
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Fig. 6. Filograma obtenido con inferencia bayesiana usando el conjunto de genes del

cloroplasto. Los valores asociados a los nodos representan probabilidades posteriores.
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En todos los analisis, Bombacoideae forma un grupo monofilético. El clado mas
cercano a la raiz consiste de los géneros Gyranthera, Huberodendron y Bernoullia, y aparece
de esta manera con todos los marcadores. De acuerdo con la matriz concatenada, el género
neotropical Cavanillesia es grupo hermano de Adansonia, género paleotropical y como
hermanos de estos dos géneros estan Catostemma y Scleronema. El resto de los géneros
estan agrupados con alto apoyo (PP=1; Fig. 7), teniendo a dos géneros paleotropicales
anidados, Bombax y Rhodognaphalon, y por otro lado esta el grupo de géneros neotropicales
compuesto por Pachira, Eriotheca, Ceiba, Neobuchia y Pseudobombax, manifestandose
estas relaciones con todos los marcadores. Sin embargo, con la matriz del cloroplasto
Adansonia aparece como grupo hermano del grupo neotropical (PP=0.99; Fig. 6), dejando a
Bombax y Rhodognaphalon aliados a Cavanillesia.

Las relaciones filogenéticas derivadas de los datos de cloroplasto y los datos
combinados de los cuatro marcadores muestran que Pachira es un género parafilético y
Eriotheca es polifilético, dado que Pachira quinata aparece como grupo hermano de
Pseudobombax y dos especies de Eriotheca estan anidadas dentro de Pachira (Fig. 7). Sélo
en el analisis de trnK-matK el género Eriotheca aparece como monofilético (Apéndice 4).

La posicidon de Spirotheca rosea en el analisis de cloroplasto es de grupo hermano de
Ceiba-Neobuchia (BS=81%, Fig. 4; PP=0.99; Fig. 6). Por otro lado, en el andlisis bayesiano
usando la matriz concatenada de los cuatro marcadores, Spirotheca aparece como grupo

hermano de Pseudobombax y Ceiba-Neobuchia (PP=0.51; Fig. 7).

4. Tiempos de divergencia.
El analisis de validacion cruzada de r8s indicé que un valor éptimo de A (smoothing) fue de

3.2, este valor fue utilizado para el analisis de fechamiento y en la muestra de 500 arboles de
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maxima verosimilitud. El cronograma resultante (no mostrado) se utilizé como arbol de
partida para los fechamientos con BEAST. Las edades estimadas con verosimilitud
penalizada y cadenas de Markov fueron similares y sus respectivos intervalos de error se
sobrelaparaon. En el Cuadro 4 se muestran las edades estimadas para los clados
seleccionados.

El cronograma que se muestra en la Figura 8 es el arbol de maxima credibilidad de
clados (maximum clade credibility tree). Es de notar que las relaciones filogenéticas que
estim6é BEAST tienen algunas diferencias menores a las estimadas en las reconstrucciones
filogenéticas de maxima verosimilitud y bayesiana, pero no se van a tomar en cuenta para la
discusidn en este trabajo porque dichas diferencias tienen baja probabilidad posterior

(valores no mostrados).

Cuadro 4. Edades estimadas por clado con el método de verosimilitud penalizada (r8s)
y cadenas de Markov (MCMC con BEAST). Los numeros en paréntesis son los limites
minimo y méaximo del intervalo de confianza (en verosimilitud penalizada); y el
intervalo de credibilidad de 95% (en inferencia bayesiana). Las edades estan dadas en
millones de afios (Ma).

Verosimilitud Penalizada
Clado MCMC (Ma)
(Ma)
Malvaceae 76.3 (66.31-76.3) 88.86 (777.84-93.26)
Malvatheca 53.93 (51.73-58.1) 58.53 (56.08-65.19)
Bombacoideae 47.38 (43.27-51.51) 47.37 (41.75-53.74)
Adansonieae 42.83 (38.98-46.64) 39.49 (35.27-44.66)
Clado neotropical (Eriotheca-
_ 38.2 (33.91-42.98) 34.4 (28.77-40.33)

Ceiba)
Clado Pseudobombax-Ceiba | 34.79 (29.89-39-76) 30.76 (25.03-37.07)
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Fig. 8. Cronograma de BEAST. Las edades estimadas estan asociadas a los nodos. Las
barras representan el intervalo de credibilidad (highest posterior density) de 95%. Los nodos

marcados con color son los puntos de calibracién asignados
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5. Tasas de diversificacion.
El patron de cambios en la tasa de diversificacion estimado con MEDUSA indicé dos cambios
con mayor probabilidad a partir de una muestra de cien arboles ultramétricos (Cuadro 5).

Uno de los cambios detectados ocurre en el clado Eumalvoideae (nodo A de la Figura
9) donde se observa una disminucién de la tasa de diversificacion. Eumalvoideae es un
grupo que incluye las tribus Hibisceae, Malveae y Gossypieae (Baum et al., 2004). De la
misma manera, la tasa neta de diversificacion del nodo troncal de Pachira-Eriotheca
disminuye (nodo B de la Figura 9). Sin embargo, se puede observar que las tasas de
especiacion y extincion, dadas en numero de especies por millén de afos, de los dos nodos
aumentan con respecto a las tasas de la raiz. Esta diferencia se debe a que la tasa neta de
diversificacion esta dada por la diferencia entre la tasa de especiacion (1) y extincion (u). Al

ser esta diferencia muy pequefia, la tasa de diversificacion sera pequefa.

Cuadro 5. Tasas de diversificacion y cambios en la tasa identificados por MEDUSA.

Nodo Proporcion | Diversificacién | Extincién | Especiacién | Extincion
de arboles* neta (r) relativa (&) A) )
Raiz 1 0.079 0.066 0.085 0.005
Eumalvoideae

0.66 0.059 0.98 3.006 2.947

(A)
Pachira-

Eriotheca (stem) 0.74 0.023 0.971 0.817 0.794

(B)

*Proporcion de arboles en los que ocurre el cambio detectado.
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diversificacion. A) Eumalvoideae. B) Grupo troncal de Pachira-Eriotheca.
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6. Reconstruccion de estados ancestrales de polinizacion.

Se obtuvo informacién de las 57 especies incluidas, ya fuera directamente de estudios de
polinizaciéon o a partir del conjunto de caracteres florales (Cuadro 6). Se encontraron 29
especies para las que hay estudios de polinizacién estrictos; nueve especies para las que
hay mencion de visitantes y posibles polinizadores; y siete especies de las que se obtuvo
informacion con base en deducciones publicadas del posible polinizador derivadas de la
morfologia floral. Para 12 especies no existe informacion publicada sobre sus visitantes o
polinizadores, por lo que se hizo una inferencia de su polinizador con base en los caracteres
florales, la antésis y la fenologia (Apéndice 3).

En los resultados de la prueba para estimar sefial filogenética con el método de A de
Pagel, para los datos utilizados, se obtuvo un valor de 0.94 de A, indicando que los datos de
polinizadores presentan una sefial filogenética.

El método de maxima verosimilitud estimo el estado ancestral del tipo de polinizador
en cada nodo interno del arbol filogenético, asociando a cada uno un valor de verosimilitud
(Fig. 10). En contraste, el método bayesiano de cadenas de Markov estima unicamente los
estados en nodos determinados por el usuario, por esta razon y por el tiempo que necesita
para correr en este ultimo, se estimaron 11 nodos que corresponden a algunos clados
seleccionados de Malvatheca (Fig. 11). Los dos métodos utilizados coinciden en que el tipo
de polinizador ancestral de Bombacoideae es el murciélago. La polinizacion por abeja sélo se
estim6 en el nodo donde divergen Pachira y Eriotheca. Sin embargo esto sélo lo estimo
BayesTraits, en cambio, el programa Mesquite estimé como el estado ancestral de ese nodo
la polinizacion por murciélago. EI Cuadro 7 muestra el tipo de polinizador que tiene los
valores mas altos de verosimilitud y probabilidad posterior ancestral, respecto a cada

método.
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Cuadro 6. Polinizador por especie.

Especie Tipo de Polinizador Especie Tipo de Polinizador
o . Pseudobombax .
Adansonia digitata Murciélago marginatum Murciélago
: . i Pseudobombax .
Adansonia perrieri Esfingido grandiflorum Murciélago
. i Rhodognaphalon .
Adansonia za Esfingido schumannianum Murciélago
. e . Scleronema I
Adansonia grandidieri | Murciélago micranthum Esfingido
Bernoullia flammea Ave Spirotheca rosea Ave
: Septotheca .
Bombax ceiba Ave tessmannii Murciélago
Bombax Ave Abutilon hybridum Ave
buonopozense
: Camptostemon .
Bombax malabaricum | Ave schultzii Abeja
Catostemma fragans | Esfingido Gossypium hirsutum Abeja
Cavar1.|IIe'S|a Esfingido Hibiscus rosa-sinensis | Ave
platanifolia
Ceiba acuminata Murciélago Lavatera phoenicea Ave
Ceiba aesculifolia Murciélago Pentaplaris doroteae Esfingido
Ceiba schotti Esfingido Matisia palenquiana Murciélago
. : . Quararibea .
Ceiba speciosa Mariposa costaricensis Murciélago
Ceiba crispiflora Mariposa Ochroma pyramidale | Murciélago
Ceiba pentandra Murciélago Patinoa sphaerocarpa | Murciélago
Ceiba parvifolia Murciélago Chiranthodendron Ave
pentadactylon
. - : Fremontodendron .
Eriotheca ruizii Abeja californicum Abeja
Eriotheca gracilipes Abeja Sterculia apetala Abeja
Eriotheca roseorum Abeja Dombeya wallichii Abeja
Eriotheca pubescens | Abeja Tilia americana Abeja
Eriotheca Esfinaido Helicteres Ave
longitubulosa 9 guazumifolia
Gyranthera caribensis | Murciélago Durio zibethinus Murciélago
Huper_odendron Murciélago Brownlowia elata Abeja
patinoi
Neobuchia paullinae Murciélago Berrya javanica Abeja
Pachira aquatica Murciélago Guazuma ulmifolia Abeja
. . ., Heliocarpus .
Pachira quinata Murciélago appendiculatus Esfingido
Pachira insignis Murciélago
Pachira glabra Murciélago
Pseudobombax .
e Murciélago
ellipticum
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Cuadro 7. Reconstruccién de estados ancestrales del tipo de polinizador de clados
seleccionados de Malvaceae s.I. con maxima verosimilitud (Mesquite) e inferencia
bayesiana (BayesTraits). PPA= Probabilidad Posterior Ancestral.

Maxima Verosimilitud

Ceiba

Clado o Inferencia Bayesiana (PPA)
(Verosimilitud)

Malvaceae Equivoco No estimado
Malvatheca Murciélago Murciélago (0.67)
Bombacoideae Murciélago Murciélago (0.58)
Adansonieae Murciélago Murciélago (0.5)
Clado neotropical - .

) . Murciélago Murciélago (0.67)
(Eriotheca-Ceiba)
Pachira y Eriotheca Murciélago Abeja (0.43)
Clado Pseudobombax-

Murciélago Murciélago (0.8)
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Fig. 10. Reconstrucciéon de estados ancestrales del tipo de polinizador con método de

maxima verosimilitud (Mesquite). Los graficos de pastel en cada nodo representan los

valores de verosimilitud de cada tipo de polinizador.

55

aealuoSuUEpY



= Murciélago
Ave

] Esiingido

] Abeja

Mariposa

®

|

_O

Bombacoideaeg

Malvatheca

I@Jﬁhm@;@ iﬁ;ﬂ%@g

.msagé‘a;aJﬁa

Coiba apsculifolia

Caiba acuminata N\
Caiba parvifolia

Ceiba schofti

Caiba erispiflora

Ceiba speciosa

Caiba pantandra

Neobuchia paulinae
Pasudobombayx marginatum
FPzeudobambay allipticim
FPzeudobambay grandifiorum
Pachira guinata

Spirotheca rosea

Pachira squatica

Pachira insignis

Pachira glabra

Eriotheca pubescens
Eriotheca gracilipes
Erlotheca rossorum
Eriotheca ruizii J
Eriotheca longitubulosa
Bombax celba

Bombax malabaricum
Bombax bronopozense
Rhodognaphalon sehumannianum
Adansonia za

Adansonia grandidieri
Adansonia digitats
Adansonia gragorii
Cavaniliesia platanifolia
Scleronsma micranthum
Catostema fragans
Huberodendron patino
Gyranthera caribensiz
Bernoullia flammea

Lavatera phoenicea

Abutifan hybrigum
Gossypium hirsutem
Hibiscus rasa-sinensis
Camptostemon schultzi
Pentaplaris dorofeas

Matisia palenguiana
Quararibea costaricensis
Patinos sphaerocarpa
Oehroma pyramidale
Septatheca tessmannii
Fremontodendron californicum
Chiranthodendron pentadactylon
Barrya javanica

Brownlowia elata

Sterculls apetala

Durio zibethimus

Heticteres guazumifolia

Tilia americana

Dombeya wallichil

Guazuma uimifolia
Haflpecarpus appendicwlatus

Fig.11. Reconstruccidn de estados ancestrales del tipo dej polinizador con el método de

cadenas de Markov (BayesTraits). Los graficos de pastel muestran las probabilidades

posteriores ancestrales del tipo de polinizador.

56

[eoidoJjoau ope;)

_/

/

\

aes|uosuepy

aeapIoAl_l\



7. Asociacion entre tasas de diversificacion y polinizacion.

El resultado de los analisis de BiSSE con los métodos de maxima verosimilitud e inferencia
bayesiana con cadenas de Markov (MCMC) se muestra en el Cuadro 8. Con el analisis
bayesiano se obtiene una distribucion de probabilidad de las tasas estimadas en cada
generacion (Fig. 12). Los resultados de los dos métodos coinciden en que la tasa de
especiacion es mayor si estd asociada a la polinizacion por murciélago (Cuadro 8). La
extincion tiene una tasa similar estando asociada a los dos estados de caracter. Las tasas de
transicion indican que es mayor la transicion de la polinizacion de murciélago a algun otro
polinizador que lo contrario.

Cuadro 8. Resultados de BiSSE. Tasas de diversificacién y transicibn con maxima
verosimilitud (MV) y cadenas de Markov (MCMC). 0 = polinizacién por murciélago; 1 =

polinizacion por otro tipo de polinizador. A = tasa de especiacion. g =tasa de extincion.
g =tasa de transicion de estados de caracter.

Método A0 A1 78] ul gqlo0 qo1
MV 0.053 0.007 0.000 0.000 0.043 0.012
(verosimilitud)
MCMC 0.009
(Probabiidad | 0063 0.014 0.007 0.048 0.016
posterior)
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IX. DISCUSION

Relaciones filogenéticas y sus implicaciones evolutivas

La discusion de las relaciones filogenéticas se hara de acuerdo a lo obtenido con la matriz
concatenada de los cuatro marcadores, ya que es la que tiene mayor muestreo y los arboles
filogenéticos tuvieron mayor resolucion, y la hipotesis filogenética bayesiana, debido a que
tiene un apoyo mas consistente en las probabilidades posteriores (Fig. 7); a menos de que se
haga otra indicacion.

En este estudio, al igual que en estudios previos (Alverson et al., 1999; Baum et al.,
2004; Nyffeler et al., 2005) las relaciones filogenéticas obtenidas entre las subfamilias que
componen el grupo Malvadendrina, y en general de Malvaceae s.l., no estan del todo
resueltas. No obstante, el grupo Malvatheca, constituido por Malvoideae y Bombacoideae, es
monofilético segun los analisis moleculares de este trabajo y los realizados por Alverson et
al. (1999) y Baum et al. (2004). La sinapomorfia propuesta para este grupo son las anteras
monotecas, pero, como ya se menciond, con estudios de desarrollo floral se observd que
este caracter ha surgido en las dos subfamilias independientemente; es decir, las anteras
monotecas estan presentes en Malvoideae y Bombacoideae pero, ya que estos clados no
son hermanos, se supone que el caracter tiene un origen independiente en las dos
subfamilias (von Balthazar et al., 2004, 2006; Janka et al., 2008), dejando una interrogante de
si existen sinapomorfias morfolégicas este grupo.

De acuerdo con los andlisis filogenéticos de las matrices de cloroplasto y la
concatenada, la regién nuclear ITS hace que ambas sean contrastantes. Lo que se observa
en los resultados obtenidos del cloroplasto, a diferencia de los obtenidos con los cuatro
marcadores, es que los géneros Ochroma, Patinoa, Matisia, Quararibea y Septotheca se

ubican en un conjunto que es grupo hermano de Bombacoideae. Esta agrupacion coincide
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con la delimitacion original de Bombacaceae, que ya incluia a estos cinco géneros (Bayer y
Kubitzki, 2003). Estudios recientes ubican a Matisieae, que incluye a Matisia, Quararibea y el
género Phragmotheca dentro de Malvoideae como grupo hermano de Core Malvoideae
(Alverson et al., 1999; Nyffeler y Baum, 2000; Pfeil et al., 2002; Baum et al., 2004). Tal
agrupacion coincide con los resultados las relaciones obtenidas en el presente estudio.

La ubicacién de Fremontodendrae no esta clara. Los resultados de Nyffeler et al.
(2005) con datos moleculares del cloroplasto indican que Fremontodendrae es grupo
hermano de Malvatheca, pero no discuten sobre el apoyo de la morfologia dada esa relacion
de parentezco. Por su parte, von Balthazar et al. (2006) encuentran que el perianto de
Fremontodendrae esta formado por un sélo verticilo y por esta razon podria formar un grupo
fuera de Malvatheca. En este estudio, en el analisis bayesiano de la matriz concatenada,
Fremontodendrae aparece sin resolver, formando una politomia Bombacoideae, Malvoideaey
Fremontodendrae. No obstante, Fremontodendron californicum y Chiranthodendron
pentadactylon aparecen como hermanos con una alta probabilidad posterior (PP=1), con lo
cual se confirma que Chiranthodendron no pertenece a Bombacoideae y Fremontodendron
no pertenece a Malvoideae, como lo describen Bayer y Kubitzki (2003). Dada la morfologia
floral de ambas especies y la posicion filogenética, Fremontodendrae parece ser un grupo
independiente del que se necesita mayor investigacién para determinar si es el grupo
hermano de Malvatheca (Fig. 7).

Los resultados muestran a Bombacoideae como un grupo monofilético cuyos
miembros comparten las hojas palmaticompuestas, a excepcion del género Cavanillesia que
tiene hojas simples que contrastan con las de Huberodendron, Scleronema y Catostemma,
que tienen hojas compuestas unifolioladas. Las relaciones dentro de Bombacoideae

concuerdan en general con las estimadas por Duarte et al. (2011); sin embargo hay algunas
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diferencias importantes. Por ejemplo, el género Septotheca esta incluido dentro de
Bombacoideae (Bayer y Kubitzki, 2003; Baum et al., 2004; Duarte et al., 2001), pero en los
analisis del presente trabajo su ubicacion es como grupo hermano de Malvoideae y de
Ochroma-Patinoa. En el trabajo de Duarte et al. (2011), Fremontodendrae se fijé como grupo
externo y se incluyeron cuatro especies de Core Malvoideae, por lo que Septotheca aparecié
dentro de Bombacoideae, dejando al resto de especies en lo que aquellos autores llamaron
Core Bombacoideae. Septotheca es un género monotipico distribuido en la Amazonia
peruana y algunas regiones del territorio amazoénico brasilefio. Septotheca tessmannii es un
arbol emergente con hojas simples y con una morfologia floral interesante, ya que las anteras
estdan oblicuamente septadas, son vermiformes y sésiles, y dispuestas sobre el tubo
estaminal (Ulbrich, 1924; Pennington et al., 2004), lo cual no se observa en ningun otro
género de Bombacoideae o Malvoideae. Sin embargo, tiene semejanzas con la organizacion
del androceo de Ochroma pyramidale en donde las anteras son también sésiles sobre un
tubo estaminal carnoso. Ochroma tiene una estructura unica en Malvatheca, pues las anteras
estdn aglomeradas y dispuestas espiralmente en cinco I6bulos en la mitad distal del tubo
estaminal; en el centro esta el gineceo con un estigma dispuesto también en forma de
espiral. Por otro lado, Septotheca muestra semejanzas con el androceo de Huberodendron y
Gyranthera, pues todas tienen anteras sésiles y alargadas dispuestas alrededor del tubo
estaminal corto, del que sobresale el estilo con cinco I6bulos. Sin embargo, Huberodendron y
Gyranthera tienen un tubo estaminal con cinco l6bulos, en cada uno cinco o mas anteras y
con una sola linea de dehiscencia; en cambio, Septotheca tiene numerosas anteras con
multiples septos por los cuales se libera el polen. En estudios previos se ha discutido poco la
pertenencia de Septotheca en Bombacoideae. Baum et al. (2004) mencionan que Ochroma-

Patinoa, Matisieae, Fremontodendrae y Septotheca tienen anteras sésiles al igual que
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Bernoullia, Huberodendron y Gyranthera, y que por esta razdn las anteras sésiles y
alargadas son un caracter plesiomorfico en Bombacoideae. A pesar de la falta de informacion
sobre la homologia del androceo en estos géneros, es claro que las anteras sésiles,
alargadas y dispuestas mas bien en forma espiral o convolutas, son una caracteristica
compartida por Ochroma, Gyranthera, Huberodendron, Septotheca y, segun Baum et al.
(2004), también Phragmotheca. No obstante, la configuracion de las anteras de Septotheca
no esta clara, pues Pennington et al. (2004) mencionan que en dicho género las anteras
estan formadas por “dos células” (microesporangios) mientras que en el resto de los géneros
de Bombacoideae las anteras estan formadas por “una célula”, descrito de esta manera no
queda claro si es que son biesporangiadas, como la mayoria de bombacoides y malvoides,
pero si fuera asi las anteras de dichas subfamilias estarian formadas por un
microesporangio, o si las anteras son bitecadas y tetraesporangiadas. Ademas, en los
trabajos del desarrollo del androceo de Malvatheca (von Balthazar et al., 2004, 2006; Janka
et al., 2008) no se explica claramente como estan estructuradas las anteras de Septotheca.
Para resolver la pregunta de la homologia en las anteras, seria necesario obtener material
fértil en diferentes estados del desarrollo y hacer un analisis comparado del desarrollo floral.
Dentro de Bombacoideae se han distinguido dos grupos de acuerdo a la organizacién
del androceo: las especies con anteras alargadas sésiles, fusionadas al tubo estaminal
desde el receptaculo, y las que tienen anteras pequefas en el apice de filamentos libres.
Ambos tipos de anteras son monotecas. Los géneros Gyranthera, Huberodendron y
Bernoullia, comparten las anteras sésiles alargadas, y forman un grupo definido con todos los
marcadores analizados en el presente estudio. A pesar de ser géneros tipicos y con alta
abundancia en el bosque tropical lluvioso, es notable que cada uno de esos tres géneros

contiene pocas especies, tres como maximo. Por otro lado, se forma el clado Adansonieae
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(Fig. 7), que incluye a los géneros mas diversos y que comparten las anteras monotecas
dispuestas en filamentos individuales libres. Dicho clado es reconocido en las filogenias
derivadas de todos los marcadores moleculares y esta fuertemente apoyado (Fig. 7;
Apéndice 4). Dentro de Adansonieae se encuentran los géneros hermanos Cavanillesia y
Adansonia, de distribucién neotropical y paleotropical, respectivamente. Ambos son arboles
emergentes y deciduos con contrafuertes; tienen un patrén de ramificacién similar hasta el
apice, pero Cavanillesia tiene inflorescencias en umbela, mientras que Adansonia tiene
grandes flores solitarias. Otro clado dentro de Adansonieae esta formado por los géneros
Scleronema y Catostemma, que tienen inflorescencias cimosas relativamente pequefias y en
forma de brocha. A pesar de ser arboles comunes en el bosque tropical lluvioso amazonico y
guayanés, estos géneros son poco conocidos morfoldgica y ecolégicamente. Otro clado es el
compuesto por los géneros paleotropicales Bombax y Rhodognaphalon, ubicados en
conjunto como grupo hermano del clado Neotropical formado por el resto de los géneros de
Bombacoideae (Fig. 7).

El género de arboles estranguladores Spirotheca tiene diferente posicidon de acuerdo a
diferentes marcadores. En el analisis de marcadores del cloroplasto, el género aparece
cercanamente relacionado a Ceiba y Neobuchia (PP = 0.99). El arreglo de los estambres en
estos tres géneros es interesante porque se presentan reducciones en el patron general de
las bombacoides: Spirotheca tiene cinco filamentos con cuatro tecas retorcidas,
biesporangiadas. Neobuchia, un género monotipico de Haiti y Republica Dominicana, esta
descrito con 15 filamentos (Urban, 1902), y Ceiba tiene cinco filamentos con dos tecas (C.
speciosa y C. crispiflora tienen un tubo estaminal largo con cinco anteras ditecas sésiles
adnadas a él en el apice) (Gibbs y Semir, 2003). Janka et al. (2008) estudiaron a C.

pentandra y encontraron que las tecas son biesporangiadas, como todas las demas de
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Bombacoideae, pero con la diferencia de que son dos tecas unidas a un filamento. No hay
estudios del desarrollo floral de Spirotheca o Neobuchia, y por lo tanto no se puede saber si
un proceso similar de desarrollo de “estambres complejos” ocurra (como describen Janka et
al., 2008). Por otro lado, con el analisis de la matriz concatenada Spirotheca aparece como
grupo hermano del clado de Pseudobombax (que incluye a Pseudobombax, Pachira quinata,
Neobuchia y Ceiba), pero tiene bajo apoyo (PP=0.51).

Bajo esta topologia, es necesario suponer dos eventos independientes de reduccion
en la generacion de filamentos, primero en Spirotheca y después en Ceiba. Esto seria
probable si se encuentra que la organizacion del androceo no es homodloga en estos dos
géneros, pues la reduccidon de los filamentos una sola vez y una reaparicion de muchos
filamentos (en Pseudobombax) parece una posibilidad menos parsimoniosa dado el patrén
general de organizacion del androceo en el grupo.

Sobre el género Pachira, los resultados mostrados coinciden con los de Duarte et al.
(2011) quienes también encontraron que es un género polifilético, porque Pachira quinata
esta situada como grupo hermano del género Pseudobombax (Fig. 7). Algunas diferencias de
Pachira quinata y las demas especies del género son que ésta especie tiene aguijones en el
tronco, los pétalos en la parte externa tienen escamas, mientras que el resto de las especies
de Pachira no tiene; P. quinata florece cuando no tiene hojas, una adaptacién comun de las
bombacoides asociadas a bosques tropicales estacionalmente secos, contrastando con el
habitat general de las demas especies de Pachira que es en bosque lluvioso y son
perennifolias (a excepcion de un par de especies de bosques estacionalmente secos o
cultivadas), y la presencia de aguijones en el tronco, otra caracteristica de muchos géneros
de la subfamilia. Ademas de esto, Eriotheca es un género parafilético al haber dos especies

agrupadas junto con las demas especies de Pachira, excepto con el analisis de la regidn
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trnK-matK (Apéndice 4). Duarte et al. (2011) también obtuvieron ese resultado, discutiendo
que Pachira esta anidado dentro de Eriotheca y que se necesita un mejor muestreo para
aclarar las relaciones entre estos dos géneros; sin embargo, dado el alto apoyo de las
relaciones de Pachira y Eriotheca (PP=0.99), una posibilidad seria fusionar los dos géneros
en uno solo. No obstante, es importante resaltar que las diferencias entre los dos géneros
encontradas por Robyns (1963) y Duarte et al. (2011), cuando distinguen a Eriotheca de
Pachira, es el tamafio de las flores y el numero de verticilos del androceo (Eriotheca con
flores mas pequenas y un verticilo, comparado con las enormes flores y dos verticilos de
Pachira).

Una investigacion mas integrativa sobre las relaciones filogenéticas de Bombacoideae
y Malvatheca debe desarrollarse ampliando el muestreo taxonomico y de marcadores
moleculares, sobre todo de los géneros pobremente representados y estudiados. Sin
embargo, esta baja representacion coincide con los géneros restringidos a zonas poco
exploradas, como el caso de Neobuchia (Haiti y Republica Dominicana), o de géneros de
arboles emergentes de mas de 40 m de altura para los que se ha dificultado la obtencién de
material fértil, como el caso de Huberodendron y Gyranthera, ademas de que algunos
presentan eventos de floracion distanciados en el tiempo, como ocurre en muchas especies
de Catostemma con floracion cada dos afnos (Sanoja, 2004). Adicionalmente, seria necesario
explorar la informacién morfoldégica que apoye las relaciones filogenéticas dentro de estos

grupos.

Tiempos de divergencia y evolucion de la polinizacion

Calibraciones y registro fosil de Bombacoideae
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Se utilizaron dos foésiles de polen asignados a la subfamilia Bombacoideae: Jandouforia
seamrogiformis (33.9 Ma, Eoceno) usado para calibrar el nodo troncal de Catostemma-
Scleronema, y Bombacacidites nacimientoensis (56 Ma, Paleoceno) empleado para calibrar
el nodo corona de Malvatheca (Fig. 8). Esta asignacion se debe a que se desconoce en qué
punto de la rama desde la divergencia de Malvatheca hasta el nodo corona de
Bombacoideae pertenece el registro del polen. La asignacion responde a una medida
conservadora de la aplicacion de este registro como calibracién (Magallén, 2004). Para
calibrar la raiz del arbol se utilizé el intervalo de credibilidad estimado de la edad del grupo
corona de Malvales (95% HPD: 62.9-93.27 Ma), obtenido de un estudio en donde se
estimaron los tiempos de divergencia de las angiospermas (Magallon et al. no publicado). Se
tiene confianza en que estos puntos de calibracion puedan dar informacion realista sobre la
edad de Bombacoideae, pues existen numerosos registros del polen fésil del género
Bombacacidites (>25 registros de morfoespecies) y varios estudios coinciden en que la
presencia de este tipo de polen es abundante en el Paleoceno (65.5-55.8 Ma; Germeraad et
al., 1968; Axelrod, 1970; Muller, 1981; Pardo-Trujillo y Roche, 2009; Carvalho et al., 2011).
Wolfe (1975) describe el registro mas antiguo de Bombacacidites en el Maastrichtiano
(Cretacico tardio); sin embargo, no se utilizé esta edad debido a que no hay mas evidencias
que apoyen la existencia de Bombacacidites en ese tiempo. Del polen Jandouforia
seamrogiformis hay registros con abundante material en el Oligoceno (33.9-23 Ma) y algunos
estudios coinciden en que esta edad es la primera aparicién del morfotipo y que puede ser
asignado al género viviente Catostemma (Germeraad et al., 1968; Graham y Jarzen, 1969;
Helenes y Cabrera, 2003; Jaramillo et al., 2011). Cabe hacer mencion de la existencia de un
fésil de flor del Eoceno, Eriotheca prima, asignado al género Eriotheca (detalles en Mello et

al., 2002). En este trabajo no se utilizé esta edad debido a que la flor esta asignada a un
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género parafilético, por lo que la edad tendria que calibrar el nodo del grupo corona del clado
Neotropical. En cambio, si Eriotheca fuera monofilético, la edad podria calibrar el nodo
troncal de Eriotheca y la asignacién de la edad seria mas precisa.

Es importante mencionar que existen registros de fosiles de madera de Malvaceae s.I.
y Bombacacoideae pertenecientes al Maastrichtiano, Cretacico tardio, pero que no se
tomaron en cuenta para las calibraciones de este trabajo, puesto que carecen de
caracteristicas anatomicas importantes como las células en teja de las malvaceas (Wheeler,
1987; Wheeler y Lehman, 2000; Estrada-Ruiz et al., 2010). Ademas, algunos registros estan
asignados a las subfamilias Tilioideae y Sterculioideae, por lo que la utilizacion de esas
edades en este estudio podria haber sido arriesgado para obtener valores confiables de
edad, dado que no esta resuelta la relacion entre dichas subfamilias y Malvatheca. Teniendo
en consideracion el registro de polen y madera fosil de Malvaceae s.l. en el Cretacico, es
posible que este grupo se haya originado en ese tiempo, pero que esté representado por
fésiles con caracteres ancestrales que no se reconocen en los taxa vivientes. Un aporte
importante al conocimiento de la evolucion de la familia seria mediante el desarrollo de un
estudio filogenético de la familia, que incluyera un amplio muestreo de las subfamilias y que
integrara la informacion de los fosiles, ya que existe un gran registro de ellos (madera, polen,

hojas y flores) en casi todos los periodos estratigraficos a partir del Cretacico tardio.

Las edades estimadas
De acuerdo con los resultados del analisis efectuado en este estudio, el tiempo estimado de
divergencia del grupo troncal de Bombacoideae es hace 58.53 (56-65.2) Ma y del grupo

corona hace 47.37 (41.75-53.74) Ma, entre el Paleoceno y el Eoceno (Cuadro 4; Fig. 8).
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Varios estudios previos han estimado la edad de Bombacoideae, y en general de
Malvaceae. Uno de ellos es el de Axelrod (1970), en el que supone que dado el registro fosil
y la distribucion geografica, las tribus de la entonces familia Bombacaceae ya estaban
formadas en el Paleoceno, como minimo. Por otro lado, Wikstrom et al. (2001) realizaron un
analisis de reloj molecular en el que incluyeron representantes de diversas familias de
angiospermas, incluida la familia Bombacaceae s. s. En ese estudio, la edad estimada para
Bombacaceae s. s. fue demasiado reciente, en el Oligoceno, lo que es un poco contradictorio
pues hay varios fésiles pertenecientes al grupo que son considerablemente mas viejos
(Taylor, 1990; Pardo-Trujillo y Jaramillo, 2002; Pardo-Trujillo y Roche, 2009). El estudio de
Carvalho et al. (2011), en donde estiman las edades de Malvoideae y Bombacoideae a partir
del registro fésil, indican que Bombacoideae se originé en el Paleoceno. Sin embargo, dado
que el registro mas antiguo de Malvatheca es un polen fésil del Maastricthiano de Nueva
Jersey, Estados Unidos, asignado a Bombacoideae (Wolfe, 1975), y que se han encontrado
fésiles del Cretacico asociados a malvaceas, las divergencias entre los clados mayores de la

familia Malvaceae s.l. pudieron haber sucedido antes del Cenozoico.

No obstante lo anterior, el registro de Malvoideae es escaso; en la estimacién de la
edad de dicho clado, Carvalho et al. (2011) encontraron que es mas antigua que aquella
estimada por Koopman y Baum (2008). Probablemente esto se debe a que los puntos de
calibracion que utilizaron son fésiles muy jévenes. Al respecto, los resultados del presente
estudio indican para Malvoideae una edad corona de 43.25 Ma, en el Eoceno (Cuadro 4; Fig.
8). La transicion entre Paleoceno y Eoceno fue un tiempo de temperaturas altas, lo que
probablemente favorecied la diversificacion de muchos grupos de plantas, por ejemplo la
familia Arecaceae (Carvalho et al., 2011), y algo similar pudo ocurrir en el caso de Malvaceae
S. |
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Ademas, se ha encontrado polen fésil de Bombacoideae en Antartica, en donde se ha
estimado que fue muy abundante en el Eoceno temprano, hace 53.6-51.9 Ma (Pross et al.,
2012) y formaba parte de una vegetacion similar a la del bosque tropical lluvioso (Contreras
et al.,, 2013), por lo que puede suponerse que el origen de Bombacoideae a partir del
ancestro comun de Malvatheca fue en el Paleoceno o un poco antes, en el Maastrichtiano.
Particularmente, se ha sugerido un origen neartico tropical de Bombacoideae (Wolfe, 1975;
Taylor, 1990), desde donde pudo haberse dispersado hacia el sur y diversificar durante el
tiempo de aumento en las temperaturas entre el Paleoceno y el Eoceno, teniendo lugar
entonces la diversificacion del clado de las bombacoides y siendo probablemente

componentes importantes de la vegetacién de bosques tropicales desde entonces.

En el analisis de Duarte et al. (2011), Rhodognaphalon aparece como hermano de un
clado que incluye a los géneros que integran el clado neotropical mas Bombax (Fig.4). En
cambio, en el presente estudio aparece como hermano de Bombax (Fig. 8), igual que en la
filogenia de J. F. Carvalho-Sobrinho, Universidade Estadual de Feira de Santana, Brasil
(Com. pers.). Por lo tanto, es interesante considerar su distribucion geografica, ya que ambos
géneros son paleotropicales y el grupo hermano de ellos es todo el clado neotropical (Fig. 8).
Probablemente hubo dos eventos independientes de dispersion hacia el Viejo Mundo, ambos
en el Eoceno (el de Adansonia hace alrededor de 39 Ma y el de Bombax-Rhodognaphalon
hace 34 Ma). Se ha sugerido que la dispersion del neotrépico hacia el paleotrépico pudo ser
por medio de dispersion a larga distancia a través del Océano Atlantico o geodispersion
boreotropical del ancestro de Adansonia (Baum et al., 2004). En un estudio previo ya se
propuso una dispersion de larga distancia de Ceiba pentandra entre el neotrépico y Africa
(Dick et al., 2007), pero ésta tuvo que haber sucedido en el Mioceno. Una posibilidad es que
la dispersion de larga distancia fuera por medio del fruto, pues en la mayoria de las especies
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de Bombacoideae es indehiscente si hay alta la humedad, flota en el agua, el kapok es
hidrofobo y las semillas estan cubiertas por corcho, lo cual facilita la flotacién (Cordero y
Boshier, 2003; Dick et al., 2007). Observando el patron de distribucion actual de las
bombacoides, se sugiere que una investigacion biogeografica utilizando métodos de
reconstruccion de areas ancestrales (Pagel, 1999; Yu et al., 2010) podria aclarar la

biogeografia del grupo.

Evolucion de la polinizacion
Es importante notar el efecto que podria haber tenido |a falta de observaciones confirmadas
de polinizadores de algunas especies (Categoria 3, Apéndice 3) unicamente en las especies
mas tempranamente divergentes, cuya informacién es critica para los analsis de
reconstruccion de estados ancestrales; sin embargo se tiene confianza en la cantidad y
calidad de informacion morfolégica obtenida para obtener una prediccion del sindrome floral.

En este trabajo, los resultados de los analisis de reconstruccion del tipo de polinizador
sugieren que el ancestro de Bombacoideae era polinizado por murciélagos (Cuadro 7; Figs.
10 y 11). Estudios previos sobre la evolucion del androceo de bombacoides y malvoides han
sugerido, en cambio, que el ancestro comun de ambos clados era polinizado por insectos, y
que el origen de los estambres en Bombacoideae, a partir de un adroceo conformado por
anteras sésiles, surgié por una transicién hacia la polinizacion por murciélago (Baum, 1995;
von Balthazar et al., 2006; Janka et al., 2008).

Sin embargo, dado que existe una gran plasticidad en el androceo, y dado que
géneros como Ochroma y Patinoa son polinizadas por murciélagos, aun teniendo anteras
sésiles, la polinizacion por murciélago pudo originarse de forma independiente en Malvatheca

(Fig. 7). Los géneros Ochroma, Septotheca, Huberodendron y Gyranthera comparten una
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organizacion floral con anteras sésiles dispuestas sobre un tubo estaminal robusto, el estilo y
estigma resistentes, la corola y el caliz en forma de tubo y con coloracion blanca. Ya que
estos géneros son los mas cercanos a la raiz en Malvoideae y Bombacoideae, se sugiere en
este estudio que esa es la disposicidn floral ancestral y que corresponde a un sindrome de
polinizacién por murciélago.

No obstante, se debe considerar la edad estimada del origen de los murciélagos
nectarivoros (Phyllostomidae: 35 Ma, Rojas et al., 2011; Pteropodidae: 24 Ma,
Phyllostomidae: 22 Ma, Teeling et al., 2005) ya que podria ser menor que la edad estimada
en este estudio para las bombacoides. Esta discordancia en edades ya fue observada por
Fleming et al. (2009), quienes encontraron una estrecha relacion entre Bombacoideae y la
polinizacidon por murciélago, destacando que en este grupo de plantas, y en otros
(Caryocaraceae, Musaceae y Lythraceae), hay una gran diferencia en las edades de origen
inferidas para dichos grupos de plantas y sus polinizadores, lo que les llevd a concluir que la
polinizacién ancestral fue por otro tipo de polinizador. No obstante, el origen de las anteras
con filamentos, hace alrededor de 41 Ma (Fig. 10), probablemente esté relacionado con la
polinizacién por murciélago.

Alternativmente, la propuesta organizacion floral ancestral pudo haber derivado de una
polinizacién por otro vertebrado diferente al murciélago, por ejemplo las aves o mamiferos no
voladores. Las aves percheras, cuya estimacion de origen es de 66.8 Ma (Jetz et al., 2012)
pudieron tener un papel importante en la polinizacién del ancestro de las bombacoides; sin
embargo, las aves nectarivoras son mas recientes y no coinciden con el origen de las
bombacoides (. Otra posibilidad es la polinizacién por mamiferos no voladores. Hay reportes
de polinizacion efectiva de ellos en C. pentandra, especies de Adansonia, Ochroma y

Quararibea (Janson, 1981; Baum, 1995). La polinizacion por estos mamiferos en los géneros
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de Malvatheca mas tempranamente divergentes indicaria una posibilidad mas parsimoniosa
que la polinizacién por las aves en el ancestro de las bombacoides.

En un estudio de polinizacion de Pseudobombax ellipticum, Eguiarte et al. (1987)
mencionan que los murciélagos nectarivoros no son los unicos polinizadores de esa espece
y que tres caracteristicas de las flores sugieren que las aves tienen o han tenido un papel
importante en la polinizacion (y evolucion) de las flores de esta especie: 1) el color rojo de
algunos morfotipos, caracteristico de flores polinizadas por pajaros (el blanco de otros
morfotipos es caracteristico de flores polinizadas por murciélagos; Faegri y van der Pijl,
1979); 2) el maximo de produccién de néctar por la mafana, es decir, después de la visita
por murciélagos; y 3) la produccion diurna de néctar. Esto sugiere dos posibles rutas; una en
la que el cambio de color blaco a rojo y la produccion de néctar extendida mas tiempo sean
adaptaciones a una polinizacion generalista, debida probablemente a fluctuaciones en las
poblaciones de murciélagos nectarivoros; y otra ruta es que las adaptaciones de coloracion
rojiza y de produccién de néctar extendida sean ancestrales y en el presente permanezca el
polimorfismo debido a que las aves, como polinizadores secundarios, tienen y han tenido un
papel importante en la polinizacion. Esto indicaria que en un momento de la historia evolutiva
hubo una transicion hacia la antesis nocturna y la coloracién blanca, obedeciendo a una
presién selectiva ejercida por los murciélagos.

En una revision de sindromes de polinizacion y transiciones, Rosas-Guerrero et al.
(2014) explican que las aves son los principales polinizadores secundarios de flores con
sindrome de polinizacién por murciélago. Por ejemplo, ellos mencionan que la asociacion
entre polinizadores secundarios fue de “flores de ave” para “flores de murciélago”, y
encontraron que hay una relacién directa entre polinizadores primarios y secundarios, y que

estos ultimos corresponden frecuentemente al polinizador ancestral.
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También se han hecho estudios de transiciones de polinizador partiendo de las
caracteristicas intermedias del sindrome floral. Por ejemplo, en Gesneriaceae hay especies
con sindrome de murciélago, pero que son polinizadas por colibries (SanMartin-Gajardo y
Sazima, 2005). Por lo tanto, ellos mencionan que esta es una transicion de ave a murciélago
que aun no se ha definido completamente. En Malvoideae, ocurre un caso similar en
especies de Abutilon, con polinizacién por aves y murciélagos (Buzato et al.,, 1994), y en
Bombacoideae también sucede algo similar en el género Spirotheca, pues Gibbs y Alverson
(2006) observaron que hay especies que tienen antesis nocturna, pero que las flores
permanecen abiertas hasta la mafiana siguiente, y en este tiempo los pétalos cambian de
color blanco rosado a un rojo intenso, por lo que sugieren que probablemente su polinizador
sea nocturno por el hecho de que las flores tienen olor en S. salmonea, y los polinizadores
secundarios sean aves. Estos caracteres “intermedios” en el sindrome de polinizacidon, como
en Spirotheca salmonea, o polimorfismos en Pseudobombax ellipticum, presentes en general
en las bombacoides, donde las especies tienen mas de un polinizador, pueden indicar como
ha sido la ruta de evolucién de la polinizacion en el grupo y que en el presente puede ser
observada a través del traslape de caracteristicas. Un caso particular se estudié con un par
de especies hermanas de Burmeistera (Campanulaceae), en donde una especie es
polinizada unicamente por murciélagos y la otra por aves, concluyendo que la especializacion
morfolégica ha favorecido la especiacién, gracias a que ha habido una transicion de
polinizacién de ave hacia murciélago (Muchhala, 2003).

von Balthazar et al. (2004), en su estudio de desarrollo floral de Malvoideae, sefalan
que Core Malvoideae produce un numero mayor de anteras (aprox. >50) que Matisieae
(aprox. <50), y sugieren que ello puede deberse a la polinizacién por abeja. El numero mayor

de anteras significa una mayor produccion de polen, y dado que un gran numero de géneros
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de Malvoideae son polinizadas por abejas, esta relacion seria razonable, teniendo por el otro
lado a las especies de Matisieae que son polinizadas por murciélagos, y requieren flores con
anteras sésiles y tubo estaminal grueso para soportar el impacto del forrajeo de los
polinizadores. Dado que Matisieae es el grupo que ha diverdigo mas temprano en
Malvoideae, y dado que la polinizacion y la estructura del androceo en dicho grupo
corresponden al sindrome de polinizacion por murciélago, la sugerencia de este tipo de
polinizacibn como la ancestral en Malvoideae parece mas probable que la transicion de
insecto a murciélago (Figs. 10y 11).

Otro escenario al respecto de la edad y la polinizacion, y acorde a la hipotesis de que
los polinizadores ancestrales fueron insectos, especificamente esfingidos, es en el que la
polinizacién ancestral de Malvatheca fuera por aves y hubiera ocurrido una transicion a
esfingidolEsta hipotesis esta apoyada en la polinizacion por esfingido de flores en forma de
brocha pero pequefas, como las de Scleronema y Catostemma, e indica que pudo haber una
nueva transicién hacia la polinizacién por murciélago cercana al origen de los murciélagos
nectarivoros, entre el Eoceno y el Oligoceno (Baum, 1995; von Balthazar et al., 2006; Janka
et al., 2008). Debe recordarse que hay una probabilidad de 0.4, segun la reconstruccion
bayesiana, de que los polinizadores ancestrales de Adansonieae hayan sido esfingidos
(Cuadro 7; Figs. 10 y 11). No obstante, son necesarios mas estudios de polinizaciéon en
Malvatheca donde se evaluen directamente las transiciones que pudieron haber tenido lugar
y relacionarlas con la evolucién del androceo, tomando en cuenta la importancia de estudiar
a los géneros mas tempranamente divergentes, pues pueden dar informacién clave acerca

de la evolucién de la polinizacién en este grupo.
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Diversificacion y polinizacién por murciélagos

Tasas de diversificacion

En la discusién acerca de las tasas de diversificacion se va a tratar a Pachira y a Eriotheca
como grupos separados para simplificar la discusion. El que no sean monofiléticos no afecta
en la interpretacion de los cambios en las tasas de diversificacion, dado que el cambio ocurre
en el nodo troncal de los dos grupos. Ademas, Pachira se va a tratar como un grupo integro,
dejando a P. quinata como un grupo aparte.

Los resultados de la estimacion de tasas de diversificacion indican que existen dos
cambios significativos en ellas, uno en el clado Eumalvoideae (incluye a las tribus Hibisceae,
Malveae y Gossypieae) y otro en el grupo troncal de Pachira y Eriotheca (Fig. 9), ambos
derivados de la disminucion en la tasa neta de diversificacion (r), dada por aumento en la
especiacion (A) en Eumalvoideae y una disminucion en el nodo de Pachira y Eriotheca, asi
como un aumento en la extincién (u) en ambos grupos (Cuadro 5), ocurrido hace alrededor
de 34 Ma. En ese tiempo, en la transicién del Eoceno al Oligoceno, hubo un decremento en
la diversidad de especies en el tropico causada por una disminucién en la temperatura global
(Jaramillo et al.,, 2010). Sin embargo, ya que los cambios en la diversificacion fueron
derivados de un aumento en la especiacion y en la extincion, no pueden relacionarse con las
bajas temperaturas que causaron extincion, a pesar de que hayan ocurrido en el mismo
periodo. Por lo tanto, el incremento en las tasas de especiacion y extincion pudo deberse a
adaptaciones ecoldgicas caracteristicas de cada grupo.

El aumento en las tasas de especiacion y extincion de Eumalvoideae (A = 3.0; u= 2.9
especies por millén de afnos) probablemente se deba a un conjunto de caracteristicas que
reune este grupo, como los tiempos generacionales cortos por ser hierbas, la capacidad de

autopolinizacion (Li et al., 2012), tienen una mayor tasa de evolucién molecular (Alverson et
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al., 1999), con caracteristicas de especies pioneras y malezas (Gibbs et al., 2003; Ramsey et
al., 2003; Ruan et al., 2011). Un ejemplo de ello es el estudio de Seed et al. (2006) en donde
se hace una comparacién entre Hibiscus trionum var. vesicarius, una especie nativa de
Australia, H. trionum var. trionum, una maleza introducida en el mismo pais (previamente
estudiada por Ramsey et al. 2003), concluyendo que ésta ultima tiene menor depresion por
endogamia que la especie nativa, probablemente debido a que ha desarrollado alta
autocompatibilidad por ser introducida. Particularmente, dentro de Eumalvoideae se destaca
la curvatura del estilo de forma facultativa si la planta no se ha fertilizado por polinizacion
cruzada, lo que promueve la autopolinizacion tardia cuando hay baja actividad de
polinizadores (Ruan et al., 2009). Dicha curvatura del estilo ha sido explicada como
“‘dependiente del contexto”, es decir, unicamente el estilo se curva para tocar las anteras y
autopolinizarse cuando no ha habido actividad de polinizadores; por lo que esta capacidad ha
sido atribuida a cambios en la distribucién ecoldgica (colonizacion de nuevos habitats) y
habito (de arbdreo a herbaceo), y esta relacionada con una radiacion adaptativa del grupo
(Ruan et al., 2011). Por lo tanto, la evolucién hacia un sistema autocompatible pudo haber
favorecido la especiaciéon en esta subfamilia. Ademas, la polinizacién en casi todas las
especies de Malvoideae es por colibries e insectos diurnos, y solo en Matiseae la
polinizacién es por murciélago, lo cual es interesante debido a que las especies de Matisieae
son arboles y se encuentran filogenéticamente ubicados dentro de un grupo de divergencia
temprana en relacion con el resto de Malvoideae. Cabe mencionar que existe una
considerable probabilidad (PPA= 0.47; Fig. 11), mayor que el resto de los tipos de
polinizador, de que el ancestro de Core Malvoideae fuera polinizado por esfingido, y dada la
gran diversidad de especies en el grupo, podria suponerse que ha habido varios eventos de

transicion de polinizadores que pueden estar involucrados con la diversificacion dento del
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grupo, particularmente en Eumalvoideae. Sin embargo, un estudio enfocado especialmente
en la evolucién de la polinizaciéon de este grupo aclararia los procesos evolutivos que han
tenido lugar para originar la alta riqueza de especies que tiene Eumalvoideae.

En cuanto a la tasa de diversificacidon del grupo troncal del nodo troncal de Pachira y
Eriotheca (A=0.8, u=0.7 especies por millén de anos; Fig. 9), el cambio detectado esta dado
por una disminucion en la especiacion y disminucion en la tasa de extincion con respecto a la
tasa general del arbol filogenético (A=1.2; u=0.005; Cuadro 5). Es de notar que aun teniendo
esta alta tasa de extincion, la tasa de especiacidon sigue siendo mayor (pero la diferencia es
pequefia) y por esto, la tasa neta de diversificacion (r) es baja. Dicho cambio en las tasas
podria ser explicado por las caracteristicas ecolégicas que tiene cada uno de estos dos
grupos. Es interesante observar que la tasa de recambio (g), o extincion relativa, en Pachira 'y
Eriotheca (e= 0.97 especies por millén de afios) es un poco menor a la de Eumalvoideae
(e=0.98), lo cual es notable ya que uno es un grupo de arboles y el otro de hierbas, por lo que
se esperaria una tasa de recambio alta para las hierbas debido a que tienen tiempos
generacionales mas cortos y tasa de evolucion molecular mas alta, pero no asi los aboles
(Smith y Donoghue, 2008).

Eriotheca es el unico grupo de Bombacoideae en el que el polinizador efectivo son
abejas (Oliveira et al., 1992); ademas, sus flores son mas pequefias que las del resto de las
bombacoides, y aun mas interesante, algunas de sus especies presentan sistema de
reproduccion apomictico (Martins y Oliveira, 2003). También contiene especies poliploides,
especificamente tetra- y hexaploides (Mendes-Rodrigues et al., 2005; Marinho et al., 2013).
Este tipo de sistema genético puede estar asociado a la diversificacion (Soltis et al., 2009).
Pachira es el grupo con mayor numero de especies del clado; esta caracterizado por tener
grandes flores en forma de brocha que son polinizadas por murciélagos. De manera similar a
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Eriotheca, algunas especies de Pachira tienen un sistema reproductivo diferente al resto de
las bombacoides, pues presentan un sistema mixto de reproduccién, en el cual la
autopolinizacién es efectiva al producir fruto por la fertilizacion con polen de la misma planta
(Fuchs et al., 2003). Ademas, en Pachira glabra, cultivada en Africa, también se ha reportado
apomixis (Oliveira et al., 1992). La mayoria de las especies de Bombacoideae tienen
sistemas de autoincompatibilidad tardia y soélo se ha observado en Ceiba pentandra
(Quesada et al., 2004; Lobo et al., 2005; Lobo et al.,, 2012), en Cavanillesia platanifolia
(Bawa, 1992; Murawski y Hamrick,1992) y en Pachira quinata (Fuchs et al., 2003) un sistema
mixto. Se ha supuesto que la colonizacién de nuevas regiones y la habitacion de sitios
fragmentados y perturbados facilitan la capacidad de algunas plantas para tener sistema
reproductivo mixto, debido a que necesitan garantizar el éxito reproductivo en ausencia de
los polinizadores efectivos y poblaciones fragmentadas donde no existe transporte de polen
(Murawski y Hamrick, 1992). Este caso podria haber ocurrido en Ceiba pentandra, ya que ha
tenido una dispersion a través del Oceano Atlantico y coloniz6 muchas regiones del Viejo
Mundo (Dick et al., 2007), y Cavanillesia platanifolia, pues esta presente en habitats con
severa fragmentacion y las poblaciones estan decreciendo (Bawa, 1992; Murauski y Hamrick,
1992). Es probable que mezclar el sistema de reproduccion (autoferilizacié y fertilizacidon
cruzada) y cambiar de polinizador, haya sido una forma de adaptacion a condiciones
adversas en Pachira y Eriotheca, respectivamente, ya que esto permite el aseguramiento
reproductivo (Murawski y Hamrick, 1992; Ruan et al., 2009).

Aunado a esto, la dispersidon de algunas especies de Pachira distribuidas en
pendientes esta dada por la produccion de kapok (fibras que envuelven a las semillas),
mientras que otras especies, generalmente riparias, producen frutos con vesiculas de aire

que pueden flotar en el agua. La forma de dispersion anemdfila entre las Bombacoideae en
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general se mantiene; los Unicos géneros que cambian este patron son Catostemma, que
tiene semillas con arilo dulce y son dispersadas por los mamiferos que se alimentan de ellas,
y especies de Pachira, en donde los frutos con vesiculas de aire pueden dispersarse por
agua.

Por otro lado, Murawski et al. (1990) indican que el sistema reproductivo puede ser
relacionado con el estatus sucesional en las bombacoides, porque esta familia parece poseer
muchos ejemplos de especies de sucesion temprana (0 gap species; por ejemplo,
Cavanillesia, Ceiba y Ochroma). Sanoja (2004) también encuentra este patron en
Catostemma lemense, una especie de Venezuela. Una posibilidad es que esta capacidad de
habitar lugares fragmentados y de ser arboles de sucesién temprana, haya estado
involucrada con el recambio de especies. Aunado a esto, la reconstruccion de estados
ancestrales con inferencia bayesiana detectd que el probable polinizador del nodo troncal de
Pachira y Eriotheca fue abeja (Fig. 11), lo cual podria indicar que existid6 ese tipo de
polinizacién en el ancestro comun de ambos grupos durante el Oligoceno (26 Ma; Fig. 8).

Otro aspecto importante en la ecologia de Pachira y Eriotheca, es Pachira habita
principalmente bosques tropicales lluviosos, en cambio, la mayoria de las bombacoides son
habituales de bosques tropicales estacionalmente secos, especies que tienen adaptaciones
interesantes como el almacenamiento de agua en el troco que le da la apariencia de estar
hinchado (Bayer y Kubitzki, 2003; Duarte et al., 2011; Carvalho-Sobrinho et al., 2014).

Los resultados del andlisis de BiISSE (Cuadro 8 y Fig. 12) sugieren que la polinizacién
por murciélago aumenta la tasa de especiaciéon (A 0 = 0.06), a diferencia de la especiacion
asociada a cualquier otro polinizador (A1 = 0.009). La idea de la especiacion promovida por
los polinizadores sugiere que la especializacion a polinizadores diferentes crea una barrera

reproductiva entre las poblaciones (“aislamiento floral”’). Sin embargo, la variacion de
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caracteres o caracteristicas fenoldgicas puede promover cambios en el sindrome de
polinizacion y en la transicibn de polinizadores, y por consiguiente crear barreras
reproductivas (Muchhala, 2003).

Baum (1995) sefala que todas las poblaciones de Madagascar que comprenden mas
de una especie de baobab tienen floracion escalonada, sin sobrelaparse ninguna especie.
Lobo et al. (2003) hicieron la misma observacién en el caso de especies de Ceiba,
Pseudobombax, Pachira y Quararibea, en Costa Rica. Asimismo, Baum (1995) indica que
este patrén de floracion sugiere que se esta presentando desplazamiento de caracteres. Si
esto es lo que esta ocurriendo, entonces la competencia entre las especies de
Bombacoideae por la polinizacion de los murciélagos estaria promoviendo una variacién en
la fenologia y, por lo tanto, estaria generando aislamiento reproductivo y especiacién. En los
baobabs de Madagascar puede suceder asi con la polinizacion por murciélago y no por la de
esfingido, descrita por Baum en el mismo trabajo como exclusiva de cuatro especies de
baobabs, porque si fueran exclusivas de estos insectos, podria sobrelaparse la floracién de
las especies de baobab polinizadas sélo por murciélagos.

Es posible que la transicibn de ave a murciélago pueda estar involucrada en la
diversificacién de las bombacoides, pero se necesita mas conocimiento de la polinizacién de
estas especies para probar este supuesto. Ademas, también es necesaria una mayor
comprensidon de los patrones de polinizacion, sistemas de incompatibilidad y fenologia que
estan involucrados en especies simpatricas de bombacoides para aclarar el papel que los

polinizadores han tenido y estan teniendo sobre la dinamica de especiacion del grupo.
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X. CONCLUSIONES

1) Los analisis muestran alto apoyo para la monofilia del clado Malvatheca,
conformado por los clados Fremontodendrae, Bombacoideae, Malvoideae, un grupo formado
por Ochroma y Patinoa, y Septotheca. Estos ultimos géneros no estan asignados a una
subfamilia pero representan grupos bien definidos por su morfologia, principalmente floral, y
podrian tratarse como grupos independientes.

2) La subfamilia Bombacoideae es un grupo monofilético. Su grupo hermano no esta
del todo resuelto, pues hay una politomia entre Bombacoideae, Malvoideae vy
Fremontodendrae. Dentro de Bombacoideae, los géneros Pachira y Eriotheca son parafilético
y polifilético, respectivamente. Por lo tanto, es necesaria una revision taxonémica de ambos
grupos para aclarar sus relaciones. Pachira quinata se ubica como grupo hermano de
Pseudobombax, género con el cual comparte la floracién en la estacién seca cuando las
hojas estan ausentes y los aguijones en el tronco; sin embargo, se necesita un mayor
conocimiento de la biologia de ésta especie y un estudio taxonémico con analisis
moleculares y morfolégicos.

3) De acuerdo con la estimacion de tiempos de divergencia, la edad corona de
Malvatheca es de 58.53 Ma (Paleoceno), lo cual coincide con el registro de diversos fésiles
pertenecientes a este grupo. La edad corona de Bombacoideae es de 47.37 Ma (Eoceno), un
tiempo en el que se pudo favorecer el origen de este grupo tropical de arboles por las altas
temperaturas globales.

4) La reconstruccion de estados ancestrales del tipo de polinizador indica que el
probable polinizador del ancestro comun de las bombacoides fue murciélago (PPA=0.58). Sin

embargo, la edad estimada en estudios independientes marca el origen de los murciélagos
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nectarivoros entre 35-40 Ma, por lo que las fechas no concuerdan por completo. No obstante,
dadas las caracteristicas florales de los grupos tempranamente divergentes de Malvatheca y
Bombacoideae, la polinizacion por un vertebrado, murciélago o mamifero no volador, es la
hipdtesis mas probale que aquella para la polinizacién por esfingido.

5) Se detectaron dos cambios en las tasas de especiacion y extincion con respecto a
la tasa general de la filogenia. Uno en el nodo corona de Eumalvoideae, probablemente
debido al conjunto de adaptaciones que reune este grupo; por ejemplo, el cambio a habito
herbaceo que acelera el tiempo generacional y la tasa de evolucién molecular, la capacidad
de autopolinizarse y colonizar nuevos habitats. El otro cambio se detectd en el nodo troncal
de Pachira-Eriotheca, en conjunto representan el grupo con el mayor nimero de especies en
Bombacoideae. El cambio en las tasas de diversificacion esta dado por aumento en la
especiacion y en la extincion, por lo tanto hay un alto recambio de especies. Dicho
incremento en las tasas pudo deberse a la combinacion de varias adaptaciones. Por ejemplo,
la ocupacion de bosques lluviosos, el sistema mixto de reproduccion, el modo de dispersion
de especies de Pachira. En Eriotheca pudo deberse a eventos de poliploidizacién, la
apomixis y cambio a polinizacién por abejas.

6) Existe una relacion de dependencia de la tasa de especiacion de Bombacoideae y
la polinizacion por murciélago. El resultado de los analisis indica que los polinizadores
promueven la especiacion en grado mayor que la polinizacién por cualquier otro agente. Lo
cual coincide con la hipdtesis de que los polinizadores tienen y han tenido un papel

importante en la diversificacién de las bombacoides.
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Xll. APENDICE

Apéndice 1. Especies incluidas, secuencias moleculares y niumero de acceso de

GenBank. Voucher de herbario para las especies que aplica.

Especie ITS trnK-matK trnL-F ndhF
Abutilon hybridum JQ753296 AY589058 - AF111716
Adansonia digitata HQ658372 AY321168 HQ696738 AF111720
Adansonia grandidieri HQ658373 HQ696687 HQ696739 -
Adansonia gregorii HQ658374 HQ696688 HQ696740 -
Adansonia za HQ658375 HQ696689 HQ696741 -
Bernoullia flammea HQ658366 HQ696685 HQ696732 AF111737
Berrya javanica - AY321182 - AF111755
Bombax buonopozense HQ658376 AY321171 HQ696742 AF111726
+ (Jardin
botanico,
Universidad de
Bombax ceiba HQ658377 HQ696690 HQ696743 Viena)
Bombax malabaricum AF460192 - AY328149 -
Brownlowia elata - AY321184 - AF111756
Camptostemon schultzii HQ658360 AY321162 HQ696726 AF111727
Cavanillesia platanifolia HQ658371 HQ696686 HQ696737 AF111728
Ceiba acuminata HQ658385 HQ696700 HQ696752 AF111736
Ceiba aesculifolia HQ658384 HQ696699 HQ696751 + (RH 100)
Ceiba crispiflora HQ658387 AY321169 HQ696754 AF111730
Catostemma fragans HQ658370 AY589069 HQ696736 AF111734
Ceiba parvifolia + (RH 103) + (RH 103) + (RH 103) -
Ceiba pentandra HQ658386 HQ696701 HQ696753 + (RH 101)
Ceiba schottii HQ658389 HQ696703 HQ696756 -
Ceiba speciosa HQ658388 HQ696702 HQ696755 -
Chiranthodendron
pentadactylon HQ658356 AY321164 HQ696722 AF111722
Dombeya wallichii - + (RH 137) + (RH 137) + (RH 137)
+ (R. Hernandez
M. 2342,
Durio zibethinus AY321164 AY321188 MEXU) AF111749
+(G.
+ (G. Hatschbach | HQ696708 HQ696762 Hatschbach
Eriotheca gracilipes 63263, MEXU) 63263, MEXU)
Eriotheca pubescens HQ658397 HQ696709 HQ696763 -
+ (Israel G.
Vargas C. 3616,
Eriotheca roseorum MEXU) HQ696711 HQ696765 -
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Especie ITS trnK-matK trnL-F ndhF
+ (A. Gentry, .
Peralta V. y A.
Aristegui P
Eriotheca ruizii 44113, MEXU) HQ696721 HQ696777 AF111729
Eriotheca longitubulosa HQ658396 HQ696717 HQ696771 -
Fremontodendron
californicum HQ658357 AY321165 HQ696723 AF111721
Gossypium hirsutum HQ658359 AY321158 HQ696725 U55340
+ (Reyes Garcia | + (Reyes Garcia | + (Reyes Garcia
Guazuma ulmifolia 4489, MEXU) 4489, MEXU) 4489, MEXU) AF111776
Gyranthera caribensis HQ658368 AY589071 HQ696734 AY589081
+(J. Caldnico y
B. Gomez
Helicteres guazumifolia AF233300 AY321186 27667, MEXU) | AF111746
+ (Eladio Velasco + (Eladio
Heliocarpus Sinaca 539, Velasco Sinaca
appendiculatus MEXU) - 539, MEXU) AF111772
Hibiscus rosa-sinensis JX856461 AY321160 AY328142 AF384653
Huberodendron patinoi HQ658367 AY589072 HQ696733 AF111739
Lavatera phoenicea EF419528 EU346802 - -
Matisia palenquiana HQ658362 HQ696684 HQ696728 -
+(W.J.
+ (W.J. Eyerdam Eyerdam
Neobuchia paulinae 676983, F) HQ696707 HQ696760 676983, F)
Ochroma pyramidale HQ658363 AY321172 HQ696729 AF111740
Pachira aquatica HQ658392 AY321170 HQ696759 AF111732
+ (Jardin
botanico,
Universidad de
Pachira glabra HQ658393 HQ696706 HQ696761 Viena)
Pachira insignis HQ658390 HQ696704 HQ696757 -
+ (Pedro P.
Moreno 24460,
Pachira quinata MEXU) HQ696692 HQ696745 -
Patinoa sphaerocarpa HQ658364 AY589074 HQ696730 AF111741
Pentaplaris doroteae HQ658358 AY321163 HQ696724 AY326476
(De Nova A.y AF111733
Pseudobombax ellipticum | Olson M.) + (RH 102) + (RH 102)
Pseudobombax
grandiflorum HQ658383 HQ696698 HQ696750 -
Pseudobombax
marginatum HQ658381 HQ696696 HQ696748 -
+ (Alvarado + (Alvarado
Chacén & G. Chacon & G.
Herrera 794, Herrera 794,
Quararibea costaricensis | MEXU) AY321166 MEXU) AF111723
Rhodognaphalon
schumannianum HQ658380 HQ696695 HQ696747 + (ADN, KEW)
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Especie ITS trnK-matK trnL-F ndhF
Scleronema micranthum HQ658369 AY589070 HQ696735 AF111735
Septotheca tessmannii HQ658365 AY589073 HQ696731 AY589082
Spirotheca rosea HQ658378 HQ696691 HQ696744 AF111731
+ (Refugio Cedillo + (Refugio +(Refugio
Trigos 3212, Cedillo Trigos Cedillo Trigos
Sterculia apetala MEXU) GQ982103 3212, MEXU) 3212, MEXU)
+ (W.R. Carr
Tilia americana AF174639 AY321191 23180, MEXU) | AF111760

+ Secuencias obtenidas en este estudio.

- No hay secuencia.
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Apéndice 2. Riqueza de especies para cada género incluido en el analisis de MEDUSA.

La informacion del numero de especies por género se obtuvo de The Plant List (2013).

Subfamilia Género No. de especies
Bombacoideae Adansonia 8
Bernoullia 3

Bombax 10

Catostemma 15

Cavanillesia 5

Ceiba 20

Eriotheca 23

Gyranthera 3

Huberodendron 3

Neobuchia 1

Pachira 44

Pseudobombax 17

Rhodognaphalon 2

Scleronema 3

Spirotheca 5

Malvatheca* Septotheca 1
Malvoideae Abutilon 986
Camptostemon 8

Gossypium 59

Hibiscus 258

Lavatera 56

Pentaplaris 3

Matisia 26

Quararibea 89

Malvatheca* Ochroma 1
Patinoa 4

Chiranthodendron 1

Fremontodendron 3

Sterculioideae Sterculia 400
Dombeyoideae | Dombeya 350
Tilioideae Tilia 40
Helicteroideae Helicteres 46
Durio 24

Brownlowioideae |Brownlowia 40
Berrya 40

Byttneroideae Guazuma 650
Grewioideae Heliocarpus 700

*No asignado a subfamilia.
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Apéndice 3. Caracteres florales y categorizacion de la informacién de la polinizacién.

Categoria de valoracion de datos de polinizacion:

1=Estudios estrictos de polinizacion.

2=Mencidn de visitantes y posibles polinizadores.

3=Inferencias del polinizador a partir del sindrome floral (4= Inferencias hechas en este estudio).

Nota: los polinizadores efectivos son los que estan escritos con negrita y los polinizadores secundarios con letra regular.

# . . L .
Especie Habito Forma de Caliz Corola Antesis Estambres ESt.”o Y Recurso | Polinizadores Categoria DIStr,IDUC'- Referencia
flor estigma (1-3) 6n
y anteras
_ [alos 720-1600. |  Blanco,
Adgnsonla Arbol Brocha Aplgnado, mas largos | Crepuscular Filamentos, dob_lado. Ne(_:tar Murciélagos 1 Viejo Mundo Baum, 1995;
digitata L. persistente. que anteras Estigma copioso Baker, 1998.
androceo largas Blanco.
Verde y por
dentro rojo.
Brocha Cilindrico. Pétalos
(redonda). - . 100-150. .
A. za Baill Arbol Orientacion ecrgi“s?e?](:e naur’:‘salra"ll'of)’s Crepuscular Filamentos, IrEoS'tclalor:axc)tlg'r Néctar Aves 1 Viejo Mundo Baker, 1998,
’ ’ horizontal. | P& ) 9 P anteras 10, . copioso Esfingidos ! Baum, 1995.
. Tiene una que el estigma rojo.
Persiste 1 A cortas.
dia camara androceo.
’ anular de
néctar.
Brocha . .
(plana). Café con Pétalos 600-700. Estilo color
. ; > blancos, ) Blanco, .
A. grandidieri Arbol Orientacion forma de mas largos | Crepuscular Filamentos, recto Néctar Murciélagos 1 Viejo Mundo | Baum, 1995
Baill. erecta. copa. Caliz 9 P anteras Co copioso g 4 ’ '
. - que Estigma
Persiste 2.5- | persistente. largas s
. androceo rosa palido.
4 dias.
Brocha Verde y por Pet?"’s 120-160. Estilo color
Agreguri .| gy | (redonda). | denrorojo. || TEETCE | SORACOR | Filamentos, | SIECM | Nectar | g 1| ViejoMundo | Baum, 1995
Muell. Orientacién | Cilindrico, S anteras cto. copioso 9 ! : :
. ) que el dias Estigma
horizontal. | persistente. cortas.
androceo. Blanco.
Inflorescenci Rojo, dentro
Bernoullia A escorSioidea Tubular, eg?allr#zgl Neotrépico. | Toledo, 1977;
) Arbol Copa S diurna 10. Sésiles. ’ Néctar Aves 1 Selva Rocca y
flammea Oliv. . Flor con rojos. sale de e .
caducifolia. | Sazima, 2010.
forma de frente a la
copa. percha.

102




Estilo rojizo,

Carmesi, . 5 l6bulos,
Después de .
tubular en la medianoche estigma
. A Campana. base, 100 digitado. Néctar Aves he ._ | Bhattacharyay
Bombax ceiba L. | Arbol 70mm Copa pétalos r?qaasr”:r:?a filamentos | Permanece copioso Murciélagos 1 Africa y Asia Mandal, 2000.
carnosos y - receptivo
siguiente
extrorsos. por dos
dias.
El estilo de
B. buonopozense | ; Campana o Pétalos 180 4-5cm. El Néctar Aves he . Baker, 1998;
P. Beauv. Arbol copa. Copa color rojo, filamentos estigma es copioso Murciélago 1 Africa y Asia Robyns, 1963.
lobulado.
. . 0 Flora of China
B. malabaricum | - 4o Copa Pétalos filamentos Aves 3(4) Africa 12: 300-301.
DC. color rojo.
2007.
Sanoja, 2004;
Brocha Estilo trifido Bayery
Catostemma A " .| Campanula- Pétalos 25-120 sobresale de P Norte Kubitzki, 2003;
Arbol | Inflorescenci ) Esfingidos 3 .
fragans Benth. a cimosa do Blancos filamentos los Sudameérica. Alverson y
estambres. Steyermark,
1997.
Campanula- Néctar Murawski,
Cavanillesia ) Brocha. do, Pétalos o0 Estigma copioso Esfingidos 1990; Alverson
platanifolia Arbol | Inflorescenci | persistente Crepusculo. | filamentos lobado o en glac 2 Sudamérica | y Steyermark,
. ) blancos - h Aves Abejas ?
(Bonpl.) Kunth a cimosa con pétalos capitado. crepuscu- 1997; Bayer y
y estambres. lo Kubitzki 2003.
Baker, 1998;
Ceiba acuminata | 4 . Murciélagos . Gibbs y Semir,
(S. Watson) Rose Arbol. Campana Néctar Aves 1 Neotropical 2003; Rocca y
Sazima, 2010.
Quesada et al.,
Estilo mas 2003, 2004;
C. aesculifolia ] Pétalos 5 filamentos | largo que Néctar Rodriguez-
(Kunth) Britten & | Arbol Campana refleios con dos filamentos. CODI0SO Murciélagos 1 Neotropical Pefa, 2007;
Baker f. 10S- tecas c/u. Estigma P Stoner, 2002.
capitado. Caballero

Martinez, 2009.
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25-40 x 8-10

Blancos,

5 filamentos

Estigma
globoso al

C. schotti Britten Arbol Campana mm, permanecen Crepuscular con dos mismo nivel P,OCO Esfingido 3 Neotropical Gibbs ySemir,
& Baker f. a0 o nocturna. néctar 2003.
cilindrico rectos. tecas c/u. que las
anteras.
Sobresale
Color
magenta Tubo del centro
. . del tubo Mariposas Baker 1998;
C. Speciosa A. Arbol Campana Campana con puntos Diurna estaminal. estaminal. El Pc?len y Murciélagos 1 Neotropical | Gibbs y Semir
St.-Hil. ex Brako cafés y color Anteras ) néctar. )
: . estigma es Abejas 2003
blanco hacia sésiles.
la base de cqlor
’ amarillo.
C. crispiflora A Color blanco est-l‘:al:r?iﬁal Estigma Gibbs y Smir.
: p Arbol Campana Campana o) Diurna ) 9 Mariposas 3 Neotropical Y ’
(Kunth) Ravenna . Anteras capitado. 2003
amarillento. s
sésiles.
Toledo, 1977;
Nocturna; la nger, 1996;
. . . L Thiruchenthil,
Pétalos dehiscencia ) Murciélagos
c Campana. 5 filamentos . . 2005. Quesada
- pentandra Arbol Inflorescen- blancos a de polen con dos Estilo 5- Néctar Aves 1 Pantropical et al., 2004;
C.F.Gaertn. cia masiva rosas. 3-3.5 | ocurre una anteras o/u lobado. copioso Marsupiales P Lob-c; ot al ’
’ cm. hora ) Monos . N
desupés 2005; Janson,
' 1981; Stoner
2003.
Estilo mas
largo que . . .
C. parvifolia Rose | Arbol Campana Color 5 filamentos. | filamentos. Murciélagos 34) Neotlro_p|cal. Gibbs y Semir,
blanco. . México. 2003
Estigma
capitado.
Eriotheca ruizii . ) . MacFarlane
(K.Schum.) A. Arbol Brocha Copa Peta_los ) 100 Est_lgma Néctar Abejas 1 Neotroplt_:al. 2003. Oliveira
reflejos. filamentos capitado. Sudameérica.
Robyns 1992.
Brocha 220-250
E. gracilipes (K. ] Pequeﬁés Pétalos filamentos, Estigma Néctar, Neotropical MacFarlane
Schum.) A. Arbol cimas Copa reflejos. mas largos capitado. poca Abejas 1 Sudamética. 2003; Robyns,
Robyns axilares que el tubo cantidad 1963.
) estaminal.
Pétalos Tubp Néctar. 5
Flores estaminal .
E. roseorum i pequefas.In | Campanulad planos no obcoénico Estigma nectarios - Duarte et al
(Cuatrec.) A. Arbol . curvados la . en el Abejas 1 Neotropical v
florescencia | o o tubular. ot rosado. 20- capitado. . 2011.
Robyns cimosa porcion 25 receptacu
’ apical ) -lo
filamentos
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100-130

E. pubescens . e FL:Z';ZSS In Pétalos filamentos, Estiama No ha Oliveira, 1992;
(Mart. & Zucc.) Arbol | P4 . Copa. . mas largos '9 Y Abejas 2 Neotropical Duarte et al.,
florescencia concavos. capitado. nectarios
Schott & Endl cimosa que el tubo 2011.
) estaminal.
. Tubo
Pétalos estaminal MacFarlane
E. longitubulosa Arbol Copa. Tubo. encurbad_ols largo. 20-60 Est_lgma Néctar Esfingido 1 Neotropical. | 2003; Durarte
A. Robyns en la porcién ) capitado.
" filamentos et al, 2011.
apical.
cortos.
Tubo
Tubo estaminal 5 Pitier, 1914;
Inflorescénci I6bulos con Estilo Janka et al
Gyranthera A ; Tubular. 20 Blancos, numerosas alragado. Murciélagos . 2008; von
: e Arbol | as cimosas, Nocturna . . 2 Panama
caribensis Pittier edunculo | €M de largo. tubular. anteras Estigma 5- Esfingidos Balthazar et al
P larao sésiles y lobulado. 2006; Palacios,
go- retorcidas 2012.
espiralmente
Blancos, del Tubo Costa Rica, Cascante,
Huberodendron A mismo estaminal. Estigma 5- - Brasil, 1997. Esteves,
patinoi Cuatrec. Arbol Copa tubular tamarfio que Anteras lobulado Murciélagos 3(4) Bolivia 'y 2005. Bayer y
los sépalos. sésiles. Peru Kubitzki, 2003.
15 Rep Urban, 1902;
Neobuchia i filamentos | Estilo 12 cm ‘z L ’ ’
paullinae Urb. Arbol Campana Campana Blancos con anteras de largo. Murciélagos 3(4) Dommm_gna B_»ayz_ar y
retorcidas y Haiti Kubitzki 2003.
200-400
filamentos Estilo - Villa 1966,
Pachira aquatica | ; Pétalos rosados en blanco, . Murciélagos : Stoner 2003;
Arbol Brocha Copa Nocturna . Néctar (Leptonycteris 1 Neotropical .
Aubl. blancos la base y estigma 5- erbabuenae) Flemmin et al
blancos en lobulado Y 20009.
el apice.
. Estilo
P. quinata (Jacq.) Arbol Brocha Copa co:z)ertgllgrico Nocturna 100-170 filoforme. Néctar Murciélagos 1 Neotropical Fuchs etal.,
W.S. Alverson P filamentos. | Estigma 5- Esfingidos. P 2003.
pubescentes
lobulado.
Estilo
450-700 sobrepasa a
P. insignis (Sw.) A filamentos las asnteras .
y . Arbol Brocha. Copa Blancos blancos, . Murciélagos 3 Neotropical | Robyns, 1963.
Sw. ex Savigny dispuestos | €" longitud.
en %Ianges Estigma 5-
lobulado.

105



Estilo

Pétalos Blanco Nativa de
] verdosos y 210-270 estioma c’on Brasil.
P. glabra Pasq. Arbol Brocha Blancos por nocturna filamentos. 5 Iégbulos a Néctar. Murciélagos 2 Cultivada en | Baker, 1960.
Copa fuera, Blancos. ’ Africa
la altura de .
extrorsos. | tropical.
as anteras.
Carvalho-
Sobrinho, 2006
Estilo mas Eguiarte et al
ﬂ;(:;tgn:én largo que los 1987. Stoner
Pseudobombax . Pétalos roducigndo Numerosos | filamentos. Polen Murciélagos 2002; Lobo
ellipticum (Kunth) | Arbol Brocha Copa pro filamentos | Retorcido en eny g 1 Neotropical | 2003; Sanchez-
extrorsos. néctar a la A néctar Aves
Dugand mafiana color rosa. el apice. _ Casasy
siquiente Estigma 5- Alvares 2000;
9 lobulado. Riechers 2003;
Rodriguez-
Pefia 2007
. 500
A S duss. | petalos filamentos , y Lopes. 200
P " | Arbol Brocha Campana blancos repartidos Néctar Murciélagos 2 Neotropical ’ ’
& Cambess.) A. : Carvalho-
Robyns reflejo. en5 Sobrinho, 2006
falanges. ’ |
Cupuliforme 250-300 Estilo piloso
P. grandiflorum ] o Pétalos fi!amentos stigma ’ Polen y » . Peterle 2097.
(Cav.) A. Robyns Arbol Brocha subtubulifor blanpos Nocturna | unidos en un capitado 0 néotar Murciélagos 1 Brasil Barrgs, Ruiy
reflejos. tubo Fabian 2013
me . 5-lobulado.
estaminal.
Pétalos .
Rhodognaphalon i Campana adnados al 150 Estilo Rjgec?c:ic Paleotropi-
schumannianum | Arbol Brocha 1pana. tubo filamentos, 5 - . Murciélagos 3(4) P Robyns, 1963.
Persistente . filiforme. glandulas cal
A. Robyns estaminal, falanges. de néctar
carnosos.
Inflorescenci .
Scleronema a axilar, con . Neotrop_lcal .
: i Pétalos 30 PR (Brasil, Pennington et
micranthum Arbol pocas y Campana . ) Esfingidos 34)
~ reflejos filamentos Guyana, al., 2004.
(Ducke) Ducke pequefias Perd)
flores
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Gibbs y

. . . ) Estilo Neotropical. | Alverson, 2006;
Spirotheca rosea | Epifita Pétalos Diurna. Flor | 5 filamentos. filiforme Costa Rica Rocca y
(S_eem.) P.E. estrang Tubular Tubular color rosa o | Permanece A_nteras estigma Ne_ctar Aves 1 Panama, Sazima, 2008,
Gibbs & W.S. uladora " abierta 3 a 5 | espiraladas, . copioso .
Alverson Arbol rojizo. dias tetratecadas capitado, 5- Col. Ecua. 2010; Buzato,
’ lobulado. Peru y Bol. 2000. Santos
1967
Tubo
Ianor_'escenm _ Péralos estaminal _
a cimosa. Fusionado, blancos con 5 Estilo Pennington et
Septotheca Arbol Flores tubular, 3 unidos I6bulos, delgado. 5 Murciélagos 3(4) Peru, Brasil: | al., 2004; Bayer
tessmannii Ulbr. pequefias I6bulos. muchas gaco, g Amazonia y Kubitzki,
. formando un lobado.
tubulares (3- | Persistente. anteras 2003.
tubo. -
4 cm). sésiles,
septadas.
Tubo
Abutilon Pétalos estaminal Estilos 10, Abid et al
hybridum hort. ex | Arbusto | Campana Campana rojizos. rojo. Anteras | estigmas Néctar Aves 1 Pantropical 2010 v
Voss Campana. libres en capitados.
apice.
. Cinco Un tubo
Inflorescenci étalos estaminal
Camptostemon | Mangla a axilar, Campanula- p Dos . Asiay Bayer y Kbitzki,
schultzii Mast r flores do Blancos con 20 estigmas Abejas 3(4) Australia 2003
) - (amarillos al filamentos 9 ' ’
pequenias. )
madurar) libres.
Tubo
estaminal
del mismo
o largoquela | oy
Epicaliz. Corola corola. apenas
Gossypium Sépalos amarilla con Termina en soblPepasa el| Poleny Fryxell, 1993;
hirsutum L. hierba Campana | gruesos con | los pétalos 5 pyr)tas androceo. 3- néctar Abejas 1 Cosmopolita Naik, 2011,
una base formando estériles. .
) 5 estigmas
ancha. una copa Unidades
del decurrentes.
androecio
arregladas
en 20 filas.
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El tubo

estaminal se
extiende
Epicaliz mas alla de
consiste en las
H|b_|scus_ rosa- | arbusto Campana 56 ,IObUIOS' Diurna inserciones Estilos 5. Néctar Aves 2 Pantropical Prendergast,
sinensis L. Sépalos de las 1982
unidos dos unidades del
tercios. androecio y
termina en
cinco puntas
estériles.
Tubo
Matisia estaminal o
palenquiana (A A FIoreﬂs con5 Estilo S|.mp|e L. . Pennington et
Robyns) W.S. ' Arbol pequenas Tubo Tubo Nocturna I6bulos y con gshgma Murciélagos 3(4) Neotropical al., 2004.
Alverson tubulares. anteras capitado.
sésiles.
Tubo Baker, 1998;
Quararibea Flores estaminal | Estilo simple Macfarlane et
costaricensis Arbol pequefias Tubo Tubo Nocturna con muchas | con estigma Néctar Murciélagos 2 Neotropical al., 2003;
W.S. Alverson tubulares. anteras capitado. Pennington et
sésiles. al., 2004.
Pétalos
Blancos El androceo Estilo
adnados a la consiste en filoforme-
Ochroma Campana. c base del un tu_bo clavad_o, Murciélagos Baker 1998;
: i ampanula- tubo estaminal expandido . A .
pyramidale (Cav. | Arbol Flores do estaminal Nocturna largo, con 5 | en un amplio Néctar Mamiferos no 1 Neotropical Mora et al.,
ex Lam.) Urb. grandes. CAMOSOS, 16buloS. estigma voladores 1999.
reflexos, Anteras espiral 5-
Blancos o sésiles, sulcado.
crema;
Tubo
estaminal
con lébulos
. lineares, Ovario 5- Pennington et
hPatmoa Arbol Tub Tub Pétalos N cada uno locular, Murciél 3 N ical al., 2004; von
sp Caerocarpa roo ubo ubo reflejos octurna con muchas | numerosos urcielagos eotropica Balthazar et al
uatrec. .
anteras 6vulos 2006.
monotecas
sésiles no
septadas.
Periantode Tubo Estilo
Chiranthodendron un solo estaminal curvado
pentadactylon Arbol verticilo en Diurna unilateral- hacia los Néctar Aves 1 Neotropical | Toledo, 1977.
Larreat. forma de mente I6bulos del
copa dividido, androceo.
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http://fm2.fieldmuseum.org/plantguides/view.asp?chkbox=1497%20;
http://fm2.fieldmuseum.org/plantguides/view.asp?chkbox=1497%20;
http://fm2.fieldmuseum.org/plantguides/view.asp?chkbox=1497%20;

pubescente cinco
y rojizo. I6bulos.
Tubo
estaminal
corto con
cinco
Periantode I6bulos del
un solo androceo Bayery
Fremontodendron | - verticilo en . quellevan | Estigma , Norteamé- | Kubitzki, 2003;
californicum Arbol Diurna Abejas 3 .
(Torr.) Coville forma de largas, estrecho. rica von Balthazar
’ disco, color retorcidas y 2006.
amarillo. extrorsas
unidades del
androceo
(por no decir
anteras)
Caliz
Two | Estioss
Sterculia apetala Arbol racimo amgrillos Pétalos estaminal estigmas Abejas 1 Neotropical | Ribeiro, 2007
(Jacq.) H. Karst. Pe ueﬁés con una ausentes. amarillo. 14 | capitados 5- ! P ’ ’
Unisqexualeé macula filamentos. lobulado.
rojiza
Dombeya Sépalos estanibres Paleotropi-
ombey ; Inflorecencia °P Pétalos . . > | Estilo lobado ) cal Humeau et al,,
wallichii (Lindl.) Arbol . fusionados Diurna presencia de S Abejas 34 .
. cimosa rosados . o dividido. (Neotropical 2000.
Baill. en la base estamino- : .
di introducida)
ios.
Diurna Estambres
) Disco. Sépalos (afternoon or | muchos y Hercogamia Anderson
Tilia americana L. | Arbol Flores ubegcentes 5 pétalos early presencia de Estilo gr’ollizo. Néctar Abejas 1 1976 ’
pequefas. P evening). estamino- ’ ’
Protandrica.. dios.
Tubo
estaminal
La corola sobre sale ) .
Helicteres Flores Caliz roi simpétala 6:00y donde El estigma . Baker, 1975;
g = aliz rojo, ; sobrepasa al Néctar . Cardoso y
guazumifolia arbusto | pequefias, (23mm). termina a las quedan - Aves 1 Neotropical - .
valvado. . | . tubo copioso Sazima, 2003;
Kunh. tubulares. Pétalos 18:00 libres los .
. ) estaminal. Goldber, 2009.
rojos. filamentos
que también
son rojos.
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Durio zibethinus

Pantropical

Rumph. ex Arbol Inflorizcenm Crepusculo Néctar | Murciélagos 1 (Neotropical g:tg lggg
Murray cultivada) ’
Numerosos .
Brownlowia elata Pequefa Campanula- el):(ﬁtoarlsgs I:g?ig:;s‘ Esst:g%}; Néctar Abeias 3(4) Vieio Mundo Bayery
Roxb. brocha. do amarillos que los simples. ! ! Kubitzki, 2003;
pétalos. Hercogamia.
Tubo
Flores Los pétalos estaminal Westerkamp et
pequenas, curvados rojo, termina Estiloy . al., 2006.
Guazuma inflorescenci Ve_doso, hacia en 5 ramas estigma Ne’ctar en Abejas 2 Neotropical Pennington y
ulmifolia Lam. piloso : camaras .
aen adentro. con 3 simples. Sarukhan,
panicula Color crema. estambres 2005.
clu.
Flores
femeninas
mas
De 20-30, | Pequenasy
. ) ! sin
Heliocarpus Arbol tif;ﬁ:ﬁ ss 4 sépalos de | 4 pétalos de ]llsrlr;egézse’ estambres. Pennington y
appendiculatus . 4mm de 3mm de Estilo de Esfingidos 3 Neotropical Sarukhan,
Dioica. Flores se unen en
Turcz. - largo. largo hasta el 2005.
amarillentas una
columna doble del
’ largo del
ovario y
dividido en 2
ramas.
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Apéndice 4. Analisis filogenético de cada marcador con inferencia bayesiana. Arboles de consenso de 50%.

Probabilidades Posteriores asociadas a los nodos.

\ A

aeaplooequiog

seaplooequiog

ITS ndhF
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Apéndice 4 (Continuacidn). Andlisis filogenético de cada marcador con inferencia bayesiana. Arboles de consenso de

50%. Probabilidades Posteriores asociadas a los nodos.

\

seaplooequog
seaplooequog

trnL-trnF
trnK-matK
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