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RESUMEN

La integracion floral, referida a la variacién coordinada de los caracteres florales, ha sido
vista principalmente como una adaptacién para la polinizacién por animales. Sin
embargo, el papel de los polinizadores como principales moduladores de la forma floral
ha sido cuestionado sobre crecientes evidencias de estudios ecoldgicos que muestran una
tendencia a la generalizacién y dinamismo de los sistemas de polinizacién. Como
alternativa a la seleccidén por polinizadores, se ha propuesto que la integracién floral
puede ser consecuencia de factores asociados al desarrollo.

Los principales objetivos de esta tesis fueron examinar los patrones evolutivos de
la integracién floral en el género Schizanthus e identificar la respuesta de la integracion
a cambios en la dependencia de polinizadores o en los modos de polinizacién. Si los
polinizadores tienen una gran influencia en la integracion floral es esperable que: (1) el
grado de integracidon de caracteres florales asociados a la atraccidén de polinizadores
disminuya al reducirse la dependencia de las plantas por sus polinizadores; (2) la
estructura de la integracion floral varie al cambiar las relaciones funcionales entre los
caracteres durante la polinizacion. Para evaluar estas predicciones se realizé un estudio
comparativo entre los patrones de integracion de caracteres de la corola y los sistemas de
reproduccién y polinizacion en las especies del género Schizanthus (Solanaceae) en un
contexto filogenético. Este estudio incluyd: (1) la construcciéon de una hipotesis
filogenética del género; (2) la caracterizacion de los sistemas de reproduccidon de las

especies y de sus trayectorias evolutivas; (3) la caracterizacion de los sistemas de
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polinizacion y de sus trayectorias evolutivas; y (4) el analisis de los patrones evolutivos
de la integracién de la corola con relacién a la filogenia y ecologia de las especies.

El género Schizanthus conformado por 12 especies de plantas anuales distribuidas
en Chile y Argentina, brinda condiciones apropiadas para evaluar estas predicciones: sus
flores zigomorficas y bilabiadas presentan un sistema especializado de polinizacion, y
presenta una amplia variacién interespecifica en la morfologia floral que se corresponde
con tres sindromes de polinizacion, melitofilia, falenofilia y ornitofilia.

La hipdtesis filogenética del género inferida a partir de las secuencias de las
regiones trnF/ndhJ del ADN de cloroplasto ¢ ITS y waxy del ADN nuclear, muestra que
las especies xerofiticas del desierto, S. integrifolius, S. lacteus, S. candidus y la especie
cordillerana de la zona mediterranea arida, S. alpestris, forman un clado claramente
aislado de las demas especies. Estas a su vez se separan en dos subclados, uno formado
por las especies altoandinas S. hookeri y 8. grahamii; y otro formado por la especie del
desierto, S. laetus y un grupos de especies predominantemente mesofiticas, S. litoralis,
S. porringens, S. tricolor, S. pinnatus 'y S. parvulus.

El monitoreo del desarrollo floral y la estimacion de la capacidad de
autofertilizacion en 9 especies del género, demostrdé que el sistema reproductivo es
variable, con especies exdgamas, altamente dependientes de polinizadores, y con
especies adaptadas a la autogamia retardada, con una alta capacidad de autofertilizacion
espontanea. Observaciones realizadas para evaluar los sindromes de polinizacion
mostraron que hay una correspondencia parcial entre el sindrome y el tipo de visitante,
con una tendencia de las especies exdgamas a ser mas generalistas que lo predicho por el

sindrome. Reconstrucciones de las trayectorias evolutivas de los sistemas de
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reproduccion y polinizacién indicaron que el estado ancestral del género era exégamo y
melitéfilo. La autogamia retardada habria evolucionado en dos ocasiones independientes
en el desierto y la estepa altoandina. En estos ambientes, también habria evolucionado la
falenofilia y la ornitofilia, en correspondencia con la adquisicién de polinizacién por
lepidéteros y picaflores, respectivamente. Estas transiciones ocurririan sin la pérdida del
polinizador ancestral, dando lugar a estados generalistas. Esta gradualidad en las
transiciones se manifiesta también en los patrones de cambio gradual acelerado con que
evolucionan el tamafio y la forma de la corola.

La variacion en los sistemas de polinizacién y reproducciéon encontrada en el
género Schizanthus permitid evaluar la influencia de la seleccién mediada por
polinizadores en la integracion floral. Los resultados indicaron que el grado y los
patrones de integracién varian entre las especies de Schizanthus y que estas variaciones
son independientes de la historia filogenética, pero estan relacionadas con cambios en
los sistemas de reproduccién y polinizacion. Contrario a lo esperado, el grado de
integracion fue mayor en las especies menos dependientes de polinizadores en los dos
linajes de Schizanthus donde la autogamia derivé de ancestros exdgamos. Sin embargo,
de acuerdo a lo esperado, los patrones de integracion difirieron entre las especies
exdgamas con distintos mecanismos de polinizacién, en una forma consistente con
variaciones en las funciones de los caracteres durantc la polinizacién. Cuando los
caracteres pierden su funcidon en la polinizacion tienden a desacoplarse de los otros
caracteres de la corola.

El mayor grado de integracién de la corola observado en las especies menos

dependientes de polinizadores sugiere que en Schizanthus la integracién de la corola
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resulta de factores distintos a la seleccion por polinizadores, tales como factores
asociados al desarrollo. Sin embargo, las diferencias en los patrones de integracion
encontradas entre las especies exégamas de Schizanthus con distintos mecanismos de
polinizacién, sugieren que estos factores no constituyen restricciones suficientemente
fuertes como para prevenir la evolucién independiente de los caracteres de la corola bajo
un régimen de seleccién adecuado. En las especies exdgamas, la seleccién por
polinizadores puede modular los patrones de integraciéon de una manera inesperada,

promoviendo el desacoplamiento de los caracteres florales no asociados funcionalmente.
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ABSTRACT

Floral integration, defined as coordinated variation between floral traits, has been
viewed as an adaptation for animal pollination. However, the role of pollinators as the
principal architects of floral morphology has been questioned on the basis of ecological
studies that show a tendency in nature toward generalization and dynamism in systems
of pollination. As an alternative to pollinator selection, floral integration has been
considered a product of development.

In this thesis patterns of floral integration were examined in relation to functional
pollinator dependence. If pollinators influence floral integration, the level of integration
of floral traits involved in attraction of pollinators should decrease as the level of
dependence on pollinators becomes reduced; and the floral integration structure should
change as the functional relations between floral characters change. To evaluate these
predictions a comparative study of patterns of integration and reproductive systems was
conducted in the genus Schizanthus in a phylogenetic context. The study included: (1)
the construction of a phylogenetic hypothesis; (2) characterization of reproductive
systems; (3) characterization of pollination reproductive systems; (4) and the analysis of
patterns of corolla integration.

Schizanthus comprises 12 species of annual herbs distributed in Chile and Argentine.
This genus provides conditions for evaluating the predictions of the thesis: its
zygomorphic and bilabiate flowers present a specialized system of pollination, and their

species present a great variation in floral morphology corresponding to the syndromes of

melittophily, phalaenophily and ornithophily.
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The phylogenetic hypothesis was estimated with partial waxy gene, ITS and
intergenic trF-ndh] DNA sequences. The xerophytic species, S. candidus, S.
integrifolius, S. lacteus and S. alpestris form a clade that is strongly isolated from the
remainder of the genus. The remaining eight species are separated in two subclades: one
comprising the high Andean species, S. hookeri and S§. grahamii, and the other
comprising the desert species, S. laetus and the mesophytic species, S. litoralis, S.
porringens, S. tricolor, S. pinnatus y S. parvulus.

Floral monitoring and estimates of the capacity for automatic self-pollination
showed that species of Schizanthus range from strong outcrossing (exogamous) to
delayed selfing (autogamous). Pollinator observations showed partial correspondence
between visitor type and traditional pollination syndrome, with a tendency for the
exogamous species to be more generalist than predicted by the syndrome.
Reconstructions of the evolutionary trajectories of the pollination and reproductive
system showed exogamy and melittophily to be the ancestral states in the genus.
Delayed selfing evolved on two independent occasions in the northern deserts and high
Andean ecosystems. The phalaenophily evolved in the deserts and ornithophily evolved
in high Andean. The pollination transitions occurred with the conservation of ancestral
pollinators, producing generalist states.

The variation in Schizanthus pollination and reproductive systems allowed
evaluate the influence of pollinator mediated selection on corolla integration. The results
showed that the variation of corolla integration patterns in Schizanthus is independent of
phylogenetic history, but it is associated with changes in pollination and reproductive

systems. The magnitude of corolla integration was lower in the less pollinator dependent
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species in the two lineages where the autogamy has evolved. However, the integration
patterns differed between the exogamous species with different pollination mechanisms
according with variation in the functions of the traits on pollination: when the traits lost
their function on pollination, they tend to decoupling of the remainder corolla traits.

The higher corolla integration magnitude found in the less pollinator dependent
species indicates that in Schizanthus the basis of floral integration may lie in
developmental causes. However, the differences on integration patterns found in
exogamous species with different pollination mechanisms indicate that pollinator
selection in exogamous species can modify the underlying pattern, but in an unexpected
way: leading to functional decoupling of floral traits instead of integration among all

floral traits.



CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

La forma y funcién de las flores de las angiospermas es extraordinariamente diversa; no
hay ninguna estructura reproductiva en cualquier otro grupo de organismos que presente
mayor diversidad que las flores (Barrett 2004). Esta extraordinaria diversificaciéon ha
sido atribuida a cambios adaptativos de los caracteres florales asociados al tipo de agente
polinizador y, en particular, a la promocién de la polinizacién cruzada (Ornduff 1969,
Stebbins 1970, Faegri & van der Pijl 1979, Barrett & Graham 1997, Barrett 2004).

La modelacién de la forma floral por seleccion mediada por polinizadores
involucra no solo un efecto sobre el valor promedio de algunos caracteres florales, sino
también un efecto sobre la coordinacion de varios caracteres florales. Darwin
(Traduccién 1983) fue el primero en proponer que la seleccion natural puede causar la
covariacion de las partes de una flor que interactiian en la polinizacién. Posteriormente,
este fenomeno fue llamado seleccion correlacional (Stebbins 1950, Armbruster 1991,
Armbruster 1996); la idea es que si los caracteres florales estin asociados
funcionalmente y la adecuacion bioldgica depende de su interaccion, los polinizadores
pueden modificar selectivamente tal correlacion. De esta manera, se ha sugerido que los
polinizadores puede llevar a la integracién floral, es decir, a la variacién coordinada de
los caracteres florales. Por ejemplo, Stebbins (1974) sefiala “comeo adaptacion para la
polinizacion cruzada por animales con hadbitat especializados, como abejas,
mariposas... la flor se volverd una estructura altamente integrada, con todas sus

partes precisamente ajustadas unas a otras”.



Berg (1960) fue la primera en explicitar claramente una hipétesis funcional para la
existencia de relaciones entre varios caracteres. Ella predijo que en plantas con sistema
de polinizacién especializado, debido a la fuerte selecciéon por polinizadores, los
caracteres florales deberian ser menos variables y deberian exhibir mayor integracion
entre ellos que con los caracteres vegetativos. Berg (1960) propuso que de este modo la
seleccién operaria para mantener los caracteres florales y vegetativos en distintas
“pleiades” (modulos o grupos de caracteres que tienden a covariar, pero que se
mantienen relativamente independientes unos de otros).

La hipotesis de Berg ha sido examinada en estudios posteriores, y ha sido validada
solo parcialmente. Aunque se ha mostrado una relativa independencia entre caracteres
florales y vegetativos (Conner & Sterling 1995, Armbruster et al. 1999), también se ha
notado que las correlaciones dentro del médulo floral pueden ser relativamente débiles
(Herrera 1990), y que incluso pueden generarse compromisos o correlaciones negativas
entre caracteres florales masculinos y femeninos (Davis 2001). Por otra parte, en
estudios comparativos no se ha encontrado una relacién positiva entre el grado de
integracion floral y el de especializacién de los sistemas de polinizaciéon (Armbruster et
al. 1999) o entre el grado de integracién y el de especializacion del ensamble local de
polinizadores (Herrera et al. 2002). Estos resultados llevaron a cuestionar dos aspectos
importantes de la hipdtesis de Berg; en primer lugar, que todos los caracteres florales
estén integrados, es decir, que tiendan a covariar; y en segundo lugar, que la seleccion
mediada por polinizadores sea la principal causa de covariacion de los caracteres

florales. Como alternativa a la seleccion mediada por polinizadores se ha propuesto que



la integraciéon de la corola puede ser causada por factores genéticos o asociados al
desarrollo.

Esta discusién se enmarca en dos temas mas generales; una respecto al papel de
los polinizadores como principales moduladores de la morfologia floral; y otra respecto
a la importancia de la seleccion natural en la evolucidén de la integracién fenotipica.

Ambos aspectos se discuten a continuacion.

Restricciones al papel de los polinizadores como moduladores de la morfologia floral

Gran parte de las investigaciones en el area de la forma floral han examinado la funcién
adaptativa de los caracteres florales y sus dindmicas de interaccion con los
polinizadores. Estudios comparativos y ecolégicos han aportado distintas evidencias de
adaptacion de la morfologia floral a los polinizadores. La inclusion de la forma de las
flores en la descripcién de los sindromes de polinizacién (Faegri & van der Pijl 1979)
ha sido considerada una de las principales evidencias de la naturaleza adaptativa de la
morfologia floral. Asi, flores de diferentes linajes con combinaciones y caracteristicas
particulares (color, forma, produccién de néctar, olores, etc.) se asocian a grupos
particulares de polinizadores. Estudios de seleccion fenotipica mediada por
polinizadores, en poblaciones naturales o manipuladas experimentales, han mostrado
que el éxito reproductivo de un individuo depende de sus caracteres florales, en la
medida que éstos afectan la remocion y/o depositacion de polen por polinizadores
(Murcia 1990, Johnston 1991, Andersson & Widén 1993, Morgan & Schoen 1997).
Estudios sobre el comportamiento de animales polinizadores, han reportado

preferencias de los animales por flores con caracteristicas morfolégicas particulares



(Meléndez-Ackerman et al. 1997). Por otra parte, estudios comparativos han mostrado
que variaciones en la dependencia de las plantas de sus polinizadores (debido a
variaciones en el nivel de autogamia o capacidad de autofertilizacién) se asocian a
cambios morfoldgicos en caracteres que afectan la atraccion o son recompensa para
polinizadores, como es el tamafio de la corola (Vasek & Hirding 1976, Vasek & Weng
1988, Wyatt 1984), produccion de polen (Cruden 1977, Vasek & Weng 1988, Schoen
1977) y produccion de néctar (Wyatt 1984).

A pesar de estos antecedentes, en la ultima década varios autores han cuestionado
la universalidad de la naturaleza adaptativa de la morfologia floral frente a los
polinizadores y el papel de éstos en la especiacién de las plantas (Arroyo & Squeo
1990, Herrera 1996, Steven & Steiner 2000, Gémez 2002). Crecientes evidencias de
estudios ecoldgicos muestran una tendencia en la naturaleza hacia la generalizacion y
dinamismo de los sistemas de polinizacion (Waser et al. 1996, Ollerton 1996, Gomez &
Zamora 1999). Se ha argumentado que esta baja especificidad podria contrarrestar las
potenciales presiones selectivas de los polinizadores sobre la morfologia floral (Ollerton
1996, Herrera 1996, Waser et al. 1996, Aigner 2001, Johnson & Steiner 2000). Ademas,
se ha resaltado la importancia que podria tener una serie de factores intrinsecos (formas
de vida, desarrollo) y factores ecoldgicos (microhabitat, herbivoria) en restringir la
respuesta adaptativa de las plantas a la seleccién natural (Herrera 1993). Estas
restricciones podrian explicar, en algunos casos, la falta de correspondencia entre el
ensamble actual de polinizadores y la morfologia floral. Como alternativa a las
presiones selectivas de los polinizadores, se han sefialado otros mecanismos no

adaptativos que podrian explicar la divergencia floral (Wilson & Thomson 1996).



Papel de la seleccion natural en la evolucion de la integracion fenotipica

La integracién fenotipica fue inicialmente definida por Olson y Miller (1958) como la
suma de la totalidad de los caracteres, los cuales en su interdependencia de forma
producen un organismo. La integracion fenotipica se ha caracterizado en funcion de los
patrones de covariacion o correlacion de los caracteres (Cheverud et al 1999, Herrera et
al. 2002). El analisis de los patrones de correlacion permite evaluar dos aspectos de la
integracion, el grado y la estructura (ver Herrera et al 2002). El grado se refiere a cuan
integrados o correlacionados estin los caracteres fenotipicos. La estructura se refiere a
cémo se organizan los caracteres, y da cuenta de si existen modulos o subgrupos de
caracteres que tienden a covariar y que se mantienen relativamente independientes unos
de otros (Olson y Miller 1958, Berg 1960, Magwene 2001).

En los 1ltimos afios ha habido un creciente interés sobre la relevancia evolutiva de
la integracion fenotipica, en particular, sobre los factores que pueden influenciar su
evolucion (Wagner & Altenberg 1996, Armbruster 1996, Roff 2000, Schwenk &
Wagner 2001, Marroig & Cheverud 2001, Steppan et al. 2002, Murren 2002, Pigliucci
2003). Se ha propuesto que ademas de la seleccion natural, otros factores podrian
generar covariacién entre caracteres fenotipicos, como correlaciones genéticas (Lande
1979, Lande & Arnold 1983, Price & Langen 1992) y correlaciones ligadas al desarrollo
(Cheverud 1996, Wilkins 2002, Klingenberg 2004). Estos factores podrian limitar o
restringir la respuesta independiente o auténoma de caracteres particulares a presiones

selectivas especificas y, a la vez, limitar la evolucién de los patrones de integracién. A



continuacidn se exponen estos factores y se discute si efectivamente éstos pueden limitar
la respuesta de las correlaciones fenotipicas a la seleccién natural.

Correlaciones genéticas. Se ha sugerido que las correlaciones fenotipicas serian la

expresion de correlaciones genéticas causadas por pleiotropia o ligamiento genético.
Originalmente se propuso que las correlaciones genéticas se mantendrian constantes
dentro de un linaje restringiendo la respuesta a la seleccidon natural. Esta restriccion
evolutiva obedeceria a que los mecanismos genéticos subyacentes no permitirian una
alta produccién de fenotipos variables por mutacién, y de permitirlos, éstos estarian
acompafiados por cambios concomitantes en otros aspectos del fenotipo (Lande 1979,
Lande & Arnold 1983, Price & Langen 1992). Aunque tanto en plantas como en
animales, se ha mostrado que las correlaciones fenotipicas son similares a las
correlaciones genéticas (Cheverud 1988, Arnold 1992, Roff 1996, Waitt & Levin 1998),
también se ha notado que las correlaciones genéticas y fenotipicas pueden variar dentro
de un linaje (revisado por Roff 2000, Steppan et al. 2002). En el caso de las
correlaciones fenotipicas entre caracteres florales, se ha mostrado que éstas pueden
variar entre especies congenéricas, poblaciones o tipos florales de la misma especie
(Kudoh et al. 2001, Herrera et al. 2002, Murren et al. 2002, Ushimaro et al. 2003, pero
ver Herrera 1990). Considerando esta variacién, se ha propuesto que la seleccién natural
podria generar patrones adaptativos de correlaciones genéticas y que por ende, éstas no
constituirian una restriccidn significativa a la evolucién morfologica (Armbruster 1996,
Cheverud 1996).

Correlaciones ligadas al desarrollo. La integraciéon o covariacidon caracteres también

puede ser el resultado de interacciones en el desarrollo; ya sea por conexiones directas



entre las vias de desarrollo que producen los caracteres, o por variacidn paralela de las
vias de desarrollo que responden al mismo factor extrinseco (Cheverud 1996, Wilkins
2002, Klingenberg 2004). En el caso de los caracteres ﬂoraies se ha sugerido que estos
tenderian a permanecer ligados por Unicamente por pertenecer a la misma unidad de
desarrollo (revisado por Murren 2000), y que las interacciones serian especialmente
fuertes los caracteres florales pertenecientes al mismo verticilo (ver Herrera et al 2002).
Runions y Gerber (2000) evaluaron si la integracion en el desarrollo puede limitar la
evolucion independiente de caracteres florales y, de esta manera, restringir la respuesta a
la seleccion natural. Los autores compararon dos subespecies de Clarkia, una exdgama y
otra autégama, y examinaron las diferencias en los patrones de desarrollo floral y en los
patrones de covariacidon de los caracteres. Al encontrar que los patrones de desarrollo
floral y los patrones de covariacion de caracteres no se conservaban entre las
subespecies, los autores concluyeron que los factores del desarrollo no limitan la

evolucién independiente de los caracteres florales en estas subespecies.

A pesar del creciente nimero de estudios sobre integracién fenotipica, todavia no
hay un consenso sobre la importancia de la seleccién natural y de otros factores que
podrian promover la integracién fenotipica o la organizacion de los fenotipos en
modulos o unidades de covariacion (Armbruster 1996, Murren 2002, Pigliucci 2003).
Para dar luces sobre esta problematica se ha resaltado la importancia de realizar estudios
comparativos que combinen informacion filogenética y ecoldgica (Roff 2000, Pigliucci
2003), y que permitan evaluar en forma conjunta el efecto de la seccidén natural y la

historia evolutiva en los patrones de integracién (ver por ejemplo, Jerningan et al. 1994,



Marroig & Cheverud 2001, Murren et al. 2002). En el caso de los caracteres florales, se
ha resaltado la importancia de realizar estudios que abarquen distintos modos o tipos de
polinizacidn, y que permitan identificar los impactos de distintas presiones selectivas en
las correlaciones fenotipicas (Murren 2002, ver por ejemplo, Herrera et al. 2002).

El principal objetivo de esta tesis fue examinar los patrones de integracion floral
de las especies del género Schizanthus e identificar cdémo han evolucionado los patrones
de integracidn floral en relacion a cambios en la dependencia funcional de polinizadores
y en los modos de polinizacién. Para ello, se realizé un estudio comparativo entre los
patrones de integracion de caracteres florales y los sistemas de reproduccién y
polinizacidn del género Schizanthus, en un contexto filogenético.

El género Schizanthus estd conformado por 12 especies de plantas anuales y
bianuales distribuidas en Chile y Argentina (Grau & Grénbach 1984). El género se
eligié porque sus flores zigomorficas y bilabiadas presentan un sistema de polinizacion
especializado (Cocucci 1989), y porque las especies presentan una amplia variaciéon en
la forma y color de las flores. Aun cuando no se han realizado observaciones
sistematicas de polinizadores, la amplia variacién en la morfologia floral sugiere en el
género pueden haber diferencias interespecificas en el tipo de polinizador y en la funcion
de los caracteres durante la polinizacion. Ademas se han descrito diferencias
interespecificas en la posiciéon y en el grado de exercién de los estambres (Walters
1969), que sugieren que en el género también puede haber diferencias interespecificas en
el grado de hercogamia (distancia espacial entre los 6rganos reproductivos) y por ende,

en la dependencia de polinizadores. A continuacion se discuten otros antecedentes del

modelo de estudio.



MODELO DE ESTUDIO

El género Schizanthus fue establecido por Ruiz y Pavén (1798), usando como especie
tipo a S. pinnatus Hasta el momento 45 nombres de especies y 5 variedades han sido
registradas en la literatura (Gray Herbarium Card Index). La primera revision critica
del género fue escrita por Reiche en 1910. Revisiones posteriores fueron realizadas por
Sudzuki (1969), Walters (1969), y Grau y Gronbach (1984). Para el desarrollo de esta
tesis se siguid el tratamiento del género dado por Grau y Gronbach, quienes reconocen
doce especies, sin variedades. El reconocimiento de una treceava especie, S. coccineus,
fue propuesto por Watson en 1998, como basinénimo de S. grahamii var. coccineus. Sin
embargo, esta proposicion no fue considerada para el desarrollo de esta tesis, porque
otros autores han criticado el reconocimiento de esta nueva especie, adjudicandola a

variaciones en forma y color de S. grahamii (Clodomiro Marticorena, Universidad de

Concepcion, comunicacion personal).

Afinidades taxonomicas del género

Schizanthus presenta caracteristicas morfoldgicas muy particulares, que han dado origen
a una larga discusion respecto a sus afinidades taxonémicas. Inicialmente, Schizanthus
fue incluido en la familia Scrophulariaceae, principalmente por sus flores zigomérficas y
estambres didinamos. Posteriormente, se traspasoé a la familia Solanaceae, basiandose en
la existencia de caracteristicas quimicas y anatémicas comunes con otros miembros esta
familia, como la presencia de tropano alcaloides (Gambaro et al 1982), floema interno,

gineceo con orientacion recta, endosperma nucleado (revisado por Hunziker 1979).
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Dentro de las Solandaceas, Schizanthus se incluyd inicialmente en la tribu Salpiglossidae.
Sin embargo, Grau y Gronbach (1984), basandose las caracteristicas morfologicas
unicas de Schizanthus como la presencia de un anillo de islas floematicas al interior del
xilema (en vez de un macizo sélido como en las otras Solandceas) y el tipo de
inflorescencia (mas simple que las de la Solanaceae), sugirieron que el género podria
tener una posicion aislada y haber tenido un desarrollo paralelo temprano a partir de la
base de la familia. El aislamiento de Schizanthus, también ha sido sugerido por estudios
quimicos que indican que éste presenta un espectro de alcaloides unico en la familia
(Tétényl 1989). Finalmente, estudios filogenéticos basados en datos moleculares
(Olmstead & Palmer 1992), muestran a Schizanthus como una tribu monogenérica,
derivadamente tempranamente dentro de las Solanaceas, y separada de otras especies de
la tribu Salpiglossidac. Actualmente Schizanthus, es considerada una tribu

monogenérica, Schizanthoideae, ubicada dentro de las Solanaceas

Distribucion del Género

El género Schizanthus se restringe a Chile y Argentina. Las 12 especies descritas
crecen en Chile, y se distribuyen entre los 24 y 42° S de latitud (Fig.1.1), ocupando
diversas formaciones vegetacionales: desierto, matorral y bosque esclerdfilo, estepa

altoandina, bosque caducifolio (regiones segiun Gajardo 1993).
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Fig. 1.1. Distribucién y morfologia floral de las 12 especies descritas de Schizanthus. Los
puntos corresponden a las coordenadas de las colectas almacenadas en la Base Electrénica de la
Flora de Chile de la Universidad de Concepcién y del Museo de Historia Natural. Para todas las
especies se muestran fotografias frontales de la corola. En algunos casos también se muestran
fotografias laterales de las flores.
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Fig 1.2 Morfologia floral del género Schizanthus, representado por la especie

S. hookeri. A) Vision frontal de la corola (dibujo de Grau & Grénbach 1984). B)
Vision lateral de la corola (dibujo tomado de Grau & Gronbach 1984). C) Corte
transversal mostrando interior de tubo coralino (dibujo tomado de Cocucci 1989).

Morfologia del género

Schizanthus esta conformado por hierbas anuales o bianuales de hasta 1 m de alto,
cubiertas de pelos simples o glandulosos. Las flores son zigomorficas y bilabiadas, con
una forma similar a la de las papilionaceas (Fig. 1.2). La corola esta formada por 5
pétalos parcialmente fusionados en un tubo coralino. Los tres pétalos superiores forman
el labio superior, el pétalo del medio forman el estandarte y los dos pétalos laterales
forman las secciones laterales, las cuales estan divididas en dos o mas 1ébulos. Los dos
pétalos inferiores conforman el labio inferiof, cada uno esta profundamente cortado en el
medio, las dos mitades interiores de estos pétalos se unen y forman la quilla y las dos
mitades exteriores forman dos alas. El androceo es incompleto, sélo 2 de los 5 estambres
son feértiles, éstos crecen juntos dentro del tubo. Los filamentos de los dos estaminoides
mas grandes dividen al tubo coralino en dos conductos longitudinales, el ventral aloja al

gineceo y el dorsal tiene cardcter nectarifero, en su extremo exterior se asocia con la

guia nectarifera y en 1a base con el nectario.
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Variacion interespecifica en la morfologia floral

Las especies de Schizanthus presentan una amplia variacion en el tamaiio, color y forma
floral (Fig.1.1). El tamafio de la corola varia desde 0,5 cm a 6 cm. Las flores pueden ser
de colores palidos o de colores intensos. Por ejemplo, las especies del desierto son
blancas, mientras que las especies altoandinas presentan un estandarte amarillo que
contrasta con el color lila o rojo de las secciones laterales. La forma de la corola también
es variable, especialmente el tamafio y forma del labio inferior, el largo del tubo
coralino, y la orientacion y segmentacion de las secciones laterales del labio superior.
Estas variaciones permiten reconocer dos sindromes de polinizacion (Fig.1.3):
melitofilia o polinizacién por himendpteros y falenofilia o polinizacion por lepiddpteros
nocturnos (Cocucci 1989). La melitofilia es asociada a flores violetas, con secciones
laterales orientadas frontalmente, labio inferior desarrollado y un sistema de liberacién
explosivo de polen (SLE). La falenofilia es asociada a flores blancas, con las secciones

laterales orientadas hacia atras, labio inferior reducido y sin SLE.

Fig. 1.3. Sindromes de polinizacién en el género Schizanthus. A) Falenofilia,
representado por S. integrifolius. B) Melitofilia, representado por S. tricolor.
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HIPOTESIS Y PREDICCIONES

En la tesis se evaluaron las siguientes hipétesis y predicciones;
H1: Si en el género Schizanthus, la evolucion de la integracién floral es producto de un
proceso no adaptativo o selectivamente neutro, entonces se espera que:

e Exista una fuerte sefial filogenética en los patrones de integracion floral, atin
cuando los sistemas de polinizaciéon y de reproduccidn no muestren un patrén
conservativo en la filogenia.

H2: Si en el género Schizanthus, la integracién de la corola es consecuencia de la
seleccion mediada por polinizadores, entonces se espera que:

e Una disminucion en la dependencia de polinizadores debiera conllevar una
reduccion en el grado de integracion entre los caracteres florales que promueven
la polinizacién por animales.

e (Cambios en las relaciones funcionales entre los caracteres florales durante la
polinizacién, producto de diferencias en los mecanismos de polinizacion,

debieran conllevar cambios en la estructura de la integracién floral
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OBJETIVOS ESPECIFICOS
Para evaluar las predicciones sefialadas y someter a prueba las hipdtesis se consideraron
los siguientes objetivos especificos:
e Construir una hipétesis filogenética de las especies del género Schizanthus
inferida a partir de datos independientes de 1a morfologia floral.
e Caracterizar los sistemas de reproduccion del género Schizanthus y examinar
sus trayectorias evolutivas.
e Caracterizar los sistemas de polinizacién del género Schizanthus y examinar sus
trayectorias evolutivas.
e Examinar la variacién interespecifica en los patrones de integracion de los

caracteres de la corola en Schizanthus y su relacion con la historia filogenética y

ecologia de las especies.

ORGANIZACION DE LA TESIS

La tesis estd organizada en seis capitulos. El primer capitulo corresponde a esta
introduccidn. Los cuatro capitulos siguientes estan escritos en forma de articulos y
abordan los cuatro objetivos especificos propuestos.

e [l segundo capitulo trata sobre las relaciones filogenéticas del género Schizanthus

inferidas a partir de datos independientes de la morfologia floral. En este capitulo se

presenta la construccidon de una hipétesis filogenética del género inferida a partir de las

secuencias de los genes ITS y waxy del ADN nuclear y de la regién trmF/ndh] del ADN

de cloroplasto. Se comparan los resultados con los obtenidos por otros autores sobre la
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base de datos quimicos y morfolégicos y se discute la solidez de los datos moleculares
para estimar las relaciones filogenéticas en el género.

o El tercer capitulo trata sobre la evolucién de los sistemas de reproduccién en el
género Schizanthus. Se caracterizan los sistemas de reproduccién de 9 especies del
género, a través del seguimiento del desarrollo floral y estimaciones de la capacidad de
autofertilizacioén espontanea. Sobre la hipétesis filogenética construida para el género se
trazan las trayectorias evolutivas de los sistemas reproductivos con el objeto de
determinar la direccién, frecuencia y ambientes en que ocurren las transiciones.
Adicionalmente se evaliia como cambia el tamafio de la corola en estas transiciones.

. El cuarto capitulo trata sobre la evolucion de la morfologia floral y de los
sistemas de polinizacién del género. Se estudia en detalle la morfologia floral de las
especies y se examina la validez de los sindromes de polinizacion descritos para el
género a través de la observacidn de sus polinizadores. Sobre la hipdtesis filogenética
construida se trazan las trayectorias evolutivas de los sindromes de polinizacion y de los
polinizadores asociados con el objeto de determinar la direccion, frecuencia y ambientes
en que ocurren las transiciones. Ademés se trazan las trayectorias evolutivas de los
caracteres florales para determinar cdmo cambian éstos durante las transiciones entre
sistemas de polinizacién y analizar el compromiso entre seleccién natural e inercia
filogenética en la evolucién de la morfologia floral.

o El quinto capitulo trata sobre la evolucién de la integracién floral en Schizanthus
en relacion a cambios en los sistemas de polinizacién y reproduccién. En este capitulo se

entra de lleno a responder las principales hipétesis planteadas en el proyecto. Se
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examina la variacién en los patrones de integracién de la corola entre las especies de

Schizanthus y su relacion con la historia filogenética, y ecologia de las especies.

Finalmente, el sexto capitulo es una conclusion general, donde sobre la base de los
resultados de esta tesis se elabora un modelo que resume ¢l papel de la seleccion natural

mediada por polinizadores y otros factores en la evolucién de los patrones de integracion

de la corola en Schizanthus.
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CAPITULO 2. RELACIONES FILOGENETICAS ENTRE LAS ESPECIES DEL
GENERO SCHIZANTHUS INFERIDAS A PARTIR DE DATOS

MOLECULARES

RESUMEN

El género Schizanthus (Solanaceae) esta conformado por 12 especies de plantas anuales
y bianuales distribuidas principalmente en Chile. Aunque se han realizado estudios
basados en datos quimicos y morfolégicos, debido a los altos niveles de homoplasia
presentados, las relaciones filogenéticas entre las especies no han sido completamente
aclaradas. En este trabajo, se analizaron con los métodos de méxima parsimonia,
maxima verosimilitud e inferencia bayesiana las secuencias de la regién espaciadora
trmF/ndh] del ADN del cloroplasto, de la region ITS completa de ADN ribosomal
nuclear y de la region parcial del gen nuclear waxy que codifica para la enzima GBSSI.
Las regiones del ADN nuclear presentaron una mayor variabilidad que la regién
trnF/ndhJ del ADN de cloroplasto. Aunque los datos de las regiones nucleares presentan
diferencias en la posicion de algunas especies, los datos son congruentes. En la hipétesis
construida con los datos combinados se pueden reconocer tres grupos de especies que se
corresponden parcialmente con los grupos reconocidos a partir de datos morfolégicos.
Las especies xerofiticas del desierto S. integrifolius, S. lacteus, S. candidus y la especie
cordillerana de la zona mediterranea arida, S. alpestris, forman un clado claramente

aislado de las otras especies. Las especies restantes se separan en dos subclados, uno

formado por las especies altoandinas S. hookeri y S. grahamii; y otro grupo formado por
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la especie del desierto, S. laetus y por las especies predominantemente mesofiticas, S.

litoralis, S. porringens, S. tricolor, S. pinnatus y S. parvulus.

INTRODUCCION

El género sudamericano Schizanthus (Ruiz & Pavon 1798) se ha destacado por la
morfologia inusual de sus flores dentro de la familia Solanaceae, especialmente por su
marcada zigomorfia (Hunziker 1979, Knapp 2002). Estudios filogenéticos basados en
datos moleculares muestran a Schizanthus como una tribu monogenérica
(Schizanthoideae) derivada tempranamente dentro de las Solanaceas (Olmstead &
Palmer 1992). Este aislamiento se manifiesta también en sus caracteristicas morfolégicas
(Grau & Gronbach 1984) y quimicas (Tétényl 1987) tinicas en la familia, que dieron
lugar a una larga discusion respecto a sus afinidades taxondmicas (Bentham en De
Candolle 1848, Walters 1969, Hunziker 1979, Gdmbaro et al.1982, Tétényl 1987).

Schizanthus esta conformado por 12 especies de plantas anuales y bianuales (Grau
& Gronbach 1984), distribuidas en Chile y Argentina entre los 24 y 40° de latitud sur,
ocupando diversas formaciones vegetacionales: desierto, matorral y bosque escleréfilo,
estepa altoandina, bosque caducifolio (regiones segin Gajardo 1993).

Las relaciones entre las especies de Schizanthus han sido estudiadas sobre la base
de datos morfolégicos (Grau & Grénbach 1984) y quimicos (Pefia & Muiioz 2002).
Considerando principalmente la morfologia de flores y frutos, Grau y Grénbach (1984)

dividen al género Schizanthus en cuatro grupos de parentesco morfoldgicamente

distinguibles: el primero conformado por las especies del desierto S. candidus, S.
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integrifolius y S. lacteus, de flores blancas, orientadas hacia atras, labio inferior reducido
y tubo coralino largo; el segundo grupo conformado por las especies altoandinas S.
hookeri y S. grahamii de flores coloridas, orientadas hacia delante y tubo coralino largo;
el tercer grupo conformado por las especies del semidesierto S. porringens y S. litoralis
con flores coloridas, orientadas hacia delante, labio inferior desarrollado y tubo coralino
corto; el cuarto grupo conformado por las especies S. fricolor y S. pinnatus con una
morfologia floral semejante al grupo anterior, pero distribuidas mas al sur. Las otras tres
especies del género, S. laetus, S. alpestris y S. parvulus, presentan flores con
caracteristicas particulares dentro del género, y los autores no les reconocen relaciones
de parentesco obvias.

Los grupos reconocidos por Grau y Grénbach, no son distinguidos en un estudio
cladistico de Schizanthus (Pefia & Mufioz 2002) basado en 11 caracteres morfolégicos y
en la presencia-ausencia de 10 alcaloides (estudiados en 6 de las 12 especies). Estos
autores proponen tres pasos evolutivos. Primero, un taxén primitivo representado por S.
integrifolius, S. lacteus, S. candidus y S. pinnatus; un segundo grupo representado por S.
parvulus, S. porringens, S. laetus y S. tricolor y un tercer grupo representado por S.
grahamii, S. hookeri, S. alpestris y S. litoralis, donde la evolucién quimica correria
desde derivados simples de pirrolidina a compuestos diméricos o triméricos de serie de
tropanos mas complejos. La interpretacion de Pefia y Muifioz (2002), sin embargo, se
dificulta por el alto nivel de homoplasia de sus datos y por la ausencia de estudios

quimicos en otras seis especies, donde los caracteres indeterminados fueron tratados

como sinapomorfias.
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El objetivo de este trabajo es aclarar las relaciones filogenéticas entre las especies
de Schizanthus, a partir de datos independientes de la morfologia floral. Para lo cual se
secuenciaron: la regién espaciador trnF/ndhJ del ADN del cloroplasto, la regién ITS
completa del ADN ribosomal nuclear, la regién parcial del gen waxy que codifica para
la enzima GBSSI. La region ITS ha sido el marcador molecular mas utilizado en
sistematica de angiospermas (Baldwin et al. 1995, Hershkovitz et al. 1999),
particularmente para el diagndstico de relaciones entre géneros cercanos o grupos
infragenéricos. La regiéon waxy, aunque en menor medida, también ha sido usada en
estudios filogenéticos (Masson-Gamer et al. 1998, Whitson & Manos 1999, Peralta &
Spooner 2001). En algunos casos se ha encontrado que puede presentar una variabilidad
comparable (Miller et al. 1999) o mayor que la regién ITS (Masson-Gamer & Kellog
1996). La region trnF/ndh] del ADN del cloroplasto ha sido menos utilizada, atin cuando
estudios filogenéticos en una graminea muestran que la regién puede presentar una
mayor variabilidad que una de las regiones de cloroplasto mas frecuentemente utilizada,

la regioén espaciadora trnL/tmF (Xu & Ban 2004).

METODOS
Nomenclatura taxonoémica
Para la identificaciéon de las especies se siguid el tratamiento de Grau & Grénbach
(1984), quienes reconocen 12 especies (ver Fig.1.1 en la Introduccién). Se colectd
material de una poblacién de cada una de las 12 especies descritas. Las ubicaciones de

los sitios de colecta se detallan en 1la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Especies incluidas en el estudio y localidades donde fueron colectados los

materiales para la extraccion de ADN.

Especie

Localidad

Schizanthus Ruiz et Pav.

S. alpestris Poep. ex Benth.

S. candidus Lindl.

S. grahamii Gill. ex Hook.
S. hookeri Gill. ex Graham

S. integrifolius Phil.

S. lacteus Phil.

S. laetus Phil.

S. litoralis Phil.

S. parvulus Sudzuki

S. pinnatus Ruiz et Pav.

S. porringens Graham

S. tricolor Grau et Gronb.

CHILE. IV Regién: Valle del Elqui, Cuesta la Viiiita,
820 msnm, 29°51'S - 70°49'W.

CHILE. III Region: Huasco, Playa Arrayan, 40 msnm,
28°15'S - 71°09'W.

CHILE. VII Region: Termas del Flaco. 1750 msnm
CHILE. Regién Metropolitana: Sector Farellones,
camino Valle Nevado, 2450 msnm, 33°21'S - 70°16'W.
CHILE. III Region: Alto del Carmen, 710 msnm,
28°45'S-70°29'W.

CHILE. II Region: Paposo, Quebrada de Matancilla,
144 msnm, 25°06'S - 70°27'W.

CHILE. I Regi6n: Paposo, 455 msnm, 25°00'S -
70°26'W.

CHILE. IV Region: Parque Nacional Fray Jorge, 30°
38'S-71°40'W.

CHILE. IV Region: Reserva Nacional Las Chinchillas,
Quebrada el Cobre, 580 msnm, 31°29'S-71°05'W
CHILE. Region Metropolitana: Reserva Nacional Rio
Clarillo, 800 msnm, 33°43’'S - 70°56'W.

CHILE. IV Regién: Hornitos, 110 msnm, 29°38'S -
71°17'W.

CHILE. IV Region: Papudo, 130 msnm, 32°31'S -
71°28'W.
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Extraccion de ADN

EL ADN genémico de las 12 especies estudiadas fue extraido de muestras de hojas y
yemas florales colectadas en terreno y secadas en silica gel. Para la extraccion se usé el
DNEasy Plant mini kit (Quiagen) y se siguid el protocolo sugerido por los fabricantes.
La cantidad de ADN extraido fue cuantificada en geles de agarosa al 1% tefiidos con
Bromuro de Etidio y usando concentraciones conocidas de fago lambda como referencia

(10, 25, 50 y 100 ng). Los geles fueron corridos en camaras de electroforesis a 60 mV

por 40 min, y fotografiados en un transiluminador UV.

Amplificacion de ADN

Se amplificaron tres regiones de ADN con el método de PCR: (1) la regién trnF/ndhJ del
ADN del cloroplasto, que corresponde a la regidon espaciadora entre los genes que
codifican para el ARN de transferencia del aminoacido fenilalanina y para la subunidad
J de la nitogenodeshidrogenasa; (2) la region ITS del ADN ribosomal nuclear que
incluye las regiones espaciadoras ITS 1 e ITS 2 y la secuencia codificante de la
subunidad 5.8S; y (3) la secuencia parcial del gen waxy del ADN nuclear que codifica
para la enzima ligadora de granulos almiddén sintetasa (GBSSI). Los protocolos
especificos usados para la amplificacion de cada regién se detallan mas abajo. La
cantidad, tamafio y calidad de los productos de PCR obtenidos fueron evaluados en geles
de agarosa al 2% (en TBE) teflidos con Bromuro de Etidio, usando como referencia el
marcador de peso molecular @ 174 DNA/BsuRI (Fermentas). Los geles fueron corridos

en camaras de electroforesis a 60 mV por 1 hr. y fotografiados en un transiluminador
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UV. En cada reaccién se incluyeron controles negativos para detectar posibles
contaminantes. Los productos de PCR fueron purificados por precipitaciéon con glicol
polietileno (PEG) (ver detalles en Glenn 2003), para lo cual se incubaron a 37° C por 15
min en una solucién de PEG 8000 (Sigma) al 20% y 2,5M NaCl. Después de centrifugar
a maxima velocidad, €l precipitado se 1avo tres veces con etanol al 80% y se resuspendid
en 17 ul de agua destilada.

(1) tmF/ndh]. Esta region se amplificé en dos etapas siguiendo el protocolo de
Hershkovitz & Zimmer (1997). Primero a partir del ADN gendémico se amplificé un
producto de doble hebra utilizando la pareja de partidores degenerados
GYTGGTAGAGCAGAGGACTG vy trf/ndhj 2 , localizados en la posiciéon 47773 y
50254 del genoma del cloroplasto de Nicotiana tabacum. Posteriormente, el producto de
PCR de doble hebra obtenido, se reamplificé en forma asimétrica, utilizando uno de los
partidores internos GGACTGAAAATCCTCGTGTC 0
TGGATAGGATGGCCCTTACS, localizados en las posiciones 50268 y 51057
respectivamente de N. fabacum. Este protocolo permite obtener como ADN templado
productos enriquecidos con ADN de una hebra en direccion 3” o 5°. Las reacciones de
PCR se realizaron en un termociclador marca Eppendorff Modelo 5331 en un volumen
final de 25 pl y usando 0,6 u/ul Taq DNA Polimerasa, Buffer 1x, 1,5 mM MgCl,, 100
uM dNTP, 1 pM partidores, 0,2 a 2 ng de ADN gendmico (para la primera
amplificacion) o 0,5 ul del producto de PCR (para la segunda amplificacién), con todos
los reactivos de marca Promega. Se usé el siguiente protocolo de temperaturas para la

primera amplificacion: 97 °C-45 seg.; 2 ciclos de 96 °C-30 seg., 52°C- 30 seg., 72°C-2
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min; 2 ciclos de 96°C-30 seg., 50°C-30 seg., 72° C 2 min; 26 ciclos de 96°C-45 seg.,
48°C-45 seg., 72°C-2 min; extension final 72°C-7 min. Para la amplificacién asimétrica
se usé el siguiente programa: 97°C-1 min, 20 ciclos de 94°C-1 min, 50°C-30 seg., 72°C-
2,5 min. Para alcanzar las temperaturas de alineamiento se usé una rampa de 1,5°C/seg.

(2) ITS. Esta regioén también se amplific en dos etapas siguiendo el protocolo de
Hershkovitz & Zimmer (1997). Primero a partir del ADN gendmico se amplific un
producto de doble hebra utilizando la pareja de partidores TTTCTTTTCCTCCGCTTA e
GAAGGAGAAGTCGTAACAAG. Posteriormente, el producto de PCR de doble hebra
se reamplificé asimétricamente usando el partidor interno ITS4 (White et al. 1990) para
obtener el ADN templado de hebra unica con direcciéon 5’y el partidor N18L18
(Hershkovitz & Zimmer 1997) para obtener el ADN templado en la direccidén opuesta.
Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25 pl y usando 0,5 p/plTaq
DNA Polimerasa, 1X Buffer, 1,5 mM MgCl2, 100 pM dNTP, 1uM partidores, 2 a 20 ng
de ADN gendmico (para la primera amplificacion) o 0,7 pl del producto de PCR (para la
segunda amplificacion). El siguiente programa de temperaturas se us6 para la primera
amplificacion: 97° C 2 min; 3 ciclos de 94° C 45 seg., 52.5°C-45 seg., 72° C 2 min; 27
ciclos de 94° C 45 seg., 50°C-45 seg., 72°C-2 min; extensién final a 72°C-7 min. Para la
amplificacién asimétrica se usé el siguiente programa: 97°C-1 min, 20 ciclos de 94°C-1
min, 48°C-1 min, 72°C-2 min. Para alcanzar las temperaturas de alineamiento se us6 una
rampa de 1.5°C/seg.

(3) Waxy. Una region de 850 Kb fue amplificada usando la pareja de partidores
CTAYAARMGAGGGGTTGATCG y GCRTTCATCCAGTTGATTTTC localizados en

el exon 2 y exdén-7 de Solanum tuberosum (especie donde fue clonado el gen por van der
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Leij et al. 1991). Para 11 de las 12 especies estudiadas el producto de PCR de doble
hebra obtenido pudo ser secuenciado directamente usando partidores internos. E1 ADN
de S. alpestris presentd un alto nivel de polimorfismo intragenémico y debié ser
clonado. Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 50 ul, usando 0,8
uw/pl Taqg DNA Polimerasa, 1X Buffer, 1,5 mM MgCI2, 100 uM dNTP, 1,2 uM
partidores, 2 a 20 ng de ADN gendmico. Se utilizé el mismo programa de temperaturas

que para la primera amplificacién de la regién trnF/ndhJ.

Clonacion

Los productos de PCR purificados con PEG, debieron ser repurificados en geles de
agarosa para obtener una ligacion exitosa. Para lo cual, los productos se corrieron en un
gel de agarosa al 1.5% disuelto en TAE por 2:30 a 50 V. Una banda de 850 Kb fue
extraida con un bisturi y purificada con silica (Frank 1997). Para la ligacion y clonacién
se utilizé el InsT/A clone PCR product cloning kit (Fermentas) y se siguié el protocolo
del fabricante con algunas modificaciones. La reaccién de ligacidon se realizd en un
volumen de 15 jul con ligasa, buffer, PEG a 22° y por 2 hrs. El producto de la ligacion se
examind en un gel de agarosa al 2%, usando como referencia (1) el producto de PCR sin
ligar, (2) plastidio abierto sin inserto, y (3) plastidio cerrado sin inserto. La
transformacion se realizd en células XL1-Blue Epicurian coli cultivadas en placas con
LB y Tetraciclina 12uM. Se incluyeron tres controles en la transformacién: dos
controles negativos, uno con agua y otro con el plastidio cerrado sin inserto, y un control

positivo con un plastidio con un inserto control. Para la selecciéon de las colonias



39

transformadas se utilizaron placas con medio LB con 50uM de Ampicilina, 12uM de
Tetraciclina, 40 ul de IPTG, 40 pl de Galactosa. Se obtuvieron un 80% de colonias
blancas, de las cuales se seleccionaron 15. Los fragmentos de waxy se amplificaron
usando los mismos partidores y condiciones que para las otras especies de Schizanthus,

pero agregando en el ciclo de temperaturas, un golpe inicial de calor a 100°C por 2 min

para provocar la lisis celular.

Secuenciacion

Los productos de PCR de hebra tinica (en el caso de ITS y trnF/ndh)) y de doble hebra
(en el caso de waxy) fueron secuenciados en ambas direcciones usando el ABI Pris
BigDye Cycle Sequencing Ready Reaction kit, siguiendo el protocolo del fabricante con
algunas modificaciones. Las reacciones de secuencia fueron realizadas en un volumen
final de 20 pl, usando 1,5 pl Big Dye versién 3.1, 1X Buffer, 0,16 uM de partidores, 10
ng del producto de PCR purificado (PEG). Para secuenciar los fragmentos de ITS y de
trnF/ndhJ se utilizé el mismo grupo de partidores internos que en la amplificacidén por
PCR. Para secuenciar el gen waxy se usaron los partidores internos
GGCACACTGCTCTACTTCC y GRTAKGCAATGTTGTGGATGC. Las reacciones
de secuenciacién fueron realizadas en un termociclador, con el signiente programa de
temperaturas: 96°C 1 min, 35 ciclos de 96°C 40 seg, 50°C 10 seg (rampa 1,0°C/seg.),
60°C 4 min. Para remover el exceso de terminadores marcados, los productos de
secuenciacion fueron precipitados en acetato de amonio, EDTA y etanol 90%,

liofolizados y resuspendidos en 15 pl de formamida high-dye, siguiendo el protocolo del
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fabricante. Posteriormente, los productos de secuenciacién fueron corridos en un
secuenciador ABI 3100 y las secuencias obtenidas fueron examinadas con el programa
ABI. Las secuencias en la direccion 5’ y 3’ obtenidas para cada producto de PCR fueron
comparadas y corregidas usando el programa Bioedit (Hall 1999), a partir de las cuales

fue generada una secuencia consenso.

Analisis filogenético

Las secuencias obtenidas fueron alineadas manualmente usando el programa Bioedit.
Los datos de la regién trmF/ndh], ITS y waxy se analizaron por separado con los
métodos de maxima parsimonia (MP) y méaxima verosimilitud (MV). Los datos fueron
combinados y analizados ademas con el método de inferencia Bayesiana (MB).

Los analisis de MP se realizaron con el programa PAUP 4.0 (Swofford 1998), a
través de busquedas exhaustiva y tratando a los caracteres como no ordenados y con
pesos equivalentes. Los multiples arboles mas parsimoniosos se combinaron en un arbol
consenso estricto. Para evaluar la homoplasia, se estimaron el indice de consistencia (CI)
y el indice de retencién (RI). El apoyo estadistico de los nodos del arbol fue evaluado
por remuestreo (Felsenstein 1985), utilizando 1000 replicaciones realizadas con el
método de busqueda heuristica, a través de la adicién aleatoria de taxa basada en 5
repeticiones y la reorganizacién de las ramas con el método de diseccidn/reconeccion
(TBR branch swapping). La congruencia entre las tres regiones, trnF/ndhJ, ITS y waxy,
se evalud con la prueba de diferencias de largos (Farris et al. 1985), implementada en el

programa PAUP, sobre la base de 500 repeticiones.
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Los anélisis de MV se realizaron con el programa el PAUP 4.0 (Swofford 1998), a
partir de busquedas heuristicas, usando la adicién aleatoria de taxa (random stepwise)
con 5 replicaciones, la reorganizacion de ramas con el método de TBR, y la opcién de
guardar solo el mejor arbol. El modelo de evolucién se selecciond usando el método de
Posada y Crandall (2001). Para cada grupo de datos se evaluaron distintos modelos de
evolucién en el arbol obtenido por el método del “Vecino mas Cercano” (Neighbor
Joining) y se prefiri6 el modelo mas simple (con menos parametros) que no fuera
rechazado al ser comparado con un modelo alternativo mas complejo. La preferencia por
los modelos mas simples se basa en que la introduccién de mas parametros introduce
fuentes potenciales de error (Nei & Kumar 2000). Las comparaciones entre modelos se
realizaron con la prueba de razones de verosimilitud (Goldman 1993), para lo cual se
estimé el operador 8= 2* (InL, —InLg) y s¢ evalué en una distribucién x> con N grados de
libertad, donde InLy = puntaje de verosimilitud con el modelo de evolucién mas simple,
InL; = puntaje de verosimilitud con el modelo de evolucién mas complejo, y N =
diferencia en el nimero de pardmetros entre los dos modelos. El modelo de evolucién
mas simple que mejor se ajusté a los datos de las region trnF/ndhJ fue el modelo F81
(Felstenestein 1981). En cambio los modelos mas simples que mejor se ajustaron a las
regiones ITS y waxy, fueron el modelo GTR+ y (el modelo reversible con tasa de
heterogeneidad entre sitios, Rodriguez et al. 1990) y el modelo GTR + I (modelo
reversible con proporcion de sitios invariables). Se optd por este Gltimo modelo porque

presentd6 un AIC ligeramente inferior (aunque no es posible realizar una prueba de

razones porque los modelos no son anidadados).
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El apoyo estadistico de los nodos del arbol fue evaluado por remuestreo
(Felsenstein 1985), utilizando 100 replicaciones realizadas con el mismo tipo de
blsqueda que el usado en el analisis de remuestreo de MP.

El andlisis filogenético de inferencia bayesiana se realizé con el programa Mr.
Bayes version 2.01 (Huelsenbeck & Ronquis 2001). El analisis se realizo sobre los datos
combinados de las tres regiones, pero organizados en tres particiones, utilizando el
modelo de evolucion GTR + 1. Se corrieron cuatro cadenas de Markov con una
temperatura de 0,2, muestreando un arbol cada 100 generaciones para 100.000
generaciones iniciadas con un arbol aleatorio. Para las inferencias filogenéticas se
descartaron los primeros 200 arboles. Se computd el arbol consenso preservando los
grupos o particiones que aparecen en mas del 50% de los arboles y se estimé la
probabilidad a posteriori de cada grupo o nodo segin su frecuencia de aparicién en éstos
arboles.

Para evaluar los conflictos y el apoyo de los datos a los grupos, independiente de
cualquier arbol filogenético, se realizo un analisis de espectro (Hendy & Penny 1993)
con el programa SPECTRUM versién 2.3 (Charleston 1997). El apoyo es la frecuencia

de cada particion en los datos, y los conflictos son la suma de las particiones contrarias.

Enraizamiento del drbol

Estudios moleculares de la familia Solanaceae indican que Schizanthus es un genero
aislado dentro de la familia y que forma una tribu monogenérica (Olmstead & Palmer
1992). De hecho, se intento alinear las secuencias de las especies de Schizanthus, con la

de otras Solanaceas (Nicotiana, Solanum) publicadas en la base de datos GenBank En el
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caso de las regiones ITS y waxy, la divergencia era tan alta que no se pudo tener un
alineamiento confiable, particularmente en los sectores polimérficos de Schizanthus. Se

descartd entonces el uso de grupos externos para enraizar los arboles, porque se ha

sefialado que este criterio no es confiable cuando las especies del grupo externo son muy
distantes de las especies del grupo interno, al dificultar el alineamiento y aumentar el
riesgo de homoplasia (Swofford et al. 1996). Para enraizar el arbol se usé el método de
Distancia Media, que coloca la raiz en la mitad de los taxa mas distantes (Swofford et al.
1996). Este método exige que la tasa de evolucion en todos los linajes de Schizanthus
sea constante. Esta hipdtesis se evalud con la prueba de razones de verosimilitud de
Goldman (1993), para lo cual se estimé el operador 6= 2* (InL; —InLg) y se evalud en
una distribucion x2 con N-2 grados de libertad, donde N= ntimero de taxa, InL, = puntaje
de verosimilitud cuando el reloj molecular es forzado y InL; = puntaje de verosimilitud
cuando el reloj molecular no es forzado. La hipétesis se evalud en los tres tipos de datos
por separado y en los datos combinados. La hipdtesis nula, es decir, que las tasas de
evolucidén se conservan entre todos los linajes, no fue rechazada en ninguno de los casos
(tmF/ndhJ: y* 1= 14, p = 0,17; ITS: %% 1= 14, p = 0,17; waxy: ¥* 10= 14, p = 0,17,

combinados: xz 10=10, p =0,44).
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RESULTADOS

Caracteristicas de las secuencias

Las principales caracteristicas de las tres regiones estudiadas se resumen en la Tabla 2.2
La secuencia consenso de la regién trmF/ndhJ de las 12 especies tiene un largo de 720
sitios, siendo 33 de ellos variables (4,6%), y 14 parsimoniosamente informativos (1,9%).
Ocho inserciones/deleciones fueron identificadas, 5 de éstas parsimoniosamente
informativas. Esta region presenta un bajo polimorfismo, con una divergencia promedio
de 1,42 %. La secuencia consenso de la region ITS tiene un largo de 619 sitios, con 52
sitios variables (8,4%) y 35 parsimoniosamente informativos (5,7%). La region ITS
presenta mas polimorfismo que la regién trnF/ndhJ, con una divergencia promedio de
2,84%. La secuencia consenso de la regiéon waxy fue de 855 sitios, e incluye 5 intrones y
6 exones. La region waxy alineada presentd 61 sitios variables (7,2%) y 37
parsimoniosamente informativos (4,7%). Cinco inserciones/deleciones fueron incluidas
en el alineamiento. Tres de ellas fueron parsimoniosamente informativas. La region
presentd una alta variabilidad, con una divergencia promedio de 2,41%. Ademads, en la
regiéon waxy se encontré un importante grado de polimorfismo intragenémico. Los
sectores iniciales del gen no pudieron ser leidos en las especies S. hookeri y S.
porringens, por lo que en este sector los sitios fueron codificados como ambigiiedades.
La especie S. alpestris debio ser clonada. Se secuenciaron quince colonias transformadas
con el fragmento de PCR. Solo se encontraron dos secuencias con 6 bases diferentes
entre las 15 colonias secuenciadas, una de ellas presentd una alta variabilidad con

respecto a las otras especies del grupo y una mutacién en un aminoéacido conservado. A
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pesar de estas diferencias, ambas secuencias se ubicaron en la misma regién del arbol
filogenético. Para facilitar los estudios se optd por descartar la secuencia mas variable,

quedando representado S. alpestris finalmente por un solo clon.

Tabla 2.2. Caracteristicas de las secuencias de las regiones ITS, tmF/ndh]J, ITS y waxy, y de

los datos combinados.

Region trnF/ndhJ ITS waxy Combinados
Largo secuencia consenso 720 619 856 2195

N° inserciones 8 6 5 19

N° inserciones informativas 5 0 3 7
Sitios variables 33 52 61 149
Sitios informativos 14 35 39 88
Divergencia promedio (%) 1,42 2,84 2,41 2,36
Rango divergencia (%) 0-3,04 0,32 -4,20 0,12 -4,03 0,14 - 3,48
Contenido G/C (%) 33,7 62,8 38,4 447

Analisis filogenético

Los resultados de los analisis filogenéticos de las regiones tmF/ndhJ, ITS y waxy
(considerados individualmente) con los criterios de Maxima Parsimonia y Maxima
Verosimilitud se resumen en las Tablas 2.3 y 2.4. En los tres arboles de consenso de los
arboles mas parsimoniosos (Fig.2.1A-C) y en los tres arboles de méaxima verosimilitud
(Fig.2.1D-F) producidos con los datos de cada regidn, se pueden reconocer tres grupos
con valores de bootstrap superiores a un 75%. Un grupo esta formado por las especies

del desierto de corola blanca y tubo coralino largo, S. candidus, S. integrifolius, S.
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lacteus y por la especie cordillerana de la zona mediterranea arida, S. alpestris, con una
morfologia floral distinta. Un segundo grupo estd formado por las especies altoandinas
de las zonas mediterraneas semiaridas y humedas, S. hookeri y S. grahamii, de flores
coloridas y tubo coralino largo. Finalmente, un tercer grupo estd formado por las
especies de las zonas mediterraneas semiaridas y mas huimedas, S. tricolor y S. pinnatus,
de flores coloridas, tubo coralino corto y labio inferior desarrollado, y por S. parvulus,

una especie con una morfologia floral bien particular dentro del género

Tabla 2.3. Resultados de los andlisis de maxima parsimonia de los datos de las

regiones ITS, trmF/ndh], ITS y waxy, y de los datos combinados.

trnF/mdhJ ITS waxy Combinados
CI* 0,93 0,86 0,94 0,88
RI* 0,93 0,88 0,96 0,90
Pasos 44 69 73 189
N° arboles MP 14 9 8 3
N° clados BS>70% 3 < 5 5

*CI: indice de consistencia; RI: indice de retencion



Tabla 2.4. Resultados y parametros estimados en los analisis de maxima verosimilitud e
inferencia bayesiana de las regiones ITS, tmF/ndhJ, waxy, usando el modelo de evolucién
GTR+L MV: Méaxima Verosimilitud. BAY: Inferencia bayesiana, en este caso los

parametros fueron estimado a partir de los 800 arboles muestrados.

Param. trnF/ndhJ ITS Waxy

MV BAY* MV BAY* MV BAY*
-InL 1195 1267 1601
I 0,86 0,70+0,15 0,82 0,83+0,04 0,67 0,62+0,14
F.Bases:
A 0,32 0,3240,02 0,20 0,20+0,02 0,27 0,27£0,01
¥ 0,18 0,18+0,01 0,32 0,32+0,02 0,20 0,20+0,01
G 0,15 0,15+0,01 0,30 0,30+0,02 0,18 0,18+0,01
i ¥ 0,34 0,34+0,02 0,18 0,18+0,02 0,35 0,35+0,02
r-matriz
Tasc 1,56 1,96+1,28 4,28 5,68+8,01 2,24 1,86+1,29
TAG 1,24 1,73+0,93 2,65 3,47+5,07 4,15 4,1043,07
AT 0,37 0,36+0,32 2,70 3,03+4.75 5,68 4,7843,14
oG 0,71 1,01+1,07 0,59 0,77+073 3 5,14+3,81
T/ TAT 0,83 1,74+0,74 8,18 11,30+11,1 6,4 5,59+3,59

*Valores = media + desviacion estandar
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Fig. 2.1. Resultados del analisis de Maxima Parsimonia y Maxima Verosimilitud de los datos de
las regiones trmF/ndhJ, ITS y waxy, considerados individualmente. A-C) Arboles de consenso
estricto de (A) los 14 arboles mas parsimonioso producidos con la region trnF/ndhl, (B) los 9
arboles mas parsimoniosos producidos con los datos de la region ITS y (C) los 8 arboles mas
parsimoniosos producidos con la regién waxy. D-F) Filogramas de los arboles de méaxima
verosimilitud producidos con los datos de las regiones: (D) trmlF/ndhl, (E) ITS y (F) waxy.
Arriba de los nodos se indican los valores de bootstrap cuando son mayores a 50%. En D-F, el
largo de las ramas es proporcional al nimero de cambios.
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En la Figura 2.1 se puede observar que los arboles de consenso de MP y los
arboles de MV producidos con cada regidon presentan diferencias en la posicion de las
otras tres especies del género, S. litoralis y S. porringens, S. laetus y en la posicién de la
raiz. A pesar de estas diferencias, los tres tipos de datos utilizados son congruentes de
acuerdo a la prueba de homogencidad de particiones; comparaciones parcadas entre
éstos no rechazan su homogeneidad (p = 0,44 para ITS vs. waxy, p = 0,99 para ITS vs.
trnF/ndh], p = 0,77 para waxy vs. trmF/ndhl]). A continuacién se analizan las diferencias
encontradas entre los tres tipos de datos en funcién del analisis de MP y de inferencia
bayesiana (BAY) de los datos combinados y del analisis espectral de cada grupo de
datos. Este analisis permite evaluar el apoyo y conflicto de las posibles particiones en
que pueden ser incluidas las especies independiente de la hipdtesis filogenético
propuesta.

La posicion de S. litoralis y S. porringens difiere entre los arboles producidos con
los datos de la region ITS y trnF/ndh] y los producidos con la regiéon waxy. En los
arboles de MP y MV de la regiéon ITS, estas especies aparecen agrupadas en un clado
con valores de bootstrap superiores a 90% (Fig. 2.1B y E). Este clado también puede ser
reconocido en el analisis de MV de los datos del cloroplasto, pero con un valor de
bootstrap bajo (Fig. 2.1D). En cambio, en los arboles producidos con los datos de la
region waxy (Fig. 2.1C y F),este clado no es reconocido, a pesar de que esta region tiene
un polimorfismo comparable con el de la regién ITS e incluso ofrece un mayor ntimero
de sitios informativos. Sin embargo, el analisis espectral de los datos de la regién waxy
revela que esta particion no tiene conflictos y que incluso tiene algo de apoyo (conflicto

= 0; apoyo = 0,0002914). En el analisis de MP y BAY de los datos combinados este
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clado puede ser reconocido con un alto valor de bootstrap y una probabilidad a
posteriori alta (Fig. 2.2A y B).

Los datos de las tres regiones también presentan diferencias en la posicién de S.
laetus, la tinica especie del desierto con flores coloridas, de tubo coralino corto y labio
inferior desarrollado. En el arbol producido con los datos de la region ITS, S. laetus
aparece en un grupo con las otras especies xerofiticas, S. lacteus, S. integrifolius, S.
candidus y S. alpestris, mientras que en el arbol producido con los datos de la regién
waxy, S. laetus aparece en un grupo formado por todas las especies de flores de tubo
coralino corto y labio inferior prominente, S. porringens, S. litoralis, S. tricolor, S.
pinnatus 'y S. parvulus, distribuidas en zonas semidridas y humedas de la zona
mediterranea. El analisis espectral de los datos de la region ITS revela que ninguna de
estas dos particiones tiene apoyo, pero que la primera particién tiene menos conflicto
(conflicto = 0,0006) que la segunda (conflicto = 0,0021). En cambio, el analisis espectral
de los datos de la regién waxy revela que la segunda particion tiene apoyo (apoyo =
0,0012), mientras que la primera particién no tiene apoyo y si tiene conflictos (conflictos
= (0,016). Estos resultados, junto con los analisis de MP y BAY de los datos combinados
(Fig.2.2), evidencian la ubicacién de S. laetus en un grupo formado por todas las
especies de flores coloridas y tubo coralino corto.

El enraizamiento con el método de Distancia Media de los arboles producidos con
los datos de las tres regiones muestra que también hay diferencias en la posicién de la
raiz. En los arboles de méaxima verosimilitud producidos con los datos de la region
tmF/ndh] y waxy (Fig.2.1D y F), y con los datos combinados, la raiz queda entre las

especies xerofiticas, S. lacteus, S. integrifolius, S. candidus y S. alpestris, y las otras
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especies del género; en cambio, en el arbol producido con los datos de la regién ITS
(Fig. 2.1E) la raiz queda entre las especies S. hookeri, S. grahamii, S. porringens y S.
litoralis, y las otras especies del género. Para evaluar si estas diferencias se debian a la
posicion conflictiva de S. laetus, se removio esta especie y se examino si las diferencias
se mantenian. Al remover esta especie, la posicién de la raiz en el arbol de MV
producido con los datos de la regién ITS cambia y queda entre las especies xerofiticas y
las otras especies del género (datos no mostrados). Estos resultados, junto con los
analisis de MP y BAY de los datos combinados (Fig.2.2) indican que la posicién de la
raiz estaria entre las especies xerofiticas S. lacteus, S. integrifolius, S. candidus y S.

alpestris y las otras especies del género.
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Fig. 2.2. Resultados de los andlisis de maxima parsimonia y de inferencia bayesiana de
los datos combinados de las regiones trnF/ndhl, ITS y waxy. A) Filograma de uno de
los 6 drboles mds parsimoniosos obtenidos. Los nimeros arriba de las ramas
corresponden a los valores de bootstrap. Con * se indican los nodos que colapsan en el
arbol de consenso estricto de los 6 drboles més parsimoniosos. El largo de las ramas es
proporcional al nimero de cambios. B) Filograma de uno de los 4rboles con mayor
probabilidad a posteriori segin andlisis de inferencia bayesiana. Los nimeros arriba de
las ramas corresponden a las probabilidades a posteriori de cada nodo. Con * se indican
los nodos que colapsan en el drbol consenso de los 800 drboles muestreados en andlisis.
El largo de las ramas es proporcional al nimero de cambios. Con circulos se indica el
clima en que crecen las especies segin Di Castri y Hayek (1976): rojo, perirido;
naranja, arido; amarillo, semidrido; verde, subhiimedo; azul, perhimedo. Con letras se
indica la zona ocupada por las especies: C, costa; P, precordillera; A, altoandina.

Ademds se muestran los tipo florales caracteristicos de los clados (dibujos tomados de
Grau & Gronbach 1984).
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DISCUSION

La combinacion de los datos de las tres regiones de ADN estudiadas permitieron
clarificar las relaciones filogenéticas entre las especies de Schizanthus con buena
resolucion y con un bajos indices de homoplasia (CI y RI mayores a 0,85 en todos los
analisis y bajo (.:onflictos en los nodos segun analisis de espectro). Las regiones del ADN
nuclear (ITS y waxy) presentaron una mayor variabilidad que la region trmF/ndh] del
ADN de cloroplasto. Al igual que en otros taxa, la regién waxy presenta una variabilidad
comparable a la de la regién ITS, e incluso ofrece un mayor numero de sitios
informativos (Masson-Gamer & Kellog 1996, Miller et al. 1999). Sin embargo, la regién
waxy presentd polimorfismo a nivel intragendmico en S. alpestris. En otras Solanaceas
(Peralta & Spooner 2001) también se ha detectado polimorfismo intragenémico en el
gen waxy. Varias causas pueden dar cuenta de este polimorfismo: artefactos en la
amplificacion por PCR (Shimada & Tada 1991), la presencia de mas de un locus de
ADN del gen waxy (Evans et al. 2000), o hibridizacién entre especies. Es poco probable
que S. alpestris sea un hibrido, pues las secuencias de los dos clones se ubican en la
misma regién del arbol. Tampoco es claro que pueda existir mas de un locus para el gen
waxy en Schizanthus; aunque en Solanum (van der Leij et al. 1991) y en otras
dicotiledoneas se ha reportado que el gen waxy es de copia tnica (Dry et al. 1992,
Mérida et al. 1999), en Rosaceas se ha evidenciado la presencia de més de un locus de
GBSSI (Evans et al. 2000).

La alta divergencia de las regiones ITS y de la regién waxy con otros miembros de

la familia Solanaceae, dan cuenta del aislamiento genético del género Schizanthus y
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apoyan su inclusién en una tribu monogenérica, como fue propuesto en el estudio
filogenético de Olmstead & Palmer (1992) basado en la secuencia de la regién rbcL. El
aislamiento del género Schizanthus dentro de la familia Solanaceae no permitié el uso de
grupos externos para enraizar los arboles filogenéticos, forzandonos a utilizar el método
de Distancia Media. El uso de este método es validado al considerar la conservacion de
la forma de vida entre las especies de Schizanthus (todas las especies son anuales o
bianuales) y los resultados de la prueba de reloj molecular, que sugieren que la tasa de
cambio de los genes es relativamente homogénea en la filogenia. Un fuerte aislamiento
genético con sus taxa hermanos también ha sido observado en Tropaeolum, sect
Chilensia, con una distribucién similar a la del género Schizanthus (Hershkovitz et al.
2004)

El enraizamiento de la filogenia con el criterio de Distancia Media separa las
especies xerofitcas S. candidus, S. lacteus, S. integrifolius y S. alpestris (distribuidas en
el desierto y en las zonas cordilleranas aridas de la region mediterranea) de la otra
especie xerofitica del género, S. laetus (distribuida en el desierto) y de las especies mas
mesofiticas, S. litoralis, S. porringens, S. tricolor, S. parvulus, S. pinnatus, S. grahamii,
S. hookeri (distribuidas al sur de los 30 °S por la costa y al sur de los 31° S por la
cordillera en zonas semiéridas y himedas de la regién mediterrdnea). La separacion de
las especies del desierto en dos clados es consistente con las diferencias en la morfologia
floral observadas entre S. laetus y las otras especies del desierto.

La afinidad entre las especies del desierto, S. candz'dus, S. integrifolius y S. lacteus
es reconocida en estudios morfologicos (Grau & Gronbach 1984, Walters 1969), sin

embargo, la inclusion de S. alpestris en este grupo es sorpresiva, pues esta especie
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presenta una corola con una forma muy particular dentro del género. En S. candidus, S.
integrifolius y S. lacteus, las flores son blancas, sin sistema de liberacién explosiva de
polen (SLE) (Cocucci 1989), el estandarte es obovado, las secciones laterales del labio
superior son orientadas hacia atras y divididas en miltiples segmentos lineales y el labio
inferior es reducido. En cambio, en S. alpestris, las flores son lilas o rosadas con SLE, el
estandarte es linear, las secciones laterales de la flor son orientadas hacia delante y el
labio inferior estd desarrollado. A pesar de las diferencias en la morfologia floral, las
especies del grupo comparten similitudes en la forma de la semilla (observacién
personal). Las relaciones entre las especies del desierto, S. candidus, S. lacteus y S.
integrifolius no son suficientemente resueltas por nuestros datos, aunque la evidencia
morfolégica apoya la agrupacion entre S. candidus y S. lacteus, pues estas especies
presentan importantes similitudes en la morfologia floral, que incluso llevaron a Walters
(1963) a proponerlas como dos variedades de una especie. En el estudio cladistico de las
especies de Schizanthus realizado por Pefia y Mufioz (2002) a partir de 11 caracteres
morfoldgicos y presencia/ausencia de 10 alcaloides, también se reconoce la afinidad
entre las especies del desierto. Sin embargo, estds aparecen agrupadas con la especie
mas austral del género, S. pinnatus y separadas de S. alpestris. Esta especie presenta una
morfologia floral muy diferente a las especies del desierto y es muy similar a S. tricolor.
En Pefla y Muiloz (2002), la agrupacién de estas especies se apoya en el color de la
colora, sin embargo, es importante destacar que S. pinnatus, a diferencia de las especies
del desierto, presenta guia de néctar y puede ser bastante colorida. Lamentablemente,
Pefia y Mufioz (2002) no incluyeron un anélisis estadistico sobre el apoyo de las

particiones, y la ausencia de estudios quimicos en 6 especies (donde los caracteres
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fueron tratados como sinapomorfias y no como ambigiiedades) dificulta la interpretacién
de sus resultados.

Las otras especies del género se separan en dos clados, uno formado por las
especies altoandinas, S. hookeri y S. grahamii, y otro formado por S. laetus, S. litoralis,
S. porringens, S. tricolor, S. parvulus, S. pinnatus. La afinidad entre las especies
altoandinas es reconocida en estudios morfoldgicos (Grau & Gronbach 1984, Walters
1969). En ambas especies, las semillas tienen forma de rifidn, las flores son grandes y
coloridas, con el tubo coralino largo, el estandarte amarillo, eliptico y las secciones
laterales orientadas hacia delante. Es notable que las especies de la estepa altoandina se
separen de la otra especie del género que crece en altura, S. alpestris (entre 1000 y 3000
msnm), pero en zonas mas aridas de la cordillera. Estos resultados apoyan la hipdtesis
que la flora altoandina de Chile puede tener distintos origenes.

Las afinidades entre S. laetus, S. litoralis, S. porringens, S. tricolor, S. pinnatus, S.
parvulus, no son reconocidas por Grau y Grdnbach (1984). Sin embargo, son
caracteristicas comunes a este grupo, el tubo coralino corto, la prominencia de las alas
del labio inferior (que incluso pueden ser mas grandes que el labio superior) y el
estandarte redondeado. Es importante destacar que S. laetus presenta diferencias
importantes en el color y forma de las hojas, de los frutos y de las semillas, que dan
cuenta de su aislamiento (Grau & Grénbach 1984, Walters 1969). Los datos moleculares
apoyan la separacion entre las especies costeras del sector mas septentrional del
matorral, S. litoralis y S. porringens, de las especies ubicadas mas al sur, S. tricolor, S.
pinnatus y 8. parvulus. Aunque es necesario muestrear poblaciones mas australes de S.

porringens y S. litoralis para confirmar esta separacion. La afinidad entre S. litoralis y S.
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porringens, y entre S. tricolor y S. pinnatus es reconocida por Grau y Gronbach (1984) e
incluso Walters (1969) las clasifica en una sola especie con dos variedades. Sin
embargo, la inclusién de S. parvulus en el grupo de S. tricolor y pinnatus es sorpresiva,
pues ésta especie presenta una morfologia floral muy particular dentro del género. Sus
flores son muy pequeiias, con ¢l estandarte triangular, prolongado en la parte inferior en
dos protuberancias que forman una plataforma nectarifera. En este sentido es interesante
destacar que Walters (1969) considerd que S. parvulus podia ser un tipo aberrante de la
especie S. pinnatus.

Finalmente, se puede concluir que los grupos de parentescos inferidos a partir de
los datos moleculares se corresponden parcialmente con los grupos reconocidos por
Grau y Gronbach (1984) a partir de datos morfoldgicos, fundamentalmente florales. En
particular en la posicién de S. alpestris y S. parvulus con morfologias florales bien
particulares dentro del género. Estas diferencias dan cuenta de la labilidad de la

morfologia floral del género.
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CAPITULO 3. EVOLUCION DE LOS SISTEMAS DE REPRODUCCION EN EL

GENERO SCHIZANTHUS (SOLANACEAE)

RESUMEN

Se estudid el sistema reproductivo en 9 especies del género Schizanthus, a través del
seguimiento del desarrollo floral y estimaciones de la capacidad de autofertilizacion
espontanea. Todas las especies estudiadas son protandricas y hercéogamas en las
primeras etapas del desarrollo floral. Sin embargo, en tres especies (S. candidus, S.
grahamii y S. lacteus) el estigma entra en contacto con las anteras con polen en etapas
tardias del desarrollo, lo que resulta en altos indices de autofertilizacién espontanea. La
dicogamia y la hercogamia inicial observada, sugieren que estas tres especies podrian
tener una estrategia de reproduccion mixta, tipo autogamia retardada. Analisis
filogenéticos basados en una filogenia molecular, sugieren que el ancestro del género era
exdgamo y que la adaptacién hacia la autogamia retardada habria evolucionado en el
linaje de las especies del desierto y de la estepa altoandina. Pruebas de verosimilitud
indican que cambios evolutivos en el tamafio de la corola no se correlacionan con
cambios en la capacidad de autofertilizacion. Reconstrucciones de los estados
ancestrales indican, que las especies S. candidus y S. grahamii presentan corolas mas
grandes que las de sus ancestros exdgamos mas recientes, indicando que la evolucién de
la autogamia retardada, a diferencia de la autogamia, no conlleva una disminucién de los

caracteres asociados a la atraccién de polinizadores.
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INTRODUCCION

La transicion desde la polinizacién cruzada a la autopolinizacién constituye el cambio en
los sistemas reproductivos que ocurre mas frecuentemente en la naturaleza (Stebbins
1974, Kohn et al. 1996, Schoen et al. 1997, Takebayashi & Morrell 2001, Barrett 2002).
Se ha sugerido que esta transiciéon podria ocurrir como una forma de asegurar la
reproduccion en ambientes con condiciones adversas para la polinizacién cruzada o por
seleccidén automatica (ventaja de la autopolinizacion por la transmision automatica de los
genes en la descendencia) (Arroyo 1973, Stebbins 1974, Lloyd 1979, Arroyo & Squeo
1990, Morgan et al. 1997). La mayor parte de los modelos tedricos sobre la evolucién de
los sistemas reproductivos evalian el balance entre las fuerzas que promueven la
autogamia (como el aseguramiento reproductivo y la seleccién automatica) y las fuerzas
que limitan la autogamia (como la depresion por endogamia), prediciendo dos estados
evolutivos dominantes: taxa predominantemente exdgamos y taxa predominantes
autogamos (Charlesworth & Charlesworth 1987, Uyenoyama et al. 1993). Sin embargo,
en la ultima década ha tomado mas relevancia la posibilidad que estas fuerzas opuestas
produzcan estrategias de reproduccion mixtas (Schoen & Brown 1991, Schoen et al.
1996, Kalisz et al. 1999, Kalisz & Vogler 2003), especialmente en ambientes variables
en cuanto a la disponibilidad de polinizadores. Un ejemplo de estrategia mixta es la
autogamia retardada, donde la autogamia es pospuesta hasta que haya pasado la
posibilidad de exogamia (Lloyd 1992, Sakai 1995). Este retardo puede producirse por
una sobreposicion parcial entre las fases masculinas y femeninas de plantas dicégamas y

por cambios en las posiciones relativas de las antecras y de los estigmas durante el



58

desarrollo (Lyon 1992, Rathcke & Real 1993, Klips & Snow 1997, Echert & Schaeffer
1998, Kalisz et al. 1999).

A diferencia de las plantas autégamas, se ha propuesto que las plantas con
estrategias de reproduccién mixta pueden conservar caracteristicas que aparentan ser
adaptaciones para la polinizacién cruzada, como corolas grandes y produccion de néctar
(Kalisz et al. 1999). Aunque frecuentemente se ha mostrado que la autogamia se asocia a
una reduccidon en caracteres florales relacionados con la atraccién y recompensa de
polinizadores, como el tamafio de la corola y la produccién de néctar (Arroyo 1973,
Cruden 1977, Holstford & Ellstrand 1992, Stebbins 1974, Barrett 2004), las
consecuencias de la evolucion de la autogamia retardada sobre este tipo de caracteres
florales han sido escasamente evaluadas (pero ver Armbruster et al. 2002).

El objetivo principal de este trabajo es evaluar como cambia el tamafio de la corola
durante las transiciones entre sistemas reproductivos en el género sudamericano
Schizanthus. Este género se caracteriza por su inusual morfologia floral para la familia
Solanaceae (Knapp 2002), en particular por sus flores marcadamente zigomorficas,
bilabiadas y por la presencia de un mecanismo de liberaciéon explosivo de polen
(Coccucci 1989). El género esta conformado por 12 especies de plantas anuales o
bianuales con variaciones importantes en el tamafio de la corola y en la posicién de los
estambres (Grau & Gronbach 1984). Estas especies se distribuyen principalmente en
Chile, ocupando una gran diversidad de zonas vegetacionales: desierto, estepa
altoandina, matorral y bosque esclerdfilo (Walters 1969, Grau & Gronbach 1984).

Los objetivos de este estudio son: (1) caracterizar los sistemas de reproduccion de

9 especies del género a través del seguimiento del desarrollo floral, apuntando a evaluar
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posibles cambios en las posiciones relativas del estigma y de las anteras, y sobreposicion
entre las fases sexuales a lo largo del desarrollo floral; (2) estimar la capacidad de
autofertilizacidén esponténea de las especies; (3) trazar las trayectorias evolutivas de los
sistemas de reproduccién en una filogenia molecular del género; (3) evaluar como
cambia el tamafio de la corola en relacién a cambios en los sistemas de reproduccion,
mediante la reconstruccion de estados ancestrales y estimaciones de evolucion

correlacionada entre tamafio y capacidad de autofertilizacion.

METODOS

Se estudié la morfologia floral de una poblacién de cada una de las doce especies
descritas de Schizanthus. S6lo en nueve de ellas se pudieron estudiar experimentalmente
los sistemas de reproduccion. Estas pertenecen a las especies, S. hookeri, S. grahamii, S.
alpestris, S. pinnatus, S. tricolor, S. porringens, S. lacteus, S. candidus y S. integrifolius.

La ubicacion de los sitios de estudio se detalla en la Tabla 3.1.



Tabla 3.1 Ubicacion de los sitios de estudio. Ademas se muestran las abreviaturas de cada

especie utilizada en el resto del capitulo

Especie Abrv.  Localidad

S. alpestris ALP IV Region: Valle del Elqui, Cuesta la Vifiita, 820 msnm,
29°51'S - 70°49'W

S. candidus CAN IIT Regién: Huasco, Playa Arrayan, 40 msnm, 28°15'S -
71°09'W

S. grahamii GRA  Region Metropolitana: La Parva, 2600 msnm 33°20'S -
70°16'W

S. hookeri HOO  Region Metropolitana: Sector Farellones, 2450 msnm,
33°21'S - 70°16'W

S. integrifolius INT III Region: Alto del Carmen, 710 msnm, 28°45'S-
70°29'W

S. lacteus LAC  II Region: Paposo, Quebrada de Matancilla, 144 msnm,
25°06'S - 70°27'W

S. laetus LAE I Region: Paposo, 455 msnm, 25°00'S - 70°26'W

S. litoralis LIT IV Region: Parque Nacional Fray Jorge, 30° 38'S-
71°40'W

S. parvulus PAR IV Region: Reserva Nacional Las Chinchillas, Quebrada
el Cobre, 580 msnm, 31°29'S-71°05'W

S. pinnatus PIN Region Metropolitana: Reserva Nacional Rio Clarillo,
800 msnm 33°43'S - 70°56'W

S. porringens POR IV Region: Hornitos, 110 msnm, 29°38'S - 71°17'W

S. tricolor TRI IV Region: Papudo, 130 msnm, 32°31'S - 71°28'W

PR
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Desarrollo floral

Se eligieron al azar 20 yemas de 20 individuos distintos por especie y se registré dos
veces al dia durante todo el desarrollo floral (2-6 dias dependiendo de la especies) los
siguientes parametros: posicion del estigma y de las anteras respecto a la apertura del
tubo coralino; dehiscencia de las anteras; y receptividad del estigma. La receptividad del
estigma fue determinada en un ensayo que detecta la presencia de peroxidasa
estigmatica. Para esto colectamos 20 flores en diferentes estados de desarrollo, se
sumergio el estigma en una solucion de agua oxigenada al 3% y se observo la presencia

o ausencia de una fuerte liberacién de burbujas (Keans & Inouye 1993).

Capacidad de autofertilizacion espontdanea.

En cada especie estudiada se aislaron 10 individuos de las visitas de polinizadores
utilizando mallas de nylon de 1x1x0,7 m, con el fin de evitar la entrada de insectos, pero
sin gatillar artificialmente el mecanismo de liberacion explosiva de polen. Se marcaron
10 yemas por individuo y se realizaron dos tratamientos: (1) autofertilizacién
espontanea, donde 50 flores cubiertas permanecieron sin manipular para probar si las
flores podian ser polinizadas automaticamente sin visitas de insectos; (2) polinizacién
cruzada manual, donde 50 flores cubiertas con el estigma receptivo fueron polinizadas
manualmente con polen de otros individuos colectados a una distancia mayor a 20 m del
individuo receptor. Después de 3 a 4 semanas se colectaron y contabilizaron el nimero
de frutos y semillas producidas por flor marcada. Para cada planta se estim6 el

porcentaje promedio de frutos producidos respecto al niimero de flores marcadas (Xgg) y

el nimero de semillas promedio producidos por flor marcada (Xsgm). Para cada
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tratamiento se estimod el valor promedio de los Xpgr obtenidos por planta (XXrr) y el
valor promedio de los Xsgv obtenidos por planta (XXpg). Para examinar si habian
diferencias significativas entre los dos tratamientos en la produccién de frutos o semillas
se realizaron pruebas de permutaciones sobre los valores de Xpr 0 Xsem
respectivamente. Se estimé la diferencia en el valor promedio de Xgr 0 Xgpum entre los
dos tratamientos y se contrastaron los valores observados con distribuciones nulas
generadas aleatoriamente a través de la permutacion de los datos. La probabilidad que
existan diferencias cnﬁe los tratamientos se estimdé como la proporcién de valores
aleatorios de diferencias que exceden el valor observado. Para la generacién de las
distribuciones nulas se realizaron 1000 simulaciones con el programa Pop Tools version
2.6.2 (Hood 2002). Ademaés se calculd un indice de autofertilizacién (A) como la razén
entre el valor promedio del nimero de semillas producidas en promedio por flor por
planta (XXsgy) en el tratamiento de autofertilizacion esponténea y en el tratamiento de
polinizacion cruzada. No se lograron rescatar todas las flores marcadas (en fruto o no)
debido a la destruccidn por agentes externos, por lo que el niimero de flores finalmente

muestreadas vari6 entre 20 a 50 flores por tratamiento.

Mediciones del tamario de la corola

Se colectaron 15 flores de 15 individuos distintos para cada especie. Las flores
colectadas en terreno se guardaron en alcohol al 70%. En el laboratorio, las flores se
disectaron bajo la lupa, y se separaron el labio superior ¢ inferior para poder aplanar
completamente la flor. Ambas partes fueron escaneadas. Sobre las imigenes se midié

con el programa SigmaScan Pro 5.0 el area de los lobulos de la corola: estandarte,



63

secciones laterales, alas y quilla (Fig. 3.1). Estas areas fueron sumadas para estimar el

area total de la corola.

Labio superior Labio inferior

estandarte 0 ~ quilla

i

SECCI1CNES

laterales . alas

Fig. 3.1. Imdgenes del labio superior e inferior de la flor después de ser
aplanados y escaneados, mostrando los 16bulos de la corola (estandarte,
secciones laterales, alas, quilla y el tubo coralino). El tamafio de la corola fue
estimado como la suma de las dreas de los ldbulos de la corola, pero sin
considerar el tubo coralino.
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Trayectorias evolutivas de los sistemas de reproduccion

Se mape6 el sistema reproductivo sobre la hipdtesis filogenética obtenida mediante el
andlisis de inferencia bayesiana de los datos combinados de las secuencias ITS, waxy y
trnF-ndh] (ver Fig. 2.2B en Capitulo 2). De acuerdo al grado de autofertilizacién
espontinea, se codificd el sistema reproductivo como un caracter discreto con dos
estados posibles, autogamia y exogamia. Se reconstruyo el estado ancestral del sistema
reproductivo con el criterio de maxima parsimonia (MP) utilizando el programa
Mesquite (Madisson & Madisson 2004). Ademas se reconstruyé el estado ancestral del
tipo de acercamiento de los oOrganos reproductivos (hercogamas permanentes y
hercégamas temporales) y del tipo de mecanismo floral (con y sin sistema de liberacion

explosivo de polen).

Evolucion correlacionada entre la capacidad de autofertilizacion espontanea y el
tamarnio de la corola.

Para evaluar si cambios en la capacidad de autofertilizacién se asocian a cambios en el
tamafio de la corola se realizaron dos pruebas. En primer lugar, se realizé una prueba de
maxima verosimilitud para detectar evoluciéon correlacionada entre el indice de
autofertilizacién y el tamafio de la corola, implementada en el programa Continuous
(Pagel 2000, ver ademas Pagel 1997, 1999). Este método compara la bondad de ajuste
de dos modelos, uno que permite la evolucion correlacionada de dos caracteres y otro
mas simple que permite sélo la evolucién independiente de los caracteres (modelo nulo).
Como los modelos son anidados, los puntajes de verosimilitud se pueden comparar con

una prueba de razones de verosimilitud, donde se estima el operador &= 2* (InL; —InLg)
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y se evalia en una distribucién %> con 1 grado de libertad. Se consideré que los
caracteres evolucionaban en forma correlacionada si el modelo dependiente se ajustaba
significativamente mejor que el modelo nulo. En segundo lugar, se compard el tamafio
de la corola de las especies autégamas con el tamafio estimado para los ancestros
ex6gamos mas proximos. Este tamafio se estimé mediante la reconstruccién de estados
ancestrales con el criterio de maxima parsimonia cuadratica ponderada por el largo de

ramas (Garland et al. 1997), implementado en el médulo PDAP del programa Mesquite

(Madisson & Madisson 2004).

RESULTADOS

Desarrollo floral.

Las flores de las 9 especies de Schizanthus estudiadas son protandricas y en las primeras
etapas del desarrollo presentan una separacion espacial entre las anteras y el estigma. En
todas las especies, el pistilo crece continuamente a lo largo del desarrollo floral, sin
embargo la posicion de las anteras y los patrones de elongacién del estilo difieren entre
las especies. En un grupo de especies, la separacion entre los organos reproductivos
permanece a lo largo del desarrollo floral (hercégamas permanentes), mientras que en
otro grupo de especies, el estigma receptivo entra en contacto con las anteras abiertas
con polen en una etapa tardia del desarrollo floral (hercogamas temporales). A

continuacién se describe el desarrollo floral de ambos tipos florales:
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1) Hercégamas permanentes. En las especies S. alpestris, S. hookeri, S. integrifolius, S.
pinnatus, S. porringens, S. tricolor, no se observé contacto entre el estigma receptivo y
las anteras durante todo el desarrollo floral. A excepcion de S. integrifolius, todas estas
especies presentan un sistema de liberacion explosivo de polen. Inmediatamente después
de la antesis, los estambres se encuentran adheridos a la quilla en un estado de tension
(Fig. 3.2A). Al abrirse las anteras, ya sea en forma simultanea o diferida, se puede
gatillar un mecanismo de liberacién explosivo de polen. Basta una leve presion sobre las
alas o la quilla (dependiendo de la especie), para que uno o los dos estambres se separen
de la quilla y liberen el polen en forma de cumulo, dejado las anteras vacias. En esta
etapa del desarrollo, es decir, cuando el mecanismo de polen es “gatillable”, el pistilo es
relativamente corto y el estigma se encuentra no receptivo al interior del tubo coralino
(en las especies de tubo coralino largo, S. hookeri y S. alpestris) o muy cercano a la
apertura del mismo (en las especies de tubo coralino corto, S. pinnatus, S. tricolor y S.
porringens). Durante el desarrollo floral, el pistilo crece continuamente y se curva hacia
arriba. Cuando el pistilo sobresale mas de 1 cm fuera del tubo coralino se vuelve
receptivo. En esta etapa, las anteras ya han perdido el polen y estan vacias.

La especie S. integrifolius presenta un mecanismo distinto. Esta especie no
presenta un sistema de liberacién explosivo de polen, los estambres son largos y no
descansan sobre la quilla, sino que sobresalen bastante fuera del tubo coralino, dejando a
las anteras “suspendidas” en el aire (Fig. 3.2B). Inmediatamente después de la antesis las
anteras permanecen cerradas y el estigma se encuentra no receptivo al interior del tubo.
Las anteras se abren en forma desfasada (primero la antera mas externa) con dehiscencia

extrorsa. Durante el desarrollo floral el pistilo crece continuamente y sobresale fuera del
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tubo coralino; en esta etapa las anteras estan vacias y comienzan a secarse. El pistilo
continia creciendo y se curva hacia arriba, cuando sobresale a mas de 1 cm de la
apertura del tubo, se vuelve receptivo.

2) Hercogamas temporales. Este tipo de flor esta presente en S. candidus, S. lacteus y S.

grahamii. Estas especies tampoco tienen un sistema de liberacion explosivo de polen,
pero a diferencia de S. integrifolius, los estambres son cortos y casi no sobresalen fuera
del tubo coralino (Fig. 3.2C). Por lo tanto, las anteras quedan cercanas a la apertura del
tubo coralino y al estandarte. Inmediatamente después de la antesis, el estigma se
encuentra no receptivo al interior del tubo coralino, las anteras se abren en forma
desfasada en forma introrsa (usualmente la antera mas externa antes), pero no pierden el
polen. El pistilo crece continuamente, cuando el estigma sobresale fuera del tubo se

vuelve receptivo, y toca las anteras que estan llenas de polen, o el estandarte, donde

usualmente también se ha depositado el polen.



Fig. 3.2. Desarrollo floral en los tres tipos florales encontrados en Schizanthus. A) Flores
herc6gamas permanentes con sistema de liberacién explosiva de polen, representado por S.
tricolor. B) Flores herc6gamas permanentes sin sistema de liberacién explosiva de polen,
representado por S. integrifolius. C) Flores herc6gamas temporales, representado por S.
candidus. La posicién de las anteras y del estigma se indican con las letras A y E
respectivamente, con un asterisco se sefiala el momento cuando el estigma se vuelve
receptivo. Ver detalles en el texto.
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Nivel de autofertilizacion espontanea

Las especies de Schizanthus presentan importantes diferencias en el grado de
autofertilizacién espontanea (Tabla 3.2), que se corresponden con el tipo de flor. Las
especies con flores hercogamas permanentes con SLE (S. hookeri, S. alpestris, .
pinnatus, S. tricolor y S. porringens) y sin SLE (S. integrifolius) presentan indices de
autofertilizacién espontanea < a 0,2 (rango entre 0,04 a 0,2). En estas especies, la
produccion de frutos y semillas disminuye significativamente cuando se excluyen los
polinizadores, siendo el nimero de semillas promedio y el porcentaje de frutos
producidos por planta significativamente mayor en el tratamiento control de polinizacién
cruzada que en el tratamiento de autofertilizacidon espontanea (Tabla 3.2).

Las especies con flores hercégamas temporales, es decir, donde se observa un
contacto tardio entre las anteras y el estigma (8. candidus, S. lacteus y S. grahamii),
presentan indices de autofertilizacidon espontanea superiores a 0,8. En estas especies no
se encontraron diferencias significativas en el nimero de semillas promedio y en el

porcentaje de frutos producidos por planta entre el tratamiento de autofertilizacion y el

de polinizaciéon cruzada (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Resultados de los experimentos de autofertilizacién espontdnea y de polinizacién

cruzada en 9 especies de Schizanthus. Para cada tratamiento se indica: el nimero de flores

marcadas recuperadas (FL); el porcentaje promedio de frutos producidos por planta respecto al

numero de flores marcadas recuperadas (XXg); y €l promedio del nimero de semillas promedio

producidas por flor marcada recuperada (XXsgy). Ademas se indican las significancias

estadisticas de las pruebas de permutacion realizadas sobre las diferencias entre los tratamientos

en el porcentaje de frutos producidos por planta (p-FR) y el nimero de semillas promedio

producidas por flor (p-SEM). También se muestra el indice de autofertilizacién (A). Ver texto

para su descripcion. Ver Tabla 3.1 para abreviaturas de especies.

Esp Autofertilizacion Polinizacién cruzada Autof. vs Cruzada A
Fl XXFR XXSEM Fl XXFR XXSEM p-FR p-SEM

Hercogamas permanentes

ALP 32 143457 1,5%0,6 36 914+184 8,515 p<0,001 p<0,001 0,17
HOO 48 2,0+2,0 0,606 39 54,5+9,7 15,3+2,6 p<0,001 p<0,001 0,04
PIN 50 8,0+4,4 1,6£0,9 49  70,0+6,1 12:3+£2.2 p=0,025 p<0,001 0,13
POR 19 13,0438 22409 18 8431438 12,6+1,7 p<0,001 p=0,003 0,17
TRI 45 8,9+4.8 1,242,737 85,0£10,5 15,1+2,7 p<0,001 p<0,001 0,08
INT 32 29+2,7 0,62£0,6 35 67,7498 17,4424 p<0,001 p<0,001 0,03
Hercogamas temporales—

CAN 32 10040  90,8+4,8 32 100+0 101,84£7,0 - p=0,087ns 0,89
GRA 50  100+0 33,8424 50 1000 28,3+2,6 - p=0,062ns 1,19
LAC 38 91,1#6,8 70,1#5,5 41 92,7436 80,9+5,1 p=0432ns p=0,076ns 0,87

"Valores corresponden al promedio por planta + error estandar.
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Trayectorias evolutivas de los sistemas reproductivos y del tamario de la corola

La reconstruccion del sistema reproductivo con el criterio de maxima parsimonia sugiere
que el ancestro del género era exdgamo (Fig. 3.3A) y que la autogamia habria
evolucionado al menos en dos ocasiones independientes en el género, una vez en el
linaje de las especies del desierto y otra en el linaje de las especies altoandinas. La
evolucion de la autogamia ocurre en asociacion al acercamiento de los organos
reproductivos, es decir, a la transicion desde la hercogamia permanente a la hercogamia
temporal (Fig.3.3B).

Respecto a la evolucion del tamaiio de la corola, los datos indican que el grado de
autofertilizacion no evoluciona correlacionadamente con el tamafio floral. La bondad de
ajuste del modelo que permite la evolucién correlacionada entre estos caracteres (InL; =
24,3) no es significativamente mayor que la bondad de ajuste del modelo nulo que
permite sélo la evolucién independiente de los caracteres (InLo = -25,8; p = 0,09).

Consecuentemente, el tamafio de la corola de las especies autégamas no es menor
que el de sus ancestros exégamos mas recientes. En la Figura 3.3C, donde se muestra la
reconstruccion de los estados ancestrales del tamafio de la corola con el criterio de
parsimonia cuadratica ponderada, se puede apreciar que la corola de las especies
autégamas S. grahamii y S. candidus es de mayor tamafio que la de sus ancestros
ex6gamos mas recientes (ver Fig. 3.3A, para reconstruccion de sistemas reproductivos).
No asi en el caso de S. lacteus donde el tamafio de la corola si es menor que la de su

anceslro mas reciente.



A)

B)

O POR
| O HOO
| E. GRA
=) ALP
I om
e can

@® LAC

; Eg LIT O Hercogamas

@ LAE @ No estudiadas

_ =i BaR

;EO TRI
O PIN

@ LIT

| — 10 por
{:. @ LAE

O HOO
® GRA
O ALP
=168
L e ca
—@® LAC

y

Hercogamas
temporales

permanentes

Autogamas
(Af  0.50)

(O Exdgamas
(Af <0.20)
@ No estudiadas

12

PAR

TRI (O 0,7a1,0 cm?
piy O 1.0al4cm?

@ 1,42a2,0cm?
LIT @2,0a28cm?
POR @ 2.824,0cm?

CAN
LAC

Fig. 3.3. Trayectorias evolutivas de los sistemas de reproduccion y de caracteres florales
asociados. A) Reconstruccion del estado ancestral del grado de autofertilizacion espontanea
con el criterio de maxima parsimonia. B) Reconstruccion del estado ancestral del grado de
hercogamia con el criterio de maxima parsimonia. C) Reconstruccion del tamafio de la corola
con el criterio de maxima parsimonia cuadratica. Ver abreviatura de las especies en Tabla
3.1. Los drboles filogenéticos corresponden al arbol obtenido por inferencia bayesiana a
partir de las secuencias de las regiones de ADN, trnF/ndhJ, waxy ¢ ITS (Fig. 2.2, capitulo 2).
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DISCUSION

El seguimiento del desarrollo floral y las observaciones sobre la produccion de frutos y
semillas en ausencia de polinizadores en 9 especies de Schizanthus, indican que en el
género hay al menos dos tipos de sistemas reproductivos; flores adaptadas a la exogamia
y flores adaptadas a la autogamia. Ambas clases florales son protindricas y hercégamas
en las primeras etapas del desarrollo floral. En ambas, el pistilo crece continuamente y la
posicion relativa de las anteras y del estigma cambia durante el desarrollo floral, pero
mientras que en las especies adaptadas a la autogamia las anteras con polen entran en
contacto con el estigma receptivo, en las especies adaptadas a la exogamia no lo hacen.
En estas ultimas, la produccion de frutos disminuye significativamente al excluir los
polinizadores, lo que resulta en bajas tasas de autofertilizacion espontdnea. Aunque la
compatibilidad genética de las especies de Schizanthus no fue estudiada en este trabajo,
se conoce que la especie S. hookeri es autocompatible (Arroyo & Humaiia,
comunicacién personal). Esto sugiere que la adaptacion a la exogamia en Schizanthus no
es producto de un sistema de incompatibilidad genética sino que probablemente de la
separacion temporal entre la fase masculina y femenina de las flores (dicogamia) y de la
separacion espacial entre las anteras y el estigma (hercogamia).

En las especies adaptadas a la autogamia, S. candidus, S. grahamii y S. lacteus, los
estambres son relativamente cortos, las anteras tienen una dehiscencia introrsa y el
estigma receptivo entra en contacto con las anteras antes que pierdan el polen. La
produccién de frutos y semillas en estas especies disminuye s6lo parcialmente (S.

grahamii), o no disminuye (S. candidus y S. lacteus) al excluir los polinizadores, lo que
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resulta en la posibilidad de altas tasas de autofertilizacion esponténea. La dicogamia y la
hercogamia inicial observada en estas flores sugiere que estas especies pueden tener una
estrategia de reproducciéon mixta, donde la autopolinizacién es retardada hasta después
que haya pasado la oportunidad de polinizacién cruzada (Lloyd 1992, Sakai 1995). En
otras flores tubulares se ha observado que la autogamia retardada puede ser producida
por un cambio en las posiciones relativas de las anteras y del estigma (Hibiscus: Klips &
Snow 1997; Campanula: Faegri & Van der Pjil 1979). Por ejemplo, las flores de
Collinsia verna (Escrofulariacea), al igual que las de Schizanthus, son protandricas e
inicialmente hercégamas. Durante el desarrollo floral, el estigma se mueve hacia el
frente de la quilla posicionandose cerca de las anteras y se vuelve receptivo cuando tres
de las cuatro anteras presentes se han abierto, ocurriendo de esta manera
autofertilizacion sélo al final del desarrollo floral (Kalisz et al. 1999).

Considerando nuestra estimacioén del estado ancestral del sistema reproductivo, la
adaptacion a la autogamia (o probablemente autogamia retardada) habria evolucionado
en Schizanthus al menos en dos ocasiones distintas a partir de ancestros exégamos. Estos
resultados son consistentes con otros estudios que indican que transiciones desde la
exogamia hacia la autogamia son frecuentes en la naturaleza (Kohn et al. 1996, Schoen
et al. 1997, Takebayashi & Morrell 2001, Barrett 2002). Se ha propuesto que la
evolucion de la autogamia podria ocurrir por seleccién automatica o como una forma de
asegurar la reproduccién en ambientes con condiciones adversas para la polinizacion
cruzada (Arroyo & Squeo 1990, Morgan et al. 1997, Kailsz & Vogle 2003), siendo el
aseguramiento reproductivo especialmente importante en plantas anuales (Stebbins

1974, ver discusion en Morgan et al. 1997). Por otra parte, se ha propuesto que la
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evolucion de estrategias mixtas como la autogamia retardada (Schoen & Brown 1991)
puede ocurrir en ambientes especialmente variables, donde la disponibilidad de insectos
puede ser incierta. Nuestros resultados indican que en Schizanthus la adaptaciéon a la
autogamia (o probablemente a la autogamia retardada) evolucioné en forma
independiente en la estepa altoandina y el desierto. Estudios comunitarios en Chile
Central, muestran que la riqueza, abundancia (Arroyo et al. 1982), y tasa de visitas
(Arroyo et al. 1985) de especies de insectos polinizadores disminuye con la altitud,
particularmente de himendpteros, los principales visitantes de Schizanthus, que alcanza
un maximo en el matorral subandino y después disminuye rapidamente (Arroyo et al.
1982).

En Schizanthus, no se observd que la evolucion de la capacidad de
autofertilizacion esté acompafiada de una reduccién en el tamafio de la corola como se
ha observado en otros taxa donde han ocurrido transiciones a la autogamia (Arroyo
1973, Cruden 1977, Holstford & Ellstrand 1992, Stebbins 1974, Barrett 2004). Es mas,
las especies S. grahamii y §. candidus, a pesar sus altos indices de autofertilizacion,
presentan las flores més grandes del género y producen néctar en cantidades suficientes
como para repletar el tubo coralino (2 a 3 ul). Armbruster et al. (2002) mostraron que en
el género Collinsia, las especies con autogamia retardada presentaban corolas de mayor
tamafio que las especies autdgamas, donde el contacto entre las anteras y el estigma
ocurre tempranamente en la antesis. Estos datos refuerzan la idea que las especies S.
grahamii, S. candidus y S. lacteus tienen una estrategia reproductiva mixta, aunque son
necesarios experimentos adicionales y un seguimiento del desarrollo mas fino para

evaluar si el estigma puede recibir polen exdgeno antes de que ocurra la autofertilizacién
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y para evaluar la importancia de la polinizacién cruzada en la naturaleza. Sin embargo,
es necesario destacar que la ausencia de evolucién correlacionada entre el tamafio de la
corola y la capacidad de autofertilizacién espontanea, también pueden indicar que los
caracteres que permiten la autofertilizacién pueden evolucionar mas rapido que

caracteres asociados a la atraccion y recompensa de polinizadores.
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CAPITULO 4. EVOLUCION DE LOS SISTEMAS DE POLINIZACION DEL
GENERO SCHIZANTHUS: CONSECUENCIAS SOBRE LA EVOLUCION
DE LA MORFOLOGIA FLORAL

RESUMEN

Se estudié la evolucion de la morfologia floral y de los sistemas de polinizaciéon en el
genero sudamericano Schizanthus, conformado por 12 especies que se caracterizan por
una amplia variacion en el color, tamafio y forma de la corola, y que permite reconocer
tres sindromes de polinizacion: ornitofilia, melitofilia y falenofilia. Observaciones de
polinizadores en 9 especics, realizadas para comprobar los sindromes de polinizacion,
indican que hay s6lo una correspondencia parcial entre el sindrome y el tipo de visitante
observado, con una tendencia de las especies exégamas a ser mas generalistas que lo
predicho por el sindrome. Analisis basados en una filogenia molecular muestran que la
melitofilia era el estado ancestral del género, y que la ornitofilia y la falenofilia habrian
evolucionado una sola vez, en el linaje de las especies altoandinas y del desierto
respectivamente, y en correspondencia con la adquisicién de polinizacién por picaflores
y por lepiddpteros. Estas transiciones en los mecanismos de polinizacién ocurririan sin
la pérdida del polinizador ancestral, dando lugar asi a estados mas generalistas (donde
las flores son visitadas por el polinizador nuevo y el ancestral). Los analisis de los
patrones evolutivos del tamafio y forma de la corola, estimadas con métodos de

morfometria geométrica, sugieren que los patrones de similitud entre las especies son
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relativamente independientes de la filogenia, y que la transformacién de la morfologia

floral ha seguido un patrén de cambio gradual acelerado, y no puntuado.

INTRODUCCION

La diversificacion en la forma de las flores de la angiospermas ha sido atribuida a
cambios adaptativos de los caracteres florales con relacidn al tipo y disponibilidad de
agentes polinizantes y particularmente, a la promocion de la polinizacién cruzada
(Faegri & van der Pijl 1979, Omduff 1969, Stebbins 1970, Barrett & Graham 1997,
Barrett 2004). Esta premisa se apoya en estudios comparativos que muestran patrones de
evolucién convergente y la mantencion de zonas adaptativas en las cuales multiples
caracteres florales estan asociados a clases particulares de polinizadores (Stebbins 1974,
Johnson et al. 1998, Goldblatt & Manning 2000). En algunos grupos de plantas se ha
mostrado que combinaciones particulares de caracteres florales, conocidos como
“sindromes de polinizacion™ (Faegri & van der Pijl 1979) describen y sintetizan los
modos de polinizacién (revisado por Fenster et al. 2004). Sin embargo, la clsica idea
que las flores tenderian hacia la especializacion por un tipo de polinizador animal ha
sido criticada (revisado por Johnson & Steiner 2000, Gémez 2002), principalmente
sobre crecientes evidencias de estudios ecolégicos que muestran una tendencia en la
naturaleza hacia la generalizacion y dinamismo de los sistemas de polinizacidon (Ashman
& Stanton 1991, Echart 1992, Waser et al. 1996, Ollerton 1996, Gémez & Zamora 1999,
Sanchez-La Fuente 2002). Se ha argumentado, que esta baja especificidad podria

contrarrestar o impedir las presiones selectivas potenciales de los polinizadores sobre la
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morfologia floral (Herrera 1996). Por otro lado, se ha resaltado la importancia que
podrian tener una serie de factores intrinsecos en restringir la respuesta adaptativa de las
plantas (Herrera 1993, 1996, Wilson & Thompson 1996). Estas restricciones se pueden
manifestar en tendencias a la conservacion evolutiva de la morfologia floral y traducir en
fuertes sefiales filogencticas en la morfologia floral.

Una manera de avanzar en este tema es a través del analisis de los patrones de
cambio (o conservacion) de los caracteres florales durante las transiciones entre sistemas
de polinizacion en un linaje, de tal forma, de entender el compromiso entre evolucién
adaptativa e inercia filogenético en el fenotipo floral. Esta aproximacion permite ademas
evaluar como ocurre la transformacion de la morfologia floral en estas transiciones. Este
aspecto de la evolucion de la morfologia floral ha sido escasamente estudiado y sigue
siendo controversial. Varios estudios clasicos sugieren que las transiciones entre
sistemas de polinizacién ocurren en forma gradual, via estados intermedios (Baker 1973,
Stebbins 1974 “principio de la transferencia de funcién via un estado intermedio™). En
esta linea, por ¢jemplo, Wilson et al. (2004b) en un estudio en Penstemon, sugierieron
que las transiciones desde la polinizacion por insectos a la polinizacion por picaflores
ocurre por un proceso de des-especializacién y re-especializacién de la flor via estados
intermedios. Este proceso se manifiestaria en que las flores de las especies del género
pueden ser arregladas a lo largo de un “gradiente de sindromes”. Sin embargos otros
estudios sugieren que la transformacion de la morfologia floral puede seguir un patrén
de cambio puntuado, sin estados intermedios. Por e¢jemplo, Beardsley et al. (2003)

mostraron que en Mimulus seccidén Erytrhane, en la transicién desde la polinizacién por
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insectos a la polinizacién por picaflores, la transformacién floral siguen un patron de
cambio mas puntuado que gradual.

El objetivo principal de este trabajo es caracterizar los patrones evolutivos de la
morfologia floral del género Schizanthus (Solanaceae) en relacién a cambios en los
sistemas de polinizacidn, investigando tres preguntas: ;Existen evidencias qué la
morfologia floral del género Schizanthus haya sido modulada por selecciéon mediada por
polinizadores? ;Como influye la filogenia en la morfologia floral? ;Qué modo o patrén
de cambio siguen los caracteres florales en las transiciones entre sistemas?.

El género Schizanthus, intrigante por su inusual morfologia floral para la familia
Solanacea (Knapp 2002), presenta flores marcadamente zigomorficas, bilabiadas, con un
mecanismo de liberacion explosivo de polen convergente con el de las Papilionaceas
(descrito por Coccucci 1989). Esta conformado por 12 especies de plantas anuales y
bianuales (Grau & Gronbach 1984) que se caracterizan por una amplia variacién en la
morfologia floral reconociéndose dos sindromes de polinizacion; melitofilia o
polinizacién por himenépteros, y falenofilia o polinizacién por lepidopteros nocturnos
(Cocucci 1989). La melitofilia es asociada con flores violetas, con secciones laterales
orientadas frontalmente, el labio inferior desarrollado y un sistema de liberacién
explosivo de polen (SLE). La falenofilia es asociada a flores blancas, con las secciones
laterales orientadas hacia atras, con un labio inferior reducido y sin SLE. Sin embargo,
no se han realizado observaciones sistematicas de estas especies en terreno para evaluar

la validez de estos sindromes de polinizacién (pero ver Cocucci 1989), y de esta manera

dar cuenta del grado de especializacion de las flores.



84

Los objetivos de este estudio fueron: (1) caracterizar y cuantificar las variaciones
en la morfologia floral a través de mediciones lineales de caracteres florales y de
métodos de morfometria geomeétrica; (2) examinar la predictibilidad de los sindromes de
polinizacién a través de la observacion de visitantes de las flores y de esta forma evaluar
el grado de especializacién de la morfologia floral; (3) comparar las trayectorias
evolutivas de los sindromes de polinizacién y de los visitantes observados en una
filogenia molecular, y evaluar el cambio de los caracteres florales durante las
transiciones entre sistemas de polinizacion; (4) evaluar la influencia de la filogenia en la
morfologia floral; (5) determinar si el tamafio y forma de la corola siguen un patrén de

cambio gradual o puntuado a lo largo de la filogenia de Schizanthus.

METODOS

Sitios de estudio

Se describio el sindrome de polinizaciéon de cada una de las doce especies descritas de
Schizanthus. Sélo en nueve de ellas se pudieron observar los visitantes de las flores.
Estas pertenecen a las especies, S. hookeri, S. grahamii, S. alpestris, S. pinnatus, S.
tricolor, S. porringens, S. lacteus, S. candidus y S. integrifolius. Las poblaciones son las

mismas que las estudiadas en el capitulo anterior (Tabla 3.1, Capitulo 3)
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Caracterizacion de la morfologia floral

Mediciones lineales

Se colectaron 15 flores de 15 individuos distintos de cada especie. Las flores colectadas
en terreno se guardaron en alcohol al 70%. En el laboratorio se disectaron bajo la lupa,
separando el labio superior del labio inferior para poder aplanar completamente la flor
(Fig. 4.1). Ambas partes fueron escancadas. Sobre las imagenes obtenidas se cuantificd
el area y perimetro del estandarte, de las secciones laterales, quilla y alas, y el largo de la
corola (suma del largo del labio inferior y superior) mediante el programa SigmaScan
Pro 5.0 (Fig. 4.1). A partir de estas medidas se calculd el valor de las siguientes
variables: (1) tamafio de la corola, estimada como la suma del area de los 5 16bulos de la
corola; (2) complejidad de la corola, estimada como la razén entre el perimetro al
cuadrado y el 4rea de la corola; (3) tamafio relativo del labio inferior, estimada como los
residuales de una regresion realizada entre el area del labio inferior y el tamafio de la
corola incluyendo todas las especies; (4) largo relativo del tubo coralino, estimado como
los residuales de una regresion realizada entre el largo promedio del tubo de cada
especie y el largo de la corola con todas las especies. En todos los anélisis estas variables
fueron consideradas como continuas. La variable tamafio fue tratada con la
transformacién logaritmica. Ademads, en terreno se anotaron los siguientes aspectos
florales: (5) orientacion de las secciones laterales del labio superior, la que puede ser
lateral o frontal (ver Fig. 4.2); (6) descripcion simple del color de la corola donde se
reconocieron solo tres categorias, blanco cuando la corola es completamente blanca,
rosado-lila cuando alguno de los segmentos de la corola presenta estos colores, y rojo,

cuando las secciones laterales presentan este color; (7) presencia o ausencia de un
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sistema de liberaciéon explosiva de polen (SLE, Cocucci 1989, ver descripcién en
Capitulo 3); (8) posicién de los estambres respecto a la apertura del tubo coralino; (9)
dehiscencia de las anteras. Las diferencias en la morfologia floral de las especies se
evaluaron mediante MANOVA en el caso de los caracteres continuos.

Morfometria geométrica

Las variaciones en la forma de la corola también se cuantificaron usando métodos de
morfometria geométrica (MG) (Rohlf & Marcus 1993). A diferencia de los métodos
anteriores, la morfometria geométrica no se basa en medidas de distancias o razones
para cuantificar las variaciones de forma, sino en la posicién relativa de varios puntos
homodlogos o “landmarks”, los cuales son elegidos para representar lo mejor posible la
forma de la estructura. Las variables de forma son generadas a partir de variaciones en
las coordenadas x,y del grupo de “landmarks”™ elegidos.

En las imagenes escancadas del labio inferior y superior de la corola se
distinguieron 4 y 6 “landmarks” respectivamente, elegidos para capturar la variacion de
forma de toda la corola. Como la corola presenta simetria bilateral, los “landmarks”
fueron ubicados s6lo en el lado derecho de la corola (Fig. 4.1). Como el labio superior
e inferior de la corola son dos estructuras articuladas, para poder cuantificar las
variaciones de la forma de la corola en su conjunto, se debid utilizar una de las
aproximaciones de Adams (1999) para analisis de estructuras articuladas. Se generaron
variables de forma de cada subgrupo de “landmarks” separadamente y se generé una
variable adicional correspondiente a la razén de los tamafios entre los dos subgrupos de
datos. Las coordenadas x e y de los “landmarks” de los 180 gjemplares se digitalizaron

usando el programa TPSDIG32 (Rohlf 2001). Para remover la variacidn en las
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configuraciones de “landmarks” no asociados a variaciones en forma, se alinearon los
180 ejemplares usando el método de superposicion GPA (General Procustes Analysis,
Rohlf & Slice 1990). Este analisis remueve la variacion no asociada a forma, es decir,
diferencias de tamaiio, ubicacion y rotacion, escalando los ejemplares a un tamafio
unitario, trasladandolos a una posicién comun, y rotindolos para que los “landmarks”
correspondientes de todos los ejemplares estén lo mas cerca posible. A partir de los
ejemplares alineados se extrajeron las variables de forma utilizando el analisis de “Thin
Plate Splines” (Bookstein 1987, Rohlf 1998), implementado en el programa
TPSRELW (Rohlf 1999). Esta aproximacién estima una configuracién consenso a
partir de todos los ejemplares alineados y computa las diferencias de forma entre cada
gjemplar y esta configuraciéon como deformaciones continuas y no lineales de una grilla
respecto a de la configuracion de “landmarks” consenso. Estas deformaciones se
expresan en funcién de variables de forma geométricamente ortogonales llamadas
“partial warps” (PW), ordenadas segun el alcance de las deformaciones, desde las mas
globales, es decir, que involucran toda la estructura, a las mas localizadas. De esta
manera, para describir las variaciones en la forma uniformes (deformaciones globales)
y no uniformes (deformaciones locales) de la corola se extrajeron los PW del labio
inferior y superior de la corola, incluyéndose el componente uniforme de la variacién a
través de las ecuaciones de Booksteisn (1996). En total se generaron 13 variables de
forma: 8 PW (incluido componente uniforme) del labio superior, 4 PW del labio
inferior (incluido componente uniforme) y una variable correspondiente a la razén de
tamafios entre el labio superior e inferior. Para analizar las variaciones interespecificas

en la forma de la corola, se realizé un analisis candnico variado (CVA) sobre las
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variables de forma (PW). Este analisis permite ordenar los ejemplares en un espacio
morfométrico y obtener nuevas variables de forma que consideran la variaciéon dentro
de los grupos (en este caso las especies) y maximizar la razén entre la varianza entre
los grupos y la varianza dentro de los grupos (ver aplicaciones en Kassam et al. 2003).

Este analisis se realizd con el programa NTSYS —PC version 2.1 (Rohlf 2000).

Labio superior Labio inferior
y 1

8
- 6 @uuilla
07 o 9

estandarte

SECCIONEeS
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- 10
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' 6

Fig. 4.1, Imagenes del labio supernior ¢ inferior de la flor de Schizanthus hookeri después
de ser aplanados y escaneados, mostrando los caracteres florales y posicion de los 10
“landmarks” considerados en el estudio. Los caracteres son: estandarte, secciones
laterales, alas, quilla y tubo coralino. Los “landmarks” en el labio superior son: (1)
extremo superior del estandarte, (2) punto de unién entre estandarte y secciones laterales,
(3) punto superior de secciones laterales, (4) punto inferior de secciones laterales, (5)
insercion del estandarte y secciones laterales en el tubo coralino y (6) extremo inferior
del tubo coralino. Los “landmarks” en el labio inferior son: (7) extremo superior de

quilla; (8) punta de la quilla, (9) extremo superior de la alas, (10) insercién de las alas en
tubo coralino.



Fig. 4.2. Sindromes de polinizacién en el género Schizanthus. A) Falenofilia, representado
por S. integrifolius, corresponde a flores blancas, con secciones laterales orientadas hacia
atrds, labio inferior reducido y tubo coralino largo. B y C) Melitofilia, representado por S.
tricolor y S. hookeri, corresponde a flores coloridas, secciones laterales orientadas
frontalmente, labio inferior desarrollado, con mecanismo de liberacién explosivo de polen,
con tubo coralino corto o largo. D y E) Especies que no se corresponden con ninguno de los
dos sindromes reconocidos por Cocucci (1989): (D) S. grahamii con flores rojas, tubo
coralino largo, corola orientada frontalmente, labio inferior reducido, presumiblemente
relacionadas con un sindrome de ornitofilia; (E) S. parvulus, especie con caracteristicas

semejantes a las especies melitofilas, pero con estandarte prolongado en una protuberancia
donde se deposita el néctar.



90

Observacion de los visitantes de las flores

Para determinar la validez de los sindromes de polinizacion se registraron las visitas de
insectos y aves a las flores durante 3 a 6 dias soleados en un parche de 2m* por periodos
de 30 minutos por cada hora entre las 10 y las 23 hrs. Se contabilizé el numero de flores
en cada parche observado, el cual vari6 entre 400 y 980 flores. Las visitas de insectos
fuera del parche también fueron registradas. Los visitantes fueron observados
directamente o usando binoculares en el dia, y una linterna con luz roja en la noche. Las
visitas fueron contabilizadas como efectivas cuando el visitante gatillaba el mecanismo
de liberacién explosiva de polen o tocaba las anteras. Con una lupa se observd la
presencia de polen en los visitantes atrapados. Esto se pudo hacer en la mayoria de los
casos, excepto en los lepidopteros nocturnos y en picaflores. Los visitantes se agruparon
segiin su orden taxonomico, y se reconocieron cuatro tipos de visitantes: himendpteros,
dipteros, lepidopteros, y picaflores.. La tasa de visitas se estimé como el nimero de
visitas por flor por hora (Arroyo et al. 1982). La importancia relativa de cada tipo de

visitante se estimo segin el porcentaje de visitas por flor.

Trayectorias evolutivas de los sindromes de polinizacion y de los tipos de visitante.

El tipo de visitante observado y el sindrome de polinizacién se mapearon en la hipétesis
filogenética obtenida con el andlisis de inferencia bayesiana de las secuencias ITS, waxy
y trnF/ndh] (Fig. 4.3B, Capitulo 1). El tipo de visitante se codificé como un caracter con
cuatro estados posibles: (1) presencia de lepidopteros, (2) picaflores, (3)
himenopteros/dipteros y (4) sin visitantes. En el caso de las especies visitadas por mas

de un tipo de polinizador se admitieron polimorfismos. El sindrome se codificé como un
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unico caracter discreto con tres estados posibles definidos después de revisar los
sindromes de polinizacién en todas las especies del género (ver resultados): melitofilia,
falenofilia y ornitofilia. Para reconstruir el estado ancestral tanto de los visitantes como
del sindrome se utilizd el criterio de méxima parsimonia (MP). Para evaluar las
trayectorias evolutivas de los caracteres florales (tamafio, forma de la corola, desarrollo
del labio inferior, largo del tubo coralino) en estas transiciones, se mapearon los
caracteres en la filogenia y se reconstruyeron sus estados ancestrales mediante el criterio
de maxima verosimilitud (MV) bajo un modelo Browniano de evolucién con un s6lo
parametro (Schluter 1998) en el caso de caracteres discretos, y mediante el criterio de
maxima parsimonia cuadratica ponderada por los largos de ramas (Garland et al. 1997)
en el caso de los caracteres continuos (que es equivalente al modelo Browniano, Pagel

1999). Para ambos analisis se utilizé el programa Mesquite (Madisson & Madisson

2004)

Patrones evolutivos de los caracteres florales
Para analizar los patrones evolutivos de la morfologia floral a lo largo de la filogenia se
modeld la evolucidén de los distintos caracteres florales sobre la base de un modelo

browniano, que incorpora dos parametros escaladores relevantes para evaluar la relacion
con la filogenia y el modo de evolucion de los caracteres, el parametro “escalador de
filogenia” (A) y el parametro “escalador de largo de ramas” (x) (Pagel 1994, Pagel

2002). El parametro A estima el grado en que la filogenia predice correctamente los

patrones de similitud entre los caracteres florales. Este parametro puede tomar valores
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que van desde 0,0 (cuando los parametros de similitud de los caracteres entre las
especies son independientes de la filogenia) a 1,0 (cuando los patrones de similitud de los
caracteres son proporcionales a la filogenia). El parametro k escala la relacion entre los
largos de las ramas en la filogenia y la evolucidn de los caracteres. Este pardmetro puede
tomar valores que van desde 0,0 a 3,0. Cuando es k es 1,0, la evolucién de los caracteres
es directamente proporcional al largo de ramas y la evolucién es gradual. Cuando k es 0,
la cantidad de evolucion de un caracter por rama es independiente del largo de la rama y
la evolucion es puntuada, es decir, ocurre evolucién rapida en el momento de la
especiacion seguida por largas épocas de estasis. Si k es mayor que 1, las ramas mas
largas contribuyen proporcionalmente mas a la evolucién de los caracteres y la
evolucion es gradual acelerada.

Se estimaron los parametros A y k de los modelos de evolucién de los siguientes
caracteres florales: tamaifio de la corola, complejidad, tamatfio relativo del labio inferior y
forma de la corola. Los analisis se realizaron utilizando el valor promedio por especie de
cada caracter. Para la descripcion de la forma, se utilizaron los promedios de los dos
primeros componentes del andlisis de CV A sobre las variables de forma PW.

Para evaluar la influencia de la filogenia en la evolucién de los caracteres florales,
se realiz6 una prueba de razones de verosimilitud entre modelos de evolucion con A=0'y
con el valor de A estimado, y se consideré que no habia influencia de la filogenia si A no
diferia significativamente de 0. Para probar si los caracteres siguen un patrén de cambio
puntuado, gradual o gradual acelerado se realiz6é una prueba de razones de verosimilitud

entre modelos de evolucidn con el valor de k estimado ycon el valorde k =0 yde x =
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1. Se considerd que los caracteres seguian un modelo de evolucién tipo puntuado si ¥ no
diferia significativamente de cero, un modelo gradual si no diferia de 1.0 y un modelo

gradual acelerado si k¥ > 1. Estos analisis se realizaron con el programa Continuous

(Pagel 2000).
RESULTADOS

Caracterizacion de la morfologia floral de Schizanthus

En la Tabla 4.1 se muestran las medidas y estados de los caracteres florales considerados
en el estudio para las 12 especies de Schizanthus. Al revisar los sindromes de
polinizacion se observd que la morfologia floral de 8. grahamii y S. parvulus, no se
corresponde a ninguna de las categorias reconocidas por Cocucci (1989). Schizanthus
grahamii presenta un labio inferior reducido y no tiene un SLE, pero a diferencia de las
especies falenofilas, las secciones laterales estdn orientadas frontalmente y son de un
color rojo intenso. Estas caracteristicas, junto a su tamafio relativamente grande y su
tubo coralino largo, la relacionan mas bien con un sindrome de ornitofilia, ain cuando
en esta especie los estambres son cortos y no exertos como se describe para el sindrome.
Otro caso dudoso es S. parvulus. Esta especie presenta todas las caracteristicas del
sindrome de melitofilia (colorida, labio inferior desarrollado, presencia de SLE), pero
ademas presenta una estructura nectarifera tinica en el género, que consiste en una

prolongacion inferior del estandarte donde se expone el néctar (Fig. 4.2).
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Las especies difieren significativamente en la morfologia floral, tanto si se
consideran los caracteres continuos (MANOVA: Wilks A < 0,001, p < 0,001) o si se
sintetiza la forma de la corola en PW (MANOVA: Wilks A < 0,001, p < 0,001). Las
diferencias en la forma de la corola se evidencian en el analisis de CVA de los puntajes
de PW (Fig. 4.3) vy pueden ser visualizadas como deformaciones de una grilla respecto a
la configuracién consenso. El primer componente CV1 explica el 77% de la variacion y
esta relacionado principalmente con el acortamiento del tubo coralino, el alargamiento
de las alas del labio inferior y el aumento del tamafio del labio inferior respecto al labio
superior. En el extremo inferior de este eje esta S. integrifolius, con el tubo coralino mas
largo del género y las alas y el labio inferior muy reducidos, segin lo muestra la
reconstitucion de la forma de la corola en relacion a este eje realizada con analisis de
regresion (ver métodos, TPSREGR). En el otro extremo esta la especie S. litoralis, con
el tubo muy corto y el labio inferior y sus alas muy desarrollados. El segundo
componente, CV2, explica el 13 % de la varianza y esté relacionado con el acortamiento
de la quilla y la reduccién del tamaiio del labio inferior (Fig. 4.3). En el extremo inferior
de este eje esta S. hookeri, con la quilla muy desarrollada (pero no las alas), y en el

extremo superior, S. lacteus, con la quilla y las alas reducidas.



Tabla 4.1. Sindromes de Polinizacion y caracteres florales continuos y discretos considerados en este estudio. COR: tamafio de la

corola expresado en cm’; TR-LI: tamafio relativo del labio superior (residuales de la regresién entre el drea del labio inferior y el

tamafio de la corola); LR-TU: largo relativo del tubo coralino (residuales de la regresion entre el largo del tubo y el largo de la corola);

COM: complejidad de la corola (razén entre perimetro y area de la corola); color: color de la corola; OR-SL: orientacion de las

secciones laterales; SLE: presencia(l) o ausencia (0) de un sistema de liberaciéon explosivo de polen; LE: largo de los estambres; DH:

dehiscencia de las anteras. Ver abreviatura de las especies en Tabla 3.1 (capitulo 3)

Caracteres Continuos

Caracteres Discretos

Especie Sindrome COR TR-LI LR-TU COM Color OR-SL SLE LE DH

CAN falenofilia 3.57 -0.46 158,93 176,88 blanco lateral 0 Cortos introsa
INT falenofilia 2,04 -0.14 220,72 236,17 blanco lateral 0 Largos extrosa
LAC falenofilia 1,31 -0.18 67,29 121,22 blanco lateral 0 Cortos introsa
ALP melitofilia 0,81 0.04 37,24 129,67 rosado-lila frontal 1 Largos extrosa
HOO melitofilia 2,12 0.33 149,47 116,64 rosado-lila frontal 1 Largos extrosa
LAE melitofilia 1,74 0.35 -83,95 56,10 rosado-lila  frontal 1 Largos extrosa
LIT melitofilia 3,61 0.14 -115,19 56,93 rosado-lila frontal 1 Largos extrosa
PIN melitofilia 2,53 0.14 -87,23 90,30 rosado frontal 1 Largos extrosa
POR melitofilia 1,90 0.11 -145,27 96,25 rosado-lila frontal 1 Largos extrosa
TRI melitofilia 2,52 0.05 -102,88 92,38 rosado-lila  frontal 1 Largos extrosa
PAR melitofilia? 0,71 0.18 -61,60 78,32 rosado-lila frontal 1 Largos extrosa
GRA ornitofilia? 3,67 -0.19 10,42 74,38 lila-rojo frontal 0 Cortos introsa

$6
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Fig.4.3. Ordenacién de los 180 ejemplares muestreados de las 12 especies de Schizanthus a
lo largo de los dos ejes canodnicos de los “partial warps”. Simbolos negros: especies
falendfilas, A S. lacteus, B S. candidus, ® S. intergifolius; simbolos grises: especies
ornitéfilas, B S grahamii; simbolos blancos o abiertos: especies melitofilas, — S. parvulus,
X . laetus, + S. litoralis, * S. tricolor, - S. porringens. Las deformaciones en la forma del
labio superior e inferior a lo largo de los ejes se representan a través de las grillas de
curvamiento. El tamafio de la grillas del labio superior e inferior fue dibujado proporcional a
la razon de tamafios de ambas estructuras. Ademds se mucstran las imagenes escaneadas de
la corola de 4 especies que representan extremos de 1os gjes canonicos. También se muestra
el sindrome de polinizacién asignado a cada grupo se especies de acuerdo al criterio de
Cocucci (1989). Ver abreviatura para las especies en Tabla 3.1 (Capitulo 3).
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Visitantes de las flores y correspondencia con el sindrome de polinizacion

La tasa de visitas de polinizadores por flor varié entre las especies de Schizanthus (Tabla
4.2). Los valores mas bajos se registraron en las especies adaptadas a la autogamia, S.
candidus y S. lacteus, donde simplemente no se observo ningun visitante en todo el
periodo de monitoreo. Las tasas mas altas de visitas se registraron en las especies
adaptadas a la exogamia, S. tricolor y S. pinnatus, con 0,31 y 0,34 visitas/flor*hr en
promedio por especie, respectivamente.

Las 5 especies descritas como melitofilas segin Cocucci (1989), S. hookeri, S.
alpestris, S. pinnatus, S. tricolor y S. porringens fueron visitadas principalmente por
himenopteros de la familia Apidae (mas de un 70% de las visitas en todos los casos). Sin
embargo, 3 de ellas (S. hookeri, S. alpestris, S. pinnatus) también fueron visitadas por
dipteros. La especie altoandina, S. hookeri, fue visitada ademas por picaflores. A
diferencia de las otras especies, en S. hookeri, las alas estan muy reducidas y la quilla,
mas que las alas, es utilizada como plataforma de aterrizaje.

De las tres especies descritas como falendfilas, S. integrifolius, S. candidus, S.
lacteus, s6lo se observaron visitantes en la Unica especie exdgama del grupo, S.
integrifolius. Contrario a lo esperado, esta especic fue principalmente visitada por
himenépteros de la familia Apidae (méas de un 80% de las visitas), los que se posaban
sobre los estambres exertos. También se observaron lepiddpteros nocturnos y diurnos.

La tnica especie del género con una morfologia floral relacionada al sindrome de
omnitofila (este trabajo), S. grahamii, fue efectivamente visitada por picaflores. Sin

embargo, en esta especie adaptada a la autogamia, se observd una tasa de visitas muy

baja.



98

Tabla 4.2. Tasa de visitas y tipo de polinizador observado en las las poblaciones de

Schizanthus estudiadas en relacion al sindrome de polinizacion. Himen: himendpteros; Dipt:

dipteros; Lepid: lepidopteros. Ver abreviaciones de las especies en Tabla 3.1 (Capitulo 3)

Porcentaje y nimero de visitas

Especie Min Tasa de Himen.”  Dipt.” Lepid. Lepid. Picaf.”
Obs. visitas*® Diurn.  nocturn”
Melitofila
PIN 990  0,34+0,10 92(1609) 8 (140) 0 0 0
TRI 810  031+008 99(1760) 1(18) 0 0 0
POR 810 0,110,001 100 (503) 0 0 0 0
ALP 990  0,06+0,002 100 (342) 0 0 0 0
HOO 1650  0,11+0,03 91 (984) 2(22) 0 0 7(76)
Falenofilia
CAN 2160 0 0 0 0 0
LAC 1440 0 0 0 0
INT 2160 0,0012 81 (20) 0 13 (4) 6(2) 0
+0,0008

Ornitofiia
GRA 990  0,0024+0,002 0 0 0 0 100 (18)
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Trayectorias evolutivas de los sistemas de polinizacion y cambios morfologicos
asociados
La reconstruccion del sindrome de polinizacién con el criterio de MP sugiere que la
melitofilia es el estado ancestral (Fig. 4.4A). La falenofilia habria evolucionado una sola
vez en el género en el linaje de las especies del desierto y la ornitofilia habria
evolucionado también una vez en el linaje de las especies altoandinas. Los datos de
visitas de polinizadores (aunque son limitados) sugieren que en correspondencia con la
evolucion de la falenofilia se habria adquirido 1a polinizacién por lepidépteros nocturnos
y diurnos, pero sin la pérdida del polinizador ancestral (Fig. 4.4B, estado representado
por S. integrifolius). En asociaciéon a la evolucién de la falenofilia también habria
evolucionada la autogamia (estado representado por S. candidus y S. lacteus) con una
reduccion de los visitantes. Los datos de visitas de polinizadores también muestran que
en correspondencia con la evolucién de la ornitofilia, se habria adquirido la polinizacién
por picaflores, con un estado intermedio representado por S. hookeri, donde las flores
serian visitadas por el polinizador ancestral y el nuevo polinizador

Las reconstrucciones de los estados ancestrales de los caracteres florales (Fig. 4.5),
indican que las flores ancestrales del género habrian presentado un mecanismo de
liberacion explosiva de polen, orientacidén frontal de las secciones laterales, color
rosado-lila, labio inferior desarrollado y tubo coralino corto. En la Figura 4.5 se puede
observar que los cambios morfologicos que ocurren en la evolucién hacia la ornitofilia y
hacia la falenofilia suceden en forma secuencial. En la evolucién hacia la ornitofilia
primero ocurre un alargamiento del tubo coralino, y luego ocurre un cambio de color (de

lila a al rojo) y una pérdida del mecanismo de liberacidon explosiva de polen. En la
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evolucién hacia la falenofilia primero ocurre un alargamiento del tubo coralino y una
reduccién del labio inferior y luego ocurre un cambio de color y un cambio en la

orientacion de la corola.
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el LAR LAE
’ ———;mg ZIROE Sindrome Polinizacion HOO Visitantes Observados
7 R GRA .
0 ap O Melitofilia o @ No estudiado
@ INT Ornitofilia N g Himen6pteros/dipteros
@ can @ Falenofilia Picaflores
CAN @ Lepiddpteros
® LAC rac O Ninguno

Fig. 4.4. Reconstruccion de los estados ancestrales de los sindromes de polinizacion y del
tipo de visitante observado con el critero de Méaxima Parsimonia. Los arboles filogenéticos
corresponden al al arbol obtenido por inferencia bayesiana a partir de las secuencias de las
regiones de ADN, trmF/ndh], waxy e ITS (Fig 2.2, capitulo 2). Ver abreviacién de las
especies en Tabla 2.1.
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Fig. 4.5. Trayectorias evolutivas de los caracteres florales asociados a la polinizacion. A- C)
Reconstruccion de los estados ancestrales de los caracteres discretos: (A) mecanismo floral, (B)
orientacion de las secciones laterales, (C) color de la corola. D-F) Reconstruccion de los estados
ancestrales con criterio de MP cuadratica ponderada por el largo de ramas de los caracteres florales
continuos: (D) largo relativo del tubo coralino, (E) tamafio relativo del labio inferior y (F)
complejidad de la corola. Los arboles filogenéticos corresponden al arbol obtenido por inferencia

bayesiana a partir de las secuencias de las regiones de ADN, trnF/ndh], waxy e ITS (Fig 2.2,
capitulo 2). Ver abreviacién de las especies en Tabla 3.1.
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Patrones evolutivos de los caracteres florales
En la Tabla 4.3 se muestran los valores de los parametros escalador de filogenia “A” y
escalador de largo de ramas “k” del modelo de evolucion aleatorio para el tamafio y las
variables asociadas a la forma de la corola. A excepcidn del largo del tubo coralino, para
todas las variables que describen el tamafio y forma de la corola, los valores de A
estimados toman valores significativamente menores que 1,0, pero no difieren
significativamente de 0,0, sugiriendo que los patrones de similitud en la forma y tamafio
de la corola son relativamente independientes de la filogenia. En el caso del largo
relativo del tubo coralino, los valores estimados de A no son significativamente menores
que 1,0 pero difieren de 0,0, indicando que la filogenia tiene efecto sobre esta variable.
Todas las variables de forma consideradas en este estudio presentan valores de x
significativamente mayores que 1,0, indicando que la forma de la corola sigue un patrén
de cambio gradual acelerado, es decir, los cambios morfoldgicos se aceleran en las
ramas mas largas de la filogenia. En el caso del tamafio de la corola, el valor estimado de
Kk no difirié significativamente ni de 0.0, ni de 1.0, por lo que no es posible sacar

conclusiones claras su modo de evolucion.
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Tabla 4.3. Valores de los parametros de los modelos de evolucién estimados de los
datos de tamafio y forma de la corola de Schizanthus, sintetizada en variables de forma
(puntajes promedio de CVA sobre partial warps), o en variables individuales. En

paréntesis se indican el intervalo de confianza al 95%.

Valores estimados Significancia Hip6tesis*
A¥ er A=0 k=0 k=1

Forma

PW 0,4(0-0,8)  3,0(1,53,00 0,35 <0,001 0,008
Complejidad 0,4 (0-0,8)  2,7(1,1-3,0) 0,13 0,02 0,04
TR labio inferior 0,2 (0-0,8) 3,0 (1,6-3,0) 0,34 0,002 0,009
LR tubo coralino 0,8 (0,2-1,0) 3,0 (1,2-3,0) 0,005 0,04 0,08
Tamaiio 0 (0,0-0,6) 0,9 (0-2,5) 0,87 0,24 0,87

* Significancia estadistica de la prueba de razones entre los puntajes de verosimilitud de los

modelos con los pardmetros estimados y de los modelos nulos

DISCUSION

Al revisar los sindromes de polinizacion de las 12 especies de Schizanthus
siguiendo el criterio de Cocucci (1989), se pudo reconocer un tercer sindrome,
ornitofilia, ademas de los dos sindromes propuestos por este autor, melitofilia y
falenofilia. Sin embargo, es importante destacar que al revisar los valores de los
caracteres florales (tamaifio, largo de tubo coralino, desarrollo del labio inferior, forma),
se observa una distribucion mas bien continua, que no coincide o corresponde
plenamente con estas categorizaciones. Por ejemplo, a pesar de que S. alpestris puede

ser considerada una especie melitéfila (siguiendo el criterio de Cocucci 1989), el tamatfio
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relativo del labio inferior y el largo relativo del tubo coralino presentan valores
intermedios entre los de las especies falendfilas y los de las otras especies melitofilas.
Asimismo, la ordenacion de las especies en el espacio morfométrico generado a partir
del analisis de morfometria geométrica, tampoco muestra una distribucién que se
corresponda con los sindromes.

Las observaciones de polinizadores en 9 especies de Schizanthus indican que éstas
son visitadas principalmente por himendpteros, y en algunos casos también por dipteros,
lepidépteros diurnos y nocturnos, y picaflores. Aunque, estudios detallados sobre la
eficiencia de los polinizadores son necesarios para determinar el grado de
especializacién real de los sistemas de polinizacion, nuestros datos indican que en
Schizanthus hubo una correspondencia parcial entre el sindrome y el tipo de visitante.
En las especies autdgamas las tasas de visitas fueron nulas o muy bajas, en cambio en las
especies exdgamas, el espectro de visitantes observados fue mas amplio que lo esperado
por los sindromes. Como se explica mas abajo, esta aparente generalizacidn, puede
deberse a la existencia de estados intermedios en la transicién entre sistemas de
polinizacion, donde el vector ancestral y el vector nuevo pueden polinizar la flor.

Considerando la estimacién ancestral de los sindromes de polinizaciéon la
ornitofilia habria evolucionado una vez en el género desde ancestros polinizados por
himenopteros. Transiciones de la polinizacién por abejas a la polinizacién por picaflores
son frecuentes en la naturaleza, por ejemplo, en Penstemon (Scrophulariaceae) han
ocurrido transiciones en este sentido al menos en 14 linajes independientes (Wilson et al.
2004) y en Mimulus seccidn Erythranthe (Scrophulariaceae) en 2 linajes independientes

(Beardsley et al. 2003). Se ha sugerido que las transiciones de la polinizacién por abejas
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a la polinizacién por picaflores podrian ocurrir cuando disminuye la disponibilidad de
abejas. Cruden (1972) sugiere que esta situacidon puede darse en las montafias, donde el
frio de la mafiana permitiria a las aves visitar a las plantas antes que las abejas se
vuelvan activas. En Schizanthus, la evolucion hacia la ornitofilia ocurre en el linaje de
las especies altoandinas. En Chile Central, la riqueza de himendpteros disminuye con la
altura (Arroyo et al. 1982).

En Schizanthus encontramos evidencia que la transicion hacia la ornitofilia ocurre
con un estado intermedio en que el nuevo vector y el vector ancestral son capaces de
polinizar la flor. Aunque ciertamente son necesarios futuros estudios para medir la
eficiencia de polinizacién y evaluar el verdadero grado de especializacién de las
especies; nuestros resultados son consistentes con el principio de transferencia de
funcién, via un estado intermedio de doble funcién postulado por Stebbins (1974). Este
estado intermedio es representado por la especie S. hookeri, que es visitada por abejas y
picaflores. La morfologia de esta especie da cuenta de un proceso de des-especializacidén
de la flor (Baker 1963, Wilson et al. 2004), pues conserva caracteres que permiten la
polinizacién por abejas, como la presencia de un labio inferior desarrollado, pero ha
adquirido caracteres que también permiten la polinizacién por picaflores, como el
alargamiento del tubo coralino y la produccién de grandes cantidades de néctar (datos no
mostrados). La morfologia floral de S. grahamii, en cambio, da cuenta de un proceso de
reespecializacion de la flor (Baker 1963, Wilson et al. 2004), con la adquisiciéon de
caracteres que pueden ser considerados como adaptaciones para la atraccion de
picaflores y desacoplamientos negativos para las abejas, como cambios de color del

rosado-violeta al rojo y la reduccién de labio inferior utilizado como plataforma de
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aterrizaje (Castellanos et al. 2004). En S. grahamii, junto con estas modificaciones que
dan cuenta de la pérdida o al menos disminucién del vector ancestral, evoluciona la
autogamia (Capitulo 3).

Nuestros datos muestran también que la falenofilia habria evolucionado una vez en
Schizanthus desde ancestros polinizados por himendpteros en el linaje de las especies
del desierto. En la evolucion hacia la falenofilia, también se observa un estado
generalista, representado por S. integrifolius, la Unica especie exdégama con el sindrome
de falenofilia. En esta especie se observan caracteristicas convergentes con las de otros
taxa polinizados por lepidopteros, como: cambio de color al blanco, aumento de la
complejidad (Herrera 1993) y reflexion de los pétalos (Johnson et al. 2002). A pesar de
su condicion generalista, S. integrifolius evidencia cambios morfoldgicos que pueden ser
considerados negativos para las abejas, como el cambio de color de rosado-violeta a
blanco, la lateralizacién de la flor (que implicaria una disminucion del tamafio de la
corola visible por una abeja desde una vision frontal,) y la reduccion del labio inferior
(Castellano et al. 2004). En este sentido, el estado floral en S. integrifolius no
corresponde a una des-especializacion de la flor, como en el caso de S. hookeri en la
evolucién de la ornitofilia, sino mas bien a una especializacién de la flor hacia la
polinizacién por lepidopteros. En todo caso, las caracteristicas morfolégicas de S.
alpestris sugieren que la evolucion hacia la falenofilia, al igual que la evolucién de la
ornitofilia, también fue un proceso gradual de des-especializacion de la flor. Esta especie
aunque no es visitada por lepidopteros, presenta caracteristicas intermedias entre el

estado ancestral de Schizanthus y la falenofilia, que pueden ser consideradas
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preadaptaciones, como un tubo coralino relativamente largo, mayor produccion de
néctar y el labio inferior con alas reducidas (Johnson et al. 2002).

Nuestros resultados indican que no hay una fuerte relacién entre la filogenia y la
morfologia floral, es decir, los patrones de similitud de los caracteres florales no son
explicados completamente por la filogenia. Estos resultados son consistentes con otros
estudios filogenéticos que' muestran la labilidad de la morfologia floral (Armbruster
1992, Prather 1999). El mapeo de los caracteres florales continuos y el analisis de los
patrones evolutivos muestran que la transformacion floral en las transiciones desde la
polinizacidén por himendpteros a picaflores o lepidopteros sigue un modo de cambio mas
gradual que puntuado. Estos resultados son contrarios a los de Beardsley et al. (2003),
quienes encuentran que en Mimulus, la transformacion floral sigue un patrén de cambio
puntuado en la transicion desde la polinizaciéon por insectos a la polinizacién por
picaflores. A diferencia de nuestro trabajo, esto autores realizan el analisis sobre los
sindromes y no sobre los caracteres. La clasificacion de las flores en tipos marcadamente
delimitados (como los sindromes) y la discretizacién @ priori de los caracteres florales
puede dificultar el reconocimiento de estados intermedios en los sistemas de
poliﬂizacién y/o de la morfologia floral. En este contexto, adquiere relevancia el uso de
variables morfométricas continuas como las variables obtenidas por morfometria
geomeétrica para describir la forma de la corola.

La diversificacion en la forma de las flores de Schizanthus puede ser atribuida, al
menos parcialmente, a cambios en los sistemas de reproduccién y de polinizacion. Esta

asociacion se evidencia en una correspondencia parcial entre los sindromes de
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polinizacién (ornitofilia, falenofilia, y melitofilia) y los tipos de visitantes observados, y

en la labilidad evolutiva de la morfologia floral.
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CAPITULO 5. ANALISIS FILOGENETICO DE LOS PATRONES DE
CORRELACION FENOTIPICA DE LA COROLA EN SCHIZANTHUS:
DILUCIDANDO EL PAPEL LOS POLINIZADORES EN LA INTEGRACION

FLORAL

RESUMEN

Se ha propuesto que la integraciéon floral es consecuencia de la seleccidon por
polinizadores. En este escenario es esperable que el grado de integracion floral diminuya
al disminuir la dependencia funcional de las especies por sus polinizadores y que los
patrones de integracién cambien al variar las relaciones funcionales entre los caracteres
florales durante la polinizacion. Realizamos un estudio comparativo entre los patrones
de integracion de la corola y los sistemas de reproduccidn y polinizacion en Schizanthus.
Los resultados indican que el grado y los patrones de integracién varian entre las
especies de Schizanthus y que estas variaciones son independientes de la historia
filogenética, pero estan relacionadas con cambios en los sistemas de reproduccién y
polinizacion. En los dos linajes de Schizanthus donde ha evolucionado la autogamia a
partir de ancestros exégamos, el grado de integracion floral es mayor en las especies
menos dependientes de polinizadores. Por otra parte, las especies exdgamas, con
distintos mecanismos de polinizacidn, difieren en la estructura de los patrones de
correlacién, cuando los caracteres pierden su funcién en la polinizacion, tienden a

desacoplarse de los otros caracteres de la corola. Estos resultados sugieren que en
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Schizanthus la integracion de la corola resulta de factores distintos a la seleccion por
polinizadores, como efectos asociados al desarrollo, pero que éstos no constituyen
restricciones suficientemente grandes como para prevenir la evolucién independiente de
los caracteres bajo un régimen de seleccion adecuado. En las especies exdgamas, la
seleccidn por polinizadores puede modular los patrones de integracién, promoviendo el
desacoplamiento de los caracteres de la corola no asociados funcionalmente y de esta

manera dando origen a fenotipos modulares.

INTRODUCCION

La integracién fenotipica se refiere a los patrones de covariaciéon de los caracteres
asociados funcionalmente en un organismo dado (Pigliucci 2003), y concieme la
organizacion de los caracteres en moédulos o subgrupos de caracteres que tienden a
covariar y que se mantienen relativamente independientes unos de otros (Olson & Miller
1958, Magwene 2001). La importancia de la integracion y de la modularidad en la
evolucién ha sido un tépico de discusion (Wagner & Altenberg 1996, Schwenk &
Wagner 2001). Un aspecto fundamental de esta discusion, y aun controversial, es si la
integracion debiese ser considerada una restriccidn que limita y canaliza las futuras
trayectorias evolutivas, o si debiese ser considerada un producto de la seleccion natural
(Lande 1979, Price & Langen 1992, Armbruster 1996, Roff 2000, Marroig & Cheverud
2001, Steppan et al. 2002, Murren 2002, Pigliucci 2003). En el marco de esta discusion,

se ha evaluado en varios grupos de organismos la labilidad de la integracién fenotipica a
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través del andlisis filogenético de los patrones de correlacion de los caracteres (Steppan
1997, Ackerly & Donoghue 1998, Pigliucci et al. 1999, Baker & Wilkinson 2003). En
general, en este tipo de estudios se ha observado que los patrones de correlacién pueden
ser evolutivamente labiles e independientes de la filogenia (revisado por Steppan et al.
2002), sin embargo las causas de la inestabilidad de los patrones de integracién no
pueden ser determinadas. En esta linca, se ha resaltado la importancia de realizar
estudios que combinen informacion filogenética y ecolégica, de tal forma de evaluar en
forma conjunta el efecto de la seleccion natural y la historia evolutiva en los patrones de
integracién (Roff et al 2000, Murren 2002, Pigliucci 2003). Sin embargo, son
relativamente pocos los estudios que han utilizado esta aproximacion (Jernigan et al.
1994, Marroig & Cheverud 2001), particularmente en plantas (pero ver Murren et al.
2002).

Los estudios clasicos de integracion fenotipica en plantas han tratado a los
caracteres florales como un modulo funcional asociado a la reproduccién (Murren
2002). Se ha propuesto que la seleccién natural mediada por polinizadores promoveria la
integracion de caracteres florales asociados funcionalmente via seleccién correlacional
(Stebbins 1974, Galen & Stanton 1989, Conner & Via 1993, Conner 1997, Kudoh et al.
2001, Ushimaru et al. 2003). Esta visién nace con el trabajo de Berg (1960), quien
propone que plantas con sistemas de polinizacidn especializados debieran exhibir mayor
integracién entre caracteres florales, que entre caracteres florales y vegetativos. Aunque
trabajos posteriores han documentado una relativa independencia entre caracteres
florales y vegetativos (Conner & Sterling 1995, Armbruster et al. 1999), también se ha

descrito que las correlaciones dentro del modulo floral pueden ser relativamente débiles
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(Herrera 1990), pudiendo incluso generarse compromisos o correlaciones negativas
entre caracteres florales masculinos y femeninos (Davis 2001). Por otra parte, tampoco
se ha encontrado correlaciones entre el grado de integracién floral y el nivel de
especializacién de los sistemas de polinizacion (Armbruster et al. 1999, Herrera et al.
2002). Estos resultados han llevado a proponer que la integracion floral puede ser
consecuencia de factores distintos a la seleccion por polinizadores (Herrera 2001,
Herrera et al. 2002), como por ejemplo, factores asociados al desarrollo. Se ha propuesto
que estos factores tenderian a estabilizar y restringir la variaciéon en los patrones de
correlacion entre los caracteres (Delph et al 1996, pero ver Runions & Geber 2000),
limitando también la trayectoria evolutiva de los caracteres.

El objetivo de este estudio es examinar los patrones evolutivos de la integracién
floral con relacién a la dependencia funcional de polinizadores y a los modos de
polinizacién. Si los polinizadores tienen una gran influencia en la integracion floral es
esperable que el grado de integracidon de caracteres florales que promueven la
polinizacion por animales disminuya al reducirse la dependencia funcional de las plantas
por sus polinizadores, y que la estructura de la integracion cambie si cambian las
relaciones funcionales entre los caracteres florales durante la polinizacién. Por el
contrario, si la integracién floral es consecuencia de factores distintos a la seleccién
mediada por polinizadores, como por ejemplo factores asociados al desarrollo, es
esperable que los patrones de integracidon permanezcan estables a lo largo de la

filogenia, aun cuando disminuya la dependencia de las plantas por polinizadores o

cambien las relaciones funcionales de los caracteres en la polinizacion.



117

Para evaluar estas hipdtesis realizamos un estudio comparativo entre los patrones
de integracién de la corola y los sistemas de reproduccién y polinizacién en el género
sudamericano Schizanthus. Este género brinda condiciones apropiadas para evaluar estas
hipdtesis: sus flores zigomorficas y bilabiadas presentan un sistema especializado de
presentacion de polen (Coccuci et al. 1989, ver capitulos 3 y 4); las especies presentan
distintos mecanismos de polinizacién, donde caracteres de la corola homélogos difieren
en su funcion durante la polinizacion (ver capitulo 4); la autogamia ha evolucionado en
dos oportunidades independientes a partir de ancestros exdgamos (ver capitulo 3); no
hay evidencias que los caracteres de la corola promuevan la autopolinizacién, pero si
que participen en la polinizacién cruzada; y se cuenta con una hipétesis filogenética con
buena resolucién basada en datos moleculares (ver capitulo 2).

Las preguntas que se espera contestar son: (1) ;Son los patrones de integracion de
la corola similares entre las especies de Schizanthus?; (2) ;Son los patrones de
integracidon mas similares entre taxa filogenéticamente mas cercanos?; (3) (Disminuye el
grado de integracién de la corola al disminuir la dependencia funcional de las plantas
por polinizadores en los dos linajes de Schizanthus donde ha evolucionado la autogamia
a partir de ancestros exégamos?; (4) ;Difiere la estructura de la integracién de la corola
entre las especies exdgamas de Schizanthus con distintos mecanismos de polinizacién?;
(5) de existir tales diferencias, ;se corresponden con diferencias en el modo en que se

organizan funcionalmente los caracteres florales?
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METODOS

Modelo de Estudio

El género Schizanthus (Ruiz & Pavon 1789) comprende 12 especies de plantas anuales y
bianuales que se distribuyen principalmente en Chile (Grau & Grénbach 1984). Las
relaciones filogenéticas entre las especies han sido estudiadas en base a las secuencias de
la region ITS y waxy del ADN nuclear y de la region trnF-ndhJ del ADN de cloroplasto
(Fig. 2.2). En el género se pueden reconocer especies adaptadas a la autogamia y
especies adaptadas a la exogamia. Las primeras presentan altos indices de
autopolinizacién automatica y una baja tasa de visitas de polinizadores. Sus flores tienen
los estambres cortos, lo que permite un contacto directo entre las anteras y el estigma
(Fig. 5.1). Se sabe que por lo tanto estas especies presentan una baja dependencia de
polinizadores. Las especies aqui llamadas exdgamas presentan una baja tasa de
autofertilizacién espontanea y un alto grado de hercogamia. Por lo tanto, se sabe que
estas especies son fuertemente dependientes de polinizadores. Estudios filogenéticos
muestran que la adaptacién a la autogamia ha evolucionado en dos ocasiones en el
género a partir de ancestros exdgamos (ver capitulo 2). En el género también se observa
variacion en los mecanismos de polinizacion y en los tipos de polinizadores (ver capitulo
3). La mayoria de las especies son visitadas por himenopteros y dipteros y presentan un
sistema de liberacion explosivo de polen (de aqui en adelante SLE, descrito en detalle
por Cocucci 1989). En estas especies los estambres estdn adheridos a la quilla en un
estado de tension. Cuando los insectos se posan sobre las alas, los estambres se separan

de la quilla y el polen se libera en forma de cimulo. Una de las especies exégamas, S.
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hookeri, es visitada por himendpteros y picaflores, también presenta un SLE, pero en
ella las alas estan reducidas y los insectos se posan directamente sobre la quilla. Otra de
las especies exdgamas, S. integrifolius, es visitada por himendpteros y lepidépteros. En
esta especie se ha perdido el SLE, las alas y la quilla estan reducidas, y son los

estambres los utilizados por las abejas como plataforma de aterrizaje.

A) B) 1- 81 feutsgasa 2) + SLE-ALA/exégama
s R -

superior |
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Fig. 5.1. Morfologia floral y mecanismos de polinizacién en Schizanthus. A) Imagenes del labio
superior e inferior de la flor de S. hookeri después de ser disectada y aplanada, mostrando los
cinco caracteres medidos: largo de estandarte (EST), largo de secciones laterales (SL), largo de
tubo coralino (TU), largo de la quilla (QUI) y largo de las alas (ALA). B) Sistemas de
polinizacién y de reproduccion presentes en el género Schizanthus: (1) flores autdégamas sin
sistema de liberacion explosiva de polen (SLE), representado por S. candidus; 2) flores
exdgamas con SLE gatillado por presién en alas, representado por S. tricolor, (3) flores
ex6gamas con SLE gatillado por presién en quilla, representado por S. hookeri, (4) flores
exdgamas sin SLE, representado por S. integrifolius.



120

Muestreo

Se estudio la morfologia floral de 10 especies del género, para 8 de las cuales se cuenta

con datos sobre el sistema reproductivo. Se selecciond una localidad por especie (Tabla

5.1)

Tabla 5.1. Lista de taxa y sitios de estudio.

Especie Abrv. Localidad

S. alpestris ALP IV Region: Cuesta la Vifiita, 820 msnm, 29°51'S-70°49'W

S. candidus CAN  III Regi6én: Huasco, Playa Arrayan, 40 msnm, 28°15’S-71°09'W

S. grahamii GRA Region Metropolitana: El Embalse del Yeso, 2500 msnm
33°57'S-70°17'W

S. hookeri HOO Region Metropolitana: Sector Farellones, 2450 msnm, 33°21'S-
70°16'W

S. integrifolius INT  TII Regién: Alto del Carmen, 710 msnm, 28°45'S-70°29'W

S. lacteus LAC II Regién: Paposo, Quebrada de Matancilla, 144 msnm, 25°06'S
- 70°27W

S. parvulus PAR IV Region: Reserva Nacional Las Chinchillas, 580 msnm,
31°29'S-71°05'W

S. pinnatus PIN  Region Metropolitana: Reserva Nacional Rio Clarillo, 800 msnm
33°43'S - 70°56'W

S. porringens POR IV Regi6n: Hornitos, 110 msnm 29°38'S - 71°17'W

S. tricolor TRI IV Regién: Papudo, 130 msnm, 32°31'S - 71°28'W
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Se colectaron 40 a 50 flores de distintos individuos (una flor por planta), separados
al menos por 2 metros, y con el estigma receptivo. Las flores se guardaron en alcohol al
70%. En el laboratorio se disectaron bajo la lupa, se aplanaron y se escanearon con un
scanner a una resolucion de 300 dpi. Sobre las imagenes se midi6 el largo de 5
caracteres florales: estandarte (EST), seccion lateral izquierda (SL), quilla izquierda
(QUI), ala izquierda (ALA) del labio inferior, y tubo coralino (TU) (Fig. 5.1A). Todas

las mediciones fueron realizadas por la misma persona para evitar diferencias de criterio.

Comparaciones interespecificas en los patrones de integracion de la corola

Para cada una de las 10 especies estudiadas se estimo el coeficiente de correlacion de
Pearson entre cada par de caracteres y se construyd una matriz de correlaciéon (10
matrices de 5 x 5). A partir de estas matrices, se estimé el grado de integracion (es decir,
cuan integrados estan los caracteres florales) y la estructura de la integracién (es decir,
cOmo se organizan los caracteres florales) para cada especie.

El grado de integracion de la corola (INT), se estimé como la varianza de los
valores propios de la matriz de correlacidn de los caracteres florales (Wagner 1984). Los
errores estandar y los limites de confianza fueron estimados mediante técnicas de
remuestreo (Cheverud et al 1989, Herrera et al. 2002), en base a 1000 simulaciones. Ya
que las correlaciones de cada especie fueron estimadas sobre la base de un nimero
distinto de flores (40 a 50 flores), para poder compararlas entre especies se estim6 un
valor corregido de la integracién (INT(), el cual corresponde a la diferencia entre el
valor de INT observado y el valor esperado (INTg) bajo la hipotesis de covariacion

aleatoria entre caracteres florales (Wagner 1984, Herrera et al. 2002);
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INT = Var (A;_;....5), donde 1 es cada caracter

INTg = (nimero de caracteres —1)/ niimero de flores

INTo=INT = INTy

La estructura de la integracion de la corola se caracterizo de acuerdo a los patrones
de correlacidon entre los caracteres (Murren et al. 2002). La red de correlaciones
significativas entre los caracteres se ilustré mediante un diagrama de correlacion
(Murren et al. 2002). Para comparar la estructura de la integracion entre las especies se
realizaron comparaciones pareadas entre las matrices de correlacion fenotipica (10x9/2 =
45 comparaciones) utilizando la prucba de Mantel (1967) (para aplicaciones ver
Cheverud et al. 1989, Baker & Wilkinson 2003). Este método calcula un coeficiente de
correlacion entre los elementos correspondientes de dos matrices y contrasta el valor
observado con una distribucion nula de coeficientes generada aleatoriamente a través de
la permutacién de una de las matrices. Para la generacion de las distribuciones se usaron
1000 simulaciones. La probabilidad de independencia entre las matrices se estimd como
la proporcion de coeficientes de correlacion aleatorios que exceden el valor del
coeficiente observado. Con este método, se construyé una matriz de similitud de la
estructura de la integracién entre las especies (MS, 1 matriz de 10 x 10), donde cada
clemento corresponde al coeficiente de correlacion entre las matrices de correlacion de
cada par de especies. Para los analisis de remuestreo y las comparaciones entre matrices

se utilizé el programa Pop Tools version 2.6.2 (Hood 2002).
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Influencia de la historia filogenética sobre los patrones de integracion

Se construyd una matriz de distancias filogenéticas entre las especies (MF, 1 matriz de
10 x 10), donde cada elemento de la matriz corresponde a la longitud total de las ramas
que separa cada par de especies en la filogenia. Para analizar la influencia de la filogenia
sobre el grado de integracion se construyd una matriz de distancias de los grados de
integracion entre las especies (MG, 1 matriz de 10 x 10, donde cada elemento de la
matriz corresponde a la distancia en los valores de INT¢ de cada par de especies), y se
compar6 con la matriz de distancias filogenéticas utilizando la prueba de Mantel (1967).
De la misma forma, para analizar la influencia de la filogenia sobre la estructura de la
integracién, se compard la matriz de similitud en la estructura de la integracion (MS)

con la matriz de distancias filogenéticas (MF) (para aplicaciones ver Steppan 1997,

Baker & Wilkinson 2003).

Relacion entre el grado de integracion floral y el sistema de reproduccion

Para evaluar si el grado de integracidén se reduce al disminuir la dependencia de las
plantas por polinizadores, se compararon los grados de integracion de las especies
autogamas con el de la especie exégama mas cercana en cada uno de los dos linajes de
Schizanthus donde ha evolucionado la autogamia paralelamente. Se realizaron dos
comparaciones; S. hookeri (exdgama) versus S. grahamii (autdgama); y S. integrifolius
(exdgama) versus S. lacteus y S. candidus (autbgamas). Se espera que si la integracion
de la corola es consecuencia de la seleccion por polinizadores, el grado de integracion de
S. hookeri sea mayor que el de S. grahamii, y que el grado de integracion de S.

integrifolius sea mayor que el de S. lacteus y S. candidus. Alternativamente, si la
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integracién es consecuencia de otros factores, como factores asociados al desarrollo, se

espera que el grado de integracion permanezca estable aun cuando cambie el sistema

reproductivo.

Relacion entre la estructura de la integracion floral y los mecanismos de polinizacion

Se compararon los patrones de integracion de 5 especies exdgamas con distintos
mecanismos de polinizacién; S. porringens, S. tricolor, S. pinnatus, S. hookeri y S.
integrifolius. Como puede notarse de la descripcion anterior del modelo de estudio, la
funcién de los caracteres florales varia entre estas especies, particularmente la funcion
de la quilla y de las alas. En las especies ex6gamas §. porringens, S. tricolor y §.
pinnatus las alas y la quilla estan desarrolladas y las alas son utilizadas como
plataforma de aterrizaje; en S. hookeri las alas estan reducidas y es la quilla la utilizada
como plataforma; en S. integrifolius, la quilla y las alas estan reducidas y los estambres
son los utilizados como plataforma. Si los patrones de integracién son consecuencia de
la seleccion por polinizadores, es esperable que éstos difieran entre las especies con
distintos mecanismos de polinizacién, y que cuando los caracteres florales pierdan su
funcion en la polinizacién (como plataforma de aterrizaje) éstos se desacoplen de los
otros caracteres de la corola. Alternativamente, si otros factores son los responsables de
la integracion de la corola, como factores asociados al desarrollo, es esperable que

todos los caracteres de la corola tiendan a covariar (por pertenecer al mismo verticilo),

independiente de su funcién y del mecanismo de polinizacion.
Para evaluar esta prediccion se compararon las matrices de correlacioén observadas

de las especies con tres matrices tedricas que representan distintos modelos de
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integracién (Cheverud et al. 1989, Herrera et al. 2002). El primer modelo representa el
acoplamiento entre todos los lobulos de la corola, EST, SL, QUI y ALA , y esta
sintetizado en una matriz de correlacion T;, donde los coeficientes entre estos 16bulos
son “1”, y los coeficientes entre cualquiera de estos 1dbulos y el tubo son “0”. El
segundo modelo representa el desacoplamiento de las alas y esta sintetizado en una
matriz T, que difiere de T;, en que los coeficientes de correlacion entre el ALA y
cualquiera de los otros 16bulos de la corola son “0”. El tercer modelo representa el
desacoplamiento simultaneo de la quilla y de las alas de los otros 16bulos de la corola, y
esta sintetizado en una matriz Tqa, que difiere de T; en que los coeficientes de
correlacion entre la QUI y cualquiera de los otros l6bulos de la corola son “0”, al igual

que los coeficientes de correlacion entre las ALA y cualquiera de los otros 16bulos de la

corola.

RESULTADOS

Comparaciones interespecificas en el grado y estructura de integracion de la corola
Existe una gran variacion en la morfologia de la corola de los taxa (Tabla 5.2),
evidenciada por diferencias altamente significativas en la magnitud de los caracteres

florales (MANOVA: Wilks A <0,001, p <0,001).



Los cinco caracteres de la corola estan significativamente integrados, el
valor de la INT¢ es significativamente mayor que cero en todas las especies
(Tabla 5.3). Sin embargo, la fuerza de la integracion floral varia entre las especies
del género, con valores que van desde un 0,83 a un 2,4, lo cual representa entre un

16 a un 43% de la integracion maxima posible, respectivamente.

Tabla 5.2. Valores promedio de los caracteres florales considerados en el estudio. Al
lado de cada especie, se sefiala el mecanismo de polinizacién y el sistema de
reproduccioén cuando es conocido, y el nimero de individuos medidos. Ver Tabla 5.1
para abreviaciones de las especies y Figura 5.1 para abreviaciones de los mecanismos

de polinizacion, de los sistemas de reproduccion y de los caracteres florales.

Mec. Sist. N° EST SL ALA QUI TU

Polin. Repr. Ind
TRI +SLE-Ala  Exog. 40 L,so 1,17 098 1,27 0,28
PAR  +SLE-Ala ? 40 0,81 0,69 0,58 0,70 0,15
PIN +SLE-Ala  Exog. 42 256 165 192 237 0,68
POR  +SLE-Ala  Exog. 43 1,48 1,05 0,93 1,27 0,22
LAE  +SLE-Ala 7?7 40 2,47 L7 1,23 1,65 0,43
HOO +SLE-Qui Exog. 50 3,78 255 3,69 1,84 324
GRA -SLE Autog. 50 446 328 2,75 253 1,36
INT -SLE Exog. 42 304 244 154 1,22 537
CAN -SLE Autog. 43 398 283 1,70 1,75 3,08

LAC -SLE Autog. 41 2,78 1,89 1,16 0,50 1,70

126
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Tabla 5.3. Variacion en el grado de integracion de la corola en Schizanthus. Fl
grado de integracion fue medido como la varianza de valores propios de las
matrices de correlacion corregida (INTc). El intervalo de confianza fue estimado
por remuestreo a partir de 1000 simulaciones. Ademas se muestra el nimero de

correlaciones significativas entre los cinco caracteres.

Especie INTc Intervalo de N° correlaciones
confianza (95%) significativas
TRI 1,57 0,78 - 2,77 6
PAR 2,28 1,58 - 3,32 10
PIN 1,87 1,09 -3,03 6
POR 1,83 0,96 -2,77 6
LAE 2,09 1,08 - 2,86 6
HOO 0,92 0,65 -1,75 3
GRA 1,91 1,09 - 2,60 6
INT 0,59 0,44 - 1,60 2
CAN 2,03 1,46 -2,97 6
LAC 1,93 0,76 - 3,25 7

Las correlaciones fenotipicas entre los caracteres de la corola fueron
generalmente positivas, no registrandose correlaciones negativas significativas que
evidencien la existencia de compromisos entre los caracteres de la corola (Fig. 5.2).
Una inspeccion visual de los diagramas de correlacion reveld importantes diferencias
entre los taxa y entre los caracteres (Fig. 5.2). Las correlaciones entre los caracteres del
labio superior, SL-EST, fueron altas y significativas en todas las especies (> 0,8). En
cambio, la magnitud de las corrclaciones entre los caracteres del labio inferior, ALA-
QUI fueron mas variables entre los taxa. Las correlaciones entre caracteres del labio

superior con caracteres del labio inferior (EST-QUI, EST-ALA, etc) también fueron
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variables entre los taxa. En general, el tubo coralino (TU) estuvo desacoplado de los

16bulos de la corola, a excepcion de S. parvulus y S. lacteus.

u
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S. hookeri
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Fig.5.2. Trayectorias evolutivas de los patrones de integracion de la corola de las especies
de Schizanthus. Los modelos corresponden a las redes de correlaciones significativas entre
los caracteres. Una linea gruesa conectando dos caracteres representa una correlacion
significativa superior a 0,6, una linea delgada una correlacién significativa inferior a 0,6 y
sin linea una correlacion no significativa. Las topologia es parte del arbol obtenido por
inferencia bayesiana a partir de las secuencias de las regiones trnF/ndhl], ITS y waxy (ver
Fig. 2.2 en Capitulo 2). Debajo de cada especie se sefiala el mecanismo de polinizacion y el
sistema de reproduccion cuando es conocido (ver abreviaturas en Fig. 5.1).
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Comparaciones pareadas entre las especies revelaron diferencias interespecificas

en la estructura de la integracién floral. Como se muestra en la Tabla 5.4, sélo 18 de las

45 comparaciones posibles entre las matrices de correlacion fenotipica mostraron

indices de correlacién significativos. Los valores de éstos indices variaron entre —0, 16

y 0,97.

Tabla 5.4. Similitud en los patrones de integracion de la corola entre las especies de
Schizanthus. Los valores corresponden a los indices de similitud entre las matrices
de correlacion fenotipica de cada par de especies. Con letras se indica la

significancia de los indices de similitud segin prueba de Mantel. Ver Tabla 5.1

para abreviaciones de las especies.

TRI PIN POR LAE HOO GRA INT CAN LAC
PAR 057 039 059 055 019 0,58 006 032 -0,16
TRI 0,95 0,97 0,98 0,53 0,94™ 027 0,8 -0,03
PIN 0,90™ 0,95 0,57 0,89™ 0,32 0,89™ -0,01
POR 0,97 0,54 093 029 0,86™ -0,03
LAE 0,60 096® 039 090% -0,07
HOO 0,72 062" 0,67™ 0,07
GRA 0,37 0,85™ .0,08
INT 0,49™ -0,10
CAN 0,12

* Significancia estadistica: A, p<0,05; B, p<0,01;C, p<0,001
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Influencia de la filogenia en la integracion de la corola

Las diferencias interespecificas en la magnitud y la estructura de la integracién floral no
pueden ser explicadas completamente por las relaciones filogenéticas entre las especies.
La correlacion entre la matriz de distancia del grado de integracion floral y la matriz de
distancia filogenética fue marginalmente significativa (MG vs MF, r = 0,18, p = 0,095),
al igual que la correlacién entre la matriz de similitud de las correlaciones fenotipicas y
la matriz de distancia filogenética (MS vs MF, r =-0,17, p = 0,066). Sin embargo, una
inspeccién visual de los diagramas de correlacion (Fig. 5.2) reveld que los patrones de
integracién de la corola tienden a conservarse entre las especies del clado formado por
S. tricolor, S. parvulus, S. pinnatus, S. porringens y S. laetus, que comparten el mismo
mecanismo de polinizacidn, pero no en los otros clados, donde las especies presentan

diferencias en los sistemas reproductivos y/o en los mecanismos de polinizacion.

Relacion entre el grado de integracion de la corola y dependencia de polinizadores

El grado de integracion aumenté al disminuir la dependencia por polinizadores en los
dos linajes de Schizanthus donde ha evolucionado la autogamia (Fig. 5.3). En un clado,
la especie autdogama, S. grahamii (INT = 1,97) presenté un mayor nivel de integracién
floral que su especie hermana exdgama, S. hookeri (INT = 1,08). Concordantemente, en
el otro clado, las especies adaptadas a la autogamia, S. candidus (INT = 2,17) y S.
lacteus (INT = 1,99) presentaron un mayor nivel de integracién floral que el de su
especie hermana exdgama, S. integrifolius (INT = 0,83). Estos resultados, también

fueron notorios cuando se compararon los diagramas de correlacion (Fig. 5.3), donde el
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nimero de correlaciones significativas entre los caracteres florales fue mayor en las

especies autdgamas que en la especie exdgama correspondiente.

Clado II Clado 1II
3 - AL A

. [ L]

E Exs gamas
[] Autégamas

INTc

T T T T -

S. hookeri  S. grahamii S. integrif.  S. candidus  S. lacteus

Fig. 5.3. Comparacion del grado de integracion floral (INTc) entre las especies
exdgamas (gris) y autégamas (blanco) pertenecientes a los dos clados de Schizanthus
donde ha evolucionado la autogamia. Las barras corresponden a las desviaciones
estandar estimadas por remuestreo a partir de 1000 repeticiones.
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Relacion entre los patrones de integracion de la corola' y mecanismos de polinizacion
La estructura de la integracidn floral se relaciond con el mecanismo de polinizacion.
Una inspeccidn visual de los diagramas de correlacion reveld que los patrones de
integracion se conservan entre las tres especies exégamas que comparten el mecanismo
de polinizacion, pero difieren entre las especies exdgamas con mecanismos distintos
(Fig. 5.2). Este patron se confirmo al realizar comparaciones pareadas de las matrices
de correlacion fenotipica (Tabla 5.4). Las tres especies que comparten el mecanismo de
polinizacién, S. tricolor, S. porringens y S. pinnatus, presentaron indices de similitud
significativos y superiores a 0,9. En cambio los indices de similitud entre cualquiera de
estas tres especies y S. hookeri o S. integrifolius no fueron significativas, y fueron
inferiores a 0,6. Schizanthus hookeri y S. integrifolius, a pesar de presentar mecanismos
de polinizacién distintos, presentaron un indice de similitud significativo, aunque bajo
(r=0,62).

Para evaluar si estas diferencias son consistentes con diferencias en el modo que
los caracteres florales se organizan funcionalmente, se compararon las matrices de
correlacién observadas de las especies exdgamas con tres matrices tedricas, que
representan el acoplamiento de todos los 16bulos de la corola o el desacoplamiento de
las alas, o de la quilla y alas (Tabla 5.5). Los resultados indican que en las especies
exdgamas cuando el ALA o la QUI pierden su funcion como plataformas de aterrizaje,
tienden a desacoplarse de los otros l6bulos de 1a corola.

En los diagramas de correlacion de las tres especies con SLE gatillado por las alas
(S. tricolor, S. porringens y S. pinnatus) se observd que todos los 16bulos de la corola

estaban integrados (Fig. 5.2). Concordantemente, la matriz de correlacion fenotipica
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presentd un mayor indice de similitud con la matriz de acoplamiento total entre los
l6bulos de la corola, Ty (rango r = 0,88 — 0,92, ver Tabla 5.5).

En el diagrama de correlacion de S. hookeri, la especie con SLE donde las alas
estan reducidas y han perdido su funcién como plataforma, se observé que a diferencia
de las especies anteriores, las ALA se desacoplaron del EST (Fig. 5.2).
Concordantemente, la matriz de correlacion fenotipica presentd un mayor indice de
similitud justamente con la matriz que representa un desacoplamiento de las alas, T,
(rango r = 0,80, ver Tabla 5.5).

En el diagrama de correlacién de S. integrifolius, la especie sin SLE donde las
ALA y QUI estan reducidas y han perdido su funciéon como plataforma, se observé que
tanto las ALA como la QUI estaban desacopladas del EST. Concordantemente, la matriz
de correlacion fenotipica presentd un mayor indice de similitud con la matriz que

representa un desacoplamiento de las alas y de la quilla.
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Tabla 5.5. Comparaciones entre las matrices de correlacion observadas y cuatro matrices

tedricas que representan el acoplamiento entre todos los 16bulos de la corola (Tj), el

desacoplamiento de la quilla (Ty), el desacoplamiento de las alas (T,) y el desacoplamiento

de las alas y la quilla (Tqas). Los valores corresponden a los coeficientes de correlacion

entre las matrices. La significancia estadistica se estimo usando la prueba de Mantel. Ver

Tabla 4.1 para abreviaciones de las especies.

+SLE-ALA + SLE -QUI -SLE
Modelo TRI POR PIN HOO INT
T; 0,92 * 0,90 * 0,88 * 0,71% 030"
To 0,63 * 0,49 ns 0,59 * 0,26 ns 0,43 *
Ta 0,39ns 0,46 ns 0,36 ns 0,80 * 0,35 ns
Toa 0,32 ns 0,40 ns 0,26 ns 0,35 ns 0,63 *

*Modelo con mayor significancia estadistica

DISCUSION

Comparaciones intraespecificas en el grado y estructura de la integracién de la corola

revelaron importantes diferencias entre las especies de Schizanthus. Estos resultados son

congruentes con otros estudios en plantas que dan cuenta de una relativa inestabilidad de

los patrones de correlacion de caracteres florales y que muestran diferencias

significativas entre especies, poblaciones o entre tipos florales dentro de una especie

(Kudoh et al. 2001, Herrera et al. 2002, Murren et al. 2002, Ushimaro et al. 2003, pero

ver Herrera 1990).
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Las diferencias interespecificas en los patrones de integracion de la corola en
Schizanthus no pueden ser explicadas completamente por la historia filogenética.
Aunque los patrones de integracion se conservaron en el clado formado por S. tricolor,
S. pinnatus, S. porringens, S. parvulus, S. laetus, esta estabilidad pudo deberse a que
estas especies presentan el mismo mecanismo de polinizacién .y no a un efecto
filogenéticamente propiamente tal. Los patrones de integracién no se conservaron en los
otros dos clados del género, donde si se presentan diferencias en los sistemas
reproductivos y de polinizacién. Esto puede explicar las correlaciones marginalmente
significativas encontradas entre la matriz de distancia filogenética y las matrices de
distancia de la estructura y magnitud de la integracion. Estos resultados son consistentes
con estudios previos en plantas y en animales que tampoco observan una sefial
filogenética en los patrones de correlacion fenotipica (Riska 1985, Steppan 1997,
Ackery & Donoghue 1998, Pigliucci et al. 1999, Marroig & Cheverud 2001, Murren et
al. 2002, Baker & Wilkinson 2003, pero ver Goodin & Johnson 1992).

En Schizanthus los cambios en la estructura o en el grado de la integracién
fenotipica estan asociados con cambios en el sistema de reproducciéon y en el mecanismo
de polinizacién. Estos resultados son consistentes con algunos estudios previos que
muestra una relacion entre las similitudes en los patrones de integracién y similitudes en
la ecologia de las especies (Marroig & Cheverud 2001, Nicotra et al. 1997). Aunque esta
relacion no es observada en otros estudios (Callahan & Waller 2000, Armbruster et al.
1999, Herrera et al. 2002, Murren et al. 2002).

Contrario a lo esperado en la primera prediccion derivada de la hipdtesis que la

integracion floral es consecuencia de la seleccion por polinizadores, nuestros resultados
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indicaron que la integracion de la corola aumenta, y no disminuye, al disminuir la
dependencia funcional de las plantas por polinizadores en los dos linajes de Schizanthus
donde ha evolucionado la autogamia a partir de ancestros exégamos. Estos resultados
sugieren que la integracion de la corola es consecuencia de factores distintos a la
seleccion por polinizadores. Estos resultados son congruentes con los resultados de
Armbruster et al. (1999), quienes encontraron que las correlaciones entre caracteres
florales en especies con sistemas de polinizacion especializados son menores que en
especies no especializadas o polinizadas por viento. También son congruentes con
estudios previos de Herrera (2001), que mostré que la correlacion entre el labio inferior
y superior de la corola en Lavandula latifolia no es mantenida por seleccion
correlacional mediada por polinizadores, sino que probablemente es consecuencia de
otros factores. Entre estos factores pueden estar aquellos asociados al desarrollo
(Herrera et al 2002), pues de ha sugerido que los caracteres de la corola deberian estar
integrados pér pertenecer a la misma unidad de desarrollo (Delph 1996).

Por otra parte, en acuerdo a la segunda prediccion derivada de la hipdtesis que la
integraciéon floral es consecuencia de la seleccion mediada por polinizadores, se
encontré6 que existen diferencias en los patrones de integracién entre las especies
exdgamas, y que estas diferencias son consistentes con diferencias en el mecanismo de
polinizacién y en el modo con que los caracteres florales se organizan funcionalmente.
En las especies exdégamas de Schizanthus se observo que cuando la quilla y/o las alas se
reducen de tamaiio y pierden su funcidén como pista de aterrizaje tienden a desacoplarse
de los otros lobulos de la corola. Esta tendencia al desacoplamiento no se observé en las

especies autégamas, a pesar que en ecllas también la quilla y las alas est4n reducidas.
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Estos resultados son consistentes con los de otros estudios que han mostrado variaciones
en los patrones de correlacion entre tipos florales de una misma especie, donde
caracteres homologos presentan funciones diferentes (Kudoh et al. 2001, Ushimaro et al.
2003). Por ejemplo, Ushimaro et al. (2003) reportan que en la especie andromonoica,
Commelina communis, la correlacion entre el estigma y la antera del estambre largo es
mas fuerte en las flores perfectas que en las flores estaminadas, donde los 6rganos
femeninos son vestigiales y raramente involucrados en la polinizacién.

Este ultimo grupo de resultados indica que los patrones de integracion de la corola
son modulados por seleccién mediada por polinizadores. En principio, estos resultados
parecen contradecirse con los anteriores (asociados a la primera prediccidn), que
sugieren que la integraciéon es consecuencia de factores distintos a la seleccidon. Sin
embargo, en su conjunto nuestros resultados muestran que a pesar que la integracion de
la corola puede ser el resultado de factores distintos a la seleccion por polinizadores,
como factores ligados al desarrollo, éstos no constituyen una restriccién a la variacién en
los patrones de integracion como ha sido sugerido por otros estudios (Delph et al. 1996).
En las especies exdgamas, la seleccion puede modular los patrones de integracion de la
corola, pero de una forma inesperada: promoviendo la evolucién independiente de los
caracteres no asociados funcionalmente y generando un desacoplamiento funcional de
los caracteres de la corola; y no promoviendo la integraciéon de todos los caracteres
tlorales como ha sido sugerido anteriormente (Berg 1960, Stebbins 1974). Esta
inferencia es consistente con los resultados de Runions & Geber (2001) en Clarkia, que

también muestran que las restricciones impuestas por el desarrollo no son tan fuertes
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como para prevenir la evoluciéon independiente de los caracteres florales bajo un
régimen de seleccion apropiado.

El aporte mas significativo de este trabajo a la comprensién de los patrones de
integracidn floral es la demostracién que la seleccion natural puede promover no solo la
integracion de caracteres asociados funcionalmente (como han sugerido en diversos
estudios, Galen & Stanton 1989, Conner & Via 1993, Conner & Sterling 1995, Conner
1997, Kudoh et al. 2001, Ushimaru et al. 2003), sino también la parcelaciéon de
caracteres no ligados funcionalmente, dando origen a fenotipos modulares. De esta
manera, los resultados apuntan a que la .modularidad de la corola en el género
evoluciona como resultado de la parcelacion de partes integradas (por factores genéticos
o asociados al desarrollo) y no de la conexion de partes originalmente desintegradas.

La evolucidén de la modularidad explica una de las caracteristicas mas intrigantes
de los organismos complejos, su simultanea flexibilidad y robustez: flexibilidad para que
los distintos caracteres respondan independientemente a presiones selectivas especificas,
y robustez, para asegurar la integracién de multiples funciones y su funcionamiento
como un todo coherente (Klingenberg 2004). En el caso de los caracteres florales, es
esta flexibilidad la que puede explicar, al menos en parte, su labilidad evolutiva y su

potencial de cambio y respuesta a las presiones selectivas de los polinizadores.
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CAPITULO 6. DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados de esta tesis permitieron explorar las relaciones filogenéticas entre las
especies de Schizanthus y las trayectorias evolutivas de sus sistemas de reproduccion y
de polinizacién. Estas sirvieron de base para entender cémo ha evolucionado la
morfologia floral y los patrones de integracion de la corola en el género en respuesta a
cambios en los sistemas de polinizacion y de reproduccién; con el objetivo de
vislumbrar cuil ha sido el papel de la seleccion mediada por polinizadores en la

evolucién de la morfologia y de los patrones de integracién floral. A continuacion se

enuncian las principales conclusiones de esta tesis.

e El género Schizanthus es un género aislado en la familia Solanaceae, segin lo indica
la alta divergencia de las regiones ITS y de la regiéon waxy con otros miembros de la
familia.

e Las especies xerofiticas del desierto S. integrifolius, S. lacteus, S. candidus y la
especie cordillerana de la zona mediterranea arida, S. alpestris, forman un clado
claramente aislado de las otras especies. Estas a la vez se separan dos clados, uno
formado por las especies altoandinas S. hookeri y S. grahamii; y otro formado por la
especie del desierto S. /aetus y por las especies la zona mediterranea semidridas y
humedas, S. porringens, S. litoralis, S. tricolor, S. pinnatus y S. parvulus.

e En Schizanthus, la autogamia retardada evoluciond en dos ocasiones independientes

a partir de ancestros exdgamos y en asociacion al acercamiento de los organos
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reproductivos. En estas especies, el estigma receptivo y las anteras con polen entran en
contacto s6lo en las ultimas etapas del desarrollo, lo que posibilita la autofertilizacion
espontanea, pero a la vez da cabida a la polinizacién cruzada.

e  En Schizanthus, la ornitofilia y la falenofilia habrian evolucionado una sola vez en
el género a partir de ancestros polinizados por himendpteros y en correspondencia con la
adquisicién de polinizacién por picaflores y lepiddpteros respectivamente.

e Las transiciones entre los tipos de polinizadores (himnopteros, lepidopteros y aves)
ocurren sin la pérdida del polinizador ancestral, dando lugar a estados mas generalistas
(donde las flores son visitadas por el polinizador nuevo y el ancestral).

e La morfologia floral del género es evolutivamente 1abil. Las incongruencias entre
los datos moleculares o morfoldgicos respecto a las afinidades de las especies S.
parvulus y 8. alpestris, dan cuenta de la labilidad evolutiva de la morfologia floral, pues
aunque estas especies presenten caracteristicas morfolégicas tinicas dentro del género
son genéticamente muy cercanas a otras especies de morfologia floral muy diferente.
Esta conclusion también se apoya en el analisis de los patrones evolutivos de la forma de
la corola, que indican que los patrones de similitud en la morfologia floral entre las
especies de Schizanthus son independientes de la filogenia.

e La transformacion de la morfologia floral del género Schizanthus sigue un patrén de
cambio mas gradual que puntuado. Esta gradualidad se manifiesta en el reconocimiento
de estados morfoldégicos intermedios en las transiciones desde la melitofilia hacia la
ornitofilia o hacia la falenofilia, representados por S. hookeri y S. alpestris

respectivamente. Esta conclusion se apoya ademas en el andlisis de los patrones
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evolutivos de la forma de la corola que indica que la transformacion de esta sigue un
patron de cambio gradual.
e En Schizanthus, factores distintos a la deriva génica conducen la divergencia de los
patrones de integracién de la corola, puesto que las diferencias interespecificas en los
patrones de integracién de la corola son independientes de la historia filogenética.
e En Schizanthus, la integracion de la corola es el resultado de factores distintos a la
seleccion mediada por polinizadores, presumiblemente factores ligados al desarrollo.
Esta conclusién se apoya en el resultado inesperado que la integracién de la corola
aumenta al relajarse la seleccion por polinizadores en los dos linajes del género donde ha
evolucionado la autogamia.
e En Schizanthus, las presiones selectivas de los polinizadores pueden promover la
evolucién de la modularidad, es decir, de la organizacién de los caracteres de la corola
en unidades de covariaciéon parcialmente auténomas, a través de la asociacion
sistematica de caracteres funcionalmente ligados y de la supresion de las restricciones
asociadas al desarrollo (que originan la integracién). Esta conclusiéon se apoya en la
observacion que los patrones de integracion de la corola difieren entre las especies
ex6gamas con distintos mecanismos de polinizacidn en una forma consistente con
variaciones en las funciones de los caracteres durante la polinizacién: cuando los
caracteres pierden su funcidn en la polinizacion tienden a desacoplarse de la corola

Uno de los aportes principales de esta tesis es haber mostrado evidencias que
sugieren que en Schizanthus la adaptacién al tipo y disponibilidad de agente polinizador

juegan un papel importante en la evolucién y diversificacion de la morfologia floral. En
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primer lugar, la demostracion que la morfologia floral es evolutivamente 1abil; y en
segundo lugar la correspondencia, aunque parcial, encontrada entre los sindromes de
polinizacién y los tipos de visitantes observados: solo las flores exdgamas con
caracteristicas asociadas a la falenofilia son visitadas por lepiddpteros, y sélo las flores
con caracteristicas asociadas a la ornitofilia son visitadas por picaflores. Sin embargo, es
necesario destacar que nuestros resultados indican que la evolucion de la morfologia
floral sigue un patrén de cambio gradual, generando un gradiente en el espacio
morfométrico donde el reconocimiento de sindromes de polinizacién como unidades
discretas y limitadas pierde sentido.

En general, la discusion sobre la integracién fenotipica, se ha centrado sobre si
ésta debiese ser considerada una adaptacion que puede responder a la seleccion natural u
obedece a una restriccion que limita el cambio evolutivo. Al alero de esta discusion se
han examinado los factores que modulan los patrones de integracion floral, plantedndose
a la seleccion natural mediada por polinizadores y a los factores ligados al desarrollo
como hipétesis alternativas. Nuestros resultados, sin embargo, indican que ambos
factores influyen en los patrones de integracion de la corola de Schizanthus (Fig. 6.1). El
mayor grado de integracién de la corola observado en las especies menos dependientes
de polinizadores, sugiere quec en Schizanthus la integracion de la corola resulta de
factores distintos a la seleccion por polinizadores, que pueden ser factores asociados al
desarrollo. Sin embargo, las diferencias en los patrones de integracion encontradas entre
las especies exogamas de Schizanthus con mecanismos de polinizaciéon distintos,
sugieren que estos factores no constituyen restricciones a la evolucion independiente de

los caracteres de la corola bajo un régimen de selecciéon adecuado. Al considerar estos
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Fig. 6.1. Modelo de evolucion de la integracion floral
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