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RESUMEN

La morfologia floral se expone a diferentes agentes selectivos a lo largo de la
secuencia ontogenética que comprende al boton floral, a la flor funcional (esto es, la flor en
condiciones de recibir y exportar polen) y al fruto. Dado que las morfologias expresadas en
estos estadios se interrelacionan, se espera que la seleccion que afecta a un estadio puntual
de la ontogenia tenga efectos colaterales sobre la adecuacion de otras etapas ontogenéticas.
Esta secuencia ontogenética toma a su vez lugar dentro de un contexto méas amplio, la
inflorescencia, donde las flores estan sujetas a seleccién de manera colectiva. Se espera
que dicha asociacion funcional de las flores dentro de las inflorescencias, en conjunto con
la interdependencia de la adecuacién de distintos estadios del desarrollo, sesgue el material

sobre el cual la seleccion puede actuar en las flores funcionales.

A pesar de estos sesgos ontogenéticos a los cuales podria estar sujeta la evolucion
floral, la diversidad floral es copiosa. Entender la relacion entre la ontogenia floral y los
patrones de diversificacion floral es lo que motiva esta tesis. En particular, examiné esta
pregunta en la subfamilia de angiospermas Loasoideae (Loasaceae), la cual se habria
diversificado recientemente en los Andes Centrales en respuesta a cambios en el ambiente

de polinizadores.

Para llevar adelante este trabajo en primer lugar clarifiqué el contexto adaptativo en
el cual ocurrio la diversificacion de la morfologia floral de Loasoideae (Loasaceae). Para
ello describi la forma floral con variables morfogeométricas y modelé estas variables
utilizando técnicas novedosas de anélisis comparativo. A través de ello estableci que la
morfologia floral en el género Caiophora (Loasoideae, Loasaceae) se habria diversificado
en respuesta a cambios en ambiente de polinizadores, posiblemente en el contexto de una
radiacion adaptativa. También estableci que la optimizacion de la morfologia floral de
Loasoideae a diferentes estrategias de polinizacion estaria mediada por un trade-off
(compensacidn) entre la polinizacion mediada por himenopteros y la mediada por colibries.
Esto me aport6 un marco para abordar las siguientes preguntas: 1) La morfologia floral en
especies con la misma estrategia de polinizacién ¢posee un patron de desarrollo comun? 2)
La diversificacion adaptativa de Caiophora (Loasoideae, Loasaceae), ¢estuvo sesgada por
la variacion presente a lo largo de la trayectoria de desarrollo ancestral? Intenté responder a

estas preguntas utilizando métodos adecuados recientemente propuestos, los cuales



permiten el analisis de datos morfogeométricos en estudios de evolucion del desarrollo

(informalmente “evo-devo™).

Los resultados de esta tesis sugieren que las asociaciones entre la forma y el tamafio
presentes a lo largo de la trayectoria de desarrollo ancestral no habrian sesgado la
diversificacion morfoldgica de Caiophora. Sin embargo, algunas variantes de forma
presentes a lo largo de la ontogenia ancestral habrian facilitado la adaptacion a la

polinizacién mediada por colibries y a la polinizacién mediada por roedores en el género.



ABSTRACT

The morphology of the flower is exposed to different selective environments
throughout the developmental sequence, which includes the flower bud, the functional
flower and the fruit. Given that the morphologies associated to these developmental stages
are related to each other, selection affecting one developmental stage of organ morphology
may result in side effects that influence the fitness of other stages. The developmental
sequence of the flower occurs in turn within a larger context, the inflorescence, where
flowers are subject to selection as a group. Both this fact and interdependency among
developmental stages affecting fitness may bias the possible material on which selection

can act during the developmental stage that corresponds to the functional flower.

Despite the ontogenetic biases to which flower evolution may be subject to, flower
diversity can be quite copious. The question of how flower ontogeny is related to flower
diversity patterns is what motivates the current work. Specifically, | examine this question
for the case of the angiosperm subfamily Loasoideae (Loasaceae), which diversified in the

central Andes in response to changes in the pollinator environment.

In my work | first clarify the context in which the diversification of flower
morphology of Loasoideae (Loasaceae) took place. | do this by describing flower shape
with geometric morphometric variables and modelling them making use of state of the art
techniques of comparative analysis. | provide evidence that flower morphology in the
genus Caiophora (Loasoideae, Loasaceae) diversified in response to changes in the
pollinator environment probably in the context of an adaptive radiation and that flower trait
optimization is driven by a trade-off between hymenoptera and hummingbird pollination.
This provides me with the framework to tackle the following questions: 1) Does flower
morphology in species with the same pollination strategy have a common developmental
pattern? 2) Was flower diversification in Caiophora (Loasoideae, Loasaceae) biased by the

ancestral developmental pattern?

| investigate these questions via methods that have been proposed recently that

allow analysing geometric morphometric data in the context of studies addressing the



evolution of development (or informally, evo-devo). My results suggest that size and shape
relationships present along the ancestral developmental trajectory did not biased flower
adaptive diversification in Caiophora. Nevertheless, some shape variants along the
direction of the ancestral trajectory may have promoted the adaptation to hummingbird and

rodent mediated pollination in this genus.



INTRODUCCION GENERAL

Antecedentes

La morfologia de los organismos determina cudn bien éstos se adaptan a su
ambiente. Se espera por lo tanto que las diferencias morfoldgicas entre organismos
pertenecientes a distintos linajes (poblaciones, especies, etc.) reflejen variacion en las
interacciones funcionales establecidas entre estos organismos y el ambiente donde se
encuentran. La convergencia morfoldgica, esto es la adquisicion por parte de linajes
independientes de una morfologia similar en un mismo tipo de ambiente, es una evidencia

contundente de adaptacion morfolégica (Losos, 2011).

Los 6rganos poseen una ontogenia a lo largo de la cual su morfologia cambiante se
expone a distintos ambientes selectivos. Un ejemplo extremo seria el aparato bucal de los
insectos holometabolos, que poseen una fase dedicada exclusivamente a la alimentacion y
una fase reproductiva, en las cuales las dietas son marcadamente diferentes. Dado que las
redes de interaccion génica que intervienen en la morfogénesis pueden compartirse entre
distintos estadios del desarrollo (Kingsolver et al., 2012; Donohue, 2013) y que a lo largo
de la ontogenia se mantiene una interaccion mecanica entre los tejidos (Hallgrimsson et al.,
2009, Endress et al., 2006), es esperable que exista una cierta dependencia entre las
morfologias presentes a lo largo de una trayectoria ontogenética (Donohue, 2013). En tal
caso, es importante que la morfologia de un 6rgano seleccionada para un momento
determinado de su desarrollo (por ejemplo el adulto reproductivo) no impacte
negativamente, en términos de adecuacion, a la morfologia de otros estadios ontogenéticos.
Por otra parte, la morfologia de un 6rgano determinado no sélo expresa adaptaciones a
nivel del 6rgano en si mismo, sino que la morfologia de éste también responde a agentes
selectivos que actlan a niveles de organizacion bioldgica inferiores y superiores (Wagner,
2001). Por ejemplo, la seleccion actia sobre el modo en que un determinado érgano
funciona en conjunto con otros organos dentro del cuerpo del organismo. Como
consecuencia de ello, la morfologia de un 6rgano debe ser funcional no sélo en si misma

sino que también debe ser funcional a los niveles de organizacion bioldgica que lo rodean.



Dado este continuo espacio-temporal en el que estaria sumergido un érgano, el cual
esta conformado por todos los niveles de organizacion biologica que lo rodean y por la
secuencia ontogenética del mismo, resulta relevante considerar que los distintos niveles de
organizacion biologica y la ontogenia completa de un 6rgano requeririan funcionar como
un todo integrado y que cualquier variacion que interfiera con esta coordinacion seria
seleccionada en contra (Arthur, 2011a). Esto daria lugar a un condicionamiento espacio-
temporal de las posibilidades morfologicas que pueden estar sujetas a la seleccion en un
estadio ontogenético determinado y a un cierto nivel de organizacion bioldgica. Dicho
condicionamiento sesgaria la variacion disponible para la seleccion natural (Gould, 2004,
Arthur, 2011a).

Algunos estudios han considerado el impacto de la ontogenia sobre la evolucion de
la morfologia de los organismos y de sus érganos. Esto se ha hecho para animales (por
ejemplo Kingsolver et al., 2012) y para plantas (Donohue, 2013). Sin embargo, la
evolucidn de la morfologia floral (refiriéndose a la flor funcional, en condiciones de liberar
y de recibir polen) ha sido estudiada dejando de lado a su ontogenia (que incluye al botén
floral y al fruto). También se ha dejado de lado el hecho de que las flores no interactdan de
manera aislada con el ambiente, sino que lo hacen colectivamente, formando parte de

inflorescencias (Harder y Prusinkiewicz, 2012).

Existen numerosas evidencias de diversificacion floral en respuesta a distintos
agentes selectivos, en especial en respuesta a los polinizadores (trabajos citados en Van der
Niet y Johnson, 2014). Si bien los sesgos impuestos por el desarrollo pueden limitar la
diversificacion en ciertas direcciones del espacio morfoldgico, éstos pueden poner a
disposicion de la seleccion variacién morfoldgica abundante en ciertas regiones de este
espacio. Alteraciones muy simples del desarrollo, que no implican grandes
reorganizaciones de éste (por ejemplo la multiplicacion de estructuras florales dentro de un
mismo anillo floral, la retencion de caracteristicas florales afines a las del pimpollo del
ancestro en las flores funcionales de la especie derivada) pueden hacer accesibles nuevas
variantes morfoldgicas a la seleccidon (Becker et al., 2011). Dada esta situacion resulta de
interés, para una mejor comprension de los procesos que determinan los patrones de
diversidad floral, responder a preguntas como las siguientes 1) La morfologia floral en
especies con la misma estrategia de polinizacion ¢posee un patron de desarrollo comin? 2)

La diversificacion adaptativa de Caiophora (Loasoideae, Loasaceae), ¢estuvo sesgada por



la variacion presente a lo largo de la trayectoria de desarrollo ancestral? Examiné estas dos
ultimas preguntas en la subfamilia Loasoideae (Loasaceae).

En el Capitulo I de esta tesis doctoral se realiza un analisis tedrico acerca de como
el confinamiento de la flor desplegada dentro de su ontogenia y dentro de la inflorescencia
podria afectar a la diversificacion floral. En el Capitulo 1l y en el Capitulo 111 se explora y
se plantea el contexto adaptativo (sin considerar la ontogenia floral por el momento) en el
cual ocurrio la diversificacion de la morfologia floral de Loasoideae. Mientras que en el
Capitulo 1l se pone a prueba la hipétesis de que la morfologia de las flores desplegadas del
género Caiophora (Loasoideae, Loasaceae) evolucion6 en el contexto de una radiacion
adaptativa, en el Capitulo Ill se explora si la optimizacion de la morfologia floral de
Caiophora para diferentes estrategias de polinizacion estuvo mediada por una
compensacion (o trade-off) entre la polinizacién mediada por himendpteros y la mediada
por colibries. En el Capitulo IV y en el Capitulo V se explora la relacion entre la
diversificacion floral y la ontogenia de Loasoideae. En primer lugar se indago6 si distintas
especies con una misma estrategia de polinizacion presentan un patron de desarrollo floral
compartido (Capitulo 1V). Luego se establecié si la diversificacion adaptativa de

Caiophora estuvo sesgada por la ontogenia del ancestro de este género (Capitulo V).

Sistema de estudio

Loasoideae (Loasaceae) es una subfamilia monofilética de Angiospermas
mayoritariamente neotropical, la cual se caracteriza por su arquitectura floral compleja
(fig. 1). A pesar de presentar flores radialmente simétricas (las cuales podrian ser
consideradas como “simples”), las especies de Loasoideae presentan un ciclo adicional
derivado del androceo, el cual actia como contenedor de néctar (Brown y Kaul, 1981).
Dado que las flores de Loasoideae son protandricas, las flores dependen de los
polinizadores para el transporte del polen desde las flores en fase masculina hacia las flores

en fase femenina (Brown y Kaul, 1981).

El género Caiophora (Loasoideae, Loasaceae) es monofilético y presenta
polinizacién mediada por himendpteros, colibries y roedores (Ackermann y Weigend,
2006). Esta variedad de estrategias de polinizacion contrasta con el hecho de que sus
géneros basales, Loasa, Blumenbachia y Scyphanthus, presentan solamente polinizacion

7



mediada por himendpteros. EI modo de dispersion de las semillas difiere entre las especies
de los géneros Loasa, Blumenbachia y Caiophora. Mientras que en los géneros Loasa y
Blumenbachia la dispersion de las semillas ocurre de manera espontanea ya sea a traves de
la dehiscencia o de la pudricién del fruto, la dispersion de las semillas en Caiophora es

anemofila (Brown y Kaul, 1981).

El origen de Caiophora estd preliminarmente datado para finales del Oligoceno
(Schenk y Hufford, 2010), periodo coincidente con la llegada de los colibries a Sudamérica
(Mc.Guire et al., 2014). La variedad de estrategias de polinizacion de este género en
comparacion con sus géneros basales sugiere que Caiophora se origin6 en una radiacion
adaptativa. La asociacion entre el fenotipo floral y la estrategia de polinizacion reportada
para Loasoideae (incluyendo a Caiophora) (Ackermann y Weigend, 2006; Ackermann,
2012) asi como el aparente valor funcional que las configuraciones de rasgos florales
tienen en distintos ambientes de polinizadores (Ackermann y Weigend, 2006; Weigend,
Ackermann y Henning, 2010; Ackermann, 2012) también contribuyen a sustentar la

hipdtesis de que el género Caiophora se origind en una radiacion adaptativa.

Estructuras florales de Loasoideae (Loasaceae) y mecanismo de polinizacion.

Ackermann y Weigend (2006) ofrecen una descripcion cualitativa de las
morfologias florales de Loasoideae asociadas a distintas estrategias de polinizacién. Las
morfologias florales correspondientes a cada estrategia de polinizacion se representan
esquematicamente en la fig. 1. Estos autores atribuyen una corola con forma de “estrella”,
de “cuenco” o de “fuente” a las flores de las especies polinizadas por himendpteros y una
corola con forma de “globo” o de “campana” a las flores de las especies polinizadas por
colibries. Las corolas con forma de “estrella”, “cuenco” o “fuente” son mas abiertas que las
corolas con forma de “globo” o “campana”. Dado que los colibries revolotean alrededor de
las flores mientras liban néctar y no aterrizan sobre ella, una corola angosta, con forma de
“globo” o de “campana” podria estar forzando el ajuste flor-polinizador al restringir el
movimiento del colibri con respecto a las estructuras florales fértiles (Muchhala, 2007).
Por otra parte, una corola mas bien abierta, con forma de “estrella”, “cuenco” o “fuente”
podria ofrecer una “plataforma de aterrizaje” apropiada para los himendpteros, los cuales
requieren una superficie para reposar mientras se alimentan (Dafni, 1994). Ademas, una

corola abierta permite que los polinizadores vean el complejo escama-estaminodios: en las



flores polinizadas por himendpteros, este complejo presenta colores conspicuos, los cuales
serian una sefial visual atractiva para estos polinizadores (Ackermann, comunicacion
personal). EI complejo escama-estaminodios también esta involucrado en el mecanismo de
polinizacién de Loasoideae. Los himendpteros deben manipular la escama nectarifera y los
estaminodios para poder acceder al néectar, y se sabe que esta manipulacion activa la
liberacion de los estambres hacia el centro de la flor en muchas especies polinizadas por
himendpteros de Caiophora y Blumenbachia (trabajos citados en Weigend et al., 2010).
Esto promueve que la cantidad de polen expuesto sobre la flor sea proporcional al nimero
de visitas por parte de polinizadores, constituyendo un mecanismo que disminuye la
pérdida de polen (Weigend et al., 2010). Las flores que son tipicamente polinizadas por
colibries y roedores carecen de este mecanismo de activacion de estambres (Ackermann y
Weigend, 2006). Sin embargo, los estaminodios cumplen una funcion importante en el
mecanismo de polinizacién de las flores polinizadas por colibries, ya que sus largos
extremos (Cocucci y Sérsic, 1998) colaborarian con la corola angosta en forzar el ajuste
flor-polinizador (Ackermann y Weigend, comunicacion personal). La especie polinizada
por roedores presenta estaminodios marcadamente reducidos, lo que se atribuye a que éstos
son vestigiales en las flores polinizadas por roedores, donde el dnico rol del complejo
escama-estaminodios es el de almacenar néctar (Cocucci y Sérsic, 1998; Ackermann y
Weigend, comunicacion personal). En el trabajo de Ackermann y Weigend (2006) también
se reporta variacion en el tamafio floral asociada a distintas estrategias de polinizacion.
Mientras las flores de las especies polinizadas por himendpteros son de tamafio méas bien
pequefio, las flores de las especies polinizadas por colibries son de mayor tamafio. Se ha
observado que el largo del pétalo en Caiophora se correlaciona positivamente con la
cantidad de azucar en el néctar (Ackermann, 2012). Esta correlacion también ha sido
reportada en otras familias de Angiospermas (Ornelas et al., 2007). Se ha propuesto que la
preferencia de los colibries por flores de mayor tamafio es una consecuencia indirecta de
que estos animales seleccionan néctares mas energeticos (Fenster et al., 2006; Ornelas et
al., 2007). Por otro lado, se ha propuesto que la seleccidén puede favorecer indirectamente
la evolucion de flores mas pequefias en especies polinizadas por himendpteros: las flores
con néctares menos energéticos y por ende mas pequefas, “filtrarian” a los polinizadores
de gran tamario (entre ellos los colibries) ya que no satisfacen sus demandas energéticas
(Ollerton et al., 2007), promoviéndose la especializacion en polinizadores pequefios. Las
flores de Caiophora coronata, la Unica especie polinizada por roedores de la subfamilia,

son de gran tamafio, lo que podria atribuirse a las grandes demandas energéticas de estos
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polinizadores y también al ajuste flor-polinizador con polinizadores de tamafio
considerable.

Estaminodio

Estilo

Wi Estamibre

Nectario
Escama

nectarifera

Fig. 1. Estructura béasica de una flor de Loasoideae (arriba) y esquemas de las morfologias florales correspondientes a
distintas estrategias de polinizacion (abajo). Las flechas en la flor polinizada por himendpteros indica el movimiento de
los estambres hacia el centro de la flor.

Hipdtesis

La ontogenia sesga los patrones de diversificacion de la morfologia floral en
Loasoideae (Loasaceae).
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Objetivos generales

1. Realizar una revision bibliogréfica acerca de como la ontogenia floral y la
arquitectura de las inflorescencias afecta la evoluciéon de la morfologia floral
(Capitulo I)

2. Establecer si la morfologia de la flor desplegada de Caiophora (Loasoideae,

Loasaceae) se diversifico en el contexto de una radiacion adaptativa (Capitulo

1)

3. Explorar si la optimizacion de los rasgos florales para la polinizacién por
himenopteros y para la polinizacion por colibries estd mediada por una
compensacion (trade-off) morfoldgica entre estas estrategias de polinizacién
(Capitulo 1)

4. Establecer si la morfologia floral en especies adaptadas a la misma estrategia de
polinizacién presenta un patron de desarrollo compartido en Loasoideae

(Loasaceae) (Capitulo 1V).

5. Establecer si la diversificacién adaptativa de Caiophora se vio sesgada por la

variacién morfologica a lo largo de la ontogenia floral ancestral (Capitulo V).

Objetivos particulares

2.1. Establecer si la forma de dos estructuras florales que participan en el mecanismo de
polinizacion, (la corola y el contenedor de nectar) en flores desplegadas de 14 especies de
Loasoideae (Loasaceae), evoluciona hacia 6ptimos adaptativos correspondientes a distintas

estrategias de polinizacion.

2.2. Establecer si la forma de esas dos estructuras involucradas en el mecanismo de
polinizacion (en las 14 especies de Loasoideae (Loasaceae) consideradas), ha

experimentado mayor diversificacion en Caiophora que en sus grupos basales.
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3.1. Establecer si la morfologia floral de Caiophora nivalis, Caiophora lateritia y
Caiophora hibiscifolia (Loasoideae, Loasaceae) se ajusta a un patron de compensacion o

trade-off entre la polinizacion mediada por himenopteros y la mediada por colibries.

4.1. Establecer si existe una correspondencia entre las estrategias de polinizacion y la

ontogenia floral en 11 especies de Loasoideae (Loasaceae).

5.1. Establecer si la morfologia de las flores desplegadas de Caiophora sigue la direccion
de la ontogenia de las especies basales a este género (representativas de la condicion

ancestral).

METODOLOGIA GENERAL

Muestreo

Se consideraron en este estudio flores funcionales de 14 especies de Loasoideae
(Loasaceae) pertenecientes a los géneros Loasa, Blumenbachia y Caiophora y botones
florales en distintos estadios ontogenéticos de un subgrupo de 11 de estas especies. El
muestreo incluye dos morfotipos de la especie C. chuquitensis, (Heptamera y Macrocarpa).
Las especies vegetales muestreadas (y morfotipo, en el caso de C. chuquitensis) se
enumeran en la Tabla 1, junto a la localidad del muestreo, la georeferencia de ésta, el
tamafio de muestra y el principal polinizador. Se intent6 que el muestreo resultara
representativo de dichos géneros, como asi también de las estrategias de polinizacion
reportadas para el grupo (Ackermann y Weigend, 2006). Se considerd a un agente como
polinizador de una planta solamente si existian registros de que éste contactara
efectivamente las estructuras fértiles de la flor. Tal informacion se basé en nuestras
observaciones de campo y en las observaciones de los trabajos citados en Ackermann y
Weigend (2006). Se muestrearon entre 6 y 25 individuos por poblacién, dependiendo de la
disponibilidad de individuos en el campo. Dado que C. cernua fue muestreada en el jardin
botanico de la Universidad de Bonn, Alemania, de ella se pudieron obtener muestras de un
solo individuo. Las flores y botones florales fueron conservados en Etanol 70%, luego
diseccionados y fotografiados con un estereomicroscopio Leica M420 (Wetzlar,
Alemania). Solamente en C. cernua se muestrearon 10 flores funcionales del Unico

individuo disponible. La corola, el pétalo y la estructura conformada por la escama
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nectarifera y los dos estaminodios que sobresalen por encima de ésta (fig.1) fueron
fotografiadas en vista lateral. De aqui en adelante denominaremos a la estructura
compuesta por la escama nectarifera y los estaminodios ‘complejo escama-estaminodios’.
Para el Capitulo 11 se trabajo con flores funcionales de las 14 especies de Loasoideae. Una
sola flor fue colectada por individuo. Para el Capitulo Il se trabajo con flores funcionales
de tres especies del género Caiophora (C. hibiscifolia, C. lateritia y C. nivalis). En el
Capitulo IV se trabajé con flores funcionales y con botones florales de 11 especies de
Loasoideae de los géneros Caiophora, Loasa y Blumenbachia (incluyendo los dos
morfotipos de C. chuquitensis) y en el Capitulo V se trabajo con las flores funcionales de
las 14 especies de Loasoideae muestreadas asi como también con los botones florales de
tres especies de Loasoideae basales al género Caiophora (Loasa acerifolia, Blumenbachia
hieronymii y Blumenbachia silvestris). En cuanto al muestreo de flores y botones florales
realizado para describir el desarrollo floral (Capitulos IV y V), para cada planta se
muestred una flor funcional y entre 3 y 4 botones florales, intentando cubrir la méaxima

variacion posible en forma y tamario floral a lo largo de la ontogenia.

Especie Localidad Latitud y longitud n Polinizad
Blumenbachia hieronymii Urb. Pampa de Achala, provincia de Cérdoba, Argentina 31°37'1"S; 64°52'34"0 22 himendpteros
Blumenbachia silvestris Poepp. Cruce entre ruta 40Yy rio Carreri, provincia de Neuquén, Argentina  38°52'12"S; 70°27'36"O 14 himendpteros
Caiophora cernua (Griseb.) Urb. & Gilg ex Kurtz.* Jardin Botanico de la Universidad de Bonn, Bonn, Alemania. 50°43'28"N; 7° 5'31"E 1 himendpteros
Caiophora chuquitensis (Meyen) Urb. & Gilg.(Morfotipo Heptamera) El Angosto, provincia de Jujuy, Argentina 24° 0'56"S; 65°46'56"0 16 colibries
Caiophora chuquitensis (Meyen) Urb. & Gilg.(Morfotipo Macrocarpa) Humahuaca, provincia de Jujuy, Argentina 23°10'7"S; 65°22'13"0 20 colibries
Caiophora clavata Urb. & Gilg. Tafi del Valle, provincia de Tucuman, Argentina 26°45'39"S; 65°44'26"0 19 himendpteros
Caiophora coronata (Gillies ex Arn.) Hook. & Arn. Los Tuneles, provincia de Mendoza, Argentina 32°48'53"S; 70° 2'15"0 15 roedores
Caiophora dumertorum Urb. & Gilg. Senda al Alto Calilegua, provincia de Jujuy, Argentina 23°37"12'S; 64°54'0"0 8 himenodpteros
Caiophora hibiscifolia (Griseb.) Urb. & Gilg. Senda al Alto Calilegua, provincia de Jujuy, Argentina 23°37'44"S; 64°56'14"0 23 colibries
Caiophora lateritia Klotzsch. Tafidel Valle, provincia de Tucuman, Argentina 26°50'8"S; 65°42'31"0 25 colibries
Caiophora nivalis Lillo. Vallecitos, provincia de Mendoza, Argentina 32°58'12"S; 69°21'36"0 17 himendpteros
Loasa acerifolia Dombey ex Juss. Valdivia, regién De los Rios, Chile 38°52'12"S; 70°27'36"0 24 himendpteros
Loasa bergii Hieron. PN. Nahuel Huapi, provincia de Rio Negro, Argentina 40°59'42"S; 71°30'38"0 25 himendpteros
Loasa heterophylla Hook. & Arn.* Jardin Botanico de la Universidad de Bonn, Bonn, Alemania. 50°43'28"N; 7° 5'31"E 10 himendpteros
Loasa pallida Gillies ex Arn.* Jardin Botanico de la Universidad de Bonn, Bonn, Alemania. 50°43'28"N; 7° 5'31"E 6 himendpteros

Tabla 1. Especies vegetales muestreadas (y morfotipo, en el caso de C. chuquitensis), localidad del muestreo,
georeferencia correspondiente, tamafio de muestra y principal polinizador. Las especies para las que no fue posible tomar

muestras del desarrollo y que por ende no fueron incluidas en el capitulo IV se indican con *.

Obtencidn de variables morfogeométricas

Se obtuvieron variables morfogeométricas que describen la forma de la corola
(Capitulos 11 y I11), del pétalo (Capitulos IV y V) y de la forma del complejo escama-
estaminodios (Capitulos 1, IIl, IV y V). También se obtuvieron variables
morfogeomeétricas que describen el tamafio de estas estructuras. Como se vio mas arriba,
tanto la corola como el complejo escama-estaminodios juegan un rol clave en el

mecanismo de polinizacién de Loasoideae. En los Capitulos IV y V se considero la
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morfologia del pétalo en lugar de la morfologia de la corola porque no fue posible describir
la forma de la corola para estadios del desarrollo previos a la flor funcional. La morfologia
del pétalo se correlaciona de manera significativa con la morfologia de la corola en las
flores desplegadas de Loasoideae; (r=0.62, p<0.05, n=15). Las flores con coloras mas
abiertas presentan un pétalo con el unguiculo (la parte inferior) méas expandido, lo opuesto

puede decirse de las corolas més cerradas.

En la obtencion de variables morfogeométricas se utilizé el paquete TPS (Rohlf,
2009). En primer lugar se utilizo el programa tpsDig (Rohlf, 2009) para ubicar hitos sobre
fotografias que muestran a la corola, al pétalo y al complejo escama-estaminodios en vista
lateral. Estos hitos describen puntos anatomicos o matematicos homologables entre
muestras (landmarks, de aqui en adelante denominados LM) o describen el contorno de las
estructuras (semi-landmarks, de aqui en adelante denominados SLM). Cinco LM y 14
SLM fueron ubicados sobre la corola (fig. 2A), cuatro LM y 10 SLM fueron ubicados
sobre el pétalo (fig. 2B), mientras que cuatro LM y ocho SLM fueron ubicados sobre el
complejo escama-estaminodios (fig. 2C). A estas coordenadas morfogeométricas se les
realizd un ajuste de Procusto. En este ajuste se descarta la variacion entre las estructuras
fotografiadas que estd dada por diferencias de tamafio entre éstas y por el angulo de
rotacion. Asi se obtienen coordenadas de Procusto y la variacion entre dichas
configuraciones de coordenadas de Procusto representa variacion debida puramente a la
forma de las estructuras. Con las coordenadas de Procusto asi obtenidas se realizaron
andlisis de deformaciones relativas (relative warp analyses) (Capitulos Il y IV), o estas
fueron utilizadas de manera “cruda” en los analisis morfogeométricos de los capitulos IV y
V. También se obtuvo el tamafio centroide de la corola (Capitulos Il 'y [1I), el tamafio
centroide del pétalo (Capitulos IV y V) y el tamafio centroide del complejo escama-
estaminodios (Capitulos II, IV y V). El tamafio centroide es la medida de tamarfio utilizada
en morfometria geométrica y se calcula como la raiz cuadrada de la suma de las distancias
euclideas entre cada hito y el centroide de la configuracion de hitos (Zelditch, 2012). El
procesado de hitos morfogeométricos se realizé para los capitulos 11 y 11l con el programa
tpsRelw (Rohlf, 2009) y para los capitulos IV y V con el programa MorphoJ (Klingenberg,
2011).
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A B c

Fig
. 2. Se indican los LM (circulos grandes) y los SML (circulos pequefios) ubicados A, sobre la corola B, sobre el pétalo, C,

sobre el complejo escama-estaminodios.
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CAPITULO |
EL CONFINAMIENTO ESPACIO-TEMPORAL DE LA EVOLUCION FLORAL

La morfologia de los 6rganos es clave al permitir a los organismos funcionar en su
ambiente, por ejemplo a través del movimiento en el caso de los animales o al determinar
el grado de acople con el ambiente inmediato en el caso de las plantas. Se espera por lo
tanto que las diferencias morfologicas observadas entre linajes reflejen distintas
interacciones funcionales entre los drganos y el ambiente que habitan los organismos. La
convergencia morfologica, esto es la adquisicion independiente de una morfologia similar
en correspondencia con un ambiente selectivo comdn, se ha propuesto como una evidencia

contundente de la adaptacion (Losos, 2011).

Wagner (2001) propuso que los rasgos deberian ser considerados como los sujetos
directos de la seleccion en los estudios de biologia evolutiva. Los rasgos morfologicos se
originan a través de la ontogenia y forman a la vez parte del cuerpo de un organismo. Por
esta razén, un rasgo morfoldgico en un estadio determinado de la ontogenia no solo refleja
seleccion directa sobre el rasgo en ese estadio ontogenético, sino también seleccién sobre
su trayectoria ontogenética y sobre el cuerpo que lo contiene (Wagner, 2001). La evolucion
de los rasgos morfologicos se entenderia por ende mejor si éstos fueran considerados como
un continuo espacio-temporal bajo seleccion y no como unidades aisladas que responden a

la seleccion de manera independiente.

A pesar de que la incidencia de la ontogenia sobre la evolucion ha sido considerada
hasta ahora para animales (por ejemplo Kingsolver et al., 2012) y para rasgos de historia de
vida en plantas (Donohue et al., 2014), la evolucion de la morfologia floral (en particular
de las flores desplegadas) ha sido considerada en aislamiento del contexto espacio-
temporal de la ontogenia floral. En este capitulo proponemos la adopcion de una
perspectiva mas abarcadora, que permita entender la diversificacién floral dando cuenta del

contexto ontogenético en que evoluciona la morfologia de estos drganos.
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La diversidad floral es grande pero no ilimitada

A pesar de que las flores comparten una estructura bésica, la cual consiste en un
perianto y estructuras reproductivas, una gran diversidad ha evolucionado sobre este plan
basico. Entre los muchos ejemplos de diversidad floral puede encontrarse variacion en la
apariencia y en el nimero de piezas del perianto, en la cantidad de estambres y de carpelos
y en el tamafio y en la forma del perianto. Esta diversidad floral se sitla generalmente
dentro de inflorescencias, las cuales a su vez se diferencian de acuerdo al modo en que la
morfologia floral varia a lo largo de sus ejes (Harder y Prusinkiewicz, 2012). Esta
variacion en la morfologia floral y en la de las inflorescencias puede tener distintas causas:
puede estar dada por variacién en la tasa o en la duracion de la ontogenia floral
(heterocronia), por variacion ya sea en el crecimiento relativo de distintas partes de la flor
0 en la cantidad de estructuras que presenta un anillo floral (heterometria) y por variacion
en la arquitectura o ‘bauplan’ floral (heterotipia) (fig. 1). En casos extremos, tanto la
heterocronia como la heterometria pueden llevar a la supresion del desarrollo de
estructuras florales (si éstas culminan su desarrollo muy temprano en el primer caso o si se
reduce de ‘n’ a 0 la cantidad de veces que la estructura se desarrolla sobre la flor en el
segundo). La aparicién de novedades evolutivas en las flores, por ejemplo la aparicién de
espolones nectariferos (Hodges y Arnold, 1995) podria ser considerada como un ejemplo
de heterotipia.

Es interesante destacar que dentro de una misma inflorescencia pueden encontrarse
variantes heterocronicas y heterométricas. La supresion, o no, de estructuras femeninas
puede ser considerada como variacion heterométrica o heterocrénica dentro de las
inflorescencias, la cual depende de la posicion que la flor ocupa a lo largo del eje de la
inflorescencia (Diggle, 1997). El inicio del desarrollo floral y el momento en que cada flor
comienza a marchitarse a lo largo de la inflorescencia también pueden presentar variacion
heterocronica y tener valor adaptativo (Rogers, 2006; Harder y Prusinkiewicz, 2012). El
desarrollo floral de Dalechampia (Euphorbiaceae) provee un ejemplo ilustrativo acerca de
como la heterocronia diferida sobre las inflorescencias puede tener valor adaptativo
(Armbruster, 2012). Las inflorescencias de Dalechampia poseen flores femeninas y
masculinas. La adquisicién de flores masculinas que no se llegan a abrir en el momento de

la maduracion de las anteras se logra en este género mediante la retencion de
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caracteristicas morfologicas del boton floral en las flores masculinas una vez que éstas
alcanzan la madurez reproductiva. Esta caracteristica permitio al linaje evolucionar desde
la polinizacién generalista (esto es, la polinizacién mediada por varios grupos funcionales
de polinizadores) hacia la polinizacion especialista (esto es, la polinizacion mediada por
una o pocas especies pertenecientes a un Unico grupo funcional de polinizadores). El
conservar una morfologia afin a la de un pimpollo en las flores masculinas de
Dalechampia restringe el acceso a la recompensa (polen), permitiendo el acceso solamente
a abejas especializadas en hacer vibrar las anteras para obtener polen como recompensa
(“buzz-pollinating” bees) (Armbruster, 2012) (fig. 1).

Fig.1. Variacion del desarrollo que subyace a la diversidad floral. A, B, heterometria. A, Caiophora chuquitensis
(Loasaceae) muestra variacion inter-poblacional en el nimero de pétalos; B, Erysimum mediohispanicum (Brassicaceae)
presenta polimorfismos intra-poblacionales en el crecimiento relativo de distintas partes del pétalo (la proporcidn ancho-
largo del pétalo difiere entre individuos) (Gomez, Perfectti y Camacho, 2006). C, heterocronia en Dalechampia
(Euphorbiaceae). Mientras D. subternata (izquierda) tiene flores masculinas abiertas (sefializadas con ‘a’), las flores
masculinas de Dalechampia sp. nov. aff. bernieri (derecha) retienen una morfologia floral similar a la de un pimpollo
(sefializadas con ‘sf’). Esto posibilito la especializacion para la polinizacion mediada por abejas que vibran las anteras
para acceder al polen en Dalechampia sp. nov. aff. bernieri (Armbruster, 2012). Las flores estiladas no presentan
variacion heterocronica y se sefialan con ‘s’. Los botones florales se sefialan con ‘b’. Debajo de la fotografia de cada
especie se represento el desarrollo de las flores masculinas. Notese la similitud morfolégica entre los botones florales de
D. subternata y las flores funcionales de Dalechampia sp. nov. aff. Bernieri. D, variacion heterotipica en la morfologia
floral de una especie de Antirrhinum majus (conejito). La flor de la izquierda pertenece a un individuo de tipo silvestre,

mientras que la de la derecha pertenece a un mutante peldrico. Estos Gltimos son mutantes que presentan una disrupcion
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de la simetria floral bilateral. Las imagenes mostradas en B fueron tomadas de Gomez, Perfectti y Camacho (2006). Las

imagenes mostradas en C fueron tomadas de Armbruster (2012).

A pesar de la variabilidad de estos mecanismos, que proveen las bases para la
diversificacion floral (Becker et al., 2011), hay evidencia de que la evolucion de la
morfologia floral ocurre a una tasa muy lenta y de que la variacién floral es limitada. En
primer lugar, a pesar de que en algunos linajes de Angiospermas evolucionaron
morfologias florales novedosas, complejas y especializadas (flores con piezas soldadas, de
simetria bilateral y con pocos estambres), las cuales permitieron la diversificacion
morfologica dentro de estos linajes gracias al fomento de un ajuste estricto con distintos
grupos funcionales de polinizadores (y consecuentemente la especiacion), la mayor parte
de los linajes de Angiospermas presentan morfologias florales que podrian ser
consideradas ancestrales debido a su estructura floral simple, accesible a distintos grupos
funcionales de polinizadores, no lo suficientemente apta para el transporte eficiente de
polen (flores con piezas no soldadas, de simetria radial con muchos estambres por ejemplo)
(O’Meara et al., no publicado). En segundo lugar, las convergencias en la morfologia floral
son muy frecuentes y, a pesar de que dichas convergencias han sido consideradas como
una evidencia contundente de adaptacion, éstas podrian reflejar también la falta de
posibilidades genéticas y del desarrollo para generar formas nuevas y quizd mas
beneficiosas (trabajos citados en Stayton, 2008).

Mas alla de que el potencial de diversificacion de la morfologia floral podria ser en
parte explicado por la variacidn genética disponible (fig. 2), este aspecto no sera discutido
en el presente capitulo. Las restricciones genéticas no son excluyentes de la morfologia y
estan ademas extensamente descriptas en la literatura (Walsh y Blow 2009; Klingenberg,
2010). Este capitulo se centra en considerar como el hecho de que la flor desplegada sea
solo una etapa de su propia trayectoria ontogenética (sujeta a otros agentes selectivos que
afectan al botdn floral y al fruto), la cual estd a su vez contenida dentro de un nivel de
organizacion biologica superior sujeto a seleccion (la inflorescencia) puede limitar la
variacion en las flores desplegadas accesible a la seleccion, por ende la evolucion y la
diversificacion morfoldgica de la flor desplegada. A pesar de que la seleccidn sobre el
ciclo de vida completo de la planta también podria tener consecuencias sobre la
diversificacion de la morfologia floral (Donohue, 2013), por simplicidad aqui

consideraremos solamente aquellos estadios del desarrollo y niveles de organizacion
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bioldgica de la planta que estan en contacto directo con la flor desplegada. Esto significa
que el desarrollo del botén floral, el despliegue floral y el desarrollo del fruto serén

considerados dentro del contexto de la inflorescencia.

Las flores forman parte de un continuo espacio-temporal

Las flores desplegadas no estdn aisladas de otros estadios de su desarrollo y
tampoco lo estan de las estructuras que las soportan, las inflorescencias. Si bien la flor
funcional es una estructura crucial para la aptitud reproductiva de la planta, a través del
ajuste flor-polinizador, ésta es solamente un estado fenoldgico de una trayectoria de
desarrollo que comprende a la activacion del meristema floral, al desarrollo del pimpollo,
al despliegue floral (el cual en el caso de las flores dicogamas puede incluir a su vez una
separacion entre la fase masculina y la femenina), a la senescencia de la flor y al posterior
desarrollo de los frutos. Todos los pasos de esta secuencia deben estar bien adaptados para
contribuir de manera positiva a la adecuacion reproductiva de la planta. A su vez estos
estadios son interdependientes, ya que comparten en mayor o0 menor medida determinantes
genéticos y hormonales de la morfogénesis floral (Dornelas et al., 2012). También se
encuentran interconectados por el hecho de que la morfologia de un estadio del desarrollo
interactla mecéanicamente con la morfologia de estadios previos y posteriores. Por
ejemplo, la adyacencia de tejidos o estructuras florales a lo largo del desarrollo deriva en
una interaccidn mecanica entre éstos que se mantiene a lo largo de la ontogenia,
independientemente de que existan conexiones regulatorias entre estadios ontogenéticos
(Endress, 2006; Hallgrimsson et al., 2009). Es por ello que la seleccion sobre la morfologia
de un estadio determinado del desarrollo, por ejemplo la flor desplegada, podria tener
consecuencias colaterales sobre la morfologia de otros estadios, por ejemplo el boton floral
y el fruto en desarrollo. A la par de este contexto temporal dentro del cual se sitda la flor
funcional, las flores generalmente se ubican dentro de inflorescencias, donde responden a

la seleccion de manera colectiva (Harder y Prusinkiewicz, 2012).

El considerar a la flor desplegada en aislamiento del contexto espacio-temporal en
que ésta se desarrolla deja la impresion de que son varias las trayectorias ontogenéticas
posibles que pueden derivar en una flor desplegada apta para un determinado ambiente
selectivo. De esto se desprende que la respuesta de la morfologia de la flor funcional a la
seleccion deberia ser un proceso directo y relativamente rapido. Pero la via que puede
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adoptarse para arribar a una morfologia determinada en el estadio de la flor desplegada
podria estar condicionada por los agentes selectivos que actlian sobre toda la trayectoria
ontogenética de la flor y también por los agentes selectivos que actian sobre la
inflorescencia (fig. 2). Esto sujeta a la morfologia de la flor desplegada a una
“negociacion” con otros estadios del desarrollo y con otros niveles de organizacion
biologica, lo cual le impediria evolucionar de manera eficiente en respuesta a las presiones
selectivas a que esta sujeta. ¢Hasta qué punto la morfologia de las flores desplegadas puede
evolucionar con independencia de otros estadios ontogenéticos?; ¢hasta qué punto la
diversificacion adaptativa de la morfologia floral se asocian con una ruptura de patrones de
desarrollo ancestrales y hasta qué punto la diversificacion adaptativa de la morfologia se
favorece de la variacion “contenida” o “provista a lo largo” de una trayectoria de desarrollo
relativamente estable?; el grado de asociacion funcional de las flores dentro de las
inflorescencias, ¢determina el potencial de diversificacion de distintos linajes de
angiospermas? Preguntas como éstas permaneceran sin respuesta si el contexto espacio-
temporal de la ontogenia floral no se incorpora a los estudios que abordan la adaptacion y

la evolucién en flores.

Pimpollo

Morologia floral

Estadio del desarrollo

Fig. 2. Seleccion sobre distintos estadios del desarrollo floral y sobre la inflorescencia. Se sefializa con flechas pequefias
la seleccion sobre distintos estadios del desarrollo floral (botén floral, flor funcional con su fase masculina y femenina, y
fruto). La seleccion ejercida sobre la morfologia floral a través de la funcidn colectiva de las flores en la inflorescencia se
sefializa con flechas grandes. La seleccion sobre el desarrollo floral y sobre la arquitectura de la inflorescencia, actuando
a nivel poblacional, determina la cantidad de variacién morfologica accesible a la seleccion durante el estadio de la flor

desplegada (la seccion de la superficie celeste indica la fraccion de la variacion morfoldgica accesible a la seleccién en el
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estadio de la flor desplegada). EI segmento negro indica la cantidad de variacién morfoldgica que estaria accesible a la
seleccion de no estar la arquitectura de la inflorescencia y otros estadios ontogenéticos comprometiendo la seleccion
sobre la flor desplegada. Las bandas rojas indican la porcién de la variacion morfolégica que es seleccionada en contra

por seleccion externa (flechas verdes) y por seleccion a favor de la integracion interna (flechas azules).

El desarrollo floral: un condicionante temporal de la evolucién morfolégica en flores.

La protandria como un ejemplo ilustrativo

El periodo de desarrollo entre el momento en que aparece el meristema floral y la
maduracion del fruto se expone a distintos agentes selectivos, por ejemplo herbivoros,
polinizadores y dispersores de semillas. A su vez, la morfologia de diferentes estadios del
desarrollo presenta conexiones regulatorias y mecanicas (Endress, 2006; Hallgrimsson et
al., 2009; Dornelas et al., 2012). Por esta razon, es esperable que la evolucion de la
morfologia de las flores funcionales no sea independiente de otras etapas del desarrollo. En
lo que sigue se plantea un caso que ilustra dicha interdependencia entre estadios de la

ontogenia floral.

La protandria, esto es la secuencia de maduracion de las estructuras fértiles de la
flor donde la maduracién del androceo ocurre en una etapa previa a la del gineceo, es
mucho mas frecuente que la protoginia (la maduracion del gineceo en una etapa previa a la
del androceo). Una explicacion del mayor éxito reproductivo de la protandria por sobre la
protoginia se hace evidente solamente si se considera también el desarrollo del fruto: si el
fruto comienza a desarrollarse en un momento previo al de la maduracion de los estambres,
éste interfiere con la funcionalidad del androceo restringiendo la remocién del polen
(trabajos citados en Lloyid Webb, 1986).

Maés alla de existir una influencia del ambiente externo sobre la trayectoria de
desarrollo de la cual la flor funcional forma parte, la ontogenia en si misma posee un
ambiente “interno” compuesto por las conexiones mecanicas y regulatorias entre diferentes
estadios ontogenéticos. El requisito de mantener una coherencia interna a lo largo de la
ontogenia que posibilite arribar al estadio de la flor desplegada y luego al del fruto maduro
podria promover la seleccion en contra de aquellas variantes que entorpezcan u
obstaculicen la continuacion de la ontogenia, independientemente de la adecuacion
“externa” de tales variantes. Arthur (2011a) denomina a este proceso “seleccion a favor de

la integracion interna”. Dado que las variantes aberrantes son seleccionadas en contra, la
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seleccién a favor de la integracién interna guiaria a la evolucion a lo largo de senderos
seguros desde el punto de vista de la “dinamica interna” de la ontogenia (fig. 2). Por
ejemplo, existe una secuencia que establece el orden de desarrollo de los diferentes anillos
florales. En esta secuencia los anillos florales se desarrollan desde la periferia del botén
floral hacia el centro, o sea, comienza a desarrollarse primero el céliz, luego la corola,
luego el androceo y por ultimo el gineceo (Endress, 1990). Cambiar este orden implicaria
una reorganizacion del desarrollo del meristema floral y se ha visto que los mutantes con
reorganizaciones del meristema floral abortan el desarrollo en Arabidopsis thaliana (Laux,
Mayer y Jirgens, 1996). En Lacandonia schismatica (Triuridaceae), el androceo, que
ocupa una posicion intercambiada con el gineceo, se desarrolla antes que el gineceo
(Ambrose et al., 2006) Sin embargo, Lacadonia schismatica es el Unico linaje de
angiospermas del cual se conoce esta inversion en el orden de desarrollo de los anillos
florales. Un requisito interno de que la secuencia del desarrollo de los anillos florales sea
centripeta podria ofrecer una explicacion alternativa a la anterior (0 complementaria) de la

prevalencia de la protandria por sobre la protoginia.

La arquitectura de las inflorescencias. Una condicionante espacial de la evolucion

morfoldgica en flores. La dicogamia como ejemplo ilustrativo

En conjunto con la ontogenia floral y la del fruto, la funcion colectiva de las flores
sobre la inflorescencia también puede condicionar la morfologia floral. Las flores que
componen una inflorescencia no son copias carbonicas una de la otra y la existencia de
variacion sistematica en la morfologia floral a lo largo de la inflorescencia es parte de la
arquitectura de las inflorescencias. Dicha variacion sisteméatica en la morfologia floral
indica que esta variabilidad no representa simplemente inestabilidad del desarrollo sino
que la variacion en la arquitectura de las inflorescencias también puede ser funcional y

estar por ende sujeta a seleccion (Harder y Prusinkiewicz, 2012).

La morfologia de las flores individuales puede estar condicionada por la funcién
colectiva que las flores desempefian dentro de la inflorescencia. Esto puede ilustrarse
mediante el ejemplo de la dicogamia diferida. La dicogamia es la condicion en la que
existe una separacion temporal en la maduracién de los sexos dentro de una misma flor. A
pesar de que la dicogamia a nivel de la flor como unidad puede ser explicada como un

mecanismo que previene la autofertilizacion (lo cual no es incorrecto), al situar a la flor
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dentro del contexto de la inflorescencia se desprenden otros valores adaptativos de esta
particularidad morfoldgica de las flores. La dicogamia puede ser diferida a lo largo del eje
de la inflorescencia. Esto quiere decir que las flores en fase masculina ocupan posiciones
apicales y las flores en fase femenina ocupan posiciones basales sobre el eje de la
inflorescencia. Esta disposicion de las flores en fase masculina y en fase femenina a lo
largo del eje de la inflorescencia incrementa la eficiencia de la polinizacion, ya que las
abejas tienden a visitar las inflorescencias en una direccion base-apice, evitando el
transporte de polen desde las flores en fase masculina hacia las flores en fase femenina de
la misma planta, favoreciendo el transporte de polen desde las flores en fase masculina
hacia las flores en fase femenina de otras plantas (Harder et al., 2000).

La contingencia espacio-temporal de la evolucion floral y su posible efecto sobre la

tasa y los patrones de diversificacion floral en Angiospermas

De acuerdo a lo discutido a lo largo de este capitulo, podria decirse que ciertas
variantes morfoldgicas de la flor desplegada podrian ser seleccionada en contra si desvian
a la ontogenia de una terminacion eficiente. Una terminacion eficiente de la ontogenia
podria verse obstaculizada tanto por los efectos negativos que la seleccién directa sobre
una etapa dada del desarrollo puede tener sobre la adecuacion de la morfologia en otros
estadios del desarrollo como por la obstaculizacion de los procesos internos que regulan la
ontogenia (Arthur, 2011a). Las flores se integran a su vez funcionalmente dentro de
inflorescencias, contribuyendo de manera colectiva a la adecuacion reproductiva de la
planta (Rogers et al., 2006, Harder y Prusinkiewicz, 2012). Esperamos que dicho
confinamiento espacio-temporal de la flor desplegada restrinja la evolucion de la
morfologia floral a unas pocas regiones del morfoespacio, las cuales no estarian en
conflicto con la morfologia en otros estadios del desarrollo, con el funcionamiento interno
de la ontogenia que da lugar a la flor funcional y al fruto y con la funcién de la

inflorescencia (fig. 2).

El confinamiento espacio-temporal de la flor desplegada podria estar explicando
por qué la morfologia floral de muchos linajes de Angiospermas conserva caracteristicas
ancestrales a pesar de la menor aptitud que confieren estas caracteristicas (tanto desde el
punto de vista de la eficiencia de la polinizacion como desde el punto de vista

macroevolutivo, definido por el potencial de especiacion del linaje) (O’Meara et al., no
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publicado). Si la flor funcional fuera en gran medida independiente de su propio desarrollo
y de la inflorescencia que la porta, la flor podria evolucionar mecanismos de polinizacion
altamente especializados, los cuales contribuirian tanto a la eficiencia de la polinizacion de
esa planta como también a la aptitud macroevolutivo del linaje al que la especie pertenece.
Pero no esperamos que esto sea la regla por dos razones. En primer lugar no existe una
clara distincion entre diferentes estadios del desarrollo floral y por ende tampoco una clara
independencia regulatoria (Dornelas et al., 2012), comparable a la que se observa por
ejemplo en insectos holometabolos (larva-pupa-adulto) (Kingsolver et al., 2012). En
segundo lugar, las flores en la mayoria de los linajes de Angiospermas se sitdan dentro de
inflorescencias y existe evidencia de que la arquitectura de las inflorescencias tiene un
mayor impacto sobre la polinizacion y sobre la produccién de semillas que el fenotipo de

las flores individuales (Harder y Prusinkiewicz, 2012).

La variacion inter-poblacional de la morfologia floral a veces puede ser heterotipica
(por ende de gran magnitud). Por ejemplo, algunas especies con simetria floral bilateral de
la familia Orchidaceae y de los 6rdenes Ranunculales, Geraniales, Lamiales, Asterales y
Solanales presentan en sus poblaciones individuos con simetria floral radial (denominados
‘pelorios’). Dicha variacion contribuyd eventualmente a la especiacion (Rudall y
Batemann, 2003). Sin embargo, ain no se ha reportado que las variantes heterotipicas
intra-poblacionales contribuyan a los patrones macroevolutivos de diversidad floral. Por el
contrario, el origen de estructuras florales que contribuyeran a la diversificacion adaptativa
en Angiospermas pareciera haber requerido méas bien la acumulacion progresiva de
alteraciones morfoldgicas de poco impacto. Por ejemplo, la adquisicion de flores
bilateralmente simétricas con valor adaptativo desde el punto de vista de la polinizacion
requiere la ocurrencia de mutaciones en numerosos genes que determinan la morfogénesis
floral (Green et al., 2010).

La heterometria y la heterocronia implican cambios ya sea en la magnitud con la
que se expresa un proceso de desarrollo ancestral o en los pardmetros temporales que rigen
el desarrollo ancestral (Arthur, 2011b). Es por ello que la evolucién por heterocronia y
heterometria evita grandes reorganizaciones internas durante la ontogenia. La heterocronia
y la heterometria también podrian evitar una alteracion dramatica de la funcionalidad de la
flor desplegada, asi como también de la funcionalidad del fruto. La heterocronia es el

mecanismo mas reportado como mediador de la diversificacion inter-especifica en
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Angiospermas (por ejemplo Guerrant Jr., 1982; Puzey et al., 2012; Armbruster, 2012). En
flores, este mecanismo evolutivo supone solamente un adelanto o un atraso de la madurez
reproductiva de las anteras y del ovario con respecto a los tejidos estériles de la flor. La
heterocronia y la heterometria tampoco afectarian en gran medida a la funcionalidad de la
inflorescencia, sobre la cual las variantes heterocrénicas y heterométricas son muy
frecuentes e incluso contribuyen al valor adaptativo de esta estructura. La acumulacién
progresiva de alteraciones morfologicas de poco impacto tales como la heterocronia y la
heterometria podria generar la variacion heterotipica observada en angiospermas a escalas
evolutivas méas amplias. En Loasoideae (Loasaceae) la adquisicion de escamas nectariferas
se logré de manera progresiva a través de la acumulacion de alteraciones heterométricas

que afectaron al androceo (Hufford, 2003) (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Transformacion progresiva de la morfologia floral a través de heterocronia y heterometria en
Loasoideae (Loasaceae). La heterometria subyace al origen de una novedad evolutiva, un contenedor de néctar, en
Loasoideae (Loasaceae). En la esquina superior derecha se muestra la morfologia floral bésica de una especie
derivada de Loasoideae. La modificacion heterométrica progresiva de los estaminodios (marcados con trazos
celestes) en las especies ancestrales de Loasoideae probablemente posibilitd la evolucién de escamas nectariferas
(flecha blanca) en las especies derivadas. Las flores de las especies basales de Loasoideae (que representarian la
condicién ancestral) presentan variacion en la cantidad de estaminodios (variacion heterométrica). En el grupo
derivado compuesto por Nasa, Aosa, Loasa, Scyphanthus y Caiophora se alcanza un ndmero estabilizado de 15
estaminodios (tres por escama). Los cambios en la cantidad de estaminodios habrian ido acompafiados por un
sobrecrecimiento del tejido entre los estaminodios (variacion heterométrica) (sefializado con flechas celeste), lo que
dio lugar a escamas nectariferas (Hufford, 2003). En contraposicion con las diferencias notorias que se observan en la
estructura floral si se comparan las especies basales con las derivadas (donde la principal diferencia consiste en la
presencia-ausencia de la escama nectarifera), la variacion floral entre especies cercanamente emparentadas (por
ejemplo Caiophora chuquitensis y Scyphanthus elegans) ocurre sobre un tema comdn. Las flores de Caiophora
polinizadas por colibries retienen una morfologia de corola afin a la de un pimpollo de las flores polinizadas por
himendpteros (comparese la flor de C. macrocarpa (ornitdfila, arriba) con el pimpollo de S. elegans (melit6fila,
abajo)) lo que sugiere heterocronia. Las corolas abiertas constituyen una adaptacion para la polinizaciéon mediada por
himendpteros; las cerradas para la polinizacion mediada por colibries (Ackermann y Weigend, 2006).

Aosa plumierii
Blumenbachia insignis
Blumenbachia latifolia
Logsa heterophylla
Cajophora sp.

91 Cajophora canarinoides
Cajophora chuquitensis
Cajophora macrocar,
Cajophora carduifolia
Cajophora carduifolia

100

92 14 Cajophora cirsiifolia
- " ‘ajophora cirsiifolia
86 28 djophora clavata

Cajophora lateritia
67 Scyphanthus ('l('f(an\
Loasa acanthifolia
Loasa pallida
97 Loasa malesherbioides
100 Presliophytum grequipensjs .
87 Presliophytum heucheraefoliu
Presliophytum incanum
67 100 Nasa ('genupodiiﬁrlia

Nasa urens @\
9] Nasa cymbopetala
75 Nasa magmﬁ(‘a p
s Nasa speciosa
Nasa Inph_\'llq

97 Nasa driesslei
Huidobria fruticosa
Huidobria chilensis
4 Kissenia capensis
100 Klaprothia fasciculata
Plakothira parviflora *

Fisher (1930) sostiene que mientras pequefios cambios fenotipicos pueden
promover un progresivo incremento en la adecuacion, la probabilidad de mejora en la
adecuacion decrece marcadamente con cambios fenotipicos de gran magnitud, llegando a
cero en alteraciones fenotipicas muy pronunciadas. Arthur (2011a) aplica este argumento a

la adecuacién de la secuencia ontogenética completa. Dicho argumento podria aplicarse a
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los patrones evolutivos de la morfologia floral discutidos en esta Gltima seccién: al requerir
grandes re-arreglos de la ontogenia floral, las variantes heterotipicas tienen pocas chances
de contribuir a la evolucién floral; las variantes heterocronicas y heterométricas, que no
requieren una reorganizacion importante de la ontogenia y que son a su vez producidas
dentro de las inflorescencias donde contribuyen a la adecuacion de la planta, serian las que
principalmente contribuyen a la evolucion y a la diversificacion floral. Dado que este tipo
de variacion es de facil acceso en el desarrollo, la variacion heterocrénica y heterométrica
podria fomentar la diversificacion a corto plazo, de estar los 6ptimos adaptativos proximos
0 contenidos dentro de la variacion ontogenética que pueda ser generada mediante estos

mecanismos.

Conclusion y perspectivas

Los estudios que abordan la evolucion y diversificacion de la morfologia floral
generalmente se han focalizado en la morfologia de las flores funcionales, considerandola
aisladamente de otros estadios ontogenéticos y de su funcién colectiva dentro de las
inflorescencias. Sin embargo, la evolucion y diversificacion de los rasgos florales podrian
ser comprendidas de una manera mas integral si la flor se considerara como parte de una
secuencia ontogenética sujeta a seleccion y si se la sita dentro del contexto de la
inflorescencia donde contribuye de manera colectiva a la polinizacién. Tanto los
programas de investigacion que abordan la evolucion floral a escala microevolutiva a
través de experimentos de seleccién fenotipica y estudios de genética cuantitativa, asi
como los estudios que abordan la evolucion floral a escala macroevolutiva, mediante
aproximaciones comparativas, podrian beneficiarse al considerar a la flor desplegada como

parte de un continuo espacio-temporal (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Preguntas a plantear en estudios micro y macroevolutivos que consideren a la
flor funcional como parte de un continuo espacio-temporal.

MICROEVOLUCION FLORAL

e ;Hasta qué punto la respuesta a la seleccién de la flor funcional puede ser explicada por
agentes selectivos que afectan al botdn floral y al fruto?

e La morfologia de las flores que se ubican dentro de inflorescencias laxas, ¢responde en
mayor medida a la seleccion mediada por polinizadores que las flores que se
encuentran estrechamente asociadas dentro de las inflorescencias?

MACROEVOLUCION FLORAL

e ;Hasta qué punto la morfologia de las flores desplegadas evoluciona con independencia
de otros estadios ontogenéticos?

e Hasta qué punto la diversificacion de la morfologia floral se encuentra sesgada por la
trayectoria de desarrollo ancestral?

e El grado de asociacion funcional de las flores dentro de las inflorescencias, ¢determina
el potencial de diversificacion de distintos linajes de angiospermas?
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CAPITULO Il

EVOLUCION DE LA MORFOLOGIA FLORAL EN CAIOPHORA (LOASOIDEAE,
LOASACEAE) EN EL CONTEXTO DE UNA RADIACION ADAPTATIVA

Introduccion

La evolucion del fenotipo floral en respuesta a distintos polinizadores ha tomado a
veces la forma de una radiacion adaptativa (Whittall y Hodges, 2007; Givnish et al., 2014).
A diferencia de la diversificacion evolutiva gobernada por seleccion natural “de rutina”, las
radiaciones adaptativas constituyen situaciones en las cuales un clado determinado
presenta una diversificacion adaptativa descomunal con respecto a sus grupos basales
(Losos y Miles, 2002). De esta definicion de radiacion adaptativa se desprenden dos
criterios que permiten determinar si un clado se origind o no en una radiacion adaptativa.
En primer lugar, en las especies del grupo en cuestion debieron haber evolucionado
adaptaciones que les permitieran interactuar con el ambiente de diferentes maneras, ya sea
utilizando distintos habitats o recursos o utilizando un mismo habitat o recurso de distintas
maneras. En segundo lugar, la diversidad del clado originado en la radiacién adaptativa
tiene que ser inusualmente grande (Losos y Miles, 2002). En el caso puntual de la
evolucion floral mediada por polinizadores, estas condiciones se cumplen si el fenotipo
floral del clado en cuestion evoluciond para depositar y recibir polen del cuerpo de
diferentes tipos de polinizadores (0 eventualmente de distintas partes del cuerpo de un
mismo polinizador) y si el clado originado en la radiacion adaptativa presenta un fenotipo

floral més diverso que el que presentan sus grupos basales.

Las radiaciones adaptativas del fenotipo floral pueden verse facilitadas por dos
factores, no necesariamente mutuamente excluyentes. El primero es la aparicion de una
novedad evolutiva en el fenotipo floral, por ejemplo la aparicién de espolones nectariferos
(Hodges y Arnold, 1995). Como dichas novedades evolutivas intervienen en el ajuste flor-
polinizador, la variacion espacial en los ensambles de polinizadores puede promover la
divergencia inter-poblacional en el fenotipo de dichas novedades evolutivas (en el caso de
los espolones, divergencia en la longitud de éstos). Dado que la evolucion del fenotipo

floral que favorece la polinizacion mediada por un determinado grupo funcional de
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polinizadores (por ejemplo colibries) desfavoreceria el ajuste con otros grupos de
polinizadores (por ejemplo esfingidos), los individuos de poblaciones adaptadas a distintos
polinizadores tendrian, por razones mecanicas, menos posibilidades de entrecruzarse. Una
vez establecida esta barrera reproductiva mecanica, puede tener lugar la evolucion de
barreras reproductivas post-cigoticas. Un ejemplo cl&sico de lo anterior es el género
Aquilegia, donde la aparicion de espolones nectariferos habria permitido la diversificacion
marcada del fenotipo floral en respuesta a polinizadores con diferentes longitudes de
probdscide (Hodges y Arnold, 1995; Whittall y Hodges, 2007). Por otra parte, la
generacion de nuevos nichos ecoldgicos puede favorecer la ocurrencia de radiaciones
adaptativas (Johnson, 2006). Por ejemplo, la aparicién de un nuevo tipo de polinizador en
un ambiente donde no se encontraba previamente, en conjunto con cambios climaticos y
orograficos que generen aislamiento reproductivo entre las poblaciones expuestas distintos
ambientes de polinizadores, pueden promover una radiacion adaptativa (trabajos citados en
Johnson, 2006).

La transicion entre estrategias de polinizacion mas frecuentemente reportada es la
que involucra la evolucion desde la polinizacion mediada por himendpteros hacia la
polinizacién mediada por colibries (Van der Niet y Johnson, 2012; Rosas-Guerrero et al.,
2014). Esta transicion implica cambios en las caracteristicas del néctar, el cual tiende a ser
méas energético en las flores polinizadas por colibries; en la morfologia floral,
generalmente desde corolas méas anchas y cortas hacia corolas mas alargadas y angostas, y
en la coloracidn de las floras, generalmente hacia flores de colores mas rojizos (revisado en
Thomson y Wilson, 2008). La transicion desde la polinizacion mediada por himendpteros
hacia la polinizacion mediada por colibries frecuentemente habria tenido lugar en el
contexto de radiaciones adaptativas (Classen et al., 2004; Kay et al., 2005; Whittall y
Hodges, 2007; Givnish et al., 2014). Se ha propuesto que uno de los disparadores de la
diversificacion floral en la transicion desde la polinizacion mediada por himenopteros
hacia la polinizacion mediada por colibries es el aumento de la abundancia de los colibries

en un ambiente determinado (Thomson y Wilson, 2008).

A pesar de que la evidencia presentada en la introduccién general de esta tesis
sugiere que el género Caiophora se habria originado en el contexto de una radiacion
adaptativa, ain no se ha puesto a prueba si el fenotipo floral de Loasoideae responde a la

seleccién mediada por polinizadores y si Caiophora se encuentra mas diversificado que sus
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géneros basales. Estas son cuestiones que me propuse responder mediante el uso de
variables morfogeométricas y del modelado evolutivo de dichas variables. Los detalles
acerca del sistema de estudio utilizado en este capitulo pueden consultarse en la

introduccion general de esta tesis.

Materiales y métodos

El muestreo realizado, asi como también el procesado de iméagenes llevado a cabo
para la obtencién de variables morfogeométricas pueden consultarse en la metodologia

general de esta tesis.

Filogenia y reconstruccion de estrategias de polinizacion ancestrales

La estimacion de una filogenia ultramétrica (donde las distancias entre la raiz y el
extremo de cada una de las ramas son equivalentes) y la reconstruccion de las estrategias
de polinizacién ancestrales son un prerrequisito para aplicar los modelos utilizados en este
estudio. Para ello compilamos las secuencias de cpDNA matK y trnL-trnF disponibles en
la base de datos NCBI de GenBank de 25 especies de Loasoideae (incluyendo los dos
morfotipos de C. chuquitensis). También amplificamos y enviamos a secuenciar estos
marcadores de cinco especies adicionales. Los numeros de acceso de GenBank
correspondientes a todas las secuencias utilizadas en este estudio pueden consultarse en el
Apéndice 1. Las reacciones de PCR se realizaron utilizando el protocolo de Hufford
(2005). Las secuencias fueron alineadas con MAFFT (Katoh et al., 2002) y luego
verificadas a ojo utilizando PhyDE (Mdiller et al., 2010). Se realiz6 una estimacion
bayesiana de la filogenia utilizando BEAST v.1.7.5 (Drummond y Rambaut, 2007),
aplicando un modelo de evolucion molecular Gnico a los dos marcadores plastidicos, para
el cual se especificd un proceso evolutivo de Yule, un reloj estricto y un modelo de
sustitucion GTR+I+I con cuatro categorias Gamma y priors no informativos para todos
los pardmetros. Se corrieron cuatro cadenas independientes de Markov Monte Carlo
(MCMC), cada una de 50 millones de generaciones, realizandose un muestreo cada 1000
generaciones (reteniéndose 50 mil arboles por cadena). Los archivos Log de cada corrida
fueron importados en TRACER v. 1.5, con el fin de examinar los tamafios de muestra
efectivos y la estacionalidad. Los primeros 5000 arboles fueron descartados como burnin 'y

los 45 arboles retenidos por cadena fueron ensamblados, usando LOG COMBINER
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v.1.5.3, sumando a un total de 180 arboles. A partir de estos 180 arboles se obtuvo un arbol
de méxima credibilidad y las probabilidades posteriores fueron calculadas para cada nodo.
Finalmente se reconstruyeron las estrategias de polinizacion ancestrales mediante maxima
parsimonia, usando el paquete de R ‘ape’ (Paradis et al., 2004). La filogenia original de 31
especies fue podada a 15 taxones terminales para el modelado evolutivo de la morfologia
floral.

Seleccion de rasgos y analisis morfogeométricos

Se obtuvieron variables morfogeométricas que describen la forma y el tamafio de la
corola y del complejo escama-estaminodios. Ambas estructuras juegan un rol clave en el
mecanismo de polinizacion de Loasoideae, lo cual ya ha sido desarrollado en la

introduccion general de esta tesis.

A partir de las coordenadas de los hitos colocados sobre las imagenes
correspondientes a la corola y al complejo escama-estaminodios (ver metodologia general)
se realizaron dos analisis de deformaciones relativas (relative warp analyses) usando el
programa tpsRelw (Rohlf, 2009); el primero para capturar la forma de la corola, el segundo
para capturar la forma del complejo escama-estaminodios. El anélisis de deformaciones
relativas permite detectar las deformaciones globales con respecto a una forma consenso
(promedio) de las configuraciones de LM y SLM de todos los especimenes analizados.
Estas deformaciones son detectadas a lo largo de ejes ortogonales, Ilamados
deformaciones relativas (relative warps, RWps). También se obtuvieron los tamarfios de
centroide de la corola y del complejo escama-estaminodios. De cada una de los 15 taxones
terminales analizados se calcularon promedios a partir de los coeficientes correspondientes
a cada uno de los individuos sobre las deformaciones relativas retenidas. También se
calculd un valor promedio de tamafio centroide (tanto de la corola como del complejo

escama-estaminodios) para cada taxon terminal.
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Modelado evolutivo de los rasgos florales

Para determinar si la morfologia floral de Loasoideae respondio a la seleccion mediada por
polinizadores, se model6 la evolucion de cada rasgo (deformacion relativa) de acuerdo a
tres escenarios alternativos. Primero, modelamos la evolucion del rasgo de acuerdo a un
proceso Browniano. De acuerdo a este escenario, el rasgo evoluciona solamente por deriva
y la distancia filogenética entre taxones terminales es el Unico factor que explica la
variabilidad inter-especifica del rasgo. Cuando se lo aplica a un sélo rasgo por vez (como
en este estudio) este modelo posee dos parametros: o7, que representa la tasa de evolucion
estocastica del rasgo, y 0o, que representa al estado del rasgo en el nodo basal de la
filogenia. Luego modelamos la evolucion del rasgo de acuerdo a dos modelos OU
alternativos (Hansen, 1997). El paquete de R ‘ouch’ (Butler y King, 2004) se utiliz6 para
modelar la evolucion de los rasgos de acuerdo a procesos Brownianos (Martins et al.,
2002) y de Ornstein-Uhlenbeck (OU) (Hansen, 1997). Los procesos OU consideran que
tanto la deriva como la seleccion son factores que explican la variabilidad inter-especifica

del rasgo.

El segundo modelo consistié en la versién mas simple de un modelo OU. Segun
este modelo, el rasgo evoluciona hacia un Optimo adaptativo Gnico. EI modelo incluye
cuatro pardmetros: o, que representa la tasa de evolucién estocastica (por deriva) del
rasgo; a, que representa la tasa de evolucion del rasgo por seleccion; 6, que representa un
valor de rasgo optimo hacia el cual el rasgo evoluciona bajo un régimen de seleccion

estabilizadora y 6y, que representa el estado del rasgo en el nodo basal de la filogenia.

En el tercer modelo, a la version simple del modelo OU se le incorporan tres
optimos adaptativos diferentes, 0y 0. 0, (para la polinizacion mediada por himendpteros,
por colibries y por roedores, respectivamente) hacia los cuales evoluciona el rasgo. Estos
optimos son especificados a priori mediante el “pintado” de las ramas de la filogenia, lo
cual permite “dibujar” la hipotesis acerca de codmo estos regimenes selectivos afectaron la

evolucion del rasgo.

Para seleccionar el modelo méas apropiado, se compararon los valores de AICc

(indice de Akaike corregido por tamafio de muestra) de los tres modelos vy se realiz6 el test
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del cociente de verosimilitud ( likelihood ratio test), comparando al modelo con el valor de
AlICc més bajo con el modelo inmediato mas sencillo. Con el fin de establecer la
significacion y de construir intervalos de confianza para los pardmetros estimados se
realizd una estimacion herramental o bootstrap para cada uno de los parametros,
considerando como extremos de los intervalos de confianza a los percentiles 2.5% y
97.5%. Consideramos significativos a los parametros o®y « si dicho intervalo no contenia

al cero.

Para determinar si Caiophora presenta una mayor diversificacion en la forma vy el
tamafio floral con respecto a sus géneros basales, se utilizd la metodologia descripta en
Revell et al., (2011), realizando la implementacion de dicha metodologia mediante el
paquete R ‘phytools’ (Revell et al., 2011). Esta metodologia permite determinar, sin una
hipbtesis a priori, la distribucion de las tasas de diversificacién de un rasgo sobre la
filogenia (lo que también puede conceptualizarse como la distribucion de la “cantidad de
diversificaciéon™). El modelo utilizado contiene cuatro parametros: 0, un vector que
contiene la identidad de la rama y la posicidn sobre ésta en la que ocurrié un cambio en la
tasa de diversificacion; o1° y o,°, que son las tasas de diversificacion antes y después de
dicho cambio en la tasa de diversificacion y a, que representa al valor del rasgo en el nodo
basal de la filogenia. Estos parametros se estimaron mediante inferencia bayesiana con
MCMC para cada rasgo por separado. El largo de cada cadena fue de 5 millones de
iteraciones y el muestreo a partir de esta cadena fue realizado cada 5000 iteraciones (por
ende, se retuvieron 1000 iteraciones). Las primeras 100 iteraciones fueron descartadas
como burnin. Para cada rama se estimo la probabilidad posterior de una transicién en la
tasa de diversificacion. Luego se estimd el valor medio de las tasas de diversificacion antes
y después del punto de inflexién (c1° y o,?) para la rama con la mayor probabilidad
posterior de un cambio en la tasa de diversificacion. La significacion de la diferencia entre
las tasas de diversificacion antes y despues de la posicion en el que ocurrio el cambio en la
tasa de diversificacion (o1 -0,°, denominada de aqui en adelante Ac?) se determind de
acuerdo a si el intervalo entre los cuantiles 2.5% y 97.5% incluia al cero. Esto ultimo
representa la hip6tesis nula de que no existen diferencias entre los valores de o° antes y

después de la posicion en la que ocurrié el cambio en la tasa de diversificacion.
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Resultados

La filogenia de Loasoideae se presenta en la fig.1. De acuerdo a la reconstruccion
de las estrategias de polinizacion ancestrales, Caiophora presenta dos transiciones desde la
polinizacion mediada por himenopteros hacia la polinizacion mediada por colibries y una
transicion desde la polinizacion mediada por colibries hacia la polinizacion mediada por

roedores.
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Fig. 1. Relaciones filogenéticas de Loasoideae (Loasaceae) en base a las regiones plastidicas matK y trnL-trnF. La
topologia mostrada es la de un arbol de maxima credibilidad de un andlisis bayesiano realizado con secuencias para matK
y trnL-trnF de Hufford (2005) y secuencias propias. Las ramas con una probabilidad posterior superior al 95% estan en
negrita. Se resaltan en negrita las especies seleccionadas para este estudio y con circulos de diferentes colores las
diferentes estrategias de polinizacion: blanco, polinizacion mediada por himendpteros; rojo, polinizacion mediada por

aves; celeste, polinizacion mediada por roedores. Se sefialan con “?” a las especies de las cuales se desconoce la estrategia

de polinizacién. Para cada nodo se indica la reconstruccion de la estrategia de polinizacién ancestral.

En los analisis de Deformaciones relativas, el primer eje RWp obtenido capturo la
variacion morfologica esperada bajo distintos regimenes selectivos. El primer eje RWp
obtenido a partir de la forma de la corola explico el 83.06% de variacion en la forma de

dicha estructura y representd la variacién en el grado de apertura de la corola (fig. 2A).
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Este fue el Unico eje RWp retenido para modelar la evolucion de la forma de la corola. Los
tres primeros ejes de deformaciones relativa (RWps) obtenidos para el complejo escama-
estaminodios explicaron el 82.4% de la variacion en la forma de esta estructura y los tres
fueron retenidos para el modelado evolutivo. El primer eje RWp obtenido a partir de esta
estructura capturo el 56.23% de la variacion total y represent6 principalmente la variacion
en el grado en que los estaminodios sobresalen por encima de la escama nectarifera (fig.
2B). El segundo eje RWp explicé el 16.95% de la variacion en la forma de esta estructura y
mostré principalmente la variacion en el grado de concavidad de la escama nectarifera y en
el grado en que el estaminodio se flexiona con respecto al eje vertical de la escama
nectarifera (fig. 2B). El tercer eje RWp capturd el 9.22% de la variacion de la forma del
complejo escama-estaminodios y principalmente muestra la variacién en la estrechez de la
porcion superior de la escama (fig. 2C). De aqui en adelante se referira a los ejes RWps
retenidos como “forma de la corola”, “forma de la escama-estaminodios 17, “forma de la
escama-estaminodios 2” y “forma de la escama-estaminodios 3”. Denominaremos al
tamafo centroide obtenido para la corola y el complejo escama-estaminodios ‘tamafio de

corola’ y ‘tamafio de escama-estaminodio’ respectivamente.

w e
- =
“RW 1 83.06%

&

Fig.2. Las salidas de los analisis de deformaciones relativas correspondientes a la corola y al complejo escama-
estaminodios se muestran en las figuras A, B y C. Se agregaron fotografias sefialando la ubicacién de LM (circulos
blancos grandes) y SL (circulos blancos pequefios) A, sobre la corola y B, sobre el complejo escama-estaminodios. El
porcentaje de la variacion explicado por cada RWp se muestra junto a la variacién de la forma a lo largo cada eje para

cada estructura. Se presenta la forma consenso en el origen del sistema de coordenadas de cada gréfico.
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La comparacion de modelos mediante AICc y mediante cociente de verosimilitudes
sugiere que las variables ‘forma de la corola’, ‘forma de la escama-estaminodios 1’,
‘tamafo de la corola’ y ‘tamafio de la escama-estaminodios’ responden a la seleccién
mediada por polinizadores (fig. 3; Tabla 1). Los dptimos para la polinizacion mediada por
himenopteros asi como para la mediada por roedores presentan valores altos para la
variable ‘forma de la corola’, los cuales se corresponden con una corola abierta. El 6ptimo
para la polinizacion mediada por colibries presenta un valor bajo para esta variable, el cual
se corresponde con una corola completamente cerrada. En cuanto a los éptimos encontrado
para la variable ‘forma de la escama-estaminodios 1°, el Optimo para la polinizacion
mediada por roedores posee estaminodios que no sobresalen por encima de la escama; el
optimo para la polinizacion mediada por colibries presenta estaminodios que sobresalen
marcadamente por encima de la escama; el 6ptimo para la polinizacion mediada por
himenopteros presenta estaminodios que sobresalen ligeramente por encima de ésta. El
Optimo para la polinizacion mediada por colibries presenta una corola y un complejo
escama-estaminodios de gran tamafio. Ambas estructuras son pequefias en el 6ptimo
correspondiente a la polinizacion mediada por himendpteros. La configuracion de rasgos
Optima para la polinizacién mediada por colibries presenta corolas de gran tamafio (incluso
de tamafio mayor que el éptimo para la polinizacion mediada por colibries) y estaminodios
pequefos. La evolucion de los rasgos ‘forma de la escama-estaminodios 2’ y ‘forma de la
escama-estaminodios 3’ se ajusta mejor a un modelo de OU con un solo 6ptimo adaptativo
(Tabla 1). Tanto la tasa de evolucién por deriva o2 como la tasa de evolucién por seleccién
natural o son distintas de cero para los seis rasgos analizados, con valores de o
marcadamente superiores a los de o°. Los valores estimados para cada parametro del

modelo evolutivo y sus intervalos de confianza se muestran para cada rasgo en la Tabla 2.
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Fig. 3. Evolucion de los rasgos florales ‘forma de la corola’ y ‘forma de la escama-estaminodios 1’ en respuesta al
régimen de polinizacion. En A las ramas de la filogenia fueron pintadas segin la reconstruccion de los regimenes de
polinizacion. Las ramas negras corresponden a polinizacién mediada por himendpteros, las ramas rojas a la polinizacion
mediada por colibries y la rama celeste a la polinizacién mediada por roedores. Para los cuatro rasgos que respondieron a
la seleccion mediada por polinizadores se muestran en B (forma) y en C (tamafio) la configuracion 6ptima de rasgos para
cada estrategia de polinizacion (circulos grandes) y los valores medios de los rasgos por especie (circulos pequefios):
blanco, polinizacion mediada por himendpteros; rojo, polinizacion mediada por colibries; celeste, polinizacion mediada
por roedores. Las configuraciones de forma Optimas para cada rasgo se muestran segin la salida grafica de tpsRelw
(Ronhlf, 2009).
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Modelo AIC.c |A AIC.c|df |IogLik p logLik
Formade la corola

Proc. Browniano | 5.793375 2| -0.39669

OU 1 éptimo 3.394424 3| 2.393697

OU 3 6ptimos -4.507653| 7.9021| 5| 10.58716( 0.0058
Forma de la escama-estaminodios 1

Proc. Browniano 15.3073 2| -5.15365

OU 1 éptimo 1.053475 3| 3.564172

OU 3 6ptimos -4.622849| 5.6763| 5| 10.64476| 0.0146
Forma de la escama-estaminodios 2

Proc. Browniano |-7.310046 2| 6.155023

OU 1 6ptimo -17.14024| 9.8302( 3| 12.66103| 0.0233

OU 3 6ptimos -14.01836 5| 15.34252
Forma de la escama-estaminodios 3

Proc. Browniano |-15.69866 2| 10.34933

OU 1 6ptimo -30.48949| 14.791| 3| 19.33566 0.003

OU 3 6ptimos -23.53552 5| 20.1011

Tamaiio de la corola

Proc. Browniano | 49.83782 2| -22.4189

OU 1 6ptimo 41.10912| 17.307 3| -16.4637

OU 3 6ptimos 23.8023 5| -3.56782| 0.0001
Tamaio de la escama-estaminodio

Proc. Browniano | 27.22894 2| -11.1145

OU 1 6ptimo 12.53986( 12.525| 3| -2.17902

OU 3 6ptimos 0.015261 5| 8.325703| 0.0008

Tabla 1. Los valores AICc, el AAICc, los grados de libertad, el logaritmo de la verosimilitud y el p-valor del test del
cociente de verosimilitud entre el modelo seleccionado y el modelo inmediato mas sencillo se indican para cada

comparacion de modelos. EI modelo seleccionado para cada rasgo esta en negrita.

Forma de la corola | Forma esc-estam. 1 | Forma esc-estam. 2 Forma esc-estam. 3 Tamafio corola Tamaiio escama-estaminodios
0.11(0.02 - 0.40) 0.38(0.04-3.11) 0.42 (0.06 - 20.38) 8.18(3.85- 15.44) 9.24(0.7 - 32.83) 2.138675( 0.15- 21.22)
2.22(0.54-20.11) |11.99(1.60- 147.38) [ 18.53 (2.88 - 917.21) | 920.34 (880.30- 1233.42) | 48.74(4.96-192.83) 55.17481 (4.8 - 1146.18)

-0.01(-0.07 - 0.05) 0.00(-0.03 - 0.04)

-0.23(-0.35--0.11)| 0.10(0.02-0.18) 1.65(1.46- 1.84) 0.69(0.60- 0.8)
1.99(0.24 _8.11) | -0.35(-2.05--0.10) 3.14(2.8-4.9) 1.3(1.15-2.01)
0.11(-2.96- 1.73) 0.73(0.15- 4.62) 4.1(3.47-8.35) 0.63(0-0.91)

Tabla 2. Valores de los pardmetros o o y 6 de los modelos ‘ouch’ seleccionados para cada rasgo ¢ intervalos de
confianza obtenidos mediante bootstrap para dichos parametros. 6, 0.y 6, son los valores optimos para la polinizacion

mediada por himendpteros, colibries y por roedores respectivamente.

La rama del arbol filogenético con una mayor probabilidad posterior de presentar
un cambio en la tasa de diversificacion es la que da origen a Caiophora (fig. 4A-D) en el
caso de las variables de forma, y la que da origen a Caiophora y su especie mas basal,
Loasa bergii (fig. 4E-F) en el caso del tamafio. Las diferencias entre las tasas de

diversificacion antes y después del punto de inflexion no son significativas (Tabla 3).
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Fig. 4. La filogenia podada de Loasoideae se repite seis veces mostrando la salida de los andlisis para detectar cambios en
la tasa de diversificacion en cada rasgo analizado: A, forma de la corola; B, forma de la escama-estaminodios 1; C, forma
de la escama-estaminodios 2; D, forma de la escama-estaminodios 3; E, tamafio de la corola; F, tamafio del complejo
escama-estaminodios. El grafico de torta sobre las ramas indica con gris la probabilidad posterior de un cambio en la tasa
de diversificacion sobre esa rama. Este grafico de torta solamente se dibujo para probabilidades posteriores superiores a
0.2.
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Rasgo o’1 o2 Ac® cuantiles
Forma de la corola 11.7425 12.1732 (-30.32-29.75)
Forma es-estam 1 16.1398 16.4931 (-46.24 - 44.11)

Forma es-estam 2 4.869 4.4239 (-11.22- 15.59)
Forma es-estam 3 2.3395 2.3995 (-5.83-6.12)
Tamanio de la corola 207.2518 171.0313( (-314.9- 667.14)
Tamaio es-estam 40.59979 46.15865 (-90.9-90.67)

Tabla 3 Valores medios de 6?1 y 6°2 estimados para cada RWp y para el tamafio centroide de las dos estructuras

analizadas. Se muestran los intervalos de confianza de Ac? que comprenden a los cuantiles 2.5% y 97.5%.

Discusion

El objetivo de este capitulo fue determinar si el género Caiophora (Loasoideae,
Loasaceae) constituye una radiacion adaptativa. Esto requirio verificar que la forma de las
estructuras florales que participan en el mecanismo de polinizacion respondié a la
selecciobn mediada por polinizadores y que los rasgos florales se encuentran mas
diversificados en Caiophora que en sus géneros basales. Con este fin se definieron
variables morfogeométricas que describieran la forma y el tamafio de estructuras florales
que participan en el mecanismo de polinizacion en Loasoideae y se modelé la evolucién de
dichas variables usando dos tipos de modelo evolutivo. El primero permite determinar si el
rasgo en cuestion responde a un conjunto hipotetizado de regimenes selectivos; el segundo
permite localizar la posicion sobre la filogenia en la que ocurrié el cambio en la tasa de
diversificacion de un rasgo y establecer si la tasa de diversificacion difiere antes y después
de dicha posicion. Es importante destacar que este es uno de los primeros estudios donde
se utiliza la morfometria geomeétrica para estudiar la diversificacion floral en un contexto

macroevolutivo.

La mayor parte de los resultados de este estudio dan sustento a la hipétesis segun la
cual Caiophora constituiria una radiacion adaptativa. De acuerdo a las comparaciones
realizadas entre los modelos, tanto el grado de apertura y el tamafio de la corola, como el
tamafo del complejo escama estaminodios y el grado en que los estaminodios sobresalen
por encima de la escama nectarifera (‘forma de la escama-estaminodios 1’) evolucionan
hacia Optimos adaptativos diferentes en respuesta a la seleccion mediada por los
polinizadores. Se espera que un régimen selectivo como éste (hacia diferentes 6ptimos
adaptativos) aumente la varianza del rasgo en cuestion, y esto es justamente lo que se

refleja en el elevado porcentaje de variacion de la forma que las dos variables de forma
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(‘forma de la corola’ y ‘forma del complejo escama-estaminodios 1’ presentan en los
andlisis de deformaciones relativas. Las formas y tamafios dptimos de la corola y del
complejo escama-estaminodios hacia las cuales evolucionan las especies polinizadas por
himendpteros, colibries y la especie polinizada por roedores estan de acuerdo con la
funcion de dichas estructuras en distintos contextos de polinizacién (Cocucci y Sérsic,
1998; Ackermann y Weigend, 2006; Weigend, Ackermann y Henning, 2010; Ackermann y
Weigend, comunicaciones personales). Es interesante destacar que a pesar de que la
morfologia Optima de corola para la polinizacion mediada por colibries (una corola
completamente cerrada) se encuentra por fuera del rango de variacion de la morfologia de
la corola de las especies de Caiophora con esta estrategia de polinizacion (fig. 3B), algunas
especies polinizadas por colibries del género Nasa (Loasoideae, Loasaceae) presentan

corolas marcadamente cerradas, por ejemplo Nasa auca y Nasa loxensis.

El segundo y el tercer RWp que describen la forma del complejo escama-
estaminodios (‘forma de la escama-estaminodios 2’y ‘forma de la escama-estaminodios 3”)
evolucionan hacia un 6ptimo adaptativo Unico; dicho de otra manera, se encuentran bajo
seleccidn estabilizadora. De tal régimen selectivo se espera una disminucion en la varianza
del rasgo. El reducido porcentaje de variaciéon de la forma del complejo escama-
estaminodios representado por las variables ‘forma de la escama-estaminodios 2’y ‘forma
de la escama-estaminodios 3’ obtenido en el analisis de deformaciones relativas esta en
correspondencia con esta expectativa. La seleccion estabilizadora sobre ‘forma de la
escama-estaminodios 2’ y ‘forma de la escama-estaminodios 3’sugiere que la variacion en
estos rasgos seria de bajo valor adaptativo y que por ende deberia ser eliminada. Los
estaminodios y las escamas nectariferas derivan de la modificacién de cinco estambres
(Hufford, 2002). Es posible que esta condicion provoque que el desarrollo de estas
estructuras esté hasta un cierto punto descoordinado, dando lugar a variantes morfoldgicas
aberrantes que deben ser seleccionadas en contra para que el complejo escama-
estaminodios funcione de manera adecuada. Dicho requerimiento de estabilidad regiria

para todas las especies, independientemente del ambiente de polinizadores.

La mayor probabilidad posterior de cambio en la tasa de diversificacion
corresponde al nodo que da origen a Caiophora. La falta de diferencias significativas entre
las tasas de diversificacion de los rasgos antes y después del momento en que la tasa

deberia cambiar podrian deberse a la falta de poder estadistico, si se tiene en cuenta que en
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este estudio se utilizaron solamente 15 taxones terminales y que la propuesta de Revell et
al., (2011) funcionaria éptimamente con un numero mayor de taxones. Sin embargo,
restaria explicar por qué la tasa de diversificacion disminuye en Caiophora, en vez de
incrementar segun lo esperado, en dos de los rasgos analizados una vez ocurrido el cambio

de tasa.

Conclusion

Los resultados de este capitulo sugieren que la evolucion de la morfologia floral en
Loasoideae ocurre en respuesta a la seleccion mediada por polinizadores e insindan que la
diversificacion es mayor en Caiophora que en sus géneros basales. Ambos aspectos
sustentan la hipdtesis de que el género Caiophora seria el resultado de una radiacion
adaptativa. Mas alla de las implicancias bioldgicas de este estudio, se mostro la utilidad de
la morfometria geométrica para la obtencion de variables que describan aspectos de la
morfologia floral, las cuales pueden a su vez estar sujetas a selecciébn mediada por
polinizadores. Se espera que este estudio estimule el uso de la morfometria geométrica en
trabajos dedicados a modelar la evolucion y diversificacién de la morfologia floral en

contextos macroevolutivos.
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CAPITULO 111

CAMINOS HACIA LA FORMA OPTIMA DE LA FLOR DE CAIOPHORA
(LOASOIDEAE, LOASACEAE)

Introduccion

El principio del polinizador méas eficiente propone que en las plantas con flores
deben evolucionar especializaciones para ser polinizadas por los agentes més frecuentes y
efectivos presentes en un ambiente determinado (Stebbins, 1970). Este proceso evolutivo
predice que los rasgos florales presentaran configuraciones que aseguren la exportacion y
recepcion adecuada del polen, constituyendo sindromes de polinizacion (Fenster et al.,
2004, Rosas-Guerrero et al., 2014). El conjunto de rasgos de un sindrome de polinizacion
representa el Optimo de una estrategia de polinizacion determinada, la cual en su forma
mas pura involucraria un tipo unico de polinizador. Sin embargo, la mayoria de las plantas
con flores son polinizadas por mas de un agente (Waser et al., 1996) y estos agentes de
polinizacién a veces difieren en su efectividad respecto al ajuste con las estructuras
reproductivas de la flor requerido para la exportacién y la recepcion del polen (Armbruster
etal., 2009).

Si la configuracion de rasgos florales que beneficia la exportacién y la recepcion
del polen mediante un determinado tipo de polinizador estda en conflicto con los
requerimientos para una trasferencia efectiva del polen mediante otros tipos de
polinizadores, se espera la ocurrencia de compensaciones (trade-offs) entre las
configuraciones de rasgos florales que benefician el transporte de polen mediante cada tipo
de polinizador. Una compensacion (trade-off ) de este tipo puede tener lugar cuando el
fenotipo que maximiza la contribucion a la adecuacion de un tipo de polinizador (por
ejemplo abejas de lengua larga) afecta de manera negativa a la contribucién hecha por otro
tipo de polinizador (por ejemplo abejas de lengua corta). Esto puede ocurrir cuando las
estructuras fértiles (estambres y estilos) tienen que adaptar la posicion que ocupan sobre la
flor y su longitud a la recepcion y a la deposicion del polen sobre el cuerpo de
polinizadores que varian en su tamafio y en su comportamiento (Armbruster et al., 2009).

Estas compensaciones (trade-offs) también pueden afectar a rasgos que regulan el angulo
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en el cual el polinizador accede a la flor y se aproxima a las estructuras fértiles (Muchhala,
2007).

Se ha propuesto que los trade-off de adecuacién constituyen uno de los mecanismos
que pueden promover la optimizacion de los rasgos florales (Thomson y Wilson, 2008).
También se ha propuesto que la evolucion de flores generalistas (donde mas de un
polinizador contribuye a la adecuacion de la planta) es prevenida en contextos
compensatorios si los aspectos fenotipicos que aumentan la eficiencia de la polinizacion
mediante un determinado agente disminuyen simultaneamente y de manera marcada la
eficiencia de un segundo polinizador (Waser et al., 1996). Estos trade-offs intensos pueden
tener lugar cuando los requerimientos para el transporte eficiente de polen involucran a
grupos funcionales de polinizadores marcadamente distintos, por ejemplo a colibries y
murciélagos (Muchhala, 2007). Sin embargo este escenario de compensacion dicotdmico
constituido por dos (0 mas) formas funcionales opuestas de polinizadores puede, al menos
hipotéticamente y bajo condiciones particulares, promover la evolucién de la
generalizacion (Aigner, 2001). La dependencia de dos o mas formas funcionales de
polinizadores puede evolucionar siempre y cuando la adecuacién global de la polinizacion

sea maximizada de manera sinérgica por distintos grupos de polinizadores.

A pesar de la aparente relevancia de las compensaciones de adecuacion de la
polinizacién como mecanismo ligado a la optimizacion de los rasgos florales, ya sea hacia
la especializacion o hacia la generalizacion, se sabe muy poco acerca de si la optimizacién
de los rasgos florales realmente se encuentra guiada por trade-offs en los sistemas planta-
polinizador. Tampoco se conoce si la generalizacion funcional puede evolucionar en
contextos compensatorios en tales sistemas. Dos excepciones de trabajos que abordan esta

tematica son las investigaciones de Aigner (2004) y de Muchhala (2007).

La transicion desde la polinizacién mediada por himendpteros hacia la polinizacién
mediada por colibries es la mas frecuentemente reportada (Rosas-Guerrero et al., 2014). Se
espera que en dicho contexto las flores varien en su funcion como resultado de la
optimizacion para adaptar el transporte de polen a las diferencias entre el comportamiento
y el tamafio de los himendpteros y de los colibries (Thomson y Wilson, 2008). Un ejemplo
de una transicion desde la polinizacion mediada por himenopteros hacia la mediada por

colibries se encuentra en el género sub andino Caiophora, el cual presenta especies
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polinizadas por himendpteros de lengua larga y de lengua corta, por colibries y por
roedores (Ackermann y Weigend, 2006). Brown y Kaul (1981) sugieren que la
polinizacién cruzada es importante para la reproduccién en Caiophora. Ademas, los
distintos efectos de la seleccidn ejercida por los himendpteros y por los colibries hacen de
este un sistema adecuando para explorar los caminos de optimizacion del fenotipo floral

en este género.

En este capitulo se investigan los caminos hacia el fenotipo floral dptimo en tres
especies del género Caiophora. Para ello se utilizd6 una herramienta de busqueda de
patrones, propuesta recientemente por Shoval et al., (2012a), la cual se basa en el concepto
de eficiencia (u optimalidad) de Pareto. Este método provee una aproximacion directa a la
deteccion de patrones de trade-off. El objetivo de este capitulo es examinar si la
especializacién y la generalizacion funcional de la morfologia floral de Caiophora
evolucionaron en un contexto de trade-off entre la polinizacion mediada por himenopteros

y la mediada por colibries.

Sistema de estudio

El presente estudio se focaliza en tres especies sub andinas del género Caiophora
(Loasoideae, Loasaceae). Estas son: Caiophora nivalis (fig. 1A), polinizada
exclusivamente por avispas del género Hypodynerus (Eumenidae) (Anna Wertlen, no
publicado; este estudio); Caiophora hibiscifolia (fig. 1B), polinizada por colibries
(Ackermann y Weigend, 2006; este estudio); y Caiophora lateritia (fig. 1C), polinizada
por colibries (Ackermann y Weigend, 2006; este estudio), abejas de lengua larga de los
géneros Xylocopa y Bombus y abejas de lengua corta de la familia Halictidae (este
estudio). Los himendpteros aparentan ser por lejos los visitantes mas frecuentes en la
poblacién estudiada de Caiophora lateritia. De acuerdo a los datos recopilados en el
campo, la frecuencia de visita por parte de himendpteros a las flores de Caiophora lateritia
fue 22 veces superior a la frecuencia de visita por parte de colibries. Una descripcion mas
detallada acerca de las principales caracteristicas de la subfamilia Loasoideae (Loasaceae)

puede ser consultada en la introduccion general de esta tesis.
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Fig 1. Flores de Caiophora nivalis (A), Caiophora hibiscifolia (B) y Caiophora lateritia (C).

Cuatro aspectos de la morfologia floral en Caiophora podrian estar en conflicto
dada la optimizacion para la polinizacion mediada por himendpteros y para la polinizacion
mediada por colibries. A continuacion se detalla cémo la funcién de cada rasgo o conjunto
de rasgos florales puede ser interpretada en el contexto de un trade-off entre la polinizacién

mediada por himendpteros y la polinizacion mediada por colibries.

Largo de los estambres: Mientras que los himenopteros se desplazan sobre la flor
cuando la visitan, los colibries revolotean en torno a esta pero nunca se asientan durante la
visita (figs. 2A, 2B). Dada esta situacion, los estambres con filamentos largos resultan mas
beneficiosos para depositar el polen sobre la cabeza del colibri, donde se adhiere mejor que
sobre el pico (Thomson y Wilson, 2008) (compare las figs. 2A y 2D); por otro lado, los
filamentos cortos permiten depositar el polen sobre el abdomen de los himendpteros
(compare las figs. 2B y 2C).

Forma de la corola: Las corolas abiertas proveen una plataforma de aterrizaje
apropiada para los himendpteros (fig. 2B), los cuales necesitan posarse sobre las flores
durante el forrajeo (Dafni, 1994). Por otro lado, las corolas angostas ayudan a posicionar la
cabeza del colibri con respecto a las estructuras fértiles de la flor durante el proceso de
polinizacion (Thomson y Wilson, 2008) (compare las figs. 2A y 2D). Una corola angosta
puede a la vez disuadir a los himendpteros de visitar a las flores , ya que dificultan a estos
insectos posarse sobre las flores (compare las figs. 2B y 2C). Ademas de este trade-off que
afecta al ajuste flor-polinizador, también puede considerarse la posibilidad de un trade-off
modulado por las diferencias entre las capacidades cognitivas de los himendpteros y los
colibries. Se ha propuesto que los himendpteros y los colibries utilizan diferentes rasgos
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florales como sefial: mientras que los rasgos frontales resultan mas visibles para los
himendpteros, los colibries perciben en mayor medida los rasgos laterales de las flores
(Dafni, 1994; Benitez-Vieyra et al., 2014). En Loasoideae, las especies con corolas
estrechas tienen una mayor area del pétalo expuesta en vista lateral, mientras que los

pétalos de las corolas abiertas son mas visibles en vista frontal.

Forma del complejo escama nectarifera-estaminodios: En las especies polinizadas
por colibries, la estructura compuesta por la escama nectarifera y los estaminodios
colabora con la corola a orientar la cabeza del colibri con respecto a las estructuras fértiles
de la flor (fig. 2A). El que los estaminodios sobresalgan en gran medida por encima de la
escama es critico para desempefiar esta funcion, ya que los estaminodios fuerzan al colibri
a introducir el pico a través de la pequefia apertura entre medio de éstos para acceder al
néctar (compare las fig. 2A y 2D). Sin embargo, estos estaminodios largos bloguearian
hasta un cierto punto el acceso al néctar a los himendpteros, (fig. 2C) razén por la cual la
polinizacion mediada por himenopteros se beneficiaria de estaminodios reducidos (fig. 2B)

(Markus Ackermann y Maximilian Weigend, comunicacién personal).

Tamafio de la corola: Se ha observado que el largo del pétalo en Caiophora se
correlaciona positivamente con la cantidad de azucar en el néctar (Ackermann, 2012). Esta
correlacion también ha sido reportada entre caracteristicas del néctar y rasgos florales de
varias familias de angiospermas (Ornelas et al., 2007). Se ha propuesto que la preferencia
de los colibries por flores de mayor tamafio es una consecuencia indirecta de que estos
animales seleccionan néctares mas energéticos (Fenster et al., 2006; Ornelas et al., 2007).
Por otro lado, se ha propuesto que la seleccion puede favorecer indirectamente la evolucion
de flores méas pequefias en especies polinizadas por himenopteros: las flores con néctares
menos energéticos y por ende mas pequefias, “filtran” a los polinizadores de gran tamafio
(entre ellos los colibries) ya que no satisfacen sus demandas energéticas (Ollerton et al.,

2007), promoviendo su especializacion en polinizadores pequefios.
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Fig.2. Las diferencias entre la polinizaciébn mediada por himendpteros y la polinizacién mediada por colibries se
representan esquematicamente para las dos morfologias florales correspondientes a estas estrategias de polinizacion en
Caiophora. A, C, morfologia de una flor polinizada por colibries. B, D, morfologia de una flor polinizada por

himendpteros.

Materiales y métodos
Obtencion de variables morfogemétricas

Los detalles del muestreo de las especies utilizadas en este capitulo, asi como
también el procesado de iméagenes llevado a cabo para la obtencion de variables

morfogeométricas pueden consultarse en la metodologia general de esta tesis.

A partir de las coordenadas de los hitos colocados sobre las imagenes de las tres

especies seleccionadas, correspondientes a la corola y al complejo escama-estaminodios
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(ver metodologia general) se realizaron dos analisis separados de deformaciones relativas
(relative warp analyses) con tpsRelw (Rohlf, 2009). A partir del primero se obtuvieron las
deformaciones relativas (relative warps, RWps) que describen la forma de la corola; a
partir del segundo se obtuvieron las RWps que describen la forma del complejo escama-
estaminodios. De cada uno de estos andlisis se seleccioné el primer eje de deformacién
relativa (RWp). Por otra parte se obtuvo el tamafio centroide de la corola, el cual es una
medida del tamafio independiente de la forma (Zelditch, 2012). Finalmente, la longitud del
estambre fue medida con el programa ImageJ (Abramoff, Magalhaes y Ram, 2004). De
aqui en adelante se referira al primer RWp obtenido para la corola como FC y al primer
RWop obtenido para el complejo escama-estaminodios como FEE. Al tamafio centroide

obtenido para la corola se referird como TC y a la longitud del estambre como LE.

El concepto de eficiencia de Pareto

El concepto de eficiencia de Pareto se utiliza en la ingenieria y en la economia para
encontrar el conjunto de disefios que mejor compensan dos 0 mMA&s requerimientos
diferentes. Este concepto también sugirio el uso de un método apropiado para explorar la
incidencia de trade-offs en la optimizacion de rasgos en biologia evolutiva. Shoval et al.,
(2012a) demostraron que las correlaciones lineales entre rasgos pueden ser consecuencia
de trade-offs de adecuacion. Esto fue sorprendente, ya que dichas correlaciones se
consideraban tradicionalmente como el producto de procesos intrinsecos tales como las
restricciones genéticas o del desarrollo (referencias en Shoval et al., 2012a). EI concepto de
eficiencia de Pareto tiene dos supuestos importantes. En primer lugar asume la existencia
de fenotipos éptimos, denominados arquetipos por Shoval et al., (2012a), representados
por combinaciones de rasgos que maximizan la adecuacion para una tarea particular. En el
caso del presente estudio, las tareas corresponderian a la polinizacion mediada por
himendpteros y a la mediada por colibries (fig. 3A). En segundo lugar, se asume que la
adecuacion para una determinada tarea, por ejemplo la adecuacion para la polinizacion
mediada por colibries, disminuye a medida que aumenta la distancia respecto al fenotipo
Optimo para esa tarea (en este caso, el fenotipo 6ptimo para la polinizacion mediada por
colibries). Los fenotipos con la adecuacion global méas baja son seleccionados en contra
(fig. 3A), mientras que los fenotipos que prevalecen son aquellos que maximizan la
contribucion de ambas tareas (o estrategias adaptativas) a la adecuacion global. Estos

fenotipos constituyen la frontera de Pareto. Si esto mismo se considera en un espacio
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morfolégico y no en un espacio de adecuacion (fig. 3B), se puede observar que los
fenotipos sujetos a un trade-off se acomodan a lo largo de un segmento que conecta a las
configuraciones de rasgos Optimas para las dos tareas en juego. La posicion sobre tal
segmento dependeria a su vez de la importancia de cada una de las estrategias adaptativas
en un ambiente determinado. Noétese que los fenotipos que no aparecen a lo largo de dicho
segmento estan a una distancia mayor de los dos dptimos adaptativos que aquellos
fenotipos que si se ubican sobre el segmento, teniendo por ende una adecuacion global
menor. De no estar sujetas a un trade-off, las configuraciones de rasgos podrian variar
independientemente, conformando una nube no correlacionada en el morfoespacio (Shoval
etal., 2012a).

Del concepto de eficiencia de Pareto se desprende una prediccion acerca de como
los fenotipos optimizados, tanto los especialistas como aquellos sujetos a la negociacion de
mas de una tarea (generalistas), se acomodan en el morfoespacio en una situacion de trade-
off. Es por ello que este concepto ofrece un marco tedrico para explorar si el
acomodamiento de los rasgos florales de Caiophora en el morfoespacio evidencia un

trade-off entre la polinizacion mediada por himenopteros y la mediada por colibries.

é Frontera de ®
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5|® ® o| ® ®
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Fig.3. La frontera de Pareto se representa en un espacio de adecuacion (A) y en un espacio fenotipico (B). W representa la
contribucién de los polinizadores al éxito reproductivo de la planta. Los circulos negros y grises representan fenotipos
oOptimos para una tarea Unica: polinizacion mediada por colibries o polinizacién mediada por himendpteros. Los circulos
tachados representan fenotipos que son seleccionados en contra debido a su baja adecuacion. La frontera de Pareto puede
ser concebida como la curva (A) o como la recta (B) que contiene a los especimenes que persisten después de la

eliminacion de los fenotipos con menor adecuacion global. Estas imagenes se basan en la fig. 1 de Shoval et al., (2012a).

52



Detectar y validar la frontera de Pareto

Para determinar si los rasgos florales se acomodan a lo largo de un solo eje del
espacio morfologico, se siguid la metodologia propuesta en Shoval et al., (2012b). En
primer lugar se realizd un analisis de componentes principales (PCA) con el fin de
comprobar si la varianza explicada por el primer componente principal (PC;) es de gran
magnitud (lo que se reflejaria en un primer valor propio notablemente mayor que los
restantes). Esto seria indicativo de las variables analizadas se encuentran altamente
correlacionadas. Para someter a prueba la significacién de PCy, se calcul6 el cociente entre
el primer y el segundo valor propio del PCA, (A1/1;), y se comparo este cociente con un
modelo nulo, donde dicho cociente se obtuvo a partir de un set de datos simulados no
correlacionados. En total se generaron 1000 sets de datos aleatorizados. A\i/h, fue
computado tras cada aleatorizacion con el fin generar la distribucién nula de dicho
pardmetro. El valor de A1/, obtenido a partir del set de datos original fue comparado con
esta distribucidn nula para obtener un valor-p. Un valor de A;/A, con una probabilidad p<
0.05 de ser mayor que lo esperado segin el modelo nulo fue considerado como
significativo. Una vez determinada la significacion de PCy, se procedi6 a evaluar si los
individuos de la especie polinizada por himendpteros y los individuos de la especie
polinizada por colibries se acomodan proximos a los extremos de la nube de datos a lo

largo del PC;. Los analisis fueron implementados en R (R Development Core Team, 2013).

Resultados

El primer RWp del andlisis realizado a partir de la corola (FC) captura el 82.83% de
la variacion total en la forma de esta estructura. Los valores bajos de este RWp se
corresponden con corolas angostas, mientras que los valores altos se corresponden con
corolas completamente abiertas (fig. 4A). Para el complejo escama-estaminodios el primer
RWp (FEE) captura el 71.33% de la variacion total en la forma de esta estructura y
representa principalmente variacion en el grado en que el estaminodio sobresale por

encima de la escama nectarifera (fig. 4B).
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Fig. 4. Las salidas de los andlisis de deformaciones relativas del Capitulo Il correspondientes a la corola y a la estructura
compuesta por la escama nectarifera y los estaminodios se muestran en las figuras A y B respectivamente. Se agregaron
fotografias sefialando la ubicacion de landmarks matematicos, (circulos blancos grandes), landmarks anatomicos
(circulos grandes tachados), y semi-landmarks (circulos blancos pequefios) sobre la corola (A) y sobre la estructura
compuesta por la escama nectarifera y los estaminodios (B). El porcentaje de la variacion explicada por cada relative
warp se muestra junto a la variacion de la forma a lo largo cada eje para cada estructura. En el centro del sistema de
coordenadas de cada gréafico se presenta la forma consenso.

Los rasgos florales de las tres especies analizadas reflejan el patron predicho por el
concepto de eficiencia de Pareto para una situacion de compensacion (fig. 5). EI PC,
explica el 76 % de la covariacion de los rasgos florales analizados y es significativo
(P<0.00001). Los PC,, PC3 y PC,4 explican el 16%, el 5% y el 3% de la variacion de los
rasgos florales, respectivamente. La correlacion de las variables originales con PC; es la
siguiente: LE, r=0.95; FEE, r=-0.98; FC, r=-0.87; TC, r= 0.72. De acuerdo a estos
resultados los valores altos de PC; se corresponden con corolas angostas y grandes, con
estaminodios que sobresalen marcadamente por encima de las escamas nectariferas y con

estambres largos. Los valores bajos de PC; se corresponden con corolas completamente
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abiertas y pequefias, con estaminodios que sobresalen poco de la escama nectarifera y con
estambres cortos. Excepto para el TC, la correlacion de las variables originales con el PC,
fue baja: LE, r=-0.12; FEE, r=0.03; FC, r=0.40; TC, r= 0.68. Los individuos de la especie
polinizada por himendpteros presentan los valores méas bajos de PC;, mientras que los
individuos polinizados por colibries presentan los valores més altos de PC;. Los individuos

de la especie con polinizacién mixta ocupan posiciones intermedias sobre el PC;.

PC, 76%

Fig. 5. Salida del PCA realizado para establecer la presencia de una frontera de Pareto en la morfologia floral de
Caiophora. Los individuos de Caiophora nivalis se representan con circulos blancos, los de Caiophora hibiscifolia con
circulos negros y los de Caiophora lateritia con circulos grises. El segmento con guiones muestra la posicién de la
frontera de Pareto. Los circulos vacios indican la posicion de los fenotipos 6ptimos para la polinizacion mediada por
himenopteros (izquierda) y por colibries (derecha). Se agregd un esquema representando las configuraciones de rasgos

optimas de las flores especialistas y de la generalista. La orientacion de las variables originales fue agregada al gréfico.
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Discusién

La optimizacion de los rasgos florales se situa tradicionalmente en el contexto de la
especializacion funcional, de lo cual se desprende un escenario dicotébmico (por ejemplo
polinizacién mediada por abejas vs. polinizacion mediada por colibries) en el cual los
sindromes de polinizacion se corresponden con estrategias de polinizacion “puras”. De este
estudio se desprende que la optimizacion de la morfologia floral en Caiophora podria estar
ocurriendo en un contexto de compensacion entre la adaptacion a la polinizacion mediada
por himendpteros y la adaptacion a la polinizacion mediada por colibries y que la
optimizacion de una morfologia floral generalista podria ocurrir en un contexto de este

tipo.

La posibilidad de que la morfologia floral generalista haya evolucionado en
Caiophora lateritia puede deberse a dos factores no necesariamente mutuamente
excluyentes. El primer factor puede ser descripto a través de una ‘“hipétesis de
compensacion”, segun la cual una mayor frecuencia de visita por parte de himenopteros
estaria compensando la menor efectividad de estos polinizadores si se los compara con los
colibries. Thomson y Wilson, (2008) proponen que la polinizacion mediada por colibries
es méas efectiva que la polinizacion mediada por himendpteros porque el polen no
representa un recurso para los colibries, mientras que los himendpteros buscan el polen
como recompensa, indistintamente de si la flor produce o no néctar como recompensa. Sin
embargo, si los himenopteros visitan las flores con mas frecuencia que los colibries en un
determinado ambiente, la evolucién de rasgos florales que también aseguren el transporte
de polen mediante himendpteros seria una ventaja (mas alla de que una fraccion del polen
sea desperdiciado al depender de este tipo de polinizador). El segundo factor que podria
estar vinculado a la evolucion de una morfologia floral generalista en Caiophora lateritia
podria describirse a través de una “hipdtesis del desarrollo”. Utilizando flores artificiales
en un experimento controlado, Muchhala (2007) observo que la morfologia de la corola de
Burmeistera se encuentra afectada por fuerte compensacion entre la polinizacion mediada
por colibries y la mediada por murciélagos. Solamente la polinizacion especializada (ya
sea mediada por colibries 0 por murciélagos) resulta posible en este sistema. Esto es asi
porque los fenotipos intermedios resultan inadecuados para el transporte de polen por
cualquiera de estos dos agentes. La arquitectura floral basica de Burmeistera se caracteriza

por una corola fusionada y por un numero reducido de estambres fusionados que
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sobresalen por una apertura relativamente angosta de la corola. Las flores que presentan
este tipo de arquitectura poseen generalmente un ajuste flor-polinizador muy preciso
(Armbruster, 2009), lo que excluye la polinizacion mediante agentes que no se ajustan a las
configuraciones de rasgos de una especie. La evolucion de la generalizacion en Caiophora
podria estar siendo facilitada por el arreglo més bien suelto de las piezas florales que
caracteriza a la arquitectura floral de Loasoideae. En esta familia las flores son radialmente
simétricas y los pétalos no estan fusionados. Por otro lado las flores de Caiophora exhiben
sincronicamente un gran numero de estambres alrededor de su centro. Esta arquitectura
floral permitiria la polinizacion por parte de agentes que varian en tamafio y
comportamiento, mas alla de que ocurra cierto desperdicio de polen durante el proceso, si
se compara este aspecto con linajes cuyas flores son mas restrictivas en su polinizacion
(sensu Armbruster, 2009).

En conclusidn, la optimizacién de la morfologia floral para distintas estrategias de
polinizacion en Caiophora pareciera estar ocurriendo en un contexto compensatorio de
adecuacion. La evolucién de la generalizacion funcional de la morfologia floral estaria
teniendo lugar en este sistema, lo que podria atribuirse al hecho de que la arquitectura
floral de Loasoideae no seria tan restrictiva a la generalizacion como en otros linajes de
Angiospermas. Este abordaje también ofreci6 una visualizacion novedosa de las
interacciones planta-polinizador donde éstas no se consideran meramente como situaciones
donde los rasgos florales son optimizados para una estrategia de polinizacidn determinada,
sino como un sistema mas amplio, representado por la frontera de Pareto, donde los

fenotipos florales son optimizados en escenarios selectivos diferentes.

Antes de finalizar este capitulo, es importante destacar tres limitaciones
importantes de este trabajo, las cuales quitan en parte sustento al resultado que sugiere la
presencia de un trade-off entre la polinizacion mediada por himendpteros y la polinizacién
mediada por colibries en Caiophora. En primer lugar, se carece de informacion acerca de
cudl es la contribucién de los himenopteros y de los colibries a la adecuacion reproductiva
de la planta en C.lateritia, C.hibiscifolia y C.nivalis, lo cual supone una limitacién para
interpretar al patron morfologico arrojado por el anélisis realizado en este capitulo como el
resultado de un trade-off entre ambas estrategias de polinizacion. En segundo lugar, podria
estarse cometiendo un error al considerar a las abejas y a las avispas como parte de un

mismo grupo funcional de polinizadores, ya que las avispas, a diferencia de las abejas, no
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colectan polen como recompensa (Rosas-Guerrero et al., 2014). Si la contribucion de las
avispas y de las abejas al éxito reproductivo de Caiophora difiriera, la contribucion
realizada por los “himenopteros” a la adecuacion de la planta no podria ser homologada
entre C.lateritia y C.nivalis. En tal caso, la eleccion del sistema utilizado en este trabajo
seria incorrecta. Finalmente, el tamafio de muestra utilizado en este trabajo es reducido con
respecto a la totalidad de especies presentes en el género Caiophora. Por ello, los
resultados obtenidos en este capitulo no podrian extrapolarse con confianza a explicar
como ocurre la optimizacion de los rasgos florales en respuesta a los colibries y a los

himendpteros en otras especies del género.
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CAPITULO IV

DESARROLLO Y DIVERSIFICACION FLORAL. PARTE |

Introduccion

Los rasgos de los organismos muchas veces no responden a la seleccion natural en
aislamiento de otros rasgos; mas bien podria decirse que los rasgos se encuentran
marcadamente asociados entre si y que por ende se espera que la seleccién sobre un
determinado rasgo acarree consigo la evolucion de otros. Dichas asociaciones entre rasgos,
que definen patrones de integracion fenotipica y de modularidad (Olson y Miller, 1958)
pueden tener una base funcional, cuando un rasgo cumple una determinada funcién en
conjunto con otros rasgos, o una basa genética o del desarrollo, cuando los genes o los
procesos del desarrollo que subyacen a un rasgo determinado también determinan otros
rasgos. A su vez, las asociaciones entre rasgos que son de base genética o del desarrollo

también pueden ser funcionales (Piglucci, 2003).

Si bien la definicién de integracién fenotipica aplica a la interdependencia entre los
rasgos en un momento determinado del desarrollo, por ejemplo asociaciones entre la forma
y el tamafio de los adultos reproductivos de una especie, dichas asociaciones también
pueden darse entre los distintos estadios de la ontogenia de los organismos (o de la
ontogenia de sus drganos) (Kingsolver et al., 2012; Donohue, 2013). Tal interdependencia
entre estadios del desarrollo es esperable si se considera que una misma via de
sefializacion, integrada por hormonas y determinantes genéticos del desarrollo, puede
afectar distintos aspectos de los organismos a lo largo de la ontogenia. Por ejemplo, existen
evidencias de que los genes que regulan la transicion hacia la floracion en angiospermas
también regulan la germinacion de las semillas. Estos genes participan en vias encargadas
de la percepcion de factores ambientales, por ejemplo el fotoperiodo, que son claves para
desatar ambos procesos (Donohue, 2013). Dada esta situacion, la seleccion sobre las
caracteristicas fenotipicas de los organismos en un momento determinado del desarrollo
puede tener un efecto indirecto sobre el fenotipo en otros estadios ontogenéticos
(Kingsolver et al., 2012; Donohue, 2013).
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En un contexto macroevolutivo, tal interdependencia entre estadios del desarrollo
podria inferirse si la correspondencia entre un régimen selectivo determinado (por ejemplo
definido por una dieta herbivora o una carnivora) y el fenotipo en un grupo de especies
pertenecientes a un mismo clado se extendiese a otros estadios de la ontogenia, que no son
blanco directo de la seleccion impuesta por dicho régimen selectivo. Si por el contrario el
fenotipo de los organismos en el estadio que es el blanco directo de la seleccion pudiera
responder a la seleccion con independencia de otras etapas del desarrollo, esto podria
deducirse si las trayectorias ontogenéticas de distintas especies no se correspondieran con
el régimen selectivo que afecta al estadio de desarrollo que es blanco directo de la
seleccion. En una situacion como esta, las trayectorias del desarrollo se corresponderian ya
sea con la distancia filogenética que separa a las especies (lo cual seria indicio de que la
trayectoria ontogenética habria evolucionado por deriva), o eventualmente con otros

regimenes selectivos.

En general, la evolucion fenotipica en respuesta a la seleccion natural se estudia
desde una perspectiva que considera al fenotipo en un momento puntual del desarrollo del
organismo (u Organo) y en aislamiento de su ontogenia. En animales, este momento
puntual del desarrollo es generalmente el adulto reproductivo (Alvarez, Pérez y Verzi,
2011, Tseng, 2013) v, en el caso de las angiospermas, la flor en condiciones de exportar y
de recibir polen (Whittall y Hodges, 2007; DeWitt Smith, Ané y Baum, 2008;) o el fruto
maduro (Cannon y Manos, 2001; Lomascolo et al., 2010). Sélo unos pocos trabajos han
indagado acerca de la evolucién de las trayectorias de desarrollo en respuesta a cambios en
el ambiente selectivo (Bergmann y Berk, 2012; Kingsolver et al, 2012; Donohue, 2013) y
ningln trabajo ha indagado hasta ahora acerca de la evolucion de las trayectorias de

desarrollo floral en respuesta a dichos cambios.

En cuanto a la ontogenia de la morfologia floral, es interesante destacar que a lo
largo de la misma se comparten determinantes genéticos y hormonales de crecimiento y
proliferacion celular (Dornelas et al., 2012). Dada esta situacion, es razonable sugerir que
la respuesta evolutiva de la morfologia floral a un agente selectivo determinado (por
ejemplo los polinizadores) conlleva la evolucion de otros estadios ontogenéticos previos al
despliegue. Esta hipotesis podria someterse a prueba a través de la prediccion de que la
trayectoria ontogenética que da lugar a la flor desplegada se corresponde con un

determinado régimen selectivo (por ejemplo, la polinizacibn mediada por aves vs.
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polinizacion mediada por himendpteros). Dicha correspondencia no se esperaria si la
morfologia floral respondiera a la seleccién mediada por polinizadores con independencia
de otros estadios ontogenéticos. En tal caso se espera que la trayectoria ontogenética que
da lugar a la flor desplegada evolucione por deriva y esto Ultimo puede someterse a prueba
mediante la prediccion de que la trayectoria ontogenética que da lugar a la flor desplegada
se corresponde solamente con la distancia filogenética que separa a las especies analizadas.

En el presente capitulo nos propusimos: 1) caracterizar las trayectorias de
desarrollo de dos estructuras florales de Loasoideae (Loasaceae) involucradas en el
mecanismo de polinizacion y 2) establecer si la ontogenia de estas dos estructuras florales
responde el régimen de polinizacion, del mismo modo en que lo hace la forma de dichas
estructuras en las flores desplegadas (Capitulo I1) o si dicha trayectoria evoluciona por

deriva.

Para llevar a cabo estos objetivos, en primer lugar generamos vectores
ontogenéticos, los cuales representan el cambio en la forma de la estructura a lo largo de la
ontogenia (forma inicial-forma final), a partir de los datos morfométricos del desarrollo de
dos estructuras florales involucradas en la polinizacién: el pétalo y el complejo escama-
estaminodios. Esto se hizo para 12 especies, las cuales presentan variacion en sus
estrategias de polinizacion. En el Capitulo Il se establecid que en Loasoideae tanto la
forma de la corola como la de la estructura compuesta por la escama nectarifera y los
estaminodios responden a la seleccion mediada por polinizadores. Posteriormente se
establecié por un lado la concordancia entre los vectores ontogenéticos obtenidos y las
estrategias de polinizacién de Loasoideae y por otro la concordancia entre dichos vectores
ontogenéticos y la distancia filogenética que separa a las especies analizadas. Una
descripcion mas detallada acerca de las principales caracteristicas de la subfamilia
Loasoideae (Loasaceae) puede ser consultada en la introduccion general de esta tesis. Las
relaciones filogenéticas entre las especies de Caiophora, Loasa, Blumenbachia y
Schyphantus puede consultarse en los resultados del Capitulo II.
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Materiales y métodos

Los detalles del muestreo correspondientes a este capitulo pueden consultarse en la
metodologia general de la tesis, asi como también la seleccion de estructuras florales y el

procesado de iméagenes llevado a cabo para la obtencion de variables morfogeométricas.

Obtencion de variables morfogeométricas

A las coordenadas de los hitos colocados sobre las imagenes del pétalo y del
complejo escama-estaminodios en distintos estadios del desarrollo (incluyendo la flor
funcional) (ver metodologia general) se les realizd un ajuste de Procusto utilizando el
programa MorphoJ (Klingenberg, 2011). Ademé&s de las coordenadas de Procusto se
obtuvo el logaritmo del tamafio centroide (Zelditch, 2012).

Obtencion de vectores ontogenéticos y calculo de distancias

Los vectores ontogenéticos que describen el desarrollo del pétalo y del complejo
escama-estaminodios se obtuvieron con el programa MorphoJ (Klingenberg, 2011) de la
manera en que se describe a continuacion. Utilizando el set de datos completo de cada
especie (que incluye a la flor funcional pero también botones en distintos estadios del
desarrollo) se realizaron regresiones entre cada una de las coordenadas de Procusto v el
logaritmo del tamafio centroide. El valor predicho de cada hito en estas regresiones define
un vector ontogenético para ese hito, que representa el cambio en la posicion del hito a lo
largo del desarrollo. Una vez obtenidos los vectores ontogenéticos (uno por hito) del pétalo
y del complejo escama-estaminodios que representan a cada especie, es posible obtener
distancias inter-especificas en cuanto a la similitud-disimilitud de las ontogenias
(representadas por los vectores ontogenéticos). Estas distancias se calculan, para cada par
de especies, como la raiz cuadrada de la suma de las distancias euclideas entre pares

interespecificos de vectores ontogenéticos.
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Concordancia entre vectores ontogenéticos y filogenia y entre vectores ontogenéticos y

estrategia de polinizacion

Para establecer si los vectores ontogenéticos de ambas estructuras analizadas
concuerdan con la estrategia de polinizacion o con la filogenia se realizaron cuatro test de
aleatorizacion sobre superposicion de Procusto (PROTEST, Peres-Neto y Jackson, 2001).
Dicho anélisis minimiza la suma de cuadrados de las distancias (A1.°) entre los resultados
de la ordenacion de dos sets de datos cuya concordancia se desea establecer. Dicha
minimizacién se logra tras re-escalar y rotar una matriz contra otra, siguiendo el

procedimiento de una superposicion de Procusto.

Se establecieron concordancias entre: 1) los vectores ontogenéticos del pétalo y la
estrategia de polinizacion, 2) los vectores ontogenéticos del pétalo y la filogenia, 3) los
vectores ontogenéticos del complejo escama-estaminodios y la estrategia de polinizacion,
4) los vectores ontogenéticos del complejo escama-estaminodios y la filogenia. Para esto
se elaboraron las correspondientes matrices de distancias inter-especificas. Para las
matrices de distancia entre vectores ontogenéticos se utilizo la distancia euclidea, mientras
que para la matriz de distancia filogenética se utiliz6 la distancia cofenética. Para elaborar
una matriz de distancias entre estrategias de polinizacién se considerd que la distancia que
separa a especies con la misma estrategia de polinizacion es cero (0). Dado que las
transiciones en la estrategia de polinizacion sobre la filogenia de Loasoideae tienen el
sentido polinizacion mediada por himenodpteros > polinizacion mediada por colibries >
polinizacién mediada por roedores (Filogenia, Capitulo 1), se consideré que entre las
especies polinizadas por himendpteros y la especie polinizada por roedores existe una
distancia de dos pasos (2), mientras que tanto entre las especies polinizadas por
himendpteros y las especies polinizadas por colibries como entre las especies polinizadas
por colibries y la especie polinizada por roedores existe una distancia de un paso (1).
Previo al analisis de superposicion de Procusto se redujo la dimensionalidad de cada una
de las matrices de distancia a dos ejes de variacion, con el fin de proyectar la variacion de
las matrices en un espacio de ordenacion comun, lo cual se hizo mediante un escalamiento
multidimensional no métrico (non-metric multidimensional scaling, NMDS). Para cada
uno de estos NMDS se obtuvo el valor de estrés. El valor de estrés indica la medida en que

las variables ordenadas en el NMDS son forzadas a ocupar un espacio de dos dimensiones.

63



Un valor de estrés > 0.05 provee una representacion excelente de las variables en el
espacio reducido, un valor >0.1 provee una representacion uy buena; un valor >0.2 se
considera marginalmente correcto y un valor >0.3 sugiere que la representacion de las
variables en dos dimensiones es pobre. Las matrices de distancias entre vectores
ontogenéticos fueron rotadas y re-escaladas por un lado contra la matriz de distancias entre
estrategias de polinizacidn y por otro contra la matriz de distancias filogenéticas.

Para establecer la significacion de la similitud entre matrices se realizaron 999
permutaciones de los valores correspondientes a cada especie sobre los ejes del NMDS
hecho a partir de las distancias entre trayectorias ontogenéticas. Tras cada permutacion se
realizd una superposicion de Procusto entre los valores permutados y los observados en un
caso para la estrategia de polinizacion y en otro para la filogenia. El valor minimizado de
la suma de distancias elevadas al cuadrado (my,%) fue retenido tras cada una de estas
permutaciones, con el fin de obtener una distribucion nula de dicho pardmetro. El valor
observado de mi,? se comparé con la distribucién del parametro obtenida a partir de las
999 permutaciones, considerando la similitud entre matrices como significativa si se
hallaba en el 5% inferior de esta distribucion. Un valor my,? significativo para la
superposicién de Procusto que involucra a las trayectorias ontogenéticas y a la estrategia
de polinizacién indica que las trayectorias ontogenéticas responden a la estrategia de
polinizacién; un valor my,? significativo para la superposicion de Procusto que involucra a
las trayectorias ontogenéticas y a la filogenia indica que la distancia filogenética explicaria

las diferencias entre trayectorias ontogenéticas.

Tanto la superposicion de Procusto como la prueba de significacion de la
concordancia entre conjuntos de datos fueron realizadas con el paquete de R ‘vegan’
(Oksanen et al., 2013). Por otra parte se utiliz6 el paquete de R ‘phytools’ (Revell, 2012)
para graficar la salida del NMDS realizado para cada estructura considerando el contexto

filogenético.
Resultados
Las trayectorias del desarrollo de la forma del pétalo y del complejo escama-

estaminodios se muestran para todas las especies en la fig.1.
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Pétalo

Los estadios tempranos del desarrollo de todas las especies analizadas presentan
una morfologia de pétalo compartida (fig.1). Las trayectorias parten de una forma de pétalo
en la cual el ungiculo (la parte inferior del pétalo) se encuentra retraido. Las diferencias
inter-especificas en la forma del pétalo emergen a medida que avanza el desarrollo. La
forma del pétalo cambia en gran medida a lo largo del desarrollo en las especies basales, 1o
que se refleja en una expansion marcada del ungiculo (fig.1). La especie L.bergii, a
diferencia del resto de las especies basales a Caiophora, también presenta un
desdoblamiento marcado de la porcion apical del pétalo (fig.1). Estos cambios son menos
marcados a lo largo de la ontogenia de las especies de Caiophora, las cuales conservan un
ungiculo mas retraido que sus especies basales (excepto en C. nivalis, donde estos cambios
son marcados, y similares a los observados en L.bergii) (fig.1). Esto permite decir que la
forma del pétalo en las flores desplegadas de Caiophora es comparativamente mas juvenil
(o pedomérfica sensu Alberch et al., 1979 y Klingenberg, 1998) que en las especies
basales. Esta pedomorfosis (retencion de caracteristicas juveniles del ancestro) aparece
exacerbada en algunas de las especies polinizadas por colibries de este género
(C.hibiscifolia y C.chuquitensis). Como se mencion6 en la metodologia general de la tesis,
el grado de expansion del unguiculo guarda correspondencia con el grado de apertura de
las corolas en Loasoideae. Las corolas cuyos pétalos tienen el unguiculo méas expandido
son mas abiertas, mientras que lo contrario puede decirse para las corolas con unguiculo

mas retraido.

Complejo escama-estaminodios

La trayectoria de desarrollo de esta estructura presenta una tendencia compartida
entre especies a que los estaminodios sobresalgan cada vez menos por encima de la escama
a medida que avanza el desarrollo (fig.1). Sin embargo, la condicion inicial de la que
parten estas trayectorias de desarrollo difiere entre Caiophora y sus especies basales
(excepto para C.nivalis, donde las caracteristicas del desarrollo del complejo escama-
estaminodio son muy parecidas a las de L.bergii). En Caiophora, el estaminodio sobresale
en mayor medida por encima de la escama nectarifera en los momentos iniciales del

desarrollo que en los géneros basales (fig.1) (o sea, el complejo escama-estaminodios
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presenta caracteristicas mas juveniles en estadios tempranos del desarrollo que las especies
basales en esos mismos estadios). La adquisicion de caracteristicas comparativamente
juveniles en momentos tempranos del desarrollo (las cuales son arrastradas luego a lo largo
de toda la ontogenia) también constituye un mecanismo de pedomorfosis segun Alberch et
al.,1979 y Klingenberg, 1998. Nétese que esta pedomorfosis de estadios iniciales es ain
méas marcada en tres de las cuatro especies de Caiophora polinizadas por colibries
(C.lateritia, C.chuquitensis y C.hibiscifolia) (fig.1). A su vez es interesante destacar que la
forma del complejo escama-estaminodios cambia menos a lo largo del desarrollo en estas
tres especies que en el resto de las especies de Caiophora (fig.1). Este ultimo aspecto
contribuiria ain més a las caracteristicas pedomorficas del complejo escama-estaminodios
en especies polinizadas por colibries. Esta condicion pedomorfica del desarrollo de la
escama se revierte marcadamente en C.coronata. Los estaminodios en esta especie son
extremadamente cortos en relacion a la escama en estadios tempranos del desarrollo si se
los compara con los estaminodios en estadios tempranos del desarrollo de sus especies
inmediatamente basales, C.hibiscifolia y C. chuquitensis (polinizadas por colibries) (fig.1).
La longitud de los estaminodios con respecto a la escama también disminuye
marcadamente a lo largo de la ontogenia de C.coronata, cosa que no ocurre en sus especies
basales polinizadas por colibries (fig.1). Dicho sobre-desarrollo de los rasgos en el
descendiente con respecto al ancestro (estaminodios muy cortos en relacion a la escama en
este caso), se conoce como peramorfosis (sobre-desarrollo, lo opuesto a pedomorfosis,
sensu Alberch et al., 1979 y Klingenberg, 1998).

66



o)
5 kS
O <
5 S
0 Q
O O
&
275
e
50
(&)
© g9
e} O
= oRe)
5 3
O
@
<)
a 25
o = E
[0) 5.0
Q <o
~i O 0
oL
< o
= =
F o)
= Io
% 2
d Q
<
O
S
g g
ko) )
o 5
[a%) =
O
3 N §
:0: .
0 &
~ )
je;
O

Fig. 1. Trayectorias de desarrollo del pétalo (izquierda) y del complejo escama-estaminodios (derecha) en las 11 especies
de Loasoideae analizadas. El contorno punteado indica la forma de la estructura en momentos previos al despliegue floral
mientras que el contorno continuo indica la forma de la estructura durante el despliegue. Los colores indican: gris,
polinizacion mediada por himendpteros; rojo, polinizacién mediada por colibries; celeste, polinizacién mediada por

roedores.
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En la fig. 2 se representan las relaciones filogenéticas y la disposicion de los
vectores ontogenéticos del pétalo (fig. 2A) y del complejo escama-estaminodios (fig. 2B),
segun las coordenadas que corresponden a cada uno de ellos en un NMDS. Los valores de
my° y el valor-p de dicho parametro se muestran en la Tabla 2. Las trayectorias
ontogenéticas no se ajustan significativamente a la estrategia de polinizacion y se ajustan

de manera marginalmente significativa a la filogenia.
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Fig. 2. Salida gréfica del analisis de escalamiento dimensional no métrico (NMDS) para la ontogenia del pétalo (A) y
para la ontogenia del complejo escama-estaminodios (B). Se muestran los valores de estrés para cada uno de estos
andlisis. La raiz de los arboles filogenéticos se indica con una estrella, las especies basales al género Caiophora mediante

un rectangulo. Los circulos negros corresponden a especies polinizadas por himenopteros, los rojos a las especies

polinizadas por colibries y los celestes a la especie polinizada por roedores.
Salidas de analisis Filogenia Polinizador
my,” 0.7759 0.964
Pétalo p 0.099 0.7
my,” 0.7306 0.8599
Escama-estaminodio |p 0.059 0.368

Tabla 2. Valores de my,? y p-valores del parametro.
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Discusién

En el presente capitulo nos propusimos describir las trayectorias ontogenéticas de la
morfologia de dos estructuras florales involucradas en el mecanismo de polinizacion de
Loasoideae asi como también determinar si las trayectorias ontogenéticas de dichas
estructuras se diferencian segun la estrategia de polinizacién o si lo hacen de acuerdo a la
distancia filogenética que separa a las 11 especies estudiadas. Esto tltimo se realiz6 con el
fin de establecer si la seleccion que los polinizadores ejercen sobre la morfologia de la flor
desplegada (Capitulo I1) arrastra consigo variacion en otros estadios del desarrollo o si la
trayectoria de desarrollo floral evoluciona por deriva, independientemente de la seleccion
ejercida por los polinizadores sobre la flor desplegada.

En resumen, la caracterizacion del desarrollo de las estructuras involucradas en el
mecanismo de polinizacion de Loasoideae sugiere que las flores de Caiophora son en
general pedomorficas (comparativamente mas juveniles) si se las compara con las flores de
las especies basales a este género. Dicha adquisicidn de caracteristicas juveniles se habria
visto exacerbada en algunas de las especies de Caiophora polinizadas por colibries. La
adquisicion de caracteristicas pedomorficas en las flores de especies polinizadas por
colibries en Caiophora es consistente con los resultados de un trabajo que demuestra el rol
de la pedomorfosis en la evolucién de flores polinizadas por colibries en Ranunculaceae
(Guerrant Jr., 1982). Una tendencia hacia la retencion de unguiculos retraidos en las flores
funcionales de Caiophora (lo cual se corresponde con corolas mas cerradas) podria haber
generado la pre-condicion para la evolucion de las flores polinizadas por colibries dentro
de este género, al posibilitar la evolucion de las corolas angostas que son mas eficaces en
esta estrategia de polinizacion (Introduccion general). Por otra parte, la retencion de
caracteristicas juveniles en el complejo escama-estaminodio en tres de las cuatro especies
polinizadas por colibries de Caiophora, (estaminodios que sobresalen marcadamente por
encima de la escama nectarifera), podria beneficiar la polinizacién mediada por colibries
ya que, como se planted en la introduccion general de esta tesis, un complejo escama-
estaminodios donde los estaminodios sobresalen marcadamente por encima de la escama
coopera con la corola en aumentar el ajuste flor-polinizador. Finalmente, la peramorfosis
de las escamas nectariferas en la especie polinizada por roedores (la cual consiste en un
estaminodio muy reducido en relacion a la escama) también es coherente desde el punto de

vista de la polinizacion. En las flores polinizadas por roedores los estaminodios no tienen
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participacion en el mecanismo de polinizacion y podrian incluso entorpecer el acceso al

néctar a los polinizadores.

Los resultados de este estudio indican que las trayectorias ontogenéticas no
concuerdan con la estrategia de polinizacion de las especies analizadas. Esto denota que en
Loasoideae la seleccién mediada por polinizadores sobre las flores desplegadas no afecta a
otros estadios ontogenéticos. También denota que en esta subfamilia fue posible la
evolucion de morfologias florales similares (aquellas que procuran maximizar la eficiencia
de una estrategia de polinizacion determinada, Capitulo Il) a través de trayectorias del
desarrollo diferentes. Las diferencias entre las trayectorias de desarrollo de las especies
polinizadas por himendpteros (fig. 2) podrian deberse a que éstas presentan variacion en la
magnitud del cambio morfoldgico que ocurre a lo largo de la ontogenia y, en el caso del
complejo escama-estaminodios, a una fuente de variacién adicional ocasionada por las
diferencias en las condiciones iniciales del desarrollo (fig.1). Las trayectorias
ontogenéticas de ambas estructuras en las especies polinizadas por colibries sin embargo
difieren menos entre ellas que las de las especies polinizadas por himendpteros entre si

(fig. 2). Esto podria deberse a las caracteristicas pedomorficas de estas trayectorias (fig.1).

La asociacion marginalmente significativa entre la trayectoria de desarrollo y la
filogenia podria deberse a que la diversificacion de Caiophora es reciente si se la compara
con el tiempo de divergencia que separa a este género de las especies basales. Si bien las
trayectorias de desarrollo de Caiophora podrian estar sujetas a seleccion mediada por
polinizadores, la diversificacion reciente del género quizd ain no posibilitd una
divergencia entre trayectorias intra-genérica mayor que la que presenta Caiophora con
respecto a las especies basales. Este efecto filogenético podria estar opacando el efecto de

los polinizadores.
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Conclusion

Las trayectorias de desarrollo del pétalo y del complejo escama-estaminodios no se
corresponderian con la estrategia de polinizacion y si lo hacen, de manera marginalmente
significativa, con distancia filogenética que separa a las especies de Loasoideae analizadas.
Lo primero sugiere que la seleccion mediada por polinizadores no afecta a otros estadios
ontogenéticos de la flor y que por ende existen distintas vias del desarrollo para arribar a
una morfologia floral apta para una determinada estrategia de polinizacion. Sin embargo,
puede destacarse que mientras existen diferentes vias del desarrollo para arribar a una
morfologia floral propicia para la polinizacion mediada por himenopteros, la via propicia
para arribar a una flor polinizada por colibries es méas conservadora, consistiendo ésta en la
retencion de caracteristicas juveniles en las flores desplegadas. Finalmente, la leve sefial
filogenética en las trayectorias de desarrollo de Loasoideae podria deberse a la reciente
diversificacion de Caiophora, lo que podria explicar por qué no se observa un ajuste entre
las trayectorias de desarrollo de todas las especies de Loasoideae analizadas y el sindrome

de polinizacion.
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CAPITULO V

DESARROLLO Y DIVERSIFICACION FLORAL. PARTE Il

Introduccion

El rol de la ontogenia en la evolucion y la diversificacion se considera
generalmente desde dos puntos de vista opuestos. Por un lado, la diversificacion puede
ocurrir sin un cambio en el patron de desarrollo ancestral (fig 1, situaciones A y B) Gould,
2004); por otro lado, puede requerir que el patrén de desarrollo ancestral cambie (fig 1,
situaciones C y D) (Wagner, Amemiya y Ruddle, 2003).

El primer punto de vista se basa en el siguiente argumento: no sélo es relevante
para la evolucién adaptativa la aptitud del fenotipo de un organismo en un estadio
ontogenético determinado, por ejemplo durante la madurez reproductiva, sino que la
secuencia de desarrollo completa de ese organismo debe estar bien adaptada al ambiente
para poder arribar finalmente a tal estadio del desarrollo (Arthur, 2011a). De esto se
desprende que los estadios ontogenéticos de un organismo ya se encuentran adaptados al
ambiente y que por ende la evolucion mediada por seleccion natural resultaria mas
“segura” si se nutriera de la variacion fenotipica expresada a lo largo de la ontogenia del
ancestro, en lugar de requerir la generacion de variacion novedosa, la cual podria ser
inviable (Gould, 2004). El fenotipo de un organismo cambia a lo largo de su ontogenia. Si
fuera beneficioso para el organismo, un simple cambio en el tamafio o en la edad a la cual
se llega al estadio del desarrollo sujeto a seleccion seria suficiente para aumentar la
adecuacion del organismo al ambiente (Gould, 2004). La misma idea puede sostenerse para
los 6rganos o para las distintas estructuras que conforman a los organismos (Box y Glover,
2010).

El segundo punto de vista se basa en el hecho de que los procesos de desarrollo
necesarios para producir ciertas variantes fenotipicas, por ejemplo las redes regulatorias
que producen un cierto fenotipo, pueden estar ausentes en un linaje (Arthur, 2011a). Por

ende, algunas variantes fenotipicas son inaccesibles, a excepcion de que un rearreglo del
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programa de desarrollo permita la exploracion de nuevo espacio fenotipico (Wagner,
Amemiya y Ruddle, 2003).

En las angiospermas, los cambios en el régimen de polinizacién contribuyen a
explicar la copiosa diversidad de fenotipos florales (Classen et al., 2004; Kay et al., 2005;
Whittall y Hodges, 2007; Givnish et al., 2014). Sin embargo, la relacion que existe entre la
diversificacion floral mediada por polinizadores por un lado y los mecanismos de
evolucion del desarrollo que proveen la variacion para que tal diversificacion pueda ocurrir
ha sido poco considerada (a excepcion de revisiones como las de Box y Glover, 2010 y
Becker et al., 2011). En particular, aun no se ha explorado hasta qué punto la
diversificacion floral depende o no de un cambio en el patron de desarrollo ancestral. La
subfamilia de angiospermas Loasoideae (Loasaceae) ofrece un sistema de estudio indicado

para tal exploracion.

En el presente capitulo se explora la relacion entre la diversificacion y la ontogenia
floral en la subfamilia Loasoideae (Loasaceae). En particular, el objetivo de este capitulo
es establecer si la diversificacion marcada del género Caiophora (Capitulo I1) requirioé o no
un cambio del patron de desarrollo ancestral. Una descripcion mas detallada acerca de las
principales caracteristicas de la subfamilia Loasoideae (Loasaceae) puede ser consultada en
la introduccion general de esta tesis. Las relaciones filogenéticas entre las especies de
Caiophora, Loasa, Blumenbachia y Schyphantus puede consultarse en los resultados del

Capitulo I1.
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Forma

Tamaho

Fig 1. La direccidn de la trayectoria de desarrollo de un rasgo de forma y otro de tamafio de un linaje
ancestral esta representada con una fleche de doble punta. El tiempo se representa de manera implicita con
una flecha punteada. El circulo gris representa el fenotipo en un determinado estadio del desarrollo (por
ejemplo el adulto) en el linaje ancestral. A, B, C y D son configuraciones de rasgos que corresponden a ese
mismo estadio del desarrollo en especies descendientes. La evolucion puede ocurrir sin alterar el patron de
desarrollo ancestral (A, B) o puede requerir un cambio (C, D).
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Materiales y métodos

Los detalles del muestreo correspondientes a este capitulo pueden consultarse en la
metodologia general de esta tesis junto al procesado de imagenes para la obtencion de
variables morfogeométricas. Es importante destacar que se trabajé con el logaritmo del

tamano centroide en lugar de con este valor crudo.

Analisis morfométrico

En morfometria geométrica, las trayectorias de desarrollo pueden describirse
mediante rectas obtenidas a partir de regresiones de variables de forma (por ejemplo
Deformaciones relativas o coordenadas de Procusto) sobre variables de tamafio (tamafio
centroide o logaritmo del tamafio centroide). Asi, las trayectorias de desarrollo pueden ser
caracterizadas mediante una ordenada al origen (la cual describe la forma en estadios
tempranos del desarrollo) y mediante una pendiente (la cual describe cuanto cambia la
forma con respecto al tamafio) (ver por ejemplo Zelditch, 2012). Si bien esto no afectaria
los parametros de una regresion, el rango de la variable dependiente (el tamafio) también
podria variar, representando variacién en la extension de la trayectoria de desarrollo.
Existen tres mecanismos basicos mediante los cuales las trayectoria de desarrollo pueden
evolucionar dando lugar a la diversificacion morfoldgica. Estos son el escalamiento
ontogenético (cambios en la extensién de la trayectoria de desarrollo, fig. 1, situaciones A
y B), el cambio en la pendiente y/o la transposicion lateral (cambios en la ordenada al
origen) de las trayectorias de desarrollo (fig. 1, situaciones C y D); (Klingenberg, 1998). A
diferencia del escalamiento ontogenético, estos dos mecanismos hacen disponibles
configuraciones de forma y tamafio que estan por fuera de los limites de la trayectoria de
desarrollo ancestral (Klingenberg, 1998). Al implicar cambios sincronizados en el
desarrollo del tamafio y de la forma total de un organismo u 6rgano, la evolucion por
escalamiento ontogenético se relaciona estrechamente con la evolucidn por heterocronia o
heterometria (esto es, durante cuanto tiempo o en que magnitud se expresa el programa de
desarrollo) (Capitulo 1). Ambos procesos también podrian estar implicitos en la
trasposicion lateral y en el cambio de pendiente de la trayectoria de desarrollo, ya que estos
casos se deberian a una aceleracién o desaceleracion/ sobreexpresion-disminucion del

desarrollo de la forma con respecto al desarrollo del tamafio. Sin embargo, al estar
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representando una heterocronia-heterometria sincronizada de la forma y el tamafio, el
escalamiento ontogenético representaria un nivel mas integrado (menos modular) de la
heterocronia o heterometria. Sin contar con datos acerca del tiempo real que dura el
desarrollo, es imposible distinguir entre las contribuciones relativas de la heterometria y de
la heterocronia al escalamiento ontogenético y a los otros mecanismos evolutivos

mencionados (Klingenberg, 1998).

La contraposicion entre la evolucion por escalamiento ontogenético y la evolucion
por otros mecanismos que implican la ruptura de las relaciones entre forma y tamafio
ancestrales representa a las dos hipotesis planteadas en este capitulo: 1) La diversificacion
de la morfologia floral de Caiophora en respuesta a los polinizadores no implica un
cambio en el patrén de desarrollo ancestral (por ejemplo, la forma y el tamafio del adulto
en la especie derivada se corresponderia con la forma y el tamafio de un estadio del
desarrollo juvenil en la especie ancestral); 2) La diversificacion de la morfologia floral de
Caiophora en respuesta a los polinizadores habria requerido de la ruptura de las

asociaciones entre la forma y el tamafio presentes a lo largo de la ontogenia ancestral.

La morfometria geométrica permite estimar las relaciones entre la forma y el
tamafio a través de regresiones de las coordenadas de Procusto (que describen la forma de
un organismo o estructura) en funcion el tamafio centroide de dicho organismo o
estructura (Klingenberg, 2011). Ademas permite la generacion de predicciones acerca de si
la evolucion de un linaje ocurrio por escalamiento ontogenético o por otros mecanismos de
evolucidn del desarrollo (cambio de pendiente y/o transposicion lateral de la trayectoria de
desarrollo ancestral). Si la evolucion ocurrié por escalamiento ontogenético, se espera que
las configuraciones de forma-tamafio de las especies descendientes en un estadio del
desarrollo determinado se superpongan con la tendencia alométrica de la ontogenia
ancestral (fig. 1, situaciones A y B); si la evolucion ocurrié por un mecanismo distinto del
escalamiento ontogenético, se espera que las configuraciones de forma-tamafio de las
especies descendientes en tal estadio del desarrollo no se superpongan con la tendencia

alométrica de la ontogenia ancestral (fig. 1, situaciones C y D).

El programa computacional MorphoJ (Klingenberg, 2011) contiene rutinas que
permiten poner a prueba estas hipétesis. El procedimiento llevado a cabo para someter a
prueba estas hipotesis, representando las predicciones correspondientes y descriptas en el
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parrafo anterior, tiene tres pasos y fue realizado dos veces, una para cada estructura floral
analizada. En primer lugar, combinando los sets de datos de las tres especies basales a
Caiophora, Loasa acerifolia, Blumenbachia hieronymii y Blumenbachia silvestris (este
incluye a la flor funcional pero también botones en distintos estadios del desarrollo) se
realizaron regresiones entre las coordenadas de Procusto de cada hito morfogeométrico y el
logaritmo del tamafio centroide de cada estructura. Estas rectas de regresion describen el
patrén ontogenético ancestral. Dado que no se cuenta con informacién fosil, asumimos que

estas tres especies basales representan la condicion ontogenética ancestral.

El segundo paso del procedimiento consistio en una regresion combinada, en la
cual las rectas de regresion obtenidas en el paso anterior se utilizan como rectas de
regresion sobre la base de datos (coordenadas de Procusto y logaritmo del tamafio del
centroide) correspondientes a las flores desplegadas de todas las especies de Loasoideae
analizadas (de Caiophora y de sus géneros basales). Asi se calculan residuos para cada hito
morfogeométrico correspondiente al set de datos de las flores desplegadas. De haber
ocurrido escalamiento ontogenético, se espera que los residuos correspondientes a las
especies basales y los correspondientes a las especies de Caiophora se superpongan, ya
que los mismos representarian desvios de magnitud similar respecto a las rectas de
regresion que describen el desarrollo ancestral. De haber ocurrido la diversificacion por
fuera del patron de desarrollo ancestral, los residuos de las especies de Caiophora
diferirian marcadamente de los residuos de las especies basales.

En tercer lugar, para reducir la dimensionalidad de los residuos, se realizd un
analisis de variable candnica (canonical variate analysis, CVA) en el cual los individuos
fueron clasificados a priori segin la especie a la que pertenecen y se chequed la
superposicién entre las elipses del 90% de confianza de los residuos de cada especie en la
salida gréfica del CVA.

Resultados

Se confirma graficamente la superposicion entre los patrones de variacion
ontogenética de L. acerifolia, B. silvestris y B. hieronymii (figs. 2A, B). El porcentaje de la
variacion de la forma del pétalo y de la forma del complejo escama-estaminodios
explicado por el logaritmo del tamafio del centroide de cada estructura se muestra en la

Tabla 1 junto al p-valor de dichas regresiones.
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Fig. 2. Alometria ontogenética del pétalo (A) y del complejo escama-estaminodios (B). Se agregaron las elipses del 90%
de confianza a las configuraciones de forma y tamafio a lo largo de la ontogenia de Loasa acerifolia, Blumenbachia
silvestris y Blumenbachia hieronymii. Coordenadas de Procusto componente 1 fue obtenido a partir de las regresiones
individuales de cada coordenada de Procusto sobre el logaritmo del tamafio centroide. Este eje resume la maxima
covariacion entre las coordenadas de Procusto y el logaritmo del tamafio centroide (Monteiro, 1999).

Estructura % forma dependiente de tamaiio |p valor
Pétalo 45.58|< 0.0001
Escama nectarifera- estaminodios 27.59|< 0.0001

Tabla 1. Porcentaje de variacion de forma explicada por tamafio y p-valor obtenido en las regresiones ontogenéticas.

Las configuraciones de forma y tamafio de ambas estructuras en las flores
desplegadas de los 15 taxa analizados se muestran en la fig.3. Las salidas graficas de los
CVAs hechos con los residuos obtenidos a partir de las regresiones combinadas se
muestran en la fig. 4. Las flores desplegadas de las especies basales a Caiophora presentan
configuraciones de residuos similares entre si, con excepcion de L.bergii. Las
configuraciones de residuos de las especies de Caiophora se apartan, en su mayoria, de las

configuraciones de residuos de las especies basales.
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Fig. 3. Configuraciones de forma y tamafio obtenidas para las flores desplegadas de los 15 taxa de Loasoideae analizados.
Estas configuraciones se muestran para el pétalo (A) y para el complejo escama-estaminodios (B). Se agregaron elipses
del 90% de confianza a las configuraciones de forma y tamafio de cada especie. Las elipses gruesas corresponden a las
especies basales a Caiophora. Cada circulo pequefio representa a un individuo y los colores indican: blanco, polinizacion
mediada por himendpteros; rojo, polinizacion mediada por colibries y celeste, polinizacion mediada por roedores. Se
representa esquematicamente la relacion entre el tamafio y la forma de estas estructuras.
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Fig. 4. Salida grafica de los analisis CVA hechos a partir de los residuos de la forma del pétalo (A) y del complejo
escama-estaminodios (B). Se agregaron elipses del 90% de confianza a las configuraciones de residuos de cada especie.
Las elipses gruesas corresponden a las especies basales a Caiophora. Se sefiala con una flecha la elipse que corresponde a
la especie Loasa bergii. Cada circulo pequefio representa a un individuo y los colores indican: blanco, polinizacion

mediada por himendpteros; rojo, polinizacion mediada por colibries y celeste, polinizacion mediada por roedores.
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Discusion

El objetivo de este capitulo consistié en establecer si la radiacion adaptativa
ocurrida en el género Caiophora utiliz6 como base las relaciones entre la forma y el
tamafo presentes a lo largo de la trayectoria de desarrollo ancestral o si dicha radiacion
adaptativa requirio la generacion de nuevas variantes. Los resultados sugieren que la
radiacion adaptativa de Caiophora requirié la generacién de configuraciones de forma y
tamafio que no estan presentes a lo largo de la trayectoria de desarrollo ancestral.

La generacion de configuraciones de forma y tamafio por fuera de los limites de la
trayectoria de desarrollo ancestral parece haber ocurrido en un momento previo al origen
de Caiophora: ndtese que la variacion de la forma de la flor desplegada en L. bergii, la
especie basal més cercanamente emparentada a Caiophora (filogenia en Capitulo 1) tiende
a desprenderse de los patrones de variacién ancestrales (fig.4). Esta “ruptura” de las
relaciones alométricas ancestrales en un momento previo a la radiacion adaptativa de
Caiophora podria estar sugiriendo una desestabilizacion del desarrollo (Wagner, 2011)
que, una vez ocurrida, habria ofrecido las condiciones necesarias para permitir la evolucién

de morfologias florales aptas para nuevas estrategias de polinizacion.

En cuanto a la evolucion de las flores de Caiophora polinizadas por colibries,
notese que la forma de los estadios juveniles del desarrollo de las especies basales al
género (fig.2), se corresponde con los aspectos morfolgicos dptimos para la polinizacién
mediada por colibries. Los pétalos se encuentran con el unguiculo (la parte inferior)
retraido (lo que se corresponde con corolas cerradas) y los estaminodios sobresalen
marcadamente por encima de la escama (fig.2). Estas caracteristicas se revierten hacia
rasgos mas propicios para la polinizacion mediada por himendpteros (unguiculos
expandidos, por ende corolas abiertas, y estaminodios que no sobresalen mucho por
encima de la escama) a medida que las estructuras aumentan de tamafio (fig. 2). Sin
embargo, la polinizacion mediada por colibries se beneficia de las caracteristicas juveniles
antes mencionadas siempre y cuando las flores sean de gran tamafio (por ende pétalos,
escamas y estaminodios): so6lo las flores de gran tamafio se encuentran en condiciones de
producir los néctares altamente energéticos requeridos por estos polinizadores (Fenster et

al., 2006; Ornelas et al., 2007). Estas combinaciones de forma y tamafio asociadas a la
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polinizacién mediada por colibries se pueden observar en la fig.3. La inexistencia de la
combinacion de forma y tamafio dptima para la polinizacién mediada por colibries a lo
largo de la trayectoria ontogenética ancestral podria explicar el requerimiento de variantes
por fuera de los limites la ontogenia ancestral durante la radiacion adaptativa de

Caiophora.

81



DISCUSION GENERAL

Algunos de los resultados del Capitulo Il de esta tesis sugieren que en el género
subandino Caiophora (Loasoideae, Loasaceae) la morfologia de dos estructuras florales
involucradas en el mecanismo de polinizacion (la corola y la escama nectarifera)
evoluciono en el contexto de una radiacion adaptativa. Esta diversificacion macada habria
comenzado a finales del Oligoceno (Shenk y Hufford, 2010), momento que coincide con la
llegada de un nuevo polinizador, el colibri, a Sudamérica (McGuire, 2014). Luego se
habria potenciado por el levantamiento andino abrupto ocurrido entre el Mioceno medio y
el Plioceno y los cambios climaticos que éste trajo aparejados (Mulch et al., 2010). La
orogenia andina durante dicho periodo es considerada uno de los eventos mas importantes
que explican la diversificacion de los linajes de angiospermas que habitan actualmente a

grandes alturas en los Andes sudamericanos (Luebert y Weigend, 2014).

Dado que la variacion sobre la cual actta la seleccion se origina y es posiblemente
sesgada por el desarrollo (Capitulo 1), resulta interesante hacerse preguntas acerca de la
relacion entre la ontogenia floral y los patrones de diversificacion adaptativa en
angiospermas. Dicha pregunta resulta particularmente interesante en el contexto de una
radiacion adaptativa, donde la generacion de variacion novedosa ocurre de manera rapida.
La evolucion de la morfologia floral en respuesta a un determinado tipo de polinizador
¢tiene como base un mismo programa de desarrollo? ¢Las radiaciones adaptativas, se
encuentran sesgadas por la variaciéon provista a lo largo de la trayectoria de desarrollo

ancestral?

Las relaciones de forma y tamafio a lo largo de la ontogenia ancestral no habrian
sesgado la diversificacion de Caiophora (Capitulo V). La diversificacion de este género
habria requerido la generacion de variacion morfoldgica por fuera del patrén de desarrollo
ancestral. En el género Caiophora, cuya radiacion adaptativa se asocia con la llegada del
colibri a Sudamérica, la polinizacion mediada por estos agentes habria requerido la
evolucion de combinaciones de forma y tamafio florales que no estaban presentes a lo largo
de la ontogenia ancestral (flores con forma “juvenil” pero de gran tamafio). Cada vez mas
evidencia demuestra que la seleccion natural en ambientes selectivos estables (donde un

solo optimo resulta favorecido) favorece la evolucion de sistemas de desarrollo que sean
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robustos a las fluctuaciones ambientales (e.g. temperatura) y a la mutacion. (Jablonka y
Lamb, 2006; Capitulo I). No obstante, si ocurre un cambio importante y repentino en el
ambiente selectivo (una situacion frecuente en el contexto de las radiaciones adaptativas)
algunas de las variantes de desarrollo menos robustas a estas perturbaciones pueden
proveer una fuente de variacion para hacer frente a los nuevos desafios (Pfennig et al.,
2012). En tal situacion, el desarrollo promedio del linaje se desviaria de su curso original,
dando lugar a nuevas trayectorias de desarrollo, las cuales comienzan a estabilizarse en
torno a un nuevo 6ptimo (Jablonka y Lamb, 2006). Una vez que esto ocurre, el patron de
desarrollo ancestral se pierde (Hansen, 2006). Segin Barrett (2013) esta pérdida del
programa de desarrollo ancestral podria explicar la escases de reversiones en rasgos
fenotipicos que atafien al sistema reproductivo de las angiospermas (ya sea al sindrome, al
sistema de entrecruzamiento o al grado de generalismo) una vez que ocurrio una transicion
en alguno de estos aspectos. Es interesante destacar que en Caiophora tampoco se
observan reversiones hacia las estrategias de polinizacion ancestrales una vez que

ocurrieron transiciones en el sindrome (Capitulo I1).

Si bien segun los resultados del Capitulo IV la trayectoria de desarrollo floral no
responde a la seleccion mediada por polinizadores, la no significancia de estos resultados
podria deberse a que la diversificacion de Caiophora es muy reciente. Esta diversificacion
reciente opacaria el efecto de los polinizadores sobre la morfologia de distintas especies de
Caiophora, ya que las diferencias morfoldgicas entre Caiophora y sus especies basales
serian mucho mas marcadas, debido a la mayor distancia evolutiva que las separa. Los
resultados de este capitulo arrojan indicios de que la heterocronia podria haber facilitado la
evolucion de la polinizacion mediada por colibries en Caiophora (a través de la
pedomorfosis, o retencion de caracteristicas juveniles), asi como también la evolucion de la
polinizacién mediada por roedores (a través de la peramorfosis, o sobre-desarrollo de los
rasgos). En ese sentido, el patron de desarrollo ancestral encontrado en la forma (no en la
relacion entre la forma y el tamafio) del pétalo y del complejo escama-estaminodios, podria
haber sesgado y facilitado la evolucion de la ornitofilia y de la polinizacion mediada por
roedores en Caiophora. Considerando lo discutido en el Capitulo I, hacer uso de la
variacion provista de antemano a lo largo de la trayectoria de desarrollo ancestral puede
constituir una ventaja, ya que no implica una desestructuracion de la secuencia del
desarrollo y los riesgos que ésta podria traer aparejada para otros estadios ontogenéticos o

niveles de organizacion bioldgica. Correr por esta via “facil” seria sin embargo posible
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solo si el desarrollo ancestral pone a disponibilidad de la seleccion morfologias que

permitan hacer frente a los nuevos desafios ambientales.

CONCLUSIONES PARTICULARES

e La morfologia floral del género Caiophora (Loasoideae, Loasaceae) habria

evolucionado en el contexto de una radiacion adaptativa.

e Una compensacion (trade-off) entre la polinizacion mediada por himenopteros y la
mediada por colibries estaria involucrada en la optimizacion de la morfologia floral

de Caiophora.

e La seleccion mediada por polinizadores no afectaria la forma de la trayectoria

ontogenética.

e La radiacion adaptativa de la morfologia floral de Caiophora no habria estado

sesgada por la trayectoria de desarrollo ancestral.

CONCLUSION GENERAL

La diversificacion de la morfologia de las flores desplegadas de Loasoideae en
respuesta a la seleccién mediada por polinizadores, posiblemente ocurrié en el contexto de
una radiacion adaptativa. La ontogenia de Loasoideae no respondié a la seleccion mediada
por polinizadores (si bien este resultado podria deberse a la reciente diversificacion de
Caiophora). Sin embargo, podria decirse que la heterocronia de la forma floral habria
facilitado la evolucién hacia la polinizacion mediada por colibries (pedomorfosis) y por
roedores (peramorfosis) en Caiophora. Las relaciones de forma y tamario presentes a lo
largo de la trayectoria de desarrollo ancestral no sesgaron la diversificacion adaptativa de

la morfologia floral en Caiophora.
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APORTES DE LA TESIS

El primer aporte de esta tesis es una propuesta tedrica acerca de como la ontogenia
floral y el hecho de que las flores desempefien una funcion colectiva dentro de las
inflorescencias podrian estar sesgando la diversificacion morfoldgica de las flores. Por otra
parte esta tesis brinda propuestas metodologicas de facil implementacion que permiten
indagar acerca de la relacion que existe entre la diversificacion morfoldgica de las flores y
la ontogenia de éstas. Estas propuestas incluyen, entre otras herramientas, el uso de la
morfometria geométrica. Esta herramienta permite la obtencion de variables que describen
la forma y el tamafio de diferentes estructuras florales a lo largo de su ontogenia y también
posibilita la busqueda de patrones y el analisis estadistico de dichas variables con la
incorporacion de informacion filogenética. Es importante destacar que esta tesis incluye
uno de los primeros trabajos en que la macroevolucion floral se modela utilizando
morfometria geométrica (Capitulo 11) y el primero en el que dicha herramienta se utiliza

para describir y explorar la evolucion de la ontogenia floral (Capitulos IV y V).
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APENDICE

Apéndice 1. Nimeros de acceso en Genbank de las secuencias plastidicas matK y trnL-trnF de las especies de Loasaceae

utilizadas para confeccionar la filogenia del Capitulo I1.

No. Acceso GenBank

Especie matK trnL-trnF

Aosa rostrata AY781437 AY781512
Blumenbachia hieronymii AY250186 AY254226
Blumenbachia latifolia AF503324 AY254227
Blumenbachia silvestris KM349823 AY285684
Caiophora canarinoides AF503325 AY254231
Caiophora carduifolia AF503328 AY254232
Caiophora cernua KM349821 KM349825
Caiophora chuquitensis AF503329 AY254233
Caiophora circiifolia AF503327 AY254235
Caiophora clavata AY254060 AY254236
Caiophora coronata AY781442 AY781516
Caiophora dumertorum KM349822

Caiophora eichlerii AY781443 AY781517
Caiophora hibiscifolia AY781444 AY781518
Caiophora lateritia JF308701

Caiophora macrocarpa AY781445 AY781519
Caiophora nivalis KM349824 AY388480
Caiophora stenocarpa AY781446 AY781520
Loasa acerifolia KM349820 AY285697
Loasa bergii AY781449 AY781523
Loasa elongata AY781450 AY781524
Loasa gayana AY781452 AY781526
Loasa heterophylla AY254066 AY285702
Loasa malesherbioides AF503318 AY254251
Loasa nana AY781454 AY781528
Loasa pallida AF503322 AY254252
Mentzelia albescens AY254068 AY254254

Presliophytum arequipense AY254091 AY254293
Presliophytum heucherifolium  AY254092 AY254294
Presliophytum incanum AY254093 AY254295
Scyphanthus elegans AF503334 AY254298
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