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RESUMEN

La seleccion mediada por polinizadores es un impulsor importante en la
diversificacion morfologica de las flores, no obstante, estas variaciones en los
caracteres florales también pueden producirse por distintos mecanismos durante el
desarrollo. En este trabajo, llevamos a cabo un analisis comparativo del desarrollo
de las flores de dos especies cercanas filogenéticamente, pero con diferentes
gremios de polinizadores y longitudes contrastantes de sus tubos corolinos: Salvia
guaranitica A. St.-Hil. ex Benth. y Salvia stachydifolia Benth. Para ello,
caracterizamos sus trayectorias ontogenéticas y examinamos los patrones de
proliferacion y crecimiento celular durante la morfogénesis floral. Nuestros
resultados muestran que en ambas especies el tubo corolino crece mas
rapidamente en relacion al labio superior de la corola. Por otro lado, las trayectorias
ontogenéticas no difieren entre especies, excepto en su extensién. Encontramos
que en ambas especies el crecimiento del tubo corolino es explicado por la
proliferacion celular en etapas tempranas y por el crecimiento anisotropico de sus
células durante todo el desarrollo. Asimismo, las diferencias entre las longitudes
contrastantes de sus tubos corolinos son explicadas por el mayor nimero de células
en S. guaranitica. Ademas, encontramos diferencias en el patron de crecimiento
anisotrépico entre las células basales, medias y distales del tubo corolino en ambas
especies. Nuestros resultados sugieren que la diferenciacion de estas dos especies
habria ocurrido por escalamiento ontogenético, es decir, la extension o reduccién
de las trayectorias ontogenéticas involucrando mecanismos similares de
proliferacion y crecimiento celular. En consecuencia, la divergencia adaptativa entre
las flores de estas especies pudo haber ocurrido sin cambios significativos en los
patrones basicos de desarrollo. Este trabajo pone en relieve los procesos de
desarrollo en la evolucion floral, y como las transiciones entre distintos sindromes
florales pueden producirse a través de cambios relativamente simples durante el

desarrollo.

Palabras clave: Salvia, polinizadores, desarrollo, proliferacion celular, crecimiento

anisotropico.



1| INTRODUCCION

La seleccibn mediada por polinizadores es considerada uno de los
impulsores mas importantes en la evolucion y diversificacion morfolégica de las
plantas con flores (van der Niet & Johnson 2012; Armbruster et al. 2014; van der
Niet et al. 2014) y puede resultar en un conjunto de caracteres florales relacionados
con grupos de polinizadores especificos, denominados sindromes de polinizacion
(Fenster et al. 2004; Dellinger 2020). Estos caracteres florales especializados
permiten establecer relaciones estrechas con ciertos polinizadores, favoreciendo el
aislamiento reproductivo y la diversificacion (Anderson et al. 2014; Serrano-Serrano
2017; Minnaar et al. 2019). A su vez, los cambios en la morfologia de las flores se
encuentran comunmente asociados a transiciones entre grupos diferentes de
polinizadores (Smith & Kriebel 2017; Mackin et al. 2021). Si bien los sistemas de
polinizacion tienen una notable influencia en la evolucién floral, los mecanismos
ontogenéticos también son relevantes en los procesos evolutivos (Klingenberg
1998), dado que modificaciones relativamente simples durante las trayectorias de
desarrollo pueden conducir a cambios significativos en la morfologia de las flores
(De Craene 2018). Por otro lado, también pueden limitar la evolucién de ciertos
fenotipos florales. De esta forma, el desarrollo floral puede facilitar o restringir las
transiciones entre diferentes sistemas de polinizacion. A pesar de la importancia
ecoldgica y evolutiva de los mecanismos de desarrollo, se conoce poco sobre los
procesos que subyacen a los cambios morfolégicos asociados a transiciones entre
distintos polinizadores.

La evolucién se encuentra estrechamente relacionada a la ontogenia, dado
que los cambios que ocurren en los procesos de desarrollo pueden producir
variaciones en los caracteres florales, y dichas variaciones representan la materia
prima para que la evolucién ocurra (Gould 1977; Klingenberg 1998). Por otra parte,
los cambios vinculados con los procesos de desarrollo también pueden favorecer o
restringir la evolucion floral en distintas direcciones (Wessinger & Hileman 2016).
Para estudiar la conexion entre el desarrollo y la evolucion se han utilizado distintos

marcos conceptuales. Uno de ellos es la heterocronia, que se define como los



cambios evolutivos en las tasas y tiempos de los procesos de desarrollo (Smith
2003; Buendia-Monreal & Gillmor 2018; De Craene 2018). En un sentido amplio, los
cambios heterocronicos durante el crecimiento de los dérganos florales implican
cambios en el tiempo relativo de iniciacion o terminaciéon de los procesos de
desarrollo, y pueden constituir un factor subyacente importante en la diversidad
fenotipica de distintos grupos de plantas y en la evolucion asociada a la polinizacién
(Kostyun et al. 2017; Chinga et al. 2021; Lovo et al. 2021). Por otro lado, cambios
evolutivos en el tamafio y forma durante el desarrollo se manifiestan en los patrones
de alometria ontogenética, es decir, la asociacion entre tamafio y forma durante el
desarrollo (Klingenberg 2016). La alometria difiere fundamentalmente de la
heterocronia en que no incluye explicitamente la dimension temporal en su analisis,
y ambos marcos conceptuales se focalizan en los cambios en la ontogenia sin
especificar los mecanismos exactos de desarrollo que producen dichos cambios
(Klingenberg 2016).

Una vez que se inicia la formacion de un 6rgano floral, comienza el proceso
de morfogénesis, durante el cual experimenta cambios en su forma y tamafio a lo
largo del tiempo. Los patrones de crecimiento durante este proceso determinan las
dimensiones y la forma final de los distintos érganos florales (Shan et al. 2019).
Entre los mecanismos celulares basicos que actian durante la morfogénesis se
encuentran la proliferacién, expansion vy diferenciacion de células, y el
establecimiento de polaridades en el 6rgano floral (Harashima & Schnittger 2010;
Moyroud & Glover 2017). De todos ellos, la proliferacién y expansion celular son
considerados los méas importantes en el crecimiento de los oOrganos florales
(Walcher-Chevillet & Kramer 2016). Estos procesos y sus interrelaciones durante el
crecimiento han sido estudiados en espolones nectariferos, caracteristicos de
algunos géneros como Pelargonium (Geraniaceae; Tsai et al. 2018), Aquilegia
(Ranunculaceae; Puzey et al. 2012; Zhou et al. 2019) y Linaria (Plantaginaceae;
Cullen et al. 2018). Por otro lado, también se han examinado las variaciones en la
longitud de tubos corolinos en Petunia (Solanaceae; Stuurman et al. 2004),
Saltugilia (Polemoniaceae; Landis et al. 2016), Pedicularis (Orobanchaceae; Wang

& Huang 2017) y mas recientemente en Mimulus (Phrymaceae; Gurung et al. 2021).
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En todos los casos, las contribuciones de cada proceso celular durante el desarrollo
de las distintas estructuras florales varian considerablemente, y contindan siendo
pocos los taxa donde se hayan evaluado los mecanismos ontogenéticos que

subyacen a las variaciones en las longitudes de la corola.

Los linajes evolutivos mas diversos y aquellos grupos que poseen caracteres
florales especializados son importantes como modelos de estudio para investigar la
diversificacion floral (Shan et al. 2019). Salvia L. es el género mas grande de
Lamiaceae y uno de los mas reconocibles entre las plantas con flores (Drew 2020).
Comprende unas 1000 especies de distribucién casi cosmopolita, que presentan
una enorme diversidad floral, lo que lo convierte en un grupo ideal para poner a
prueba hipétesis sobre la evolucion de estas estructuras (Drew et al. 2017). Las
flores en Salvia son vistosas y presentan pétalos fusionados en un espectro que va
desde corolas tubulares angostas a corolas fuertemente bilabiadas y abiertas
(Kriebel et al. 2020). Mas de la mitad de las especies de Salvia pertenecen al
subgénero Calosphace, endémico de América. Las especies dentro de este grupo
son particularmente variables en cuanto a su morfologia floral y coloracion
(Gonzéalez-Gallegos et al. 2020). Por otro lado, la mayor parte de las mismas son
polinizadas por abejas y en menor medida colibries, y esta diferencia de los
principales grupos de polinizadores se refleja en la morfologia floral (Fragoso-
Martinez et al. 2018; Benitez-Vieyra et al. 2019; Kriebel et al. 2020).

En este trabajo examinamos dos especies del género con diferentes gremios
de polinizadores y longitudes contrastantes de sus tubos corolinos: Salvia
guaranitica A. St.-Hil. ex Benth. y Salvia stachydifolia Benth. Ambas especies
pertenecen ademas al “Clado Sudamericano” dentro de Calosphace (Fragoso-
Martinez et al. 2018). Salvia guaranitica presenta caracteres propios de la
polinizacién por aves (ornitofilos), como tubos corolinos largos, con entradas
angostas y sin plataformas (labios inferiores cortos o reflexos) mientras que S.
stachydifolia presenta caracteres propios de la polinizacién por abejas (melitéfilos),
con un labio inferior prolongado que actua de plataforma y un labio superior que

esconde las anteras, junto a un tubo corolino de menor longitud (Wester & Clal3en-



Bockhoff 2011; Barrionuevo et al. 2021). En este trabajo proponemos que las
diferencias en las longitudes relativas de los tubos corolinos entre estas especies
se deben a cambios alométricos en las trayectorias ontogenéticas, debidos a
diferencias en los procesos de proliferacion y/o crecimiento y elongacion celular.
Los objetivos son comparar dichas trayectorias e identificar los procesos
subyacentes a las distintas morfologias entre S. guaranitica y S. stachydifolia,

analizando el crecimiento del tubo corolino y los procesos celulares involucrados.

2 | OBJETIVOS
2.1 | Objetivo general
Comparar el desarrollo del tubo corolino de S. guaranitica y S. stachydifolia, dos
especies con diferentes gremios de polinizadores.
2.2 | Objetivos particulares
(1) Determinar los polinizadores de S. guaranitica y S. stachydifolia a través de

bibliografia y el registro de visitas florales.

(2) Caracterizar las trayectorias ontogenéticas, es decir, el tamafio relativo de

los 6rganos florales en diferentes etapas de desarrollo.

(3) Medir y comparar el tamafio de las células epidérmicas de los tubos corolinos

de ambas especies.

(4) Contabilizar y comparar la cantidad de células epidérmicas de los tubos

corolinos.

3 | MATERIALES Y METODOS

3.1 | Sistema de estudio



Salvia guaranitica A. St.-Hil. ex Benth. es una especie nativa del sur de Brasil,
Paraguay, Uruguay y Argentina. Son arbustos o sufritices de hasta 2 m. de altura.
Presentan flores pediceladas agrupadas en verticilastros de 6-10 flores, reunidos en
pseudoracimos terminales laxos, de 10-20 cm. Las flores poseen corola color azul
o violeta, de 35-50 mm., tubo corolino de 20-30 mm., pubescente en la mitad
superior externa; labio superior de 10-20 mm., concavo, emarginado; labio inferior
de 7-18 mm., trilobado (O’Leary & Moroni 2016; Figura 1a).

Salvia stachydifolia Benth. es una especie que se distribuye en Bolivia y el
noroeste de la Argentina. Son sufritices de hasta 2,5 m. de alto. Presentan flores
pediceladas agrupadas en verticilastros de 6-12 flores reunidos en pseudoracimos
terminales densos, de 15-20 cm. Poseen corola de color azul-violeta, de 13-25 mm.,
tubo giboso en el dorso, pubescente en la mitad superior dorsal, de 12 mm.; labio
superior de 7 mm., concavo, emarginado, pubescente; labio inferior glabro de 9
mm., habitualmente con una méacula blanca (O’Leary & Moroni 2016; Figura 1b).

Para llevar a cabo este estudio, examinamos los pimpollos y flores en
inflorescencias colectadas pertenecientes a 10 individuos de cada especie y
conservadas en medios con etanol 70% y/o FAA (formol, alcohol etilico y acido
acético). Las muestras de flores y pimpollos de S. stachydifolia que utilizamos en
este trabajo provienen originalmente de poblaciones silvestres localizadas en Tafi
del Valle (Tucuman), que fueron cultivadas en el umbraculo del Instituto
Multidisciplinario de Biologia Vegetal (Cordoba). Por su parte, las muestras de S.
guaranitica provienen de cultivos en el mismo instituto y distintas poblaciones
naturalizadas cercanas a la ciudad de Cérdoba (Rio Ceballos, La Calera 'y Agua de
Oro). En todos los casos, se procur6é que cada muestra proviniera de un individuo
genéticamente diferente. En el caso de S. stachydifolia, los individuos pertenecen a
diferentes familias clonales, las cuales a su vez provienen de diferentes individuos
colectados en el campo. En el caso de S. guaranitica, debido a que esta especie
puede multiplicarse de forma asexual mediante rizomas, las muestras fueron
colectadas en diferentes poblaciones, o bien en individuos localizados al menos con

10 m de distancia, en el caso de provenir de la misma poblacion.



Figura 1 | Sistema de estudio: a) Salvia guaranitica polinizada por Heliomaster furcifer (Shaw,
1812) (Rio Ceballos, Cdrdoba); b) Salvia stachydifolia polinizada por Anthophora paranaensis
(Holmberg, 1903) (Tafi del Valle, Tucuman) [Fotografias: S. Benitez-Vieyral.




3.2 | Registro de polinizadores

Para constatar la identidad de los gremios de polinizadores de ambas
especies, llevamos a cabo una revision bibliografica exhaustiva y realizamos
observaciones a campo en diferentes momentos de la época de floracion. En el
caso de S. stachydifolia contamos con datos aportados por observaciones
realizadas en trabajos anteriores en la misma poblacion de donde provienen las
plantas cultivadas donde se colecto el material vegetal (Barrionuevo et al. 2021).
Para S. guaranitica, si bien es considerada una planta polinizada por colibries
(Wester & ClaRen-Bockhoff 2011), no cuenta con registros sistematicos de sus
polinizadores. Por ello, registramos la tasa de visitas (niumero de visitas - numero
de flores? - minutos) durante 21 periodos de media hora entre las 7:00 h. y las
19:00 h., durante el verano y el otofio 2021/2022 en poblaciones naturalizadas en

las ciudades de Salsipuedes y Rio Ceballos (Cdrdoba).

3.3 | Caracterizacién de las trayectorias ontogenéticas

Para analizar las trayectorias ontogenéticas colectamos 100 pimpollos de
distintos tamarfios y flores desplegadas por especie (diez por individuo; nueve
pimpollos y una flor desplegada) que se conservaron en etanol 70% hasta su
medicién. En el caso de los pimpollos de S. stachydifolia, se conoce que
experimentan un crecimiento explosivo antes de su apertura (C. Barrionuevo com.
pers.) por lo que el muestreo que realizamos no incluyé pimpollos en esa etapa por
la brevedad de su duracion. Para llevar a cabo las mediciones y poder realizar las
comparaciones entre los pimpollos y las flores, tomamos fotografias de los mismos
junto a una escala de referencia, utilizando una lupa con camara digital (Leica M420
con camara Sony CCD lIris) y una camara réflex (Nikon D90 con lente Micro Nikkor
105 mm) adosada a un soporte vertical para las muestras de mayor tamafo. En
cada uno de los pimpollos y flores desplegadas, medimos las siguientes
dimensiones: largo del tubo corolino (LTC) y largo del labio superior de la corola
(LLS). Debido a que el labio inferior de la corola se encuentra replegado dentro del

pimpollo, no se lograron tomar las dimensiones del mismo. Las mediciones se



realizaron sobre las fotografias digitales utilizando el software ImageJ 1.53e
(Rasband 1997).

Las trayectorias ontogenéticas se estimaron como las rectas de regresion
entre el logaritmo natural del largo del tubo corolino en funcion del logaritmo natural
del largo del labio superior de la corola (Huxley 1932; Klingenberg 2016), obtenidas
mediante modelos lineales mixtos a través de la funcién Imer del paquete Ime4
v.1.1-30 (Bates et al. 2015). En estos modelos, la especie se introdujo como factor
fijoy el individuo como factor aleatorio. Se utilizé el criterio de informacién bayesiano
(BIC) para elegir la mejor estructura aleatoria. Por otra parte, para determinar si las
trayectorias ontogenéticas difieren entre S. guaranitica y S. stachydifolia,
comparamos mediante una prueba de cociente de verosimilitudes un modelo con
interaccidn entre la especie y las variables morfolégicas y un modelo solo con
términos aditivos. Todos los andlisis estadisticos fueron realizados en R (R Core
Team 2022).

3.4 | Patrones de proliferacion celular

Para analizar los patrones de proliferacién celular durante el desarrollo del
tubo corolino, colectamos cuatro pimpollos de diferentes tamafos y una flor
desplegada en cinco individuos por especie (n=25 por especie) que se conservaron
en FAA hasta su medicion. Los pimpollos y las flores fueron disectados bajo lupa de
tal manera que quedara expuesto el lado dorsal externo del tubo corolino para poder
observar las células epidérmicas abaxiales. Se realizaron coloraciones simples
aplicando safranina al 1% sobre el material disectado durante aproximadamente 1
minuto. Posteriormente se lavd el material con alcohol 70% y se montaron los
preparados sobre portaobjetos utilizando glicerina. Las mediciones se llevaron a
cabo sobre fotografias digitales tomadas con microscopio 6ptico (Zeiss Axiophot
con camara Leica DFC300 FX) utilizando el software ImageJ 1.53e (Rasband 1997)
y fotografias de un portaobjetos graduado (divisiones de 0.01 mm) tomadas a
diferentes aumentos como escala de referencia. Para poder medir la longitud
aproximada del tubo corolino y contar el nimero de células en toda su extension,

se tomaron series de fotografias superpuestas a lo largo de los preparados
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histolégicos que fueron ensambladas empleando el software GIMP 2.10.28 (The
GIMP Development Team 2019) para obtener las imagenes panoramicas de los
pimpollos y flores desplegadas que fueron utilizadas para examinar los procesos

celulares (Figura 3: ay b).

Para determinar el numero de células (NC) a lo largo de los tubos corolinos,
seleccionamos para cada uno de los pimpollos y flores desplegadas una fila de
células epidérmicas ubicadas sobre el haz vascular del filamento del estambre, que
se encuentra inserto en la corola y se ubica proximo a la comisura entre el labio
superior e inferior de la misma (Figura 2; Figura 3: a y b). Las células fueron
contabilizadas utilizando el plug-in “Cell Counter” de Image J, siguiendo la fila desde
la base del tubo corolino hasta la sitio de insercion del estambre en la corola. La
longitud base-insercién del estambre (LBI) fue utilizada como medida estandarizada
del tamafio de los pimpollos y flores desplegadas. Esta fue determinada utilizando
como referencia el haz vascular desde la base de la corola hasta el sitio donde el
filamento del estambre se separa de la corola (Figura 3: a y b). Para caracterizar
los patrones de proliferacion celular estimamos la relacion entre el numero de
células y el logaritmo de la longitud base-insercién del estambre utilizando modelos
aditivos generalizados mixtos utilizando el paquete de R gamm4 (Wood et al. 2017),
donde la especie se introdujo como factor fijo y el individuo como factor aleatorio.
Se utilizé estructura de errores Poisson, ya que la variable respuesta era un conteo.
Se consider6é como mejor modelo aquel con menor valor del criterio de seleccién de
suavidad, obtenido mediante validacion cruzada (“‘minimized value of the

smoothness selection criterion” utilizando el paquete gamm4 4 v.0.2-6).

3.5 | Patrones de crecimiento celular

En las mismas muestras utilizadas en la seccidon anterior, examinamos el
tamafio de las células durante el desarrollo del tubo corolino. Para ello,
seleccionamos al azar en cada pimpollo y en las flores desplegadas 15 células
epidérmicas ubicadas sobre el haz vascular del filamento del estambre (375 células

en total por especie). Las 15 réplicas fueron medidas sobre las regiones basal,
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media y distal del tubo corolino (cinco células contiguas por cada region) (Figura 2).
Para cada célula medimos el largo (L) y ancho (W). El largo de las células fue
medido como la distancia entre las paredes celulares paralela al eje longitudinal del
haz vascular del filamento del estambre, mientras que el ancho se midié como la
distancia perpendicular al eje longitudinal. Ademas, caracterizamos visualmente la
forma de las células para detectar aquellas con formas de “puzzle” (como las
observadas en Landis et al. 2016). Para caracterizar los patrones de crecimiento
celular estimamos las relaciones entre entre el logaritmo de la longitud base-
insercion del estambre y a) el largo de las células; b) el ancho de las células y c) la
razon largo/ancho de las células. Se utilizaron modelos aditivos generales mixtos
utilizando el paquete de R gamm4 v.0.2-6 (Wood et al. 2017), donde la especie y la
region se introdujeron como factores fijos y el individuo como factor aleatorio. Se
consider6é como mejor modelo aquel con menor valor del criterio de seleccion de
suavidad (“minimized value of the smoothness selection criterion” en gamm4). Los
graficos para las trayectorias de desarrollo y los procesos celulares fueron
generados con el paquete de R ggplot2 v.3.2.1 (Wickham et al. 2016).

labio superior

estilo teca fértil

tubo corolino — estigma

conectivo

teca estéril

5 mm /
labio inferior

Figura 2 | Esquema de las partes de una flor desplegada de S. stachydifolia. La linea azul
representa la ubicaciéon del haz vascular del filamento del estambre. La estrella roja es el sitio de
insercion del filamento del estambre en la corola. Los cuadrados a, b y ¢ representan los sitios donde
se midieron las células de las regiones basal, media y distal, respectivamente.
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Figura 3 | Células epidérmicas del tubo corolino en pimpollos de a) S. guaranitica y b) S.
stachydifolia. La imagen superior de cada panel es la imagen panoramica de los tubos corolinos. La
estrella amarilla marca el sitio de insercion del estambre en la corola. Las imagenes inferiores
izquierda, centro y derecha en cada panel representan las células en las regiones basal, media y
distal de los tubos corolinos, respectivamente.
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4 | RESULTADOS

4.1 | Determinacién de los gremios de polinizadores

Los trabajos realizados sobre polinizacion en distintas especies de Salvia y,
particularmente en S. guaranitica, indican que la especie es polinizada
principalmente por colibries, en base a sus caracteres florales (Wester & Clal3en-
Bockhoff 2007, 2011), pero estas autoras no proveen registros sistematicos de
visitantes florales para esta especie. Nuestros resultados muestran que S.
guaranitica es polinizada exclusivamente por distintas especies de colibries en
poblaciones naturalizadas de la provincia de Cordoba, y que las especies de
polinizadores varian en su presencia en distintas épocas de floraciéon (Figura 1a;
Tabla 1). Salvia stachydifolia posee caracteristicas propias de la polinizacién por
abejas (Wester & ClaRen-Bockhoff 2011). Trabajos mas recientes también indican
que la especie es polinizada principalmente por este gremio en la poblacién de
donde proviene el material colectado (Barrionuevo et al. 2021), siendo los
principales polinizadores Bombus opifex y Anthophora paranaensis (Figura 1b),

aungue también se registraron visitas del colibri Sappho sparganura.

Verano 2021/2022 Otofio 2022
Visitas - flor! Porcentaje | Visitas - flor!- Porcentaje
-h1(xD.E) de visitas hl(xD.E.) de visitas

Visitantes florales

Sappho sparganura 0 0 0,191+ 0,378 67,98%
Chlorostilbon lucidus 0,182 + 0,445 17,79% 0,007 + 0,280 2,56%
Heliomaster furcifer | 0,840 £ 0,437 82,21% 0,083 + 0,221 29,46%

Tabla 1 | Tasas de visitas florales de tres especies de colibries en poblaciones naturalizadas de S.
guaranitica en Rio Ceballos y Salsipuedes (Cdordoba).
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4.2 | Andlisis de la alometria ontogenética

En lamadurez, la longitud total del tubo corolino y el labio superior de la corola
(x d.e, n = 10) de S. guaranitica fue de 25,179 £ 2,716 mm y 15,253 £ 1,781 mm,
respectivamente. Para S. stachydifolia estas longitudes fueron de 9,682 + 0,617 mm
y 6,086 £ 0,367 mm (n = 10), respectivamente. Encontramos que tanto la pendiente
como la ordenada al origen de las trayectorias ontogenéticas no difieren
significativamente entre las especies (test de cociente de verosimilitud; x> = 0,604;
P =0,437; Figura 4), lo que indica que los patrones encontrados para el crecimiento
del tubo corolino y el labio superior de la corola son esencialmente idénticos entre
las dos especies. A su vez, observamos que la pendiente de la trayectoria
ontogenética de ambas especies presenta un valor mayor a 1 (B1 £ e.e. = 1,050 +
0,013), lo que indica que las tasas de crecimiento del tubo corolino son ligeramente
mayores que la del labio superior de la corola. Por otra parte, encontramos que la
trayectoria ontogenética de S. guaranitica se prolonga en relacion a la trayectoria
de S. stachydifolia (Figura 4).

log (LTC)

S. stachydifolia

=& S. guaranitica

o«
N

log (LLS)

Figura 4 | Alometria bivariada entre el logaritmo natural del largo del tubo corolino (LTC) y el logaritmo
natural del largo del labio superior de la corola (LLS) en S. guaranitica 'y S. stachydifolia. Los circulos rellenos
indican mediciones sobre pimpollos y los vacios mediciones sobre flores desplegadas. Las lineas continuas
indican las rectas de regresién obtenidas mediante un modelo lineal general mixto. Las lineas punteadas

corresponden a los valores maximos y minimos de los efectos aleatorios sobre las rectas de regresion.
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4.3 | Patrones de proliferacion y crecimiento celular

4.3.1 | Numero de células

Encontramos marcadas diferencias en el numero de células epidérmicas de
los tubos corolinos entre las especies. Por un lado, el numero de células en S.
guaranitica fue siempre mayor al nimero de células presentes en S. stachydifolia
en todos los estadios de desarrollo de los tubos corolinos. En las flores desplegadas,
el numero promedio de células presentes en S. guaranitica fue de 253,8 + 21,6,
mientras que en S. stachydifolia fue de 107,8 + 6,9 células. Por otra parte, el
incremento en el nimero de células durante el desarrollo es significativamente
mayor en S. guaranitica, donde encontramos un aumento de hasta
aproximadamente 100 células entre los pimpollos de estadios tempranos y las flores
desplegadas, mientras que en S. stachydifolia este aumento fue de hasta

aproximadamente 40 células. En ambas especies se observa que el incremento en

2504

200 4

-+ 5. guaranitica

NC

5. stachydifolia
1504

1004

H g 10
log (LBI)

Figura 5 | Nimero de células (NC) en relacién al logaritmo de la longitud base-insercién (LBI) del
estambre en el tubo corolino en Salvia guaranitica y S. stachydifolia. Los circulos rellenos indican
mediciones sobre pimpollos y los vacios mediciones sobre flores desplegadas. Las lineas indican las
curvas ajustadas mediante modelos aditivos generalizados mixtos con estructura de errores Poisson.
Las areas sombreadas corresponden a £ 1 E. E. Bayesiano.
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el numero de células se produce principalmente durante los estadios tempranos,
deteniéndose hacia los estadios finales. Sin embargo, en S. guaranitica se observa
proliferacion hasta que se alcanza aproximadamente la mitad de la longitud final del
tubo corolino, mientras que en S. stachydifolia este proceso se detiene a una

longitud menor (Figura 5).

a)

Figura 6 | Células epidérmicas en forma de “puzzle” en a) S. stachydifolia y b) S. guaranitica.

4.3.2 | Tamafio y forma de las células

Observamos en ambas especies la presencia de células en forma de
“‘puzzle”, principalmente en los capullos mas avanzados vy las flores desplegadas.
Ademas, estas ceélulas se encontraron ubicadas predominantemente en la region
distal del tubo corolino (Figura 6). Por otra parte, encontramos diferencias en la
longitud de las células entre las especies y entre las distintas regiones del tubo
corolino en cada especie. Por un lado, observamos que las células basales, medias
y distales presentan una mayor longitud en S. stachydifolia en comparacién con las
células en S. guaranitica durante la mayor parte del desarrollo. Asimismo, en las
flores desplegadas la longitud de las células de las distintas regiones es similar entre
las especies. En S. stachydifolia las células basales presentan una mayor longitud
que las células medias y distales durante todo el desarrollo. Por otro lado, los
patrones encontrados para el incremento en longitud son similares entre las células

de las distintas regiones del tubo corolino. En S. guaranitica, se observa el mismo
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Figura 7 | Relacion entre el logaritmo del a) largo (L), b) ancho (W), y ¢) proporciéon largo/ancho (L/W) de
las células epidérmicas y el logaritmo de la longitud base-insercion (LBI) en las regiones basal, media y
distal del tubo corolino de S. guaranitica y S. stachydifolia. Los circulos rellenos indican mediciones sobre
pimpollos y los vacios mediciones sobre flores desplegadas. Las lineas indican las curvas ajustadas

mediante modelos aditivos generales mixtos. Las &reas sombreadas corresponden a £ 1 E. E. Bayesiano.
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patrén, donde las células basales tienen una longitud mayor que las células medias
y distales durante todo desarrollo. Por otro lado, el incremento en longitud de las
células basales es constante durante el crecimiento, mientras que las células
medias y distales, se elongan mas lentamente en los primeros estadios que en los

estadios medios y finales (Figura 7a).

Con respecto al ancho de las células, observamos en ambas especies que el
incremento de esta dimension durante el desarrollo es considerablemente menor al
crecimiento en longitud. Asimismo, encontramos diferencias en el ancho de las
células entre las especies y entre las distintas regiones del tubo corolino en cada
especie. Observamos que las células basales, medias y distales en S. stachydifolia
son mas anchas en comparacion a las células de S. guaranitica durante la mayor
parte del desarrollo. En S. stachydifolia, observamos un incremento en el ancho de
las células de todas las regiones en los estadios tempranos, que se detiene en
estadios intermedios y se reanuda hacia el final del desarrollo excepto en las células
de la regidon media. En S. guaranitica, el patrén de incremento en ancho es similar
entre las regiones, excepto en las células distales, donde hay un incremento casi

continuo y més pronunciado hacia el final (Figura 7b).

La relacién entre el largo y ancho de las células epidérmicas (L/W) permite
determinar tanto la variacion en la forma como la anisotropia, es decir, el crecimiento
desigual de estas dimensiones celulares. En general en ambas especies
encontramos un incremento de la anisotropia a lo largo de la trayectoria
ontogenética, a partir de células casi isotropicas (relaciéon largo/ancho cercana a 1)
y culminando en células anisotrépicas notablemente elongadas (relacion
largo/ancho > 1). Encontramos diferencias en el crecimiento anisotropico entre las
especies y entre las distintas regiones en cada especie. Durante la mayor parte del
desarrollo, la elongacion celular en S. stachydifolia es mayor que en S. guaranitica.
En S. stachydifolia, no observamos cambios en la forma celular en las distintas
regiones del tubo corolino durante los primeros estadios de desarrollo. A partir de
estadios intermedios y tardios observamos una marcada elongacién anisotropica de

las células. Hacia el final del desarrollo, las células distales cesaron su elongacion,
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mientras que en las flores desplegadas las células medias obtuvieron formas mas
elongadas que las células basales y distales. En S. guaranitica, observamos que las
células medias y distales presentaron un acortamiento durante los primeros estadios
de desarrollo, mientras que las basales se elongaron. En estadios intermedios y
tardios las células de las distintas regiones comienzan a elongarse, y hacia el final
las células distales se acortan y las células medias cesan su elongacién. En las
flores desplegadas, las células basales resultaron mas elongadas que las células

medias y distales (Figura 7c).

5 | DISCUSION

Salvia subg. Calosphace ha generado un considerable interés biolégico por
su importancia medicinal (Jenks & Kim 2013; Ortiz-Mendoza et al. 2022), su riqueza
y distribucién (Gonzalez-Gallego et al. 2020), su compleja taxonomia y sus distintos
sistemas de polinizacion y las transiciones evolutivas entre ellos (Wester & Clal3en-
Bockhoff 2011; Benitez-Vieyra et al. 2014, 2019; Fragoso-Martinez et al. 2017,
2018; Strelin et al. 2017; Kriebel et al. 2019, 2020; Olvera-Mendoza et al. 2020;
Lara-Cabrera et al. 2021). Especialmente, existe en este grupo una importante
diversidad floral (Kriebel et al. 2019, 2020) que hasta ahora no habia sido abordada
desde una perspectiva ontogenética. En este estudio, utilizamos por primera vez un
enfoque evo-devo comparativo para analizar el desarrollo de las flores de dos
especies con diferentes sindromes de polinizacion y los procesos celulares
involucrados en el mismo. Encontramos que las flores de S. guaranitica y S.
stachydifolia poseen un patrén de desarrollo comun, dado que las trayectorias
ontogenéticas no difieren entre si, excepto en su extension. Es decir, las diferencias
entre sus trayectorias corresponden a un escalamiento ontogenético (Klingenberg
1998). Por otra parte, las diferencias contrastantes en la longitud de sus tubos
corolinos se explican principalmente por una mayor proliferacion celular en S.
guaranitica, mientras que el crecimiento anisotropico contribuye en mayor medida a

la longitud final de estas estructuras, particularmente en S. stachydifolia. Estos
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resultados sugieren que cambios sencillos en los mecanismos de desarrollo tienen
un gran impacto en la morfologia floral adulta y en la diferenciacion entre distintos

sindromes florales asociados a cambios entre polinizadores.

Al examinar las trayectorias ontogenéticas de S. guaranitica y S.
stachydifolia, las pendientes observadas en el analisis de alometria comparada se
encontraron levemente por sobre el valor de uno. Este patron de crecimiento
alométrico indica que las proporciones relativas entre la longitud del tubo corolino y
la longitud del labio superior de la corola cambian a medida que aumenta el tamafio
de la flor. Esta pequeia diferencia en la tasa de crecimiento del tubo corolino
determina su mayor longitud observada en las flores desplegadas con respecto al
labio superior de la corola. Asimismo, la comparacién de las trayectorias
ontogenéticas de S. guaranitica y S. stachydifolia puede reflejar cambios evolutivos
entre estos linajes, ya que estas especies son cercanas filogenéticamente (Fragoso-
Martinez et al. 2018), perteneciendo al “Clado Sudamericano”, caracterizado por
incluir tanto especies polinizadas por insectos como especies polinizadas por
colibries, y algunas de polinizacibn mixta. Nuestros resultados sugieren que la
evolucion y transicion entre los distintos sindromes presentes en estas especies
podria ocurrir por escalamiento ontogenético, un mecanismo que involucra la
extensidbn o truncamiento de las trayectorias ancestrales, manteniendo las
asociaciones ancestrales entre los caracteres medidos (Klingenberg 1998, 2016).
En este sentido, la divergencia adaptativa entre las flores de estas especies pudo
haber ocurrido sin cambios significativos en los patrones basicos de desarrollo a

través de este mecanismo.

Por otra parte, cuando analizamos las trayectorias ontogenéticas y los
patrones de division y elongacion celular, encontramos en nuestros resultados
vacios en los datos, que correspondian a estadios de las etapas finales de
desarrollo del tubo corolino para ambas especies. Sobre la base de observaciones
realizadas en S. stachydifolia por Barrionuevo C. (Comun. Pers.) hipotetizamos que
S. guaranitica también presenta un crecimiento explosivo previo a la apertura de la

flor, de forma que no fue posible colectar pimpollos que representaran estos
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estadios. Asimismo, en relacion a los caracteres macroscopicos medidos, creemos
que puede ser importante en otros estudios la consideracién del labio inferior de la
corola, dado que su expansion puede estar relacionada a la polinizaciéon por abejas
en las flores bilabiadas (Fenster et al. 2004; Westerkamp & ClalR3en-Bockhoff 2007),
y que existen diferencias marcadas en la longitud y forma del labio inferior de la
corola entre S. guaranitica y S. stachydifolia, que no fueron abordadas en este

estudio.

Tipicamente, el desarrollo de la corola presenta un patron de crecimiento en
dos fases: una primera etapa de proliferacion celular (acoplado a crecimiento
celular) seguido de un proceso de expansion celular (sin division celular) en etapas
posteriores (Hepworth & Leonard 2014). Este patréon de crecimiento se ha
observado, por ejemplo, en estructuras corolinas como los espolones nectariferos
presentes en Centranthus ruber (Mack & Davis 2015) y Aquilegia (Puzey et al. 2012;
Han et al. 2022). Nuestros resultados indican que tanto la proliferacion como la
elongacion celular por crecimiento anisotropico estan involucrados en la extension
de los tubos corolinos de S. guaranitica y S. stachydifolia, y que sus contribuciones
varian durante del desarrollo siguiendo el patrén mencionado. En ambas especies,
la ocurrencia de proliferacion celular es predominante en las primeras etapas,
mientras que el crecimiento anisotropico y la consecuente elongacion celular son
practicamente constantes durante todo el desarrollo, pero se acentlan en las etapas
finales de crecimiento, cuando la proliferacién celular cesa. No obstante, las
contribuciones de cada proceso celular en las variaciones interespecificas en la
longitud de distintas estructuras corolinas pueden diferir entre diferentes linajes. En
espolones nectariferos de Pedicularis (Wang & Huang 2017) y Pelargonium (Tsai et
al. 2017), corolas de Saltugilia (Landis et al. 2016) y tubos corolinos en Mimulus
(Gurung et al. 2021) ambos procesos de proliferacion y elongacion celular
contribuyen a las diferencias presentes entre las especies. En este sentido, dado
gue la longitud de las células y sus patrones crecimiento anisotrépico no difieren
significativamente entre las especies, mientras que el numero de células en S.
guaranitica es siempre mayor durante el desarrollo y casi el doble en las flores

desplegadas que en S. stachydifolia, nuestros resultados sugieren que las
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diferencias en la longitud de los tubos corolinos es atribuible principalmente al
proceso de proliferacion celular. Incluso, en S. stachydifolia las células presentaron
un mayor tamafio durante la mayor parte del desarrollo en comparaciéon con S.
guaranitica. Ademas, la proliferacion celular observada en S. guaranitica se produce
hasta alcanzar aproximadamente la mitad de la longitud final del tubo corolino,
mientras que en S. stachydifolia cesa bastante antes de alcanzar la mitad de su
tamafio final. Por lo tanto, el cambio evolutivo més significativo que puede explicar
las contrastantes longitudes de los tubos corolinos entre estas especies es la
extension de la fase de proliferacion celular en S. guaranitica. Estos resultados
coinciden con los encontrados en Linaria (Cullen et al. 2018) donde este proceso
explica las diferencias contrastantes en la longitud de espolones entre dos especies
cercanas filogenéticamente. Por otro lado, nuestras observaciones también
sugieren que las diferencias interespecificas en el nimero de células parecen surgir
tempranamente en el desarrollo, dado que todos los capullos de menor tamafio de
S. guaranitica tienen un numero mayor de células que S. stachydifolia, incluso si se
comparan capullos de las especies con el mismo tamafio, y por otro lado, porque el
proceso de proliferaciéon celular es evidente durante las primeras etapas de
crecimiento. Como ya mencionamos, la proliferacion celular en S. guaranitica se
extiende hasta alcanzar aproximadamente la mitad de la longitud final del tubo
corolino, lo cual sugiere también que este proceso puede tener una mayor duraciéon
en esta especie con respecto a S. stachydifolia. No obstante, nuestros resultados
no incorporan la dimension temporal por lo que, en este sentido, se necesitan
incorporar mediciones diarias durante el crecimiento para poder explorar y detectar

cambios heterocrénicos en estas especies.

Si bien las diferencias en el numero de células parecen explicar las
diferencias interespecificas, en S. stachydifolia la extensién del tubo corolino se
consigue principalmente por elongacion celular, mientras que en S. guaranitica este
proceso es importante en las etapas finales de su desarrollo. Por un lado, el
incremento observado en la longitud de las células epidérmicas fue mucho mas
significativo que el incremento en el ancho para las dos especies, que se hace

evidente en los patrones de crecimiento anisotropico celular obtenidos. Ademas, la
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elongacion celular se manifiesta durante todo el crecimiento, especialmente donde
se observa un mayor incremento en la longitud de los tubos corolinos,
particularmente en S. stachydifolia. Estos resultados coinciden con los patrones
encontrados en espolones de Aquilegia (Puzey et al. 2012) y Linaria vulgaris (Box
et al. 2011), o también en tubos corolinos de Pedicularis (Wang & Huang 2017),
donde la mayor parte de la longitud final de estas estructuras se consigue por
crecimiento anisotropico. Por otro lado, la rapida extension de los tubos corolinos
observada en ambas especies sobre el final de su desarrollo, es consecuencia de
un rapido evento de elongacion celular, puesto que la proliferacion celular cesa
bastante antes de alcanzar esta etapa. Ademas, encontramos que las células
basales presentan una mayor longitud que las células medias y distales en ambas
especies. Estos resultados coinciden con los observados en Petunia (Stuurman et
al. 2004) donde también encuentran un mayor tamafio celular en la base de la

corola.

Las células en forma de “puzzle” se encuentran en tubos corolinos de muchas
familias de angiospermas (Kay 1981) y también se han encontrado en estudios
similares sobre el desarrollo de estructuras corolinas en Aquilegia (Puzey et al.
2012) y Centranthus ruber (Mack & Davis 2015). Detectamos en ambas especies la
presencia de este tipo de células en la epidermis del tubo corolino, principalmente
en los pimpollos de mayor tamafio y las flores maduras, y ubicadas
predominantemente en la region distal. Estas observaciones son similares a las
realizadas en Saltugilia (Landis et al. 2016) donde se encontraron estas células
predominantemente en las flores desplegadas. Segun Landis (2016) estas células
pueden ser importantes para la expansion rapida de los pétalos. En nuestros
resultados, la aparicion de este tipo de células coincide con los ultimos estadios de
desarrollo y el crecimiento explosivo encontrado en esta etapa, por lo que también
podrian cumplir un rol importante en este Gltimo proceso de rapida extensiéon de los

tubos corolinos.

Se han reportado numerosas transiciones entre estrategias de polinizacion

en distintos grupos de angiospermas. La transicion mas frecuente en las Américas
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es la que involucra la evolucién desde la polinizacion por himendpteros hacia la
polinizacion por colibries (van der Niet & Johnson, 2012; Rosas-Guerrero et al.
2014). Estas transiciones implican generalmente cambios morfoldgicos en la corola,
desde mas anchas y cortas hacia corolas més alargadas y angostas. En Salvia, la
polinizacién por colibries y la exclusion de abejas por las flores, es lograda limitando
el acceso al néctar y aumentando la distancia operativa (entre las piezas fértiles y
el néctar), esencialmente por el incremento en la longitud del tubo corolino, la rama
anterior del conectivo de la antera, o la combinacién de ambos (Wester & ClalRen-
Bockhoff 2007; Wester et al. 2020). Particularmente en Salvia subg. Calosphace, la
transicion a la polinizacion por colibries ha sido asociada a cambios en la corola
(Kriebel et al. 2022) con un claro patrén de incremento en el tamafio de la flores
(Benitez-Vieyra et al. 2019). Asimismo, se ha encontrado que en el clado
sudamericano de Calosphace, que incluye a las especies analizadas, la tasa de
evolucion de la longitud de la corola es significativamente mas alta que en otros
clados del grupo, y que la misma representa un caracter adaptativo muy importante
gue pudo haber permitido una radiacion adaptativa y la consecuente diversificacion

en este clado (Moein et al. 2021).

6 | CONCLUSIONES

En este estudio se compararon las trayectorias ontogenéticas de las flores
de S. guaranitica y S. stachydifolia y se analizaron los procesos celulares
involucrados en su desarrollo. Encontramos que estas especies presentan
trayectorias ontogenéticas practicamente idénticas, indicando un patron de
desarrollo comun. A su vez, la extension y/o truncamiento de estas trayectorias
sugiere la conservacion de asociaciones ancestrales entre los caracteres medidos
por un mecanismo de escalamiento ontogenético. Por otra parte, las diferencias en
las longitudes de los tubos corolinos se explican por una mayor proliferacion celular
en S. guaranitica. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la transicién

evolutiva entre los diferentes sindromes presentes en estas especies cercanas
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filogenéticamente, parece haberse dado a través de cambios relativamente simples
durante el desarrollo, que involucran modificaciones en los procesos celulares

conservando el mismo patrén de desarrollo.

Este trabajo amplia los hallazgos encontrados en estructuras consideradas
innovaciones clave en otros grupos de angiospermas, como lo son los tubos
corolinos, y provee nuevas evidencias acerca de los procesos de desarrollo en flores
de Salvia y sus posibles implicaciones en las transiciones entre polinizadores en
este grupo. Finalmente, pone también de relieve el potencial de este grupo como
sistema de estudio para investigaciones evo-devo de los rasgos florales asociados
a los polinizadores.
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