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RESUMEN

Las orquideas estan involucradas en interacciones complejas planta-polinizador y 60 % de sus
especies tienen polinizadores especificos. Entre los mecanismos que utilizan las orquideas
para atraer polinizadores destacan las recompensas florales, los mecanismos de engafio y el
despliegue floral. Sin embargo, para muchas especies todavia se desconoce el papel relativo de
estos factores en el éxito de la polinizacion. Los objetivos del estudio fueron: (1) caracterizar
la micromorfologia floral en Barkeria whartoniana, Clowesia dodsoniana y Cyrtopodium
macrobulbon; (2) identificar a sus visitantes florales y posibles polinizadores; (3) estimar y
comparar el éxito de polinizacion de las especies de orquideas en estudio; y (4) evaluar la
relacion entre el despliegue floral y la polinizacion. Se recolectaron flores en antesis para
analisis microestructurales. Se observaron e identificaron a los visitantes florales y posibles
polinizadores. Ademas, se monitorearon individuos marcados con flores en antesis y se evalud
el numero de flores con polinios removidos y depositados, el nimero de frutos producidos, asi
como el registro de tres variables del despliegue floral (nimero de flores abiertas, y nimero y
longitud de las inflorescencias). Las orquideas estudiadas presentan estructuras aparentemente
secretoras de recompensas, aunque en B. whartoniana y C. macrobulbon es probable que sélo
sean parte del mecanismo de engafio. Las tasas de visita para las tres especies de orquideas
fueron muy bajas. Los visitantes florales mas importantes fueron las abejas, aunque sélo se
identifico con precision que Eufriesea sp. y Euglossa sp. son los posibles polinizadores de C.
dodsoniana. En todas las especies la remocién de polinios fue mayor que el depdsito de éstos.
C. dodsoniana fue la especie que tuvo la mayor remocion y depoésito de polinios, mientras que
B. whartoniana present6 el mayor nimero de frutos por flor. C. macrobulbon, la especie con
mayor numero de flores, fue la que menos frutos produjo. Las variables del despliegue floral
no fueron determinantes en la polinizacion, pero si el factor temporada de floracién en la
remocién de B. whartoniana. Este trabajo proporciona evidencia de polinizacion limitada en

las especies estudiadas, aunque no parece ser el Unico determinante en la fructificacion.

Palabras clave: bosque tropical caducifolio, despliegue floral, éxito de polinizacion,

Orchidaceae, recompensas florales.



ABSTRACT

Orchids are involved in complex plant-pollinator interactions and 60 % of species have
specific pollinators. Among the mechanisms used by orchids to attract pollinators are floral
rewards, mechanisms of deception and floral display. However, for many species the relative
role of these factors in successful pollination is unknown. The aims of this study were: (1)
characterize the floral micromorphology of Barkeria whartoniana, Clowesia dodsoniana and
Cyrtopodium macrobulbon; (2) identify their floral visitors and potential pollinators; (3)
estimate and compare the pollination success of the studied orchid species; and (4) evaluate
the relationship between floral display and pollination. Flowers were collected at anthesis for
microstructural analysis. Floral visitors and possible pollinators were observed and identified.
In addition, individuals with flowers at anthesis were marked and the number of flowers with
removed and deposited pollinia was recorded, as well as the number of fruits produced, and
three floral display variables (number of open flowers, and number and lengths of
inflorescences). The studied orchids have structures which appear to be reward-producing,
although for B. whartoniana and C. macrobulbon they are likely part of the mechanism of
deception. Visitation rates for all three orchids species were very low. The most important
floral visitors were bees, although only Eufriesea sp. and Euglossa sp. were identified as
potential pollinators of C. dodsoniana. In all species pollinia removal was greater than pollinia
deposition. C. dodsoniana was the species with the highest removal and deposition pollinia,
while B. whartoniana had the highest number of fruits produced per flower. C. macrobulbon,
the species with the highest number of flowers, had the lowest fruit set. The floral display
variables here studied were not decisive in pollination, although the flowering season did
impact pollinia removal in B. whartoniana. This work provides evidence of limited pollination

in the studied species, though this seems not to be the only determinant of fruiting.

Key words: tropical dry forest, floral display, pollination success, Orchidaceae, floral

rewards.



INTRODUCCION

Entre las angiospermas, las orquideas constituyen uno de los ejemplos mas asombrosos de
complejidad en interacciones con sus animales polinizadores (Roberts, 2003; Scopece et al.,
2014). Las Orchidaceae presentan una alta riqueza de especies (ca. 25,000 especies, Chase et
al., 2003), ademas de una amplia gama de atributos florales, motivos por los cuales han
generado gran fascinacion entre bidlogos evolutivos y de la polinizacion desde los tiempos de
Darwin (Cozzolino y Widmer, 2005). Estas peculiaridades han dado pie a numerosos estudios
sobre los mecanismos de polinizacién de la familia (p.ej. Darwin, 1885; van der Pijl y Dodson,
1966; Ackerman, 1986; Nilsson, 1992; van der Cingel, 1995, 2001; Jersakova et al., 2006). Se
ha postulado que existe un vinculo entre la diversidad de orquideas y los sistemas de
polinizacién, pues la radiacion adaptativa hacia polinizadores especificos impulsada por la
seleccion de la polinizacion cruzada, ha jugado un papel importante en la evolucion de la
familia. No obstante, algunos otros factores, como la deriva génica y la seleccion natural,
pueden influir en la diferenciacion entre especies (Tremblay et al., 2005).

Se estima que aproximadamente el 60 % de las especies de orquideas tiene una Unica
especie de polinizador (Tremblay, 1992), lo que lleva a pensar que esta especificidad implica
importantes mecanismos etoldgicos y precigoticos que permiten el aislamiento reproductivo y
la consecuente especiacion (Cozzolino y Widmer, 2005). No obstante, la polinizacién cruzada
en orquideas rara vez se observa en condiciones naturales, debido a la baja frecuencia de
visitas por parte de los polinizadores (Neiland y Wilcock, 1998; Widmer et al., 2000;
Tremblay et al., 2005). Este ultimo fendmeno posiblemente ha traido como consecuencia que
existan pocos estudios sobre la polinizacion en orquideas tropicales, particularmente para las
zonas estacionalmente secas del Neotropico. Tal situacion es paradojica, ya que en las
regiones tropicales es donde se encuentran los niveles mas altos de diversidad de orquideas, y
a la vez, de pérdida de especies (Neiland y Wilcock, 1998; Roberts, 2003). El estudio de la
polinizacidn en los sistemas tropicales, podria arrojar muchos elementos para el entendimiento
de los mecanismos de diversificacion vegetal y de las interacciones con los polinizadores
(Bawa, 1990). En este sentido, la gran diversidad de especies en las areas tropicales genera
escenarios donde pueden establecerse muchas interacciones interespecificas y, en muchos

casos, relaciones especialistas entre las plantas y sus polinizadores.



Polinizacion en orquideas

Las orquideas muestran especializaciones florales extraordinarias; emplean tanto mecanismos

de recompensa como de engafio en la atraccion de sus polinizadores (Nilsson, 1992; Cozzolino

y Widmer, 2005). Muchos de estos mecanismos se han sugerido como motores que impulsan

la riqueza de especies de orquideas (van der Pijl y Dodson, 1966; Dressler, 1981; Peakall,

2007). ElI mismo Darwin consideraba que las adaptaciones de las flores de las orquideas con

sus polinizadores, representan uno de los mejores ejemplos que apoyan la idea sobre la

evolucidn por seleccion natural (Darwin, 1885; Jersakova et al., 2006).

En la angiospermas, muchos de los atributos de las flores intervienen en la atraccion de
los visitantes florales y por lo general, son el resultado de la adaptacién a un grupo
determinado de polinizadores. Estas caracteristicas son propias de las flores y cuando las
agrupan en su conjunto se conocen como sindromes de polinizacion (Arditti, 1992; Willmer,
2011). Las caracteristicas de los sindromes de polinizacion se centran principalmente en
aspectos como el tamario, el color, la forma y el tipo de recompensa, y se ha considerado uno
de los ejemplos mas interesantes de convergencia floral (Dressler, 1993). Sin embargo, los
sindromes de polinizacion rara vez han sido sometidos a prueba, y los pocos estudios
encaminados a este propoésito han revelado que a nivel comunidad, s6lo el 1 % de las plantas
se ajustan a un sindrome de polinizacion tradicional (Ollerton et al., 2009).

La morfologia floral en Orchidaceae ha jugado un papel fundamental en los
mecanismos de polinizacion de las especies. De acuerdo con Tremblay y colaboradores
(2005), las Orchidaceae presentan tres caracteristicas que en su conjunto las distinguen de las
flores de otras familias de plantas. Estas caracteristicas son:

(1) La columna, que representa la fusion de los 6rganos masculinos y femeninos dentro de
una sola estructura situada en el centro de la flor.

(2) Los polinios, masas de polen compactas que se encuentran en la mayoria de las
orquideas, y que son transportadas como una unidad (el polinario) por los
polinizadores (Freudenstein y Rasmussen, 1997; Pacini y Hesse, 2002).

(3) Flores zigomorfas, es decir de simetria bilateral, con un pétalo altamente modificado
Illamado labelo, cuya funcién en la mayoria de los casos, es atraer y servir de

plataforma sobre la cual se posan los polinizadores (van der Pijl y Dodson, 1966).



Las orquideas han sido un buen sistema para evaluar los factores que influyen en el
éxito de la polinizacion (al igual que las Asclepiadaceae), ya que la condicion de que el polen
se encuentre enpaquetado en polinios, hace que las tasas de extraccion y deposito de polinios
en las flores sea relativamente facil de cuantificar (Coombs et al., 2009), y que por lo tanto sea
un buen indicador del éxito reproductivo masculino y femenino de la planta (Nilsson et al.,
1992). En general, en orquideas son menos las plantas con deposito exitoso de polinios que las
plantas con polinios removidos (Nilsson, 1992). En muchas otras angiospermas se ha
observado una clara asimetria en la inversion de recursos en la descendencia, tanto de la
funcién masculina como de la femenina (Tremblay et al., 2005). Esta Gltima idea, ha sido el
argumento principal del principio de Bateman, en el cual se propone que la adecuacién de la
funcién masculina estd mas limitada por el nimero de “apareamientos” obtenidos, mientras
que la adecuacion femenina suele estar limitada por los recursos disponibles para la
reproduccion (Bateman, 1948). Sin embargo, la limitacién en el éxito reproductivo de la
funcion femenina debido a la recepcion inadecuada de polen parece ser un fenémeno comdn
en plantas (Burd, 1994).

La adaptacion a polinizadores especificos es una caracteristica importante en orquideas
(Cozzolino y Widmer, 2005), y trae consigo ventajas considerables; por ejemplo, la reduccion
en la pérdida de gametos masculinos. En orquideas la pérdida de polen es notable, ya que el
arreglo en polinios, provoca que el polen se exporte en su totalidad y en un mismo tiempo por
un organismo (Tremblay, 1992), y que por lo tanto la polinizaciéon en orquideas se convierta
en un evento de todo o nada (Nilsson, 1992). Otra de las ventajas de la especificidad, es que
reduce la competencia interespecifica por los polinizadores y maximiza la eficiencia de la
polinizacién (Johnson et al., 2005; Harder y Johnson, 2008). No obstante, el aumento de la
especializacion no esta exento de riesgos, y factores como la pérdida del polinizador, pueden
aumentar la probabilidad de extincion de las especies especialistas (Wilcock y Neiland, 2002).

Aunqgue algunas especies de orquideas se autopolinizan, la mayoria requiere de un
agente polinizador externo (Dressler, 1981); algunas son polinizadas por aves, pero la gran
mayoria son polinizadas por insectos (Nilsson, 1992), particularmente por las abejas que son
los polinizadores de aproximadamente el 60 % de las especies estudiadas (Cuadro 1). De todos
los sindromes de polinizacion en orquideas, el mas ampliamente estudiado es el que involucra

la participacion de abejas euglosinas (Arditti, 1992).



Cuadro 1. Principales grupos de polinizadores de la familia Orchidaceae y porcentaje de especies
polinizadas por cada uno de los grupos mencionados.

Porcentaje de especies de orquideas

Polinizador polinizadas (%0)
Hymenoptera (excluyendo abejas euglosinas) 50
Moscas 15
Abejas euglosinas 10
Polillas 8
Otros organismos 8
Mariposas 3
Aves 3
Especies autogamicas 3

Fuente: L. van der Pijil y Dodson, 1966 y modificado por Arditi, 1992.

En general la interdependencia entre las plantas y sus polinizadores es tal, que la
evolucion de uno puede influir en la del otro. Sin embargo, en orquideas el escenario es
distinto debido a la unilateralidad de la relacion, pues en muchos casos es la orquidea la que
depende del polinizador y no al revés (Nilsson, 1992). Se ha sugerido que esta relacién
asimétrica es una consecuencia directa de la evolucion de la polinizacién por engafio (van der
Cingel, 2001), donde se explotan a los polinizadores que buscan alimento a través de su
semejanza visual/olfativa con las plantas que si ofrecen recursos (Ackerman, 1986; Nilsson,
1992). Las orquideas explotan las relaciones planta-polinizador ya existentes o incluso los

sistemas sexuales que hay entre insectos (Jersakova et al., 2006).

Sindromes de polinizacién
El conjunto de rasgos florales (p. ej. morfologia, color, olor, tamafio, recompensas, fenologia)
asociado a determinados grupos de polinizadores, es conocido como sindromes florales o de
polinizacién (Faegri y van der Pijl, 1979; Fenster et al., 2004). Este concepto se basa en la
idea de que la morfologia actual de las flores es el producto de su historia evolutiva con un
grupo particular de polinizadores (Dominguez y Pérez-Ishiwara, 2013)

La hipotesis de los sindromes de polinizacion ha sido muy cuestionada debido a la
amplia generalizacion en los sistemas de polinizacion (Rosas-Guerrero et al., 2014). De hecho,

se ha visto que bajo esta hipotesis, el polinizador comun podria no ser predicho con éxito en
aproximadamente %3 de las especies de plantas de una comunidad (Ollerton et al., 2009),
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ademés de que con frecuencia, las flores son visitadas por diferentes tipos de polinizadores
pertenecientes a diversos grupos taxonémicos, e incluso con patrones de visita que varian en el
tiempo y espacio (Robertson, 1928; Willmer, 2011).

Aunque se ha sugerido que muchos rasgos florales reflejan las respuestas de adaptacion
a la seleccion de los polinizadores, es probable que la adaptacion floral también pueda estar
influenciada por otros factores, por ejemplo los visitantes florales antagonistas, inclusive por
lo polinizadores menos frecuentes y/o menos eficientes (Aigner, 2001, 2006; Rosas-Guerrero
etal., 2014).

Si bien el estudio de los sindromes de polinizacion ha servido de buen modelo para el
entendimiento de la biologia de la polinizacion y de procesos evolutivos como la seleccién
natural (Willmer, 2011), la hipotesis tiene limitaciones porque en muchos casos no describe
con éxito la diversidad de fenotipos florales ni predice a los polinizadores de las especies de
plantas (Ollerton et al., 2009).

Mecanismos de atraccion y polinizacion

La probabilidad de que una flor se convierta en fruto esté influenciada por numerosos factores
que pueden intervenir en el éxito reproductivo de las especies (Tremblay et al., 2005). Los
principales factores que destacan en la reproduccién de orquideas son: (1) las recompensas
florales, las cuales son usadas por los polinizadores, y que por lo tanto, juegan un papel
importante en la polinizacion de las las plantas porque aumentan las visitas florales que
conducen a la polinizacion (Stpiczynska et al., 2003; Flach et al., 2004). (2) El despliegue
floral, que se refiere a un conjunto de caracteristicas que forman parte de las plantas o grupos
de ellas como el namero de flores, la altura de las inflorescencias, la densidad o el patrén
espacial (Arditti, 1992; Willmer, 2011); y (3) mecanismos de engafio, muy caracteristicos en
orquideas, y en el que las flores de las plantas no ofrecen recompensas y atraen a los
polinizadores mediante otras sefiales (van der Pijl y Dodson 1966; Dressler, 1981; Dafni,
1984; Schiestl, 2005; Jersakova et al., 2006; Scopece et al., 2010).

Recompensas florales

Las recompensas florales se consideran un componente de una flor o inflorescencia que es

utilizada por los animales y, debido a este uso, asegura las visitas repetidas que conducen a la



polinizacion (Simpson y Neff, 1981). En orquideas se presentan tres tipos de recompensas que
han sido esenciales en la atraccion de los polinizadores. El primero es el néctar, que constituye
el tipo de recompensa nutricional mas comun en muchas orquideas y en términos energéticos,
es el més importante (Tremblay et al., 2005). El néctar debe cumplir al menos dos funciones:
la atraccion de los mutualistas y la proteccion contra los organismos no mutualistas como los
robadores de néctar y los microorganismos que infectan a las plantas. En la funcion de la
atraccion, los carbohidratos y las proteinas son los compuestos mas importantes (Heil, 2011).
En muchas ocasiones, la composicion del néctar determina el tipo de consumidores del
mismo. Por ejemplo, los colibries, mariposas, polillas y abejas de lengua larga normalmente
prefieren néctar floral ricos en sacarosa, a igual que las especies de hormigas que se alimentan
de néctar extrafloral, mientras que las abejas de lengua corta y las moscas, prefieren néctar
floral rico en hexosa (Bluthgen y Fiedler, 2004; Nepi y Stpiczynska, 2008; Nepi et al., 2009;
Gonzéalez-Teuber y Heil, 2009). EIl néctar, que estd compuesto principalmente por azlcares y
pequefias cantidades de otras sustancias (Fahn, 1988), es secretado de un nectario a través de
células epidermales, tricomas o por células nectariferas del parénquima que segregan la
sustancia hacia los espacios intercelulares y de ellos a la superficie a través de los estomas
modificados o atréficos (Fahn, 1979).

El segundo tipo de recompensa floral son los aromas o fragancias florales, y es
particular de orquideas polinizadas por abejas euglosinas macho (Tremblay et al., 2005). Las
abejas son atraidas por las fragancias florales que recogen, y aparentemente las usan como
feromonas sexuales para atraer a las abejas hembra (Dressler, 1982). Los aromas florales,
ademas de su funcién en la reproduccion, pueden operar como defensa para repeler insectos o
detener la colonizacién de bacterias y hongos fitopatégenos (Marin-Loaiza y Céspedes, 2007).
El aroma de las plantas es producido por las glandulas llamadas osmdéforos y se componen
principalmente de aceites volatiles (Vogel, 1963,1990). Por lo general, se conforman de una
sola capa de células epidérmicas, aunque también pueden estar compuestos por papilas
secretoras (Curry et al., 1991; Endress, 1994; Cseke et al., 2007).

El tercer tipo de recompensa floral lo constituyen las ceras y las resinas que son
recogidas por avispas y abejas para ser utilizadas en la elaboracion de nidos (Tremblay et al.,
2005; Grajales-Conesa et al., 2011). Este material es colectado por aproximadamente 320
especies de abejas especializadas, y junto con el polen, es empleado para alimentar a las larvas

y como material de construccion de los nidos (Cane et al., 1983). Las abejas solitarias del
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género Centris, son importantes polinizadores de plantas que producen recompensas florales
de lipidos (Buckmann 1987, Bradleigh et al., 1996; Vinson et al. 1996). En las plantas, estas
sustancias lipofilicas se producen generalmente en las areas superficiales del labelo y son
secretados por glandulas llamadas elaioforos (van der Pijl y Dodson, 1966; Vogel, 1974),
aunque también pueden ser secretados por idioblastos, areas de células epidérmicas, tricomas
o cavidades (Fahn, 1988).

Se ha sugerido al pseudopolen como una cuarta recompensa, aun cuando son pocos los
géneros que lo usan para atraer a sus polinizadores. Sin embargo, no hay evidencia directa de
que el pseudopolen sea empleado en la nutricion de los polinizadores (Davies y Turner, 2004;
Tremblay et al., 2005; Jersakova et al., 2006).

Despliegue floral

El despliegue floral en una planta es una funcién compuesta por el tamafio de la flor, el
namero de flores abiertas, el arreglo espacial de las flores, la longevidad de la flor, y otras
caracteristicas de la planta como el tamafio y el nimero de las inflorescencias. La suma de los
despliegues individuales de muchas plantas también puede ser importante en la atraccion de
los visitantes florales (Willmer, 2011).

Numerosos estudios han reportado que la variacion en el tamafio del despliegue floral
marca alteraciones en el comportamiento de los polinizadores, ademés de que conduce a una
diferencia sustancial en la dispersidn del polen y en la adecuacion de las plantas (Chittka y
Thomson, 2001). Especialmente han sido reconocidos dos tipos de respuesta en la polinizacién
al aumento del despliegue floral desde la perspectiva de la dispersion del polen: (1) una gran
exhibicion del despliegue floral atrae a méas polinizadores por unidad de tiempo, lo cual
promueve la polinizacion cruzada en términos del aumento en la remocién y el depdsito de
polen (Harder y Barret, 1996). (2) EI numero de flores que los polinizadores sondean por
planta también aumenta con el tamafio del despliegue floral, con lo cual incrementa la
polinizacion entre flores de una misma planta (geitonogamia; Richards, 1986; de Jong et al.,
1993).

Algunos estudios en orquideas han demostrado una relacion positiva entre el
despliegue floral y el éxito reproductivo de las plantas (p. ej. Brys et al., 2008;
Vandewoestijne et al., 2009; Suetsugu et al., 2015). Sin embargo, el efecto del despliegue



floral sobre el éxito masculino y femenino de las flores de las plantas, parece no tener
resultados consistentes (Tremblay et al., 2005 y sus referencias). Lo anterior puede deberse a
diferentes factores que tienen distintos efectos sobre el éxito reproductivo de las plantas, y
también en la manera en que dichos factores interacttan (Li et al., 2011).

De igual modo, la manera en que distintos factores inciden en el éxito reproductivo
masculino y femenino es diferencial. Por ejemplo, se ha visto que en algunas especies, el
depdsito de polen esta poco correlacionado con el nimero de flores en una inflorescencia, pero
la cantidad de polinios removidos por los polinizadores, esta fuertemente correlacionado con
el nimero de flores en la inflorescencia (Tremblay et al., 2005). En este sentido, las flores que
no logran convertirse en frutos, no siempre resultan ser un fracaso, ya que también pueden
incrementar la adecuacién de la planta a través de la donacion de polen (Willson y Rathcke,
1974).

Mecanismos de polinizacion por engario

Los mecanismos o sistemas de polinizacion por engafio se refieren a aquellas plantas que no

ofrecen recompensas y atraen a los polinizadores mediante diferentes sefiales engafiosas

(Jersékova et al., 2006). Se estima que un tercio de las especies de Orchidaceae presentan

mecanismos de engafio y por lo tanto, los polinizadores no reciben recompensas (van der Pijl y

Dodson, 1966; Ackerman, 1984; Jersakova et al., 2006). De acuerdo con Jersakova et al.

(2006), los tipos mas comunes de polinizacion por engafio en orquideas son:

(1) Engafio alimenticio: es el mecanismo de engafio mas comun en orquideas en el que las
plantas explotan el comportamiento de forrajeo de los polinizadores (Nilsson, 1980;
Dafni, 1983). Con el fin de atraer a los polinizadores, las orquideas emiten sefiales florales
generales, que son tipicos de las especies de plantas gratificantes, como la forma de la
inflorescencia, color de la flor, olor, guias de néctar y el polen (Gumbert y Kunze, 2001;
Galizia et al., 2005).

(2) Engafno sexual: las flores imitan las sefiales de apareamiento de los insectos,
especialmente de las feromonas de la hembra, y son polinizadas por los insectos machos
atraidos, que a menudo tratan de copular con la flor (Jersdkova et al., 2006).

(3) Imitacidn de refugio: algunas flores ofrecen a los insectos un tubo floral en el que éstos

pueden descansar o dormir, o0 como un escondite durante el clima ventoso y lluvioso
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(Gumprecht, 1977). En orquideas, este mecanismo parece estar limitado al género
mediterraneo Serapias, cuyas flores de color rojo muy oscuro parecen imitar entradas de
nidos de abeja (Dafni et al., 1981).

(4) Imitacion del sitio de anidamiento: las plantas emplean la atraccién por engafio en
insectos (la mayoria dipetos y coledpteros), quienes buscan un lugar apropiado para poner
sus huevos. Las flores tienden a imitar sitios de ovoposicién como carrofia, estiércol, o el
cuerpo frutifero de un hongo. Este mecanismo se presentan en orquideas tropicales y

subtropicales (Jersakova et al., 2006).

Limitacion en la polinizacién

La limitacion en la polinizacién se refiere al poco o nulo depdsito de polen en el estigma, y
esto puede ser causado por distintos factores (Wada, 1999; Wilcock y Neiland, 2002). Por
ejemplo, en las plantas polinizadas por animales, la cantidad de polen puede reducirse como
resultado de un menor nimero de visitas de polinizadores en las plantas, asi como por una baja
cantidad de polen depositado durante la visita (Ashman et al., 2004)

La limitacion en la polinizacion ha tenido un efecto relevante en la evolucion de la
familia Orchidaceae (Tremblay et al., 2005), ya que la baja produccion de frutos es una
caracteristica distintiva en orquideas (Ackerman y Zimmerman, 1994; Sabat y Ackerman,
1996; Neiland y Wilcock, 1998). Por ejemplo, en orquideas epifitas el promedio de
produccion de frutos es menor al 20 % (Tremblay et al., 2005).

Los rasgos florales también tienen un impacto significativo en la polinizacion, pues en
muchos casos la ausencia de recompensas florales aumenta la limitacion en la polinizacion.
Por ejemplo, se ha visto que las orquideas que no ofrecen néctar no suelen ser tan exitosas en
términos reproductivos respecto a las que si ofrecen recompensas, ya que estas Ultimas
experimentan mayores tasas de visita y una mayor duracion de las mismas (Cibula y
Zimmerman, 1987; Smithson Gigord, 2001). En este sentido, la produccion de recompensas
puede representar una estrategia evolutiva para escapar de la limitacion en la polinizacién
debido a la baja frecuencia de visitas por parte de los polinizadores (Neiland y Wilcock,
1998).

De acuerdo con Wilcock y Neiland (2002), la polinizacion puede fallar en varias etapas

durante el proceso de liberacidn, transporte y deposito de polen en el estigma. El proceso de
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fracaso ha sido diversamente atribuido a la limitacion de polen, limitacion en la polinizacion, a
la limitacion de los polinizadores o a la combinacion entre todos estos factores. Estos autores
distinguen tres diferentes etapas en las que el fracaso en la polinizacién puede ocurrir, y en el
caso particular de orquideas esto puede deberse a causas como: (1) Pre-dispersion: remocion
nula de polen o pérdida de polen durante el transporte. (2) Dispersion: muy frecuente por la
limitacién de polinizadores, ya sea por la pérdida o la reduccién en la abundancia, por
fragmentacion o por las condiciones ambientales que afectan la actividad del polinizador. (3)
Pos-dispersion: dada por (i) la viabilidad del polen, (ii) cantidad de polen, (iii) calidad del
polen, y (iv) presencia de polen heteroespecifico (Wilcock y Neiland, 2002).

Problema de investigacion

Considerando el tamafio de la familia Orchidaceae, nuestro conocimiento de ella es aun
superficial, lo que indica que todavia hay mucho que aprender sobre la familia. Los estudios
sobre la biologia floral y de la polinizacion ofrecen elementos para la descripcién de la historia
natural de las especies, sobre todo si se evalian en su conjunto. Sin embargo, para muchas
orquideas aun se desconocen cuales son los factores ecoldgicos que influyen en la
polinizacién, asi como la manera en que dichos factores afectan la interaccion planta-
polinizador. La escasez de estudios sobre la biologia reproductiva de las orquideas tropicales,
sobre todo para su polinizacion, genera interrogantes. Esto resulta especialmente importante
en las zonas tropicales estacionales, en donde la marcada temporalidad se convierte en un
factor limitante tanto para las plantas como para sus polinizadores. Por lo tanto, la pregunta
central de este trabajo es: ¢cdémo es la biologia de la polinizacion de tres especies de orquideas
(Barkeria whartoniana, Clowesia dodsoniana y Cyrtopodium macrobulbon) en términos de la
morfologia floral, visitantes florales y éxito de polinizacion?

A su vez se plantean los siguientes cuestionamientos particulares: (1) ¢qué especies de
orquideas presentan estructuras secretoras de recompensas florales?, (2) ¢qué organismos
visitan y/o polinizan a cada una de las especies de plantas y con qué frecuencia?, (3) ¢cual es
el éxito de polinizacion de las orquideas estudiadas en términos de la funcion masculina
(remocion de polinios) y funcidén femenina (depoésito de polinios)?, y (4) ¢cual es la relacion
entre el despliegue floral (nimero de flores, nimero de inflorescencias y longitud de las

inflorescencias) y la polinizacion?
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Objetivos

El objetivo general del presente trabajo es estudiar la polinizacion en tres especies de

orquideas (Barkeria whartoniana, Clowesia dodsoniana y Cyrtopodium macrobulbon) en la

region de Nizanda en Oaxaca. A su vez, se establecen los siguientes objetivos particulares:

1. Caracterizar la micromorfologia floral en Barkeria whartoniana, Clowesia dodsoniana
y Cyrtopodium macrobulbon.

2. Identificar a los visitantes florales y a los posibles polinizadores.

3. Estimar y comparar el éxito de polinizacion masculino y femenino de las especies de
orquideas en estudio.

4. Evaluar la relacion entre el despliegue floral y el éxito de polinizacion (masculino y

femenino).

Hipotesis y prediccion

De los objetivos planteados, sélo el punto cuatro permitié establecer una hipotesis clara. Se ha
documentado que en varias especies de orquideas el despliegue floral hace mas atractiva a una
planta para los polinizadores, aumentando con ello el éxito de polinizacién de las plantas. Por
lo tanto, se espera que el despliegue floral (medido como numero de flores abiertas, y niUmero
y longitud de las inflorescencias) tenga un efecto positivo en la remocion y depoésito de
polinios.
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SITIO DE ESTUDIO

Este estudio se llevd a cabo en los alrededores del poblado de Nizanda, ubicado en las
coordenadas 16°39° N, 95°00° O, y perteneciente al municipio de Asuncién Ixtaltepec
(Distrito de Juchitan, Oaxaca), en el sur del Istmo de Tehuantepec (Figura 1). Se trata de una
region muy estacional donde el clima predominante es calido subhimedo con lluvias en
verano (junio-septiembre) (AwO; Garcia, 2004). Cuenta con una temperatura promedio anual
de 27.7° C, y una precipitacién media anual de 898 mm (Kupers, 2013).

Nizanda presenta distintos tipos de vegetacion, entre los que se encuentran bosque de
galeria, matorral espinoso, matorral xeréfilo, sabana, selva baja caducifolia, selva mediana
subcaducifolia y subperennifolia, y vegetacion acuatica y subacuatica (Pérez-Garcia et al.
2001).
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Figura 1. Ubicacién del sitio de estudio localizado en las inmediaciones del poblado de

Nizanda, en el Istmo de Tehuantepec, Oaxaca, México (Tomado de Gonzélez-Rebeles, 2015).
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SISTEMA DE ESTUDIO

Se seleccionaron tres especies de orquideas que fueran abundantes, de féacil localizacién, con

floracién sincroénica, y cuyo tamario floral no variara mucho.

Barkeria whartoniana (C. Schweinf.) Soto Arenas

Figura 2. Barkeria whartoniana. (A) (in situ) creciendo sobre cactus columnar Neobuxbaumia
scoparia. (B) Inflorescencia con flores en antesis. Fotografias tomadas por: Eduardo A. Pérez
Garcia.

Barkeria whartoniana es una especie rupicola o epifita que crece principalmente sobre
Beaucarnea recurvata Lem., Comocladia engleriana Loes., Neobuxbaumia scoparia (Poselg.)
Backeb. y Plumeria rubra L. a una altitud promedio de 200-300 m. Llega a medir hasta 70 cm
de alto, incluyendo las inflorescencias (Figura 2-A). Las inflorescencias estan formadas por
una sucesion de uno a cinco racimos, cada uno con 2-15 flores. Las flores son atractivas, sin
aroma, color rosado-lila, desde muy péalido hasta intenso, y son autocompatibles (Figura 2-B).
El labelo estd fusionado basalmente a la columna cerca de 2 mm, formando un nectario

aparentemente seco que penetra unos 4 mm en el apice del ovario. El polinario tiene cuatro
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polinios en dos pares (Soto-Arenas y Solano-Gomez, 2007). Las plantas de esta especie
presentan floracion sucesiva. La floracion en campo se extiende aproximadamente de
noviembre a enero.

Barkeria whartoniana es una orquidea endémica de la region de Nizanda, ya que su
distribucion parece estar restringida a condiciones microambientales especificas, y el nimero
de individuos en estado silvestre es bajo (< 500). Este escenario pone a B. whartoniana en una
situacion vulnerable, por lo que se encuentra en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-
SEMARNAT-2010 en la categoria de Proteccion Especial (SEMARNAT, 2010).

No se conocen estudios sobre la biologia floral y de la polinizacion en esta especie. Sin
embargo, estudios en Barkeria lindleyana Bateman ex Lindl. de Costa Rica (una orquidea
cercanamente relacionada a B. whartoniana), sugieren que es polinizada por las abejas
carpinteras Xylocopa tabaniformis Smith, 1854 (van der Pijl y Dodson, 1966). No ha podido
determinarse con certeza si B. whartoniana presenta un mecanismo de polinizacion por
engafo, pues aunque no produce recompensas visibles, la produccion de capsulas puede ser

mas alta que en la mayoria de los sistemas por engafio (Soto-Arenas y Solano-Gomez, 2007).
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Clowesia dodsoniana Ag. Leon

Figura 3. Clowesia dodsoniana. (A) Planta in situ. (B) Flor en antesis. Fotografias tomadas
por: (A) Yazmin Miranda y (B) Eduardo A. Pérez Garcia.

Clowesia dodsoniana es una especie con plantas epifitas medianas, de aproximadamente 50
cm de alto que crece a una altitud de 200-400 m (Figura 3-A). Esta especie suele crecer entre
las bases secas de los peciolos de las hojas de las palmas, 0 en ramas o troncos muertos de los
arboles. Produce de una a dos inflorescencias colgantes por brote, cada una con hasta 20 flores
que abren al mismo tiempo (Figura 3-B). Las flores presentan un polinario con dos polinios.
La autogamia no se presenta en esta especie y las flores son autoincompatibles (Aguirre,
1979). La floracién se extiende aproximadamente de mediados de mayo a mediados de junio.
Las flores de Clowesia dodsoniana producen un aroma intenso y particularmente agradable
(Pérez-Garcia, 2009). Sin embargo, no se han reportado los compuestos aromaticos que

presenta la fragancia.

En México, se cuenta con un estudio sobre la polinizacion del género Clowesia
(Aguirre, 1979), encontrando como polinizadores a las abejas Eufriesea caerulescens
(Lepeletier, 1841) para Clowesia glaucoglossa (Rchb. f.) Dodson; Euglossa viridissima Friese,
1899 para Clowesia rosea Lindl.; y Eulaema sp. Lepeletier para Clowesia russelliana (Hook.)

Dodson.
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Cyrtopodium macrobulbon (La Llave & Lex.) G.A. Romero-Gonzalez &
Carnevali

Figura 4. Cyrtopodium macrobulbon. (A) Planta in situ. (B) Flor en antesis. Fotografias
tomadas por: Eduardo A. Pérez Garcia.

Cyrtopodium macrobulbon es una planta litéfita muy comun en sitios de roca caliza, crece a
una altitud aproximada de 200-950 (-2200) m. Las plantas tienen una altura de hasta 50 cm,
con inflorescencias que pueden ramificar y que llegan a tener hasta 50 flores (Figura 4-A,B).
La floracion tiene lugar de abril a mayo (Pérez-Garcia, 2007).

En esta especie no se ha reportado la presencia de recompensas florales y se desconoce
su biologia de la polinizacién. Sin embargo, existen estudios sobre especies del género, como
en Cyrtopodium punctatum (Linnaeus) Lindley, una especie que presenta polinizacion por
engafio usando compuestos aromaticos para atraer a los polinizadores, en la cual se ha
registrado a Xylocopa sp. como posible polinizador (Dutra et al., 2009). En otra especie de
este mismo genero, Cyrtopodium polyphyllum (Vell.) Pabst ex F. Barros (que tampoco ofrece
recompensas pero que presenta mimetismo como mecanismo de polinizacion), se tienen
reportadas a Centris tarsata Smith, 1874 y a Centris labrosa Friese, 1899 como polinizadores
(Pansarin et al., 2008).
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METODO

Se colecté material bioldgico de las tres especies de orquideas para la caracterizaciéon de su
micromorfologia floral, se hicieron observaciones de los visitantes florales para la
identificacion de los posibles polinizadores y se tomaron datos para evaluar la polinizacion.
Estos datos se tomaron en dos temporadas de floracion: 2013 y 2014 para cada especie, a
excepcion de Barkeria whartoniana en la que sélo se tom6 en cuenta una temporada de
floracién correspondiente al afio 2013 pero dividida en dos periodos de observacion: inicio y

término de la floracion (Cuadro 2).

Cuadro 2. Meses de observacién para cada especie de orquidea en donde se especifica el nimero de
dias de observacion por mes.

2013 2014
Especie Abr Jun Nov Dic Abr  Jun Dias totale's, de
observacién
Barkeria whartoniana - - 6 7 - - 13
Clowesia dodsoniana - 7 - - - 5 12
Cyrtopodium macrobulbon 4 - - - 6 - 10

Microscopia electronica de barrido (MEB)

Con la finalidad de localizar estructuras de secrecion en las flores, se caracterizd
micromorfolégicamente a las orquideas en estudio. Se recolectaron flores en antesis en campo
que fueron fijadas en FAA (formaaldehido-acido acético-alcohol-agua) durante una semana.
Luego se hicieron cortes longitudinales de las siguientes estructuras: labelo, columna e
interseccion labelo-columna. Se hicieron lavados con agua destilada de cada una de las
muestras y éstas se deshidrataron en una serie gradual de etanoles (50 %, 70 %, 85 %, 96 % y
100 %), dejando las muestras durante un dia en cada concentracion de alcohol, a excepcion del
alcohol 50 % en la que s6lo permanecieron un par de horas. Tras la deshidratacién en
alcoholes, las muestras se deshidrataron a punto critico en una desecadora CPD-030 Bal-tec.
Se cubrieron con oro en una ionizadora Denton Vacuum Desk-1l, y se observaron al

microscopio electronico de barrido Jeol JSM-5310 LV.
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Identificacidn de visitantes florales y polinizadores

Las observaciones de los visitantes florales y posibles polinizadores se obtuvieron a partir de
dos procedimientos. El primero correspondié a observaciones directas en campo con la
asistencia de dos a tres personas por periodo de observacion. Cada periodo fue de 8:00 a 16:00
hrs (horario de invierno), y de 7:00 a 15:00 hrs (horario de verano), por lapsos de dos horas de
observacién y una hora de descanso. Los periodos de observacion son largos debido a la baja
frecuencia de visitas por parte de los polinizadores.

El segundo procedimiento se llevo a cabo a través del uso de dos cdmaras de video
marca Canon R400 Full HD. Estas observaciones se hicieron de manera continua en un
horario de 8:00 a 13:00 hrs. Es necesario aclarar que el uso de cdmaras de video se empled
para todo el muestreo de Barkeria whartoniana (en el afio 2013) y sélo para el segundo afio de
observacion de Clowesia dodsoniana y Cyrtopodium macrobulbon (durante 2014). EI nimero
total de horas observadas (observaciones personales y videos) se presenta en el Cuadro 3. Se
contd como visita floral cada vez que un animal tuviera contacto directo con la flor, ya sea de

forma repetida en la misma flor o entre flores distintas de una misma planta.
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Cuadro 3. Numero total de horas empleadas para la observacion de los visitantes florales durante cada
muestreo.

Horas de observacion

2013 2014
Especie Abr Jun Nov Dic Abr Jun Total
Barkeria whartoniana - - 39 132 - - 171
Clowesia dodsoniana - 80 - - - 55 135
Cyrtopodium macrobulbon 48 - - - 94 - 142

Se procur6 capturar a los visitantes florales mediante redes entomolégicas para luego
colocarlos en cdmaras letales de acetato de etilo donde fueron sacrificados para su posterior
identificacion. Ademas, se intentd determinar la identidad de los visitantes florales en campo y
a través de los videos, sobre todo para el caso de las abejas, pues fueron en muchos casos los
visitantes mas comunes. EI resto de los visitantes se agrup6 de acuerdo al grupo taxonémico
mas proximo y reconocible de organismos. Las abejas recolectadas fueron identificadas con la
ayuda de la Dra. Olivia Yafiez Ordofiez y el Dr. Ismael Alejandro Hinojosa Diaz de la
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM). Los insectos recolectados seran
depositados en la Coleccién Himenopteroldgica del Museo de Zoologia “Alfonso L. Herrera”
de la Facultad de Ciencias, UNAM.

Polinizacién

Se marcaron en el campo individuos reproductivos con flores en antesis de las tres especies
estudiadas. Cada individuo fue monitoreado y en cada caso se registrd: nimero de flores
abiertas, numero de inflorescencias y longitud de cada inflorescencia. Dado que la remocion y
el deposito de polinios se emplean como medidas de éxito reproductivo masculino y femenino
respectivamente (Nilsson, 1992), se marcaron todas las flores de cada planta y se llevo a cabo
un registro por flor de los polinios removidos y depositados por temporada de observacion.
Adicionalmente, se regres6 después de un par de meses a registrar el nimero de frutos
producidos por cada planta marcada. Cabe sefialar que muchos de los frutos registrados no
necesariamente corresponden al nimero de flores marcadas, debido a que el periodo de
observacién no abarco toda la temporada de floracion y por ende no hubo un seguimiento
continuo de la flor. No obstante, el registro total de las flores por planta permitié hacer un

estimado de cuantos frutos por flores se formaron.
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Anadlisis de datos

Visitantes florales

Para cada especie de orquidea se calculé la tasa de visita (TV) por periodo de observacion y
visitante floral. El calculo se hizo con base en el nimero de visitas por flor en las horas de
observacion, con la finalidad de obtener valores comparables entre especies, de tal modo que:
NVF/
NF
NH
donde NVF es el numero de visitas florales en el periodo de observacion, NF es el nimero de

TV =

flores vistas en el periodo de observacion, y NH es el nimero de horas observadas en el
periodo de observacion (Apéndice 1).

Exito de polinizacion

Para evaluar el éxito de polinizacion de las especies de orquideas, se obtuvieron estimaciones
de la funcion masculina y femenina de la flor. De este modo se tomaron en cuenta los
siguientes componentes y sus porcentajes: (a) remocion de polinios: % (nimero de flores con
polinios removidos/namero de flores producidas) para el éxito masculino; y (b) depdsito de
polinios en la cavidad estigmética: % (ndmero de flores con polinios depositados/nimero de
flores producidas) para el éxito femenino (Ackerman et al., 1997; Parra-Tabla y Vargas,
2004).

Despliegue floral
Para evaluar el efecto del despliegue floral sobre la probabilidad de remocién y depdsito de
polinios en las flores, los datos fueron analizados mediante un enfoque de modelos lineales
generalizados de efectos mixtos (GLMM), utilizando un error con distribucion binomial en el
paquete Ime4 (Bates et al., 2014) en el programa R (R Core Team, 2015). Se usé este analisis
al tenerse mas de una flor registrada por planta, lo que viola el supuesto de independencia de
los datos.

Las variables explicativas del despliegue floral fueron: numero de flores abiertas,
namero de inflorescencias y longitud de las inflorescencias. Ademas se incorpor6 el afio para
el caso de Clowesia dodsoniana y Cyrtopodium macrobulbon en las que se tuvieron dos afios

de muestreo, esto con la finalidad de conocer si la temporada de floracion es un factor
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determinante en la remocion y depdsito de polinios. Para el caso de Barkeria whartoniana se
tomaron en cuenta los dos periodos de observacion registrados de la Unica temporada de
floracién estudiada (inicio y final). Asimismo, el factor individuo (planta) fue designado como
factor aleatorio.

Se construyeron modelos en el que se incluyo el efecto de cada una de las variables
explicativas sobre cada variable de respuesta (remocion y depdsito de polinios), incorporando
una, dos o tres de ellas (Cuadro 4). Para la eleccion del mejor modelo primero se obtuvo el
valor de AIC. para cada uno de ellos. Este valor es una version de AIC (criterio de
informacion de Akaike) para tamafios de muestra pequefios, cuando n/k es menor a 40 (en
nuestro caso 18.8) donde n es el tamafio de muestra y k es el nimero de pardmetros ajustados
en el modelo mas complejo (Symonds y Moussalli, 2011), usando la siguiente formula:

2k (k+ 1)
AIC. = AIC+ k1

Cuadro 4. Conjunto de modelos lineales generalizados de efectos mixtos (GLMM) vy variables
explicativas empleadas para cada uno de ellos. NF: nimero de flores; NI: nimero de inflorescencias;
LI: longitud de las inflorescencias; TA: afio para el caso de Clowesia dodsoniana y Cyrtopodium
macrobulbon; TF: inicio y final de la temporada de floracion en Barkeria whartoniana; PL: planta
como factor aleatorio (modelo nulo).

Modelo Variables explicativas
(PL)

NF+ NI+ LI+TAoTF+ (PL)
NF + NI + LI + (PL)

NF+ NI+ TAoTF + (PL)
NF+ LI+ TAoTF+ (PL)
NI+ LI+ TAoTF+ (PL)
NF + NI + (PL)

NF + LI+ (PL)

NF+TA o TF + (PL)

NI+ LI+ (PL)

NI+ TAOTF + (PL)

LI+ TAoTF + (PL)
TAOTF+ (PL)

LI+ (PL)

NI + (PL)

NF + (PL)

© 00 N O ol W N P O

e ol el =
U WN P O
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Posteriormente se obtuvo el valor de A; para cada modelo (la diferencia entre el valor
de AIC, del modelo analizado respecto al valor de AIC. del mejor modelo). Con la finalidad
de evaluar la contribucidn relativa de las variables de cada modelo, se calculo6 el peso (w;) de
cada uno de ellos a partir de los valores de A;, como:

_exp(— % Ai)
B Yoy exp(— Y2 Ar)

donde ; es el peso relativo del modelo i, r es la suma de cada modelo y R es la suma de todos

wi

los modelos. Con la finalidad de considerar s6lo a los mejores modelos se eligieron aquellos
que acumularan el 95 % del peso, el resto fue descartado. Algunos modelos no se pudieron
para todas las especies debido a que el tamafio de muestra no fue suficiente.

Para conocer si las variables explicativas tienen un efecto en las variables de respuesta,
se calcul6 un modelo promedio de los parametros asociados a cada variable independiente, asi
como su intervalo de confianza para evaluar la confiabilidad de los valores estimados; esto se
hizo en el paquete AlICcmodavg (Mazerolle, 2015) del paquete de cémputo R (R Core Team,
2015). Bajo este procedimiento, cuando los intervalos de confianza asociados al valor del
pardmetro no incluyen al cero, se concluye que hay suficiente evidencia de que la variable
independiente en cuestion explica la variacion en la remocién o en el depdsito de polinios. Por
el contrario, cuando los intervalos de confianza son muy amplios e incluyen al cero, se
concluye que no hay un efecto importante de las variables explicativas. Para el caso del afio y
periodo de observacion en el que se tienen dos niveles (afio 2013 y 2014, e inicio y final de la
floracién, respectivamente), el criterio de eleccion fue: si los intervalos de confianza asociados
a cada aflo o periodo de observacién se sobrelapan no hay efecto sobre la variable de
respuesta. Por el contrario, si los intervalos de confianza no se sobrelapan, si hay efecto de la
variable explicativa sobre la variable de respuesta.
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RESULTADOS

Micromorfologia floral

Se examinO mediante el microscopio electronico de barrido (MEB) la superficie adaxial de
tres estructuras (labelo, columna e interseccion labelo-columna) en las tres especies de
orquideas estudiadas. En cada una de las especies se encontraron estructuras en la epidermis
que sugieren su participacion en procesos de secrecion. Estas estructuras difirieron entre las
zonas analizadas de las flores de una misma especie, asi como entre flores de las diferentes

especies.

Barkeria whartoniana

La flor es de tamafio pequefio aproximadamente de 2.5 cm de didmetro, de color blanquecino
durante los primeros dias en antesis y de color lila en etapa madura (Figura 5-A). Tanto los
pétalos como los sépalos presentan una apariencia brillosa. En las tres zonas analizadas se
encontraron estructuras que sugieren la salida de secreciones. En el apice del labelo, en la zona
lateral de éste (Figura 5-B) se encontr6 indicios de secrecion en los espacios intercelulares
(Figura 5-C). Esta posible forma de secrecion se localizé a lo largo de toda la zona entre una
célula y otra. Por el contrario, en la columna de la flor especificamente en la antera (Figura 5-
D), se encontraron series de estomas distribuidos de manera heterogénea (Figura 5-E). El
arreglo y la apariencia de los estomas indican que podria tratarse de estomas atroficos o no
funcionales (Figura 5-F), es decir, estomas que perdieron la funcion del intercambio gaseoso
pero que fungen como un medio a través del cual se liberan sustancias que la flor esta
produciendo. Finalmente en la zona que corresponde a la interseccion labelo-columna (Figura
5-G, H), se encontr6 un patrén de hendiduras a lo largo de la franja de la columna adyacente al
labelo (Figura 5-1). Estas estructuras intercelulares, podrian indicar la via de salida de

sustancias (Figura 5-J, K).
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Figura 5. Anélisis micromorfoldgico de Barkeria whartoniana en la superficie adaxial del labelo, columna e
interseccion labelo-columna. (A) Flor de B. whartoniana en antesis. (B) Corte longitudinal de labelo sefialando la
zona de secrecion. (C) Zona de secrecidn hacia el espacio intercelular. (D) Imagen panoramica de la columna de
la flor con vista a la antera y cavidad estigmatica. (E) Vista superior de la antera en la que se indica la presencia
de estomas. (F) Estoma localizado en la antera. (G) Vista panoramica de la zona de interseccion columna-labelo
en la que se sefiala la zona donde se encontraron estructuras de secrecion. (H) Zona de interseccion columna-
labelo con mayor aumento. (1) Hendiduras encontradas a lo largo de la columna. (J)-(K) Hendiduras localizadas
en la columna. An: Antera, CE: Cavidad Estigmatica, Col: Columna, Es: Estomas, Lab: Labelo.
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Clowesia dodsoniana

La flor de esta especie es mas grande en comparacion con las flores de las otras dos especies;
tiene un didmetro aproximado de 4 cm. Las flores son de color verde claro y con rayas
longitudinales verde oscuro (Figura 6-A). En cuanto al andlisis micromorfologico se
observaron estructuras secretoras. Sin embargo, las estructuras encontradas inicamente fueron
observadas en el labelo, el resto de las zonas de la flor no las presentaron. A lo largo del labelo
de la flor (Figura 6-B), se encontraron estructuras con posible funcion de secrecion y con
diferente morfologia. En la zona apical cercana a los pliegues del labelo, se localizaron
aberturas en la superficie epidérmica (Figura 6-C), mientras que en la zona media del labelo,
se observaron desprendimientos cuticulares (Figura 6-D). Los desprendimientos cuticulares
fueron muy evidentes en el pliegue del labelo y podrian tratarse también de secreciones
(Figura 6-E). Conforme las observaciones se aproximaron a la zona basal, se encontraron otras
estructuras de salida, algunas incluso con secrecién alrededor (Figura 6-F). La ubicacion de
estructuras con sustancias alrededor de ellas, hizo evidente la posibilidad de una secrecién
liguida a través de las grietas cuticulares (Figura 6-G), las cuales se encontraron distribuidas
de manera uniforme a lo largo de la zona (Figura 6-H). Los desprendimientos cuticulares se
repitieron en la zona préxima a la base del labelo (Figura 6-1) y con frecuencia se observaron
acompariados de estructuras esféricas (Figura 6-J), ademas de sustancias dispuestas alrededor

de la zona (Figura 6-K, L).
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Figura 6. Analisis micromorfoldgico de Clowesia dodsoniana en la superficie adaxial del labelo. (A) Flor de C.
dodsoniana en antesis. (B) Corte longitudinal de labelo. (C) Abertura en la superficie epidérmica en la zona
apical del labelo. (D) Desprendimientos cuticulares en la zona apical del labelo. (E) Desprendimientos cuticulares
en la zona media del labelo. (F) Estructura de salida en zona media del labelo con secreciones alrededor. Las
flechas sefialan la secrecidn en la periferia. (G) Estructura de salida con sustancia a través de las grietas
cuticulares. (H) Secreciones cuticulares en la zona media del labelo préxima a la base. (1) Secreciones cuticulares
en la zona préxima a la base del labelo. (J) Elementos en la superficie epidérmica en la zona basal del labelo. Se
sefialan las sustancias encontradas. (K) Sustancias dispuestas en la superficie basal del labelo. (L) Diferentes
tipos de secreciones ubicados en la base del labelo. Se sefialan las estructuras encontradas. Col: Columna, Lab:
Labelo.
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Cyrtopodium macrobulbon

Las flores de esta especie son relativamente pequefias, aproximadamente de 3 cm de didmetro,
de color amarillo y con puntos guindas. Las bracteas florales son muy coloridas, semejantes a
los sépalos (Figura 7-A). Las estructuras secretoras fueron localizadas en las tres zonas
analizadas de la flor: labelo, columna e interseccion labelo-columna, aunque fueron mas
evidentes en el labelo (Figura 7-B). A lo largo de la zona media del labelo, se encontraron
células globosas distribuidas de manera uniforme (Figura 7-C, D), algunas de las cuales
presentaron aberturas en forma de labios en la pared periclinal externa de las células (Figura 7-
E). En algunas de las células globosas, se observaron sustancias alrededor de la abertura,
probablemente secretadas por ellas. En la zona préxima a la base del labelo, se encontraron
células globosas y fue evidente que a diferencia de las células del labelo medio, las células de
la zona basal se encontraron sin aberturas (Figura 7-F). En relacion a la columna de la flor
(Figura 7-G), se encontré solo una estructura de salida en la epidermis localizada entre la
cavidad estigmatica y la antera (Figura 7-H). Y finalmente, en la interseccién labelo-columna
(Figura 7-1), se observo la presencia de una serie de poros distribuidos a lo largo de la region
(Figura 7-J).
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Figura 7. Analisis micromorfologico de Cyrtopodium macrobulbon en la superficie adaxial del labelo, columna e
interseccion labelo-columna. (A) Flor de C. macrobulbon en antesis. (B) Corte longitudinal de labelo sefialando
la zona donde se encontraron estructuras de secrecion. (C) Células globosas distribuidas en el labelo. (D) Células
globosas en el labelo medio. (E) Célula globosa con abertura en la pared periclinal externa de la célula. (F)
Células en la zona basal del labelo. (G) Columna de la flor con vista a la cavidad estigmética y a la antera. (H)
Estructura de salida localizada en la superficie epidérmica de la columna. (I) Interseccion labelo-columna,
sefialando las estructuras de secrecidn. (J) Serie de poros. An: Antera, CE: Cavidad Estigmética, Col: Columna,
Lab: Labelo.
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Visitantes florales y polinizadores

Las orquideas estudiadas fueron visitadas por diferentes grupos de insectos e incluso aves
(colibries), pero la gran mayoria de los visitantes no resultaron ser sus polinizadores (Figura
8). En el caso de Barkeria whartoniana, 45 % de las visitas fueron colibries; el resto de las
visitas las efectuaron los insectos, de tal forma que el 36 % fueron de Hymenoptera, 17 %
Lepidoptera 'y 2 % Diptera (Figura 8a). Para Clowesia dodsoniana, 76 % de las visitas fueron
de Hymenoptera y 24 % de Diptera (Figura 8b). Finalmente, en Cyrtopodium macrobulbon el
orden Hymenoptera contribuyé con 98 % de visitas, seguido de Lepidoptera y Diptera con 1 %
respectivamente (Figura 8c).

En general, las tasas de visita para las orquideas estudiadas fueron bajas, aunque hubo
variacion entre especies y periodos de observacion (Cuadro 5). La especie que tuvo la tasa de
visita promedio més alta fue Clowesia dodsoniana (0.0124 visitas/flor/hora). Curiosamente,
Barkeria whartoniana y Cyrtopodium macrobulbon no difirieron mucho en sus tasas de visita
promedio (0.0053 visitas/flor/hora y 0.0052 visitas/flor/hora, respectivamente; Cuadro 5). En
todas las especies, en cada periodo de observacion, se detectaron diferentes tasas de visita; por
ejemplo, se observo que para C. dodsoniana la tasa de visita de 2014 (0.0233 visitas/flor/hora)
fue notoriamente superior a las de 2013 (0.0014 visitas/flor/hora). En B. whartoniana, el valor
mas alto se registrd durante el primer periodo de observacion (2013a; 0.0081 visitas/flor/hora),
mientras que para C. macrobulbon fue en 2013 (0.0089 visitas/flor/hora; Cuadro 5).

La contribucion relativa de los gremios de visitantes florales también difirié entre
especies de orquideas. En Barkeria whartoniana los visitantes florales estuvieron
representados por insectos y aves, mientras que para las otras dos especies las visitas
unicamente fueron de insectos. La contribucion de aves e insectos a las visitas florales de B.
whartoniana no fue particularmente diferente, ya que en promedio los insectos aportaron
0.0027 visitas/flor/hora, mientras que los colibries contribuyeron con 0.0026 visitas/flor/hora.
Para el caso de Clowesia dodsoniana, los insectos en promedio tuvieron 0.0124
visitas/flor/hora y en Cyrtopodium macrobulbon la tasa fue de 0.0052 visitas/flor/hora. Para
las tres especies, el grupo de insectos mas frecuente fue el de las abejas, mientras que el resto
de los insectos (avispas, hormigas y mariposas) estuvieron muy subrepresentados (Cuadro 5).

La gran mayoria de los visitantes atraidos por las plantas no realizaron visitas efectivas,

es decir no se llevaron ni depositaron polinios. Sélo para Clowesia dodsoniana se observé a
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los posibles polinizadores que fueron abejas identificadas como Eufriesea (caerulescens o
micheneri) y Euglossa (Glossura) posiblemente de la especie E. imperialis. De acuerdo a la
informacidn de la literatura y a las observaciones de campo, estas abejas pueden considerarse
los posibles polinizadores de C. dodsoniana. A pesar de que los otros visitantes florales no
fueron los polinizadores, éstos presentaron algunos comportamientos interesantes que se
describen en el Apéndice 3. En Barkeria whartoniana la visita mas frecuente por parte de las
aves fue hecha por colibries de la especie Archilochus colubris (Linnaeus, 1758) tanto

hembras como machos.
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Figura 8. Visitantes florales y porcentajes de visitas en: (a) Barkeria whartoniana, (b) Clowesia
dodsoniana y (c) Cyrtopodium macrobulbon. Los resultados estan agrupados en Clase (Aves o Insecta)
y Orden (Apodiformes, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera y Lepidoptera).
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Cuadro 5. Tasas de visita (visitas/flores/hora) en Barkeria whartoniana, Clowesia dodsoniana y Cyrtopodium macrobulbon. Se desglosa la informacion por
periodo de observacion (2013 y 2014), y en promedio (2013-2014), a excepcion de B. whartoniana en cuyo caso los datos corresponden a dos periodos de
observacion pero en una sola temporada de floracion (2013 a-b). Ademas, se presenta el valor promedio de visitas florales de ambos periodos de observacion (X)
para cada especie de orquidea. Los visitantes florales estan agrupados en clase, orden, visitante (col = colibri, mos = mosquito, abe = abeja, avi = avispa, hor =
hormiga, mar = mariposa) y la taxonomia correspondiente por visitante. NI corresponde a los ejemplares no identificados. Se resaltan en negritas los valores
promedio del total de visitantes florales en cada especie de orquidea. Se subraya los valores mas altos de las especies entre temporadas de observacion. Los
guiones indican que no hubo visita del taxén en cuestion.

Barkeria whartoniana Clowesia dodsoniana Cyrtopodium macrobulbon
Clase Orden Visitante Taxon visitante 2013a 2013b X 2013 2014 X 2013 2014 X
Aves  Apodiformes col Archilocus colubris (Linnaeus, 1758) 0.0045 0.0007 0.0026 - - - - - -
Insecta Diptera mos NI - 0.0002 0.0001 - 0.0061 0.0030 0.0001 - -
Insecta Hymenoptera abe Apis mellifera (Linnaeus, 1758) - - - - - - - 0.0002 0.0001
Insecta Hymenoptera abe Euglossini spp. 0.0009 0.0002 0.0005 - 0.0148 0.0074 - - -
Insecta Hymenoptera abe Melipona sp. - - - - - - 0.0001 - -
Insecta Hymenoptera abe Mesocheira bicolor (Frabricius, 1804) - - - - - - 0.0001 - -
Insecta Hymenoptera abe Partamona bilineata (Say, 1837) - - - 0.0002 0.0006 0.0004 0.0001 - -
Insecta Hymenoptera abe Plebeia moureana (Ayala, 1999) - - - - - - 0.0001 - 0.0001
Insecta Hymenoptera abe Trigona fulviventris (Guérin-Méneville, 1844) - - - - - - 0.0013 0.0003 0.0008
Insecta Hymenoptera abe Trigona nigra (Cresson, 1878) - - - - 0.0012 0.0006 - 0.0008 0.0004
Insecta Hymenoptera abe Trigonisca mixteca (Ayala, 1999) - 0.0002 0.0001 - - - 0.0005 - 0.0003
Insecta Hymenoptera abe Xylocopa sp. 0.0009 0.0007 0.0008 - - - - 0.0001  0.0001
Insecta Hymenoptera abe NI 0.0006 0.0002 0.0004 - - - 0.0058 - 0.0029
Total (abe) 0.0024 0.0012 0.0018 0.0002 0.0167 0.0084  0.0079 0.0014 0.0047
Insecta Hymenoptera avi Polybia sp. - - - 0.0012 - 0.0006 0.0006 0.0001 0.0003
Insecta Hymenoptera hor NI - - - - 0.0006 0.0003 0.0004 - 0.0002
Total Hymenoptera (abe + avi + hor) 0.0024 0.0012 0.0018 0.0014 0.0173 0.0093  0.0088 0.0015 0.0052
Insecta Lepidoptera mar NI 0.0012 0.0005 0.0009 - - - - - -
Total insecta (Diptera + Hymenoptera + Lepidoptera) 0.0036 0.0018 0.0027 0.0014 0.0233 0.0124  0.0089 0.0016 0.0052
Total (Aves+Insecta) 0.0081 0.0025 0.0053 0.0014 0.0233 0.0124  0.0089 0.0016 0.0052
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Exito de polinizacion

El nimero de individuos reproductivos, asi como la exhibicion del nimero de flores abiertas y
del namero de inflorecencias presentes, fue muy diferente en cada especie. En las dos
temporadas de muestreo se estudiaron en total 106 individuos reproductivos de las tres
especies de orquideas, de los cuales 45 corresponden a Barkeria whartoniana (Bawh), 18 a
Clowesia dodsoniana (Cldo) y 43 a Cyrtopodium macrobulbon (Cyma). ElI nimero total de
flores registradas fue de 1338, de las cuales 84 pertenecen a B. whartoniana, 290 a C.
dodsoniana y 964 a C. macrobulbon (Cuadro 6).

Los datos obtenidos muestran que en todos los casos la funcién masculina presento los
valores mas altos de éxito en comparacién con la funcion femenina. En general, Clowesia
dodsoniana fue la especie con mayor éxito masculino (32.07 % de flores con remocion de
polinios en total) respecto a la otras dos especies. Le siguié Barkeria whartoniana con 22.62
%, y finalmente Cyrtopodium macrobulbon donde s6lo un 5.60 % de las flores presentaron
remocion de polinios. El éxito masculino entre periodos de observacion fue diferente para B.
whartoniana (46.88 % y 7.69 %, respectivamente) y para C. dodsoniana (17.65 % y 48.18 %);
mientras que para C. macrobulbon la remocién de polinios se mantuvo constante en los dos
periodos de observacion (5.60 %; Cuadro 6).

Respecto al éxito femenino, se observo que en general fue bajo. Clowesia dodsoniana
tuvo en total el mayor depdsito de polinios por flor (6.21 %), seguido de Barkeria
whartoniana (4.76 %) y en ultimo lugar se encontr6 Cyrtopodium macrobulbon (0.62 %). El
éxito femenino entre periodos de observacion fue diferente sélo para B. whartoniana (de 12.50
% a 0 %); en las otras dos especies no hubo diferencias sustanciales (Cuadro 6).

La proporcion en la cual el éxito masculino super6 al femenino varié notoriamente
entre especies. En Barkeria whartoniana se present6 la menor diferencia (en una proporcion
de 4.7 veces), seguida de Clowesia dodsoniana (por 5.2 veces), mientras que en Cyrtopodium
macrobulbon el éxito masculino superé en 9.3 veces al femenino. EI numero de frutos
encontrados tiempo después del periodo de observacion (el valor no necesariamente
corresponde al niumero de flores marcadas), vario de forma importante entre especies, de 18

(en B. whartoniana) a 6 (en C. macrobulbon) frutos en total (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Exito de polinizacion en Barkeria whartoniana (Bawh), Clowesia dodsoniana (Cldo) y
Cyrtopodium macrobulbon (Cyma). Se desglosa la informacién por periodo de observacion (2013 y
2014), y en total (2013-2014), a excepcion de Bawh en cuyo caso los datos corresponden a dos
periodos de observacion pero en una sola temporada de floracion: inicio y final (2013 a-b). Se presenta
el namero total de individuos reproductivos (n), nimero total de inflorescencias (Infl), nimero total de
flores en antesis en el periodo de observacion (FI), nimero total de remociones de polinios de las flores
(Rem), nimero total de depdsitos de polinios de las flores (Dep) y numero total de frutos producidos en
la temporada (Fr). Se muestran los indices de polinizacion en términos del éxito masculino y femenino
de las flores. El éxito masculino (J) corresponde al porcentaje de polinios removidos, y el éxito
femenino (%) es el porcentaje de polinios depositados en el estigma, ambos para las flores en antesis en
el periodo de observacion. Se resaltan en negritas los valores totales de cada especie (suma de las dos
temporadas de observacion) y en doble subrayado los valores promedio mas altos entre las tres
especies en los periodos de observacion.

Especie  Afo n Infl FlI Rem Dep Fr* Exitod (%) Exito 9 (%)
Bawh 2013a 15 18 32 15 4 12 46.88 12.50
Bawh 2013b 30 34 52 4 0 6 7.69 0.00
Bawh 2013a,b 45 52 84 19 4 18 22.62 4,76
Cldo 2013 7 9 153 27 8 6 17.65 5.23
Cldo 2014 11 14 137 66 10 5 48.18 7.30
Cldo 20132014 18 23 290 93 18 11 3207 6.21
Cyma 2013 8 11 107 6 0 0 5.6 0.00
Cyma 2014 35 49 857 48 6 6 5.60 0.70
Cyma 2013-2014 43 60 964 54 6 6 5.60 0.62

* El nimero de frutos no necesariamente corresponden a las flores marcadas.
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Despliegue floral

En las tres especies de orquideas para las dos variables de respuesta (remocion y deposito de
polinios), se encontré que los valores més altos de w; (peso relativo) en cada serie de modelos
fueron muy bajos, ya que en todos los casos hubo un peso w; < 0.95; mas aun, hubo varios
modelos que en conjunto sumaron un peso de 0.95. Si bien hubo modelos que resultaron
mejores que otros, la diferencia en peso no fue tan alta como para decir que un s6lo modelo
fue el mejor (Cuadro 7 y 8). Esto significa que, dado que no hay un Unico modelo con mejor
ajuste de datos, existe mas de una hipotesis que pueda llegar a explicar la remocion y dep6sito
de polinios en estas especies, y por lo tanto no hay un patron claro, al menos no con las

variables explicativas empleadas.
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Cuadro 7. Andlisis GLMM para la remocidn de polinios. Se presentan los valores por especie y por modelos del nimero de parametros (k),
Criterio de Informacion de Akaike (AICc), la diferencia entre el valor de AIC, del modelo analizado respecto al valor de AIC, del mejor modelo
(Ay), peso relativo (o;), peso relativo acumulado (acc ;) y verosimilitud (L). Se presentan los modelos en orden decreciente de peso y se resaltan
en negritas los modelos que acumulan el 95 % del peso para cada especie. Se presentan los diferentes modelos con cada una de las variables
explicativas del despliegue floral: NF: nimero de flores, NI: nimero de inflorescencias y LI: longitud de la inflorescencia, asi como el factor afio
(TA) para Clowesia dodsoniana y Cyrtopodium macrobulbon, y el factor temporada de floracién (TF) para Barkeria whartoniana. En todos los
modelos se considera el factor aleatorio planta (PL).

Especie Modelo  Variables k AIC. A ;i acc oy L

Barkeria whartoniana
12 TF + (PL) 3 7874 0.00 0.41 0.41 -36.22
10 NI + TF + (PL) 4 80.68 1.94 0.15 0.56 -36.09
11 LI +TF + (PL) 4 80.93 2.19 0.14 0.70 -36.21
8 NF + TF + (PL) 4 80.94 2.20 0.14 0.83 -36.22
3 NF + NI + TF+ (PL) 5 8292 4.18 0.05 0.88 -36.08
5 NI+ LI+ TF+(PL) 5 8294 4.20 0.05 0.93 -36.08
4 NF + LI+ TF + (PL) 5 8319 4.44 0.04 0.98 -36.21
1 NF + NI + LI+ TF + (PL) 6 85.24 6.50 0.02 0.99 -36.08
0 (PL) 2 88.76 10.02 0.00 1.00 -42.31
15 NF + (PL) 3 9054 11.80 0.00 1.00 -42.12
13 LI+ (PL) 3  90.87 12.13 0.00 1.00 -42.28
14 NI + (PL) 3 9091 12.17 0.00 1.00 -42.31
6 NF + NI + (PL) 4 92.63 13.89 0.00 1.00 -42.06
7 NF + LI+ (PL) 4 9275 14.01 0.00 1.00 -42.12
9 NI+ LI+ (PL) 4 93.07 14.33 0.00 1.00 -42.28
2 NF + NI + LI + (PL) 5 94.89 16.15 0.00 1.00 -42.06

Clowesia dodsoniana
1 NF + NI+ LI+ TA+(PL) 6 283.74 0.00 0.23 0.23 -135.72

Continta
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Continlia

Especie Modelo  Variables k AIC, A oY acc o; L

Clowesia dodsoniana
11 LI +TA+ (PL) 4 284.18 0.44 0.18 0.41 -138.02
12 TA + (PL) 3 284.36 0.62 0.17 0.58 -139.14
4 NF + LI+ TA+ (PL) 5 285.82 2.08 0.08 0.66 -137.80
10 NI+ TA + (PL) 4 285.99 2.25 0.07 0.73 -138.93
5 NI+ LI+ TA+(PL) 5 286.06 2.32 0.07 0.81 -137.93
8 NF + TA + (PL) 4 286.15 2.41 0.07 0.87 -139.01
0 (PL) 2 287.75 4.01 0.03 0.90 -141.85
3 NF + NI + TA + (PL) 5 288.06 4.32 0.03 0.93 -138.92
2 NF + NI + LI + (PL) 5 289.04 5.30 0.02 0.95 -139.41
15 NF + (PL) 3 289.56 5.82 0.01 0.96 -141.74
14 NI + (PL) 3 289.61 5.87 0.01 0.97 -141.76
13 LI+ (PL) 3 289.79 6.05 0.01 0.98 -141.85
6 NF + NI + (PL) 4 290.45 6.70 0.01 0.99 -141.15
7 NF + LI+ (PL) 4 291.26 7.52 0.01 1.00 -141.56
9 NI+ LI+ (PL) 4 291.66 7.92 0.00 1.00 -141.76

Cyrtopodium macrobulbon
0 (PL) 2 416.15 0.00 0.23 0.23 -206.07
13 LI+ (PL) 3 417.38 1.23 0.12 0.35 -205.68
15 NF + (PL) 3 41755 1.40 0.11 0.47 -205.76
14 NI + (PL) 3 418.03 1.88 0.09 0.56 -206.00
12 TA + (PL) 3 418.16 2.01 0.08 0.64 -206.07
7 NF + LI + (PL) 4 418.97 2.82 0.06 0.70 -205.46
11 LI+ TA+ (PL) 4 419.24 3.09 0.05 0.75 -205.60

Continlia



Continlia

Especie Modelo  Variables k AIC, A oY acc o; L

Cyrtopodium macrobulbon
9 NI + LI+ (PL) 4 419.26 3.11 0.05 0.80 -205.61
6 NF + NI + (PL) 4 419.45 3.30 0.04 0.84 -205.71
8 NF + TA + (PL) 4 419.57 341 0.04 0.88 -205.76
10 NI+ TA + (PL) 4 420.05 3.90 0.03 0.91 -206.00
4 NF + LI+ TA+ (PL) 5 420.87 4.72 0.02 0.94 -205.41
2 NF + NI + LI + (PL) 5 420.95 4.80 0.02 0.96 -205.45
5 NI+ LI+ TA+ (PL) 5 421.15 5.00 0.02 0.98 -205.54
3 NF + NI + TA + (PL) 5 421.47 5.32 0.02 0.99 -205.70
1 NF + NI+ LI+ TA+ (PL) 6 422.85 6.70 0.01 1.00 -205.38
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Cuadro 8. Andlisis GLMM para el depdsito de polinios. Se presentan los valores por especie y por modelos del nimero de parametros (k), Criterio
de Informacién de Akaike (AICc), la diferencia entre el valor de AIC. del modelo analizado respecto al valor de AIC, del mejor modelo (A;), peso
relativo (w;), peso relativo acumulado (acc ;) y verosimilitud (L). Se presentan los modelos en orden decreciente de peso y se resaltan en negritas
los modelos que acumulan el 95 % del peso para cada especie. Se presentan los diferentes modelos con cada una de las variables explicativas del
despliegue floral: NF: ndmero de flores, NI: nimero de inflorescencias y LI: longitud de la inflorescencia, asi como el factor afio (TA) para
Clowesia dodsoniana y Cyrtopodium macrobulbon, y el factor temporada de floracion (TF) para Barkeria whartoniana. En todos los modelos se
considera el factor aleatorio planta (PL).

Especie Modelo Variables k AIlC. A o, ace ; L

Barkeria whartoniana
0 (PL) 2 36.31 0.00 0.39 0.39 -16.08
13 LI+ (PL) 3 38.15 1.84 0.16 0.55 -15.93
14 NI + (PL) 3 38.34 2.03 0.14 0.69 -16.02
15 NF + (PL) 3 38.46 2.15 0.13 0.83 -16.08
9 NI + LI+ (PL) 4 40.29 3.97 0.05 0.88 -15.89
7 NF + LI + (PL) 4 40.32 4.01 0.05 0.93 -15.91
6 NF + NI + (PL) 4 40.49 4.18 0.05 0.98 -15.99
2 NF + NI+ LI+ (PL) 5 42.55 6.24 0.02 1.00 -15.89

Clowesia dodsoniana
0 (PL) 96.47 0.00 0.28 0.28 -46.21
13 LI+ (PL) 98.38 1.92 0.11 0.39 -46.15
12 TA + (PL) 98.45 1.99 0.10 0.49 -46.19
14 NI + (PL) 98.47 2.00 0.10 0.60 -46.20

15 NF + (PL)

11 LI+ TA+ (PL)
7 NF + LI + (PL)
9 NI+ LI+ (PL)

10 NI+ TA + (PL)
8 NF + TA+ (PL)

98.50 2.03 0.10 0.70 -46.21
100.22 3.75 0.04 0.74 -46.04
100.30 3.83 0.04 0.78 -46.08
100.37 3.90 0.04 0.82 -46.11
100.48 4.01 0.04 0.86 -46.17
100.51 4.04 0.04 0.90 -46.19
Continta
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Continla

Especie Modelo Variables k AIC, A O acc o L

Clowesia dodsoniana
6 NF + NI + (PL) 4 100.53 4.06 0.04 0.93 -46.19
4 NF + LI+ TA+ (PL) 5 102.19 5.73 0.02 0.95 -45.99
5 NI+ LI+ TA+ (PL) 5 102.23 5.76 0.02 0.97 -46.01
2 NF + NI+ LI + (PL) 5 102.36 5.89 0.01 0.98 -46.07
3 NF + NI + TA + (PL) 5 102.52 6.05 0.01 0.99 -46.16
1 NF + NI+ LI+TA+ (PL) 6 104.28 7.81 0.01 1.00 -45.99

Cyrtopodium macrobulbon
0 (PL) 2 76.93 0.00 0.33 0.33 -36.46
14 NI + (PL) 3 78.35 1.42 0.16 0.49 -36.16
13 LI+ (PL) 3 78.53 1.61 0.15 0.64 -36.25
15 NF + (PL) 3 78.60 1.67 0.14 0.78 -36.29
9 NI + LI+ (PL) 4 79.98 3.05 0.07 0.85 -35.97
7 NF + LI + (PL) 4 80.30 3.38 0.06 0.91 -36.13
6 NF + NI + (PL) 4 80.37 3.44 0.06 0.97 -36.16
2 NF + NI+ LI + (PL) 5 81.96 5.03 0.03 1.00 -35.95
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Con los estimadores promedio y los intervalos de confianza, se encontrd que la remocion vy el
depdsito de polinios para las tres especies no se vieron afectados de manera importante por
ninguna variable del despliegue floral ni por el afio (Cuadro 9 y 10). La mayoria de los
intervalos de confianza fueron muy amplios y por lo tanto, no hubo evidencia suficiente que
explicara la variacion en las variables de respuesta. No obstante, resulté que la temporada de
floracion afectd la remocion de Barkeria whartoniana, y ademas se observaron diferencias en
los dos periodos registrados (al final de la temporada hubo menos remocién que al principio;
Cuadro 9).

Cuadro 9. Estimadores promedio de los parametros asociados a cada variable independiente para la
variable remocion de polinios en cada especie de orquidea. NF: nimero de flores, NI: nimero de
inflorescencias, LI: longitud de la inflorescencia. TA: afio para Clowesia dodsoniana y Cyrtopodium
macrobulbon; TF: temporada de floracion para Barkeria whartoniana; inicio de la floracion (2013a) y
final de la floracién (2013b). Ademas se muestran el error estandar (SE) y los intervalos de confianza
asociados a cada estimador. Se resaltan en negritas los valores que muestran que si hubo un efecto de la
variable explicativa sobre la variable de respuesta, dado que los intervalos no se sobrelaparon.

Especie Variable  Estimador promedio  SE Inter\{alo de
confianza
Barkeria whartoniana
NF -0.01 0.36 -0.70, 0.69
NI -0.18 0.35 -0.86, 0.50
LI 0.04 0.32 -0.59, 0.66
TF
2013a -0.12 0.36 -0.82, 0.57
2013b -2.49 0.52 -3.51,-1.47
Clowesia dodsoniana
NF -2.00 2.15 -6.22,2.22
NI 1.54 1.44 -1.28, 4.36
LI 1.63 1.18 -0.68, 3.95
TA
2013 -2.50 0.78 -4.04, -0.96
2014 0.41 0.76 -1.09, 1.91
Cyrtopodium macrobulbon
NF 0.21 0.31 -0.40, 0.82
NI 0.03 0.29 -0.53, 0.59
LI 0.17 0.21 -0.23,0.58
TA
2013 -3.10 0.56 -4.20, -2.00
2014 -3.02 0.25 -3.52,-2.53
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La falta de certidumbre fue ain mas evidente para el deposito de polinios. En ella no se
pudieron evaluar algunos modelos porque no hubo suficiente variacion en los datos.
Igualmente para las tres especies, ni las variables del despliegue floral ni el afio y la temporada

de floracion fueron relevantes en el depdsito (Cuadro 10).

Cuadro 10. Estimadores promedio de los parametros asociados a cada variable independiente para la
variable deposito de polinios en cada especie de orquidea. NF: nimero de flores, NI: nimero de
inflorescencias, LI: longitud de la inflorescencia. TA: afio para Clowesia dodsoniana y Cyrtopodium
macrobulbon; TF: temporada de floracion para Barkeria whartoniana; inicio de la floracion (2013a) y
final de la floracion (2013b). Ademas se muestran el error estandar (SE) y los intervalos de confianza
asociados a cada estimador. Los guiones indican la exclusion de la variable en cuestion por su ausencia
en el modelo més complejo y por su falta de evidencia en la influencia del depdsito de polinios.

Especie Variable Estimador promedio  SE Inter\{alo de
confianza
Barkeria whartoniana
NF 0.01 0.55 -1.07,1.10
NI -0.20 0.61 -1.40, 1.00
LI 0.28 0.49 -0.69, 1.25
TF
2013a - - -
2013b - - -
Clowesia dodsoniana
NF -0.27 2.20 -4.59, 4.05
NI -0.41 2.18 -4.67, 3.86
LI 0.72 1.62 -2.46, 3.89
TA
2013 -9.51 3.57 -16.50, -2.51
2014 -8.52 3.50 -15.39, -1.65
Cyrtopodium macrobulbon
NF 0.16 0.45 -0.71, 1.03
NI 0.29 0.42 -0.53,1.12
LI - - -
TA
2013 - - -
2014 - - -
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DISCUSION

El hallazgo de estructuras con posible funcion secretora, el registro de los visitantes florales y
posibles polinizadores, asi como la evaluacion del éxito de polinizacion para especies en
donde esto nunca habia sido estudiado, son aspectos relevantes de esta investigacion. De igual
manera, el resultado de la valoracion del despliegue floral, tanto en el éxito de la funcion
masculina como femenina es notable, debido a que las especies estudiadas tuvieron un

comportamiento diferente a lo planteado en la literatura para otros grupos de plantas.

Micromorfologia floral y polinizacion

La localizacion de diferentes tipos de estructuras, no sélo entre especies sino también dentro
de las diferentes estructuras de la flor de una misma especie, toma importancia por la funcién
que desempefian en el contexto de la polinizacion. Nuestro estudio Gnicamente arrojé
evidencia de posibles estructuras secretoras a nivel microestructural; sin embargo, es
importante investigar la anatomia de las estructuras secretoras a través de analisis histoldgicos
e histoquimicos para evaluar su naturaleza y funcién real, debido a que algunas especies de
orquideas tienen estructuras que no producen una recompensa y atraen a sus polinizadores
mediante engafio (Ackerman, 1986; Pansarin et al., 2008, 2009). Asimismo, seria importante
explorar los compuestos que segregen, particularmente los volatiles dado que el olor

desempefia un papel clave en la atraccion (Schliter y Schiestl, 2008).

A primera vista, en las flores de Barkeria whartoniana no se observaron secreciones;
sin embargo, a nivel microscdpico se detectd lo siguiente: (1) presencia de secreciones
intercelulares en el labelo, asi como (2) estomas en la antera y (3) hendiduras entre las células
de la columna adyacente al labelo que pudieran indicar otro tipo de secreciones. Las
secreciones intercelulares con apariencia cristalina encontradas en el labelo, aparentemente
corresponden a azlcares que podrian interpretarse como una recompensa para los
polinizadores (Fahn, 1988). No obstante, estas secreciones se presentan en pequefias
cantidades Yy las flores no presentan algun tipo de macroestructura evidente (como espolones o
camaras septales) que permita la acumulacién de azucares. Por ello, es muy probable que estas
secreciones no representen una recompensa verdadera sino que por el contrario, formen parte
de un mecanismo de polinizacion por engafio. En los sistemas por engafio, la produccion de

pequefias cantidades de néctar tienen poco efecto en el presupuesto energéetico de las
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orquideas, por lo que no representa un elevado costo en la reproduccion de las mismas
(Jersékova et al., 2006)

Por otro lado, la presencia de estomas en las anteras es poco frecuente en las
angiospermas (Keijzer et al., 1987; Rudall, 2007). Sin embargo, estomas atroficos como los
encontrados en Barkeria whartoniana, han sido relacionados con la secrecion de néctar. Este
fendmeno se ha reportado en las familias Rosaceae (Radice y Galati, 2003; Weryszko-
Chmielewska et al., 2003), Brassicaceae (Davis et al., 1998), Scrophulariaceae (Graffal et al.,
1998; Nepi et al., 2003), Myrtaceae (O’Brien et al., 1996; Davis, 1997) y Fabaceae (Teuber et
al., 1980; Davis y Gunning, 1991; Razem y Davis, 1999). Los estomas atroficos difieren de
los estomas tipicos en que lo primeros son incapaces de cerrar completamente debido a que las
células acompafiantes se cuticulizan (Davies et al., 2005), por lo que representan un buen
medio de salida por el cual pueden a atravesar secreciones.

En orquideas, la presencia de estomas en las anteras se ha reportado en los géneros
Barkeria, Maxillaria y Acampe, aunque en estos dos Ultimos, parece tener funcion secretora de
néctar y aromas (Stpiczynska et al., 2003; Davies et al., 2005; Telepova-Texier, 2009). En el
género Barkeria, en el trabajo de Valencia-Nieto (2012) se reporta para B. uniflora Dressler &
Halb. la presencia de estomas de tipo actinocitico distribuidos principalmente hacia el centro
de los l6bulos de las anteras. Sin embargo, en ese estudio se descarta la posibilidad de que los
estomas presentes en las anteras tengan funcion secretora debido a que las flores de la especie
carecen de aromas y de néctar (Valencia-Nieto, 2012). En B. whartoniana puede suceder algo
similar, ya que las flores de esta especie no son olorosas y aunque es posible que presenten
azlcares, tampoco se ha demostrado la presencia de néctar. Por lo tanto, la presencia de
estomas en las anteras puede ser debido a que sean (1) estructuras vestigiales o (2) parte del
mecanismo de engafio, aunque no queda claro cuél podria ser su funcién. Algo similar se
puede decir de las hendiduras celulares localizadas en la columna, que si bien no reflejan una
estructura definida, es posible que se traten de la formacion de una via de salida para las
secreciones.

Para Clowesia dodsoniana se tienen razones para pensar que sus flores si ofrecen
recompensas florales. Una de ellas, es que las flores en antesis emiten aromas dulces e
intensos. La presencia de aromas florales en otras especies del género como C. glaucoglossa,

C. russelliana y C. thylaciochila ha sido interpretada como una recompensa para los
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polinizadores (Aguirre, 1979). Asimismo, los analisis microestructurales arrojaron evidencia
tanto de estructuras secretoras en la epidermis del labelo, como secreciones a su alrededor. Las
estructuras secretoras presentan una tapa cutinizada que aparentemente impide el libre flujo de
las sustancias por la epidermis. Las sustancias producidas se liberarian sdlo hasta que estas
estructuras se llenan y la capa cutinizada se quiebra, exponiendo de esta forma a los poros o
estructuras de salida. Cuando las sustancias producidas se liberan, es posible que se
distribuyan a lo largo de la zona, en cuyos casos se solidificarian formando estructuras
esféricas como las encontradas en algunas partes del labelo.

Otro punto que sugiere que esta especie si produce recompensas es la presencia de los
posibles polinizadores encontrados, que fueron dos especies de abejas de la tribu Euglossini
(Eufriesea sp. y Euglossa sp.). Se ha encontrado que las abejas macho de esta tribu tienen
afinidad por los olores emitidos por las flores de las orquideas y de otras plantas (Dressler
1982). Los machos recogen las sustancias volatiles (la mayoria terpenoides y compuestos
aromaticos) con los pelos de los tarsos y los almacenan en las tibias posteriores (Vogel 1966;
Whitten et al., 1989; Eltz et al., 1999). Este comportamiento en los polinizadores potenciales
de C. dodsoniana se refleja en la estructura y localizacion de las secreciones, ya que la
mayoria se encontraron en el labelo medio y en la zona basal del mismo, una region
estratégica si tomamos en consideracion la posicion en la cual permanece el polinizador con
respecto a la columna y los polinios. De este modo, es posible que las abejas euglosinas que
visitan a C. dodsoniana al llegar a las flores y comenzar a forrajear, rasquen sobre la superficie
del labelo y provoquen el rompimiento de la cuticula, liberando de este modo las sustancias
producidas por la flor y recogiéndolas durante el forrajeo.

Respecto a Cyrtopodium macrobulbon, se puede mencionar que dentro de este género
es mas probable encontrar especies que no ofrezcan recompensas, que especies con
produccién de aceites y perfumes (Chase y Hills, 1992). Para algunas especies del género se
han registrado glandulas secretoras e incluso compuestos aromaticos para atraer a los
polinizadores. Por ejemplo, Pansarin et al. (2008) documentaron para C. polyphyllum la
presencia de osmoforos en la superficie adaxial del labelo con secrecién de compuestos
aromaticos. Sin embargo, la fragancia de C. polyphyllum no parece ser un recurso que colecten
las abejas, por lo que sugieren que la presencia de compuestos aromaticos producidos por las

flores de la especie podrian ser parte del mecanismo de engafio (Pansarin et al., 2008). De
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igual forma para C. punctatum, Dutra et al. (2009) reportaron la presencia de compuestos
aromaticos y sefiales visuales para atraer a los insectos visitantes; sin embargo, al igual que C.
polyphyllum, los autores sugieren que los componentes de atraccion de la especie son usados
para engafiar a los visitantes florales.

En Cyrtopodium macrobulbon se encontraron células globosas distribuidas
principalmente en el labelo, algunas de las cuales presentaron sustancias a su alrededor, asi
como poros en la columna y en la interseccion labelo-columna. Las estructuras encontradas
podrian tratarse de osmoforos (para la secrecion de compuestos aromaticos) o incluso
elaiéforos (para la secrecion de aceites o resinas). No obstante, de ser cierto que la especie
produce ceras o0 resinas, la produccion de éstas seria en cantidades minimas lo que sugeriria su
funcion como parte del mecanismo de engafio, algo similar a lo encontrado en Barkeria
whartoniana.

La posibilidad de que estas plantas produzcan aceites se ve reforzada por el
comportamiento de las abejas Trigona quienes fueron los visitantes florales mas frecuentes.
Este grupo de abejas pertenecientes a la tribu Meliponini con frecuencia visitan a las flores en
busca de ceras y resinas que almacenan en sus corbiculas para la construccién de sus nidos
(Michener, 1974). La asociacién de las orquideas con las abejas sin aguijon es casi exclusiva
de las especies epifitas (Dressler, 1993) en su mayoria de la tribu Maxillarieae
(Epidendroideae), quienes con frecuencia usan el mecanismo de polinizacion por engafio para
atraer a las abejas (Roubik, 2000). Otro aspecto relevante en Cyrtopodium es la similitud en
tamafo y color de las flores de sus especies con las flores de otras especies productoras de
recompensas, entre las que destacan flores de la familia Malpigiaceae y Fabaceae. Lo anterior
muestra evidencia de mimetismo, como es el caso de otras orquideas, por ejemplo Oncidium,
Odontoglossum y Ornitocephalus (Roubik, 2000), las cuales buscan atraer principalmente a
abejas del género Centris (Pijl y Dodson 1966; Roubik 1989).

La presencia de aceites y resinas en orquideas se ha registrado sélo para cuatro
subtribus: Maxillariinae Benth. (van der Pijil y Dodson, 1966; Davies y Turner, 2004),
Bifrenariinae Dressler (Davies y Stpiczynska, 2006), Oncidiinae Benth. (Stpiczynska et al.,
2007; Stpiczynska y Davies, 2008) y Catasetinae Benth. (Davies et al., 2006; Mickeliunas et

al., 2006). C. macrobulbon pertenece a la subtribu Cyrtopodiinae, asi que de ser cierto que las
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estructuras encontradas se traten de elaioforos, seria la primera vez que se registra su presencia

en esta subtribu.

Visitantes florales y polinizadores

Las observaciones directas de los polinizadores en Orchidaceae con frecuencia son dificiles y
requieren de mucho tiempo (Roberts, 2003). Esta premisa destaca en las tres especies de
orquideas aqui estudiadas, para la cuales se registraron bajas tasas de visita florales.
Curiosamente, las tasas de visita coinciden con el éxito en la polinizacion de cada especie en
términos de la més a la menos exitosa (ver mas adelante). Ademas del posible mecanismo de
engafio usado por al menos dos especies (Barkeria whartoniana y Cyrtopodium
macrobulbon), otros factores como los ambientales (temperatura, precipitacion, velocidad del
viento, radiacion solar y humedad) pueden ejercer una fuerte influencia sobre la actividad de
los polinizadores (Pansarin et al., 2008), y por lo tanto en su comportamiento de forrajeo y las
visitas florales (Roubik, 1992). Asimismo, el registro del posible polinizador que ocurri6 sélo
en una especie de orquidea y que resultd hasta el segundo afio de muestreo, sugeriria que o
bien hay una baja abundancia del polinizador, o éstos son inconstantes y/o ineficientes.

Aunque para el caso de las especies evaluadas en este trabajo, las visitas florales
estuvieron representadas por una amplia gama de organismos, tanto invertebrados (insectos)
como vertebrados (aves), hay una clara diferencia entre los polinizadores y los visitantes
florales quienes no llevan a cabo la transferencia de polen (Dressler, 1990), ya que éstos con
frecuencia pueden ser demasiado pequefios 0 grandes para llegar a ser el polinizador efectivo
(Arditti, 1992).

Clowesia dodsoniana fue la Unica especie para la que se detectd la presencia de
polinizadores potenciales y ademas fue la especie mas visitada. Estos resultados sugeririan que
aungue las tasas de visita registradas para las tres especies son bajas, la especie de orquidea
que aparentemente si recompensa a sus polinizadores experimenta mayores visitas. Este
resultado coincide con lo esperado, ya que muchos estudios han advertido que las especies de
orquideas con recompensas florales, generalmente presentan una mayor tasa de visita en
comparacion con las que no las presentan (Nilsson, 1980, 1984; Neiland y Wilcock, 1998;
Tremblay et al., 2005; Smithson, 2006). Aunque aqui nos referimos a los polinizadores como

“posibles” o “potenciales” porque sélo lo observamos removiendo el polen y no
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depositandolo, es muy probable que si sean los polinizadores. De hecho, Dressler (1976)
reconoce que aquellos animales que retiran los polinarios de orquideas frecuentemente son los
polinizadores legitimos. Si la especie de Clowesia tiene dos polinizadores en esta region, se
puede concluir que no es especialista estricta como a veces se suele sugerir para este grupo de
orquideas. No obstante, aparentemente si es especialista en un grupo determiando de
polinizadores, es decir, los machos de las abejas euglosinas.

A pesar de que Clowesia dodsoniana parece ser la Unica especie de este estudio con
presencia de recompensas (aromas florales), su tasa de visita es baja comparada con otras
especies que ofrecen recompensas florales (Tremblay et al., 2005 y referencias). Una posible
explicacién es que las abejas macho de la tribu Euglossini colectan los aromas florales para
emplearlos como feromonas durante el momento del cortejo (Schiestl y Roubik, 2003; Eltz et
al., 2003, 2005; Zimmermann et al., 2006; Del Mazo y Damon, 2007). Sin embargo, los
aromas florales que estan restringidos a las abejas macho, no representan el principal recurso
para una abeja como lo podrian ser el néctar o el polen del cual dependen para alimentarse y
sobrevivir. Asimismo, la colecta de aromas no se limita a Orchidaceae porque las abejas
pueden recolectar aromas de una amplia variedad de especies odoriferas de otras familias de
plantas que estén floreciendo a lo largo del afio (Dressler, 1967). En consecuencia, las abejas
pueden no ser tan dependientes de las orquideas como éstas lo son de las abejas (Ackerman,
1983), y el mutualismo que aparentemente ocurre entre las abejas euglosinas y las orquideas,
parece ser facultativo para las abejas pese a que es obligatorio para las orquideas (Pemberton y
Wheeler, 2006).

Otras explicacion a las bajas tasas de visita que experimentd Clowesia dodosniana, es
la abundancia y actividad del polinizador. Ackerman (1983), observd para abejas euglosinas
que el aumento en el numero de abejas a principios del afio puede proporcionar un flujo de
abejas jovenes con necesidades quimicas generales. Pero cuando hay un pico en la abundancia
de las abejas, hay una mayor proporcién de individuos adultos que pueden tener necesidades
mas exigentes de compuestos quimicos, cuando sus reservas llegan a su fin o cuando requieren
de la reposicion de determinado compuesto. Por consiguiente, las abejas adultas que visitan a
las orquideas que presentan aromas, lo hacen con menor frecuencia (Ackerman, 1983). Se ha
visto ademas que las abejas euglosinas presentan mayor actividad en la temporada de lluvias

debido a sus preferencias por las condiciones calidas y humedas (Roubik y Hanson, 2004).
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Recientemente May-Itza et al. (2014) encontraron que en un sitio con marcada estacionalidad,
abejas de la especie Euglossa viridissima se encontraron a lo largo de todo el afio, aunque fue
evidente que en temporada de lluvias hubo més emergencia de abejas macho que en la
temporada seca, lo cual podria estar asociado a una mayor abundancia de recursos. C.
dodsoniana florece en la temporada de lluvias de un sitio estacional, y debido a esto, es
posible que la floracién de la orquidea coincida con la actividad del polinizador, aunque
nuevamente, esto no significaria que las abejas son totalmente dependientes de las orquideas.
El conocimiento de los nimeros poblacionales de los polinizadores y sus fluctuaciones inter e
intra anuales ayudarian a entender muchos aspectos de la interaccion planta-polinizador en el
sitio.

Tanto para Barkeria whartoniana como para Cyrtopodium macrobulbon hubo baja
tasas de visita. Esto puede deberse a que ambas especies parecen presentar algn mecanismo
de engafio que limita en gran medida las visitas repetidas por parte de los polinizadores,
aunque para C. macrobulbon es més evidente la restriccion. La identidad del polinizador para
ambas especies de orquideas se desconoce, lo cual condiciona enormemente las posibles
causas de este resultado, y en consecuencia, de lo que sucede en la interaccion orquidea-
polinizador.

En las especies de orquideas estudias, el grupo de visitantes florales méas frecuente fue
el de las abejas. Sin embargo, resultd interesante la visita de colibries que se observo sélo en
Barkeria whartoniana. Tipicamente, las flores de orquideas ornitofilas tienen antesis diurna,
labelo curvo y posicionado hacia atras, abundancia de néctar y sin guias de néctar
(Stpiczynska et al., 2003), asi como color rojo, naranja, rosa o incluso amarillo; por ejemplo,
Oncidium roseum (Lindl.) Beer, O. vulcanicum (Rchb.f.) M.W.Chase & N.H.Williams,
Comparettia falcata Poepp. & Endl., Cyrtochilum aureum (Lindl.) Senghas, C. retusum
(Lindl.) Kraenzl., Elleanthus aurantiacus (Lindl.) Rchb.f., Epidendrum ibaguense Kunth, E.
pseudepidendrum Rchb.f. y Maxillaria coccinea L.O. Williams. Sin embargo, las flores de B.
whartoniana dificilmente cumplen con tales caracteristicas, por lo que resulta inusual la visita
de los colibries.

Una explicacion a la visita de colibries en Barkeria whartoniana es la posible
presencia de azucares encontrados en el labelo, que aun en cantidades bajas, puede promover

breves visitas de los colibries en secuencia a lo largo de su ruta de busqueda de alimento
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(Nunes et al., 2013), tal y como se observé en campo. Sin embargo, no queda muy claro el
coémo los colibries son atraidos por las flores, ya que éstos no hicieron un intento por
alimentarse de las flores, ademas de que se ha observado que las plantas polinizadas por
colibries, tienden a producir néctar con un concentracion de azucar del 20 % (Johnson y
Nicolson, 2008).

Ciertamente en Barkeria whartoniana parece poco probable que la polinizacion por
colibries ocurra, ya que aunque fue el visitante floral mas frecuente en esta especie, no se
observo la remocion ni depdsito de polinios en ningun caso. Por el contrario, sugerimos que la
polinizacién en esta especie puede darse por abejas. De hecho algunos estudios han
documentado abejas del género Xylocopa como posibles polinizadores del género Barkeria
(van der Pijl y Dodson, 1966; Stebbins, 1970), y aunque estas abejas no fueron los visitantes
mas frecuentes, se observd que fueron los que mas tiempo permanecieron en las flores. Sin
embargo, en muchas ocasiones la duracién de los visitantes florales se vio interrumpida por las
fuertes corrientes de aire de la zona de estudio, las cuales no favorecieron su persistencia en la
flor, y probablemente tampoco la polinizacion.

En Cyrtopodium macrobulbon, la especie que recibid la menor tasa de visita, las visitas
florales estuvieron representadas mayormente por abejas, particularmente por el género
Trigona. Sin embargo, es poco probable que estas abejas sean los polinizadores legitimos de
C. macrobulbon, ya que aunque en muchas ocasiones tuvieron contacto directo con los
polinios, en ningn momento los retiraron y mucho menos los depositaron. Esto pudo haber
ocurrido a causa del pequefio tamafio de las abejas, el cual impide que el mecanismo de
extraccion de polen se lleve a cabo. Vale la pena sefialar que en Cyrtopodium macrobulbon
ocurre la presencia de hormigas que patrullan a las plantas. Aunque no se observé ningun
comportamiento agresivo por parte de las hormigas, es posible que lleguen a tener un efecto en
las visitas repetidas de los polinizadores. Para futuras investigaciones, se recomienda tomar en
consideracion este evento.

Aunque no se logro detectar al polinizador de Cyrtopodium macrobulbon, sugerimos
gue éste puede tratarse de abejas Centris 0 Xylocopa por varias razones; una de ellas es que el
tamafio de las abejas es ideal para que remuevan y depositen los polinios. Ademas, ciertas
caracteristicas de las flores de C. macrobulbon como la similitud con las flores de las familias

Malpigiaceae y Fabaceae, y la presencia de posibles aceites y/o resinas, es consistente con las

52



preferencias de estos tipos de abejas para el forrajeo. Adicionalmente, se ha sugerido para
otras especies del género Cyrtopodium tanto a Centris como a Xylocopa como posibles
polinizadores. Por ejemplo, en Puerto Rico se reporté que C. punctatum fue polinizada por
abejas del género Xylocopa (Ackerman, 1995). Pemberton y Liu (2008) observaron dos
especies de abejas Centris visitando las flores de C. punctatum en el sureste de Florida.
Pansarin et al. (2008) encontrd para C. polyphyllum a Centris tarsata y a Centris labrosa
como polinizadores. Dutra et al. (2009) sugieren que por la frecuencia de visitas en C.
punctatum es posible que las abejas carpinteras (Xylocopa spp.) sean los principales

polinizadores.

Exito de polinizacion

En comparacién con especies de otras familias de plantas, el éxito de polinizacién en las
especies estudiadas fue bajo y consecuentemente, el éxito reproductivo (medido como nimero
de frutos) también fue bajo. La baja polinizacion ya ha sido reportada en la mayoria de las
especies de la familia Orchidaceae, las cuales parecen estar fuertemente limitadas por la
polinizacién (Ackerman, 1981, 1989; Zimmerman y Aide, 1989; Neiland y Wilcock, 1998;
Aragén y Ackerman, 2004; Parra-Tabla y Vargas, 2007; Sun et al., 2009).

La baja polinizacion parece acentuarse en las zonas tropicales, ya que se ha observado
que el éxito reproductivo de las orquideas de estos sitios es menor que las plantas de las zonas
templadas (Neiland y Wilcock, 1998; Tremblay et al., 2005). Una posible explicacion es que
las orquideas tropicales muestran una estructura poblacional diferente a la de las zonas
templadas. Las poblaciones del trépico generalmente son pequefias y muy dispersas
(Ackerman, 1986), y pueden ser incapaces de mantener el interés de los polinizadores aun si
las especies presentan recompensas. Ademas, puede haber un mayor nimero de especies que
florecen al mismo tiempo y por lo tanto competir por los mismos polinizadores. En el caso de
las tres especies de orquideas, Barkeria whartoniana es la especie que se encuentra en mas
bajas densidades poblacionales, las plantas estan alejadas entre si y se encuentran en un
microhabitat muy particular. Las plantas de Clowesia dodsoniana aunque también se
encuentran muy dispersas, sus numeros poblacionales parecen no estar tan limitados como en
B. whartoniana. Mientras que para Cyrtopodium macrobulbon las plantas se encuentran

creciendo en parches con altas densidades y con patrones de agregacién. Todos estos patrones

53



resultan especialmente importantes para los polinizadores, ya que pueden reducir la frecuencia
con la que los polinizadores encuentran a los flores, sobre todo si las flores no ofrecen
recompensas (Ferdy et al., 1998; Castillo et al., 2002; Sun et al., 2009). Aunque al mismo
tiempo puede ser una ventaja porque impide la discriminacion de los polinizadores inexpertos
y maximiza el exito reproductivo de las plantas que engafian (Ackerman, 1986; Sabat y
Ackerman, 1996; Jersakova et al., 2006).

Se ha sugerido también que la falta de los polinizadores efectivos o nativos en los
tropicos pueden aumentar la magnitud de la limitacion en la polinizacion, sobre todo para
plantas nativas (Neiland y Wilcock, 1998; Knight et al., 2005). ElI hecho de que se haya
encontrado Unicamente al posible polinizador de una especie de orquidea plantea la
posibilidad de que las especies de polinizadores que polinizan al resto de las orquideas
carezcan de distribuciones totalmente simpatridas con ellas (Ackerman, 1983), lo cual
impondria una barrera para su polinizacion. También es posible que los polinizadores de las
especies sean poco abundantes en el sitio, por lo que valdria la pena explorar sus fluctuaciones
poblacionales en la region para dilucidar mejor el proceso de polinizacion.

En un sitio con marcada estacionalidad como nuestra zona de estudio, es indiscutible
que las variaciones ambientales pueden estar influyendo en la polinizacion, incluso entre
temporadas como ocurrié con las especies aqui estudiadas. Las fluctuaciones anuales no sélo
inciden en la actividad de los polinizadores, sino también en la fenologia de las plantas. Es
claro que las orquideas necesitan mas de los polinizadores, que los polinizadores de las
orquideas (Roberts, 2003), y por lo tanto los polinizadores pueden encontrar recursos en mas
de una especie de planta. Por lo tanto, la actividad de los polinizadores esta influenciada en
gran medida por la cantidad de recursos disponibles en su medio. Un suministro constante de
recursos florales para los polinizadores se puede lograr mediante la fenologia de floracion
secuencial de las especies de plantas que constituyen un gremio de determinado recurso
(Rosas-Guerrero et al., 2014). Particularmente en Nizanda, un estudio sobre la fenologia en
especies arboreas reveld que aunque en promedio la estacionalidad de los eventos de floracion
es significativa en la estacion seca, en realidad se observan especies en actividad reproductiva
todo el afio (Maldonado Romo, 2014). Lo anterior toma relevancia en el contexto de la
abundancia de los recursos florales y su relacion con el comportamiento de los polinizadores,

ya que la baja actividad de éstos puede incrementar la probabilidad de la limitacion en la
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polinizacién (Wilcock y Neiland, 2002), sobre todo si el pico de la actividad del polinizador
no coincide con la temporada de floracion de las orquideas, o las especies de orquideas no
representan un buen recurso para el polinizador.

Otra hipotesis de la baja polinizacion de las orquideas es que estas se pueden encontrar
limitadas por los recursos. La insuficiencia de recursos como agua o nutrientes pueden limitar
la polinizacion y fructificacion en las plantas, ya sea dentro o entre temporadas (Nilsson,
1992), sobre todo en regiones con marcada temporalidad como nuestro sitio de estudio. La
limitacion por los recursos se ha registrado en especies neotropicales como lonopsis
utricularioides (Sw.) Lindl. (Montalvo y Ackerman, 1987), Aspasia principissa Rchb. f.
(Zimmerman y Aide, 1989) y Epidendrum ciliare L. (Ackerman y Montalvo, 1990). Para el
caso de las orquideas estudiadas, valdria la pena hacer estudios fisioldgicos que incorporen
aspectos como el tamafio de las partes vegetativas y reproductivas para estimar los recursos
destinados a la floracién, e incorporarlos a la historia de vida de las especies, ya que es muy

probable que la fisiologia de cada especie difiera.

Exito de polinizacion masculino y femenino
Un patrdn interesante para las tres especies de orquideas es que el éxito masculino (remocion
de polinios) fue mayor que el éxito femenino (depdsito de polinios). En muchos estudios sobre
polinizacién en orquideas se ha registrado el mismo patron, lo cual sugiere que la produccion
de frutos esta mas limitada por la insercion del polen en el estigma que por su extraccion de la
columna (Nilsson, 1992; Brys et al., 2008; Li et al., 2011). La mayoria de las plantas
hermafroditas producen muchas mas flores que frutos; este fendémeno se explica porque en las
angiospermas el fracaso en la polinizacion es frecuente debido a que puede ocurrir en
diferentes etapas cuando el polen es removido y transportado, ya sea antes, durante o después
de la dispersion del polen (Wilcock y Neiland, 2002) y las orquideas no son la excepcion
(Tremblay et al., 2005). En este sentido, si las orquideas sufren un alto fracaso en la remocion
de polen en comparacién con otras familias de plantas (Harder, 2000), es comprensible que el
depdsito del mismo fuera un fracaso mayor.

En este estudio resulto evidente que la polinizacion en las tres especies de orquideas
estudiadas fue contrastante. Tanto para la funcion masculina como para la femenina Clowesia

dodsoniana fue la especie que presentd los mayores valores. Le siguen en orden decreciente
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Barkeria whartoniana y Cyrtopodium macrobulbon, también para ambas funciones de la
polinizacidn. Cabe sefialar que estos resultados coinciden con las tasas de visita registradas.
Uno de los factores a los que se podria atribuir estos resultados es a la presencia de
recompensas florales. C. dodsoniana, la Unica especie que parece recompensar a Sus
polinizadores, es la especie con los valores mas altos de polinizacion. Las especies con
ausencia de recompensas florales tienen el doble de riesgo de verse afectadas por la
polinizacién limitada respecto a las especies que si ofrecen recompensas (Zimmerman, 1983;
Cibula y Zimmerman, 1987; Neiland y Wilcock, 1998, Johnson y Nilsson, 1999; Smithson
Gigord, 2001).

Los resultados obtenidos muestran que la especie mas exitosa en la polinizacion es
Clowesia dodsoniana; sin embargo, llama la atencién la proporcion en la cual el éxito
masculino supera al éxito femenino entre las tres especies, ya que se observa que en Barkeria
whartoniana se presenta la menor diferencia (4.7 veces), seguida de Clowesia dodsoniana (5.2
veces) y Cyrtopodium macrobulbon (9.3 veces), respectivamente. Estos resultados indican que
es posible que en B. whartoniana la eficiencia de transferencia del polen al estigma sea mayor
(debido a la baja diferencia entre el éxito masculino y femenino). Johnson y colaboradores
(2005) reportaron que cerca del 65 % de los polinios producidos por una especie se pierden
durante el proceso de extraccion y/o transporte. Si un mismo polinizador acumula muchos
polinios de flores distintas, puede provocar que el polen sea méas propenso a caerse. Otro
motivo de pérdida de polen es el exceso de polinios en el cuerpo del polinizador que puede
obstaculizar el acceso de polinios de las flores visitadas anteriormente a los estigmas de las
flores visitadas posteriormente (Johnson et al., 2005). Para C. dodsoniana se percibié que
durante el forrajeo del polinizador, éste acumul6 polinios en el térax y no se observo el
depdsito de los mismos, lo cual apoya la idea de la poca eficiencia en el mecanismo de
depdsito de polen.

Otra caracteristica que resulta de especial interés, son los sistemas de
autoincompatibilidad de cada una de las especies de orquideas. Las flores de Barkeria
whartoniana son autocompatibles (Soto-Arenas y Solano-Gémez, 2007) mientras que las
flores de Clowesia dodsoniana son autoincompatibles (Aguirre, 1979). Se ha documentado
que la autogamia puede ser una desventaja para las especies porque conduce a mayores tasas

de endogamia, reduce la funcion femenina al disminuir el nimero y la calidad de la
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descendencia, asi como la funcion masculina a través de la reduccion en la cantidad de polen
disponible para la exportacion a otras plantas (Harder y Barrett 1995; Barrett 2003; Johnson et
al., 2004). Sin embargo, también es cierto que en ausencia de un sistema de
autoincompatibilidad, las plantas presentan alta produccion de frutos en niveles incluso mucho
mas altos que en los sistemas autoincompatibles (Tremblay et al., 2005). Este es el caso de B.
whartoniana, la cual no s6lo asegura la polinizacion entre las flores de una misma planta con
una visita repetida del polinizador, sino que también puede producir frutos en igual o mayor
proporcion que una especie como C. dodsoniana, la cual esta sujeta a las mismas presiones
ambientales del sitio.

Ademas, la floracion sucesiva en Barkeria whartoniana asi como la produccion de
pocas flores, puede mitigar las posibles consecuencias de la endogamia. En sistemas
autoincompatibles como Clowesia dodsoniana la floracion sincronica dentro de una planta
(como sucede en esta especie) puede ser desventajoso porque los polinizadores se pueden
mover de manera indiscriminada por las flores de una misma planta, y provocar la
geitonogamia en el transcurso. De hecho, en C. dodsoniana fue muy frecuente observar en un
mismo tiempo a diferentes flores de una misma planta con el polen removido a la vez que
depositado, lo que sugeria que el polinizador realiz6 varias visitas en las flores de una misma
planta. Dichas flores incluso presentaron indicios de formacion de fruto; sin embargo, pocos
dias después de la polinizaciéon fue evidente que muchas de las flores que aparentemente
fueron fecundadas presentaron aborto de frutos en una proporcion cercana al 50 %. Asimismo,
se ha observado de manera experimental y empirica que en el género Clowesia, transcurrido
un corto periodo de tiempo (aproximadamente de cuatro a cinco dias posterior a la antesis)
ocurre un desprendimiento funcional del viscidio, lo que conduce a la oxidacion rapida de éste
con lo que se elimina la posibilidad de transporte de polen (Aguirre, 1979). Para el caso de
Cyrtopodium macrobulbon aunque se desconoce su sistema de autoincompatibilidad, es
posible que sea similar al de C. dodsoniana, ya que de igual manera tras la aparente
fecundacion en las flores, dias después hubo aborto de frutos. Aparentemente, existe una
disyuntiva entre tener un mayor namero de flores abiertas al mismo tiempo con el riesgo de
gue aumente la autopolinizacion, respecto a tener una floracion sucesiva (con un despliegue
floral menos atractivo), pero con menor probabilidad de autopolinizacion. Sin embargo, no es

claro si esta disyuntiva realmente ocurra, ni cuéles son las condiciones ecologicas que
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permitan que una estrategia sea mejor que la otra. En este sentido, la baja tasa de polinizacion
puede verse no necesariamente como un fracaso, sino mas bien como una consecuencia de la
evolucion de una estrategia de polinizacion compleja que maximiza la polinizacion cruzada
(Neiland y Wilcock, 1998; Cozzolino y Widmer, 2005).

En este estudio, aunque la evaluacién del numero de frutos producidos no correspondid
estrictamente con las flores marcadas, se puede concluir que la fructificacion en las tres
especies de orquideas es baja. Barkeria whartoniana super6 de manera considerable a la
produccidn de frutos de las otras dos especies (21.4 % frutos por flor), e incluso fue mayor que
el nimero de flores marcadas con polinios depositados, por lo que se considera que el valor
real debe ser un poco menor. Para Clowesia dodsoniana el porcentaje de frutos producidos en
total respecto a las flores marcadas fue de 3.8 %, y se puede considerar que este valor se
acerca al éxito reproductivo real de la especie dado que la floracién es muy sincronica. En
cuanto a Cyrtopodium macrobulbon, es muy notoria la diferencia entre el nimero de flores
marcadas y el nimero de frutos producidos (0.62 % frutos por flor), lo cual sugiere que el
éxito de la polinizacién en total, es muy bajo. La produccién baja de frutos para Cyrtopodium
ya ha sido reportada en otra especie del mismo género. En C. polyphyllum se observé que en
condiciones naturales la produccion de frutos es del 1-2 % (Pansarin et al., 2007). Los
promedios de produccién de frutos reportados en otras especies de orquideas tropicales sin
recompensas son de 10.8 + 11.2 %; mientras que paras las orquideas en otras latitudes es de
19.8 + 18.6 % (Vale et al., 2011; calculado a partir de Tremblay et al., 2005). De tal forma,
que la produccion de frutos de C. macrobulbon no estd muy lejos de lo que se podria esperar
para el género, C. dodsoniana esta por debajo de lo que se espera para una especie tropical que
da recompensas y para B. whartoniana se obtuvo un valor superior al esperado para una
orquidea tropical y cercano a lo reportado para orquideas de ambientes templados.

En este estudio resulté evidente que la especie con menos produccion de flores (B.
whartoniana) fue la mas exitosa en términos de produccion de frutos que aquella especie con
mayor produccion de flores e inflorescencias (C. macrobulbon). No obstante, el costo por la
baja polinizacién podria compensarse con una produccion de frutos mas grandes y con mas

semillas, como sucede en C. macrobulbon.
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Efecto del despliegue floral

En ausencia de recompensas para el polinizador, el despliegue floral puede ser la fuente méas
importante de variacion en la atraccion de los polinizadores (Calvo, 1990). Sin embargo, los
resultados que arrojaron los modelos estadisticos (GLMM) no mostraron que las variables del
despliegue floral tuvieran un efecto significativo en polinizacion. De esta forma, contrario a
nuestra hipotesis, las variables del despliegue floral evaluadas (nimero de flores abiertas, y
numero Yy longitud de las inflorescencias) no afectaron de manera importante ni a la remocién
y ni al deposito de polinios de ninguna de las especies de orquideas estudiadas.

En muchas especies de plantas se espera que el aumento del despliegue floral
incremente las tasas de visita de polinizadores que a su vez, aumenta el éxito reproductivo en
las plantas. Sin embargo, para el caso de las especies estudiadas no fue el caso. De hecho, se
ha visto que el efecto del despliegue floral en Orchidaceae es muy variable. Por ejemplo, en
orquideas neotropicales como Brassavola nodosa (L.) Lindl. (Schemske, 1980), lonopsis
utricularioides (Montalvo y Ackerman, 1987) y Lepanthes wendlandii Rchb. f. (Calvo, 1990)
se ha reportado que a mayor numero de flores en las inflorescencias, la probabilidad de formar
frutos aumenta. No obstante, en otras orquideas tropicales, como Aspasia principissa
(Zimmerman y Aide, 1989), Psychilis krugii (Bello) Saudela (Ackerman, 1989) y Comparettia
falcata (Rodriguez-Roblez et al., 1992), el éxito reproductivo masculino y femenino no se
modificd con el nimero de flores. La variabilidad entre especies de esta familia puede deberse
a caracteristicas y mecanismos de cada una de ellas, 0 mas aun a la combinacién entre
diferentes estrategias de polinizacion (p. ej. largos periodos de floracion y pequefia exhibicion
floral; Vale et al., 2011), inclusive a la asignacion de los recursos durante la época
reproductiva (Zimmerman y Aide, 1989).)

En Barkeria whartoniana hubo efecto de la temporada de floracion, y se observo que
al inicio de la temporada hubo mayor remocion de polinios. La evidencia sugiere que la
floracion temprana en orquideas que no ofrecen recompensas es ventajosa porque las plantas
al inicio de la floracion atraen a los polinizadores mas ingenuos (Smithson y Macnair 1997;
Castillo et al., 2002; Johnson et al., 2003; Parra-Tabla y Vargas 2004). Esta ventaja se ha
demostrado en algunas especies tanto de orquideas de ambientes templados, como Calypso
bulbosa (L.) Oakes (Ackerman, 1981) y Cypripedium acaule Aiton (O’Connell y Johnston,

1998), como en orquideas tropicales por ejemplo Tolumnia variegata (Sw.) Braem (Sabat y
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Ackerman, 1996). Muchas orquideas engafian a las abejas y abejorros sin experiencia a
principios de la temporada reproductiva, antes de que los animales desarrollen fidelidad o
cierto grado de constancia hacia una flor. Si los insectos realizan vuelos de orientacion en el
entorno en el que se encuentran, pueden probar las flores como posibles fuentes de alimento.
Sin embargo, si las plantas no ofrecen ningun tipo de recompensa para los polinizadores, estas
abejas pronto aprenderan que algunas orquideas son engafiosas (van der Cingel, 2001).

En este estudio solo pusimos a prueba algunos factores del despliegue floral; sin
embargo, el efecto de otras variables como el tamafio floral, las recompensas florales o el
patron espacial, permanece desconocido. Es posible que ademas otras variables como la
fenologia, el habitat y el tamafio de la poblacion de las plantas, asi como la abundancia y la
actividad de los polinizadores también estén influyendo el éxito de polinizacion de las
orquideas estudiadas. Tanto Janzen et al. (1980) como Campbell (1987) advierten que la
generalizacion basada en observaciones de una sola ubicacion geogréafica o época reproductiva

pueden dar resultados no generalizables.

CONCLUSIONES

La complejidad de la interaccion orquidea-polinizador hace evidente la necesidad de evaluar
de forma integral diferentes aspectos de la biologia floral de las orquideas, sobre todo porque
pueden ofrecer elementos para la descripcion de su historia natural. A pesar de que habia
algunos rasgos en comun en las orquideas seleccionadas (misma localidad, tamafio floral
similar, abundancia y periodos relativamente cortos de floracidn), las estrategias reproductivas
son muy diferentes. Este trabajo se enfocd en tres aspectos principales: la morfologia, los
polinizadores y la polinizacién. Se encontré que las tres especies de orquideas estudiadas
presentan estructuras secretoras de posibles recompensas florales, aunque en Barkeria
whartoniana y Cyrtopodium macrobulbon es probable que s6lo sean parte del mecanismo de
engafio. Unicamente se logrd identificar a los posibles polinizadores de Clowesia dodsoniana,
dos especies de abejas de la tribu Euglossini (Eufriesea sp. y Euglossa sp.), y aunque la
mayoria de la visitas florales estuvieran representadas por las abejas, resultd interesante la
visita de colibries que se produjo sélo en B. whartoniana. La baja frecuencia de visitas florales

sobre todo de polinizadores, refleja en parte la baja polinizacién de las especies.
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En todas las especies el éxito masculino fue mayor que el femenino, lo cual refleja la
limitacion de produccion de frutos en esta familia. Aunque Clowesia dodsoniana es la especie
con los mayores indices de polinizacion y la mayor tasa de visita, es posible que Barkeria
whartoniana sea mas eficiente en el transporte de polen, debido en parte a su sistema de
autocompatibilidad. No asi para Cyrtopodium macrobulbon, la cual obtuvo el menor éxito de
polinizacion y de tasa de visita floral. Sin embargo, debido a la abundancia de plantas en el
sitio y a la aparente longevidad de los individuos, probablemente los riesgos de una baja
reproduccion no sean tan limitantes.

Contrario a lo que se esperaba, las variables del despliegue floral (nimero de flores,
namero de inflorescencias y longitud de las inflorescencias) no fueron determinantes en la
polinizacién de las tres especies, por lo que no ofrecen elementos para explicar su
polinizacién. Sin embargo, en Barkeria whartoniana el factor temporada de floracion si fue
importante para la remocién de polinios, ya que hubo mas remocion de polinios al inicio que
al final de la temporada. Este resultado puede reflejar en parte el mecanismo de engafio que
resulta més efectivo al inicio que al final de la floracion.

No se descarta que otros factores como las recompensas florales, el patrén espacial, la
abundancia y la actividad de los polinizadores estén influyendo en la polinizacién. Por ello, el
entendimiento de la biologia de las abejas y la biologia reproductiva de las plantas ayudarian a
dilucidar estas preguntas. De igual forma, la realizacion de observaciones a largo plazo, con
mas poblaciones y en otros sitios, sin duda darian lugar a una mejor comprensiéon de los
efectos de distintas variables en el éxito reproductivo de las especies.

Es claro que el sentido de la vista, la percepcion al color y a las caracteristicas de las
flores por parte del vector, pueden ser muy diferentes a la nuestra, y por lo tanto no se debe
descartar a priori tan facilmente un posible polinizador. De igual forma, la clasificacion de las
plantas de una forma dicotdmica (si da recompensa o engafia), puede sobresimplificar

mecanismos mas complejos y dar pie a posibles rutas evolutivas.
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APENDICES

Apéndice 1. Numero de flores observadas, horas empleadas y ndmero de visitas florales para cada
especie de orquidea en cada periodo de observacion: afio 2013 y 2014 para Clowesia dodsoniana y
Cyrtopodium macrobulbon; (a) inicio de la floracién y (b) termino de la floracion para Barkeria
whartoniana.

Especie Periodo de observacién Flores Horas Visitas
Barkeria whartoniana 2013a 85 39 27
2013b 46 132 15
Clowesia dodsoniana 2013 54 80 6
2014 60 55 77
Cyrtopodium macrobulbon 2013 338 48 144
2014 510 94 75
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Apéndice 2. Visitas absolutas en Barkeria whartoniana, Clowesia dodsoniana y Cyrtopodium macrobulbon en cada periodo de observacion
(2013 y 2014), y en total (2013-2014), a excepcion de B. whartoniana en cuyo caso los datos corresponden a dos periodos de observacion pero en
una sola temporada de floracion (2013 a-b). Los visitantes florales estan agrupados en clase, orden, visitante (col = colibri, mos = mosquito, abe =
abeja, avi = avispa, hor = hormiga, mar = mariposa) y la taxonomia correspondiente por visitante. NI corresponde a los ejemplares no
identificados.

Barkeria whartoniana

Clowesia dodsoniana

Cyrtopodium macrobulbon

Clase Orden Visitante Taxon visitante 2013a 2013b Total 2013 2014 Total 2013 2014 Total
Aves Apodiformes Col Archilochus colubris 15 4 19 0 0 0 0 0 0
Insecta Diptera Mos NI 0 1 1 0 20 20 1 0 1
Insecta Hymenoptera abe Apis mellifera 0 0 0 0 0 0 0 8 8
Insecta Hymenoptera abe Euglossini spp. 3 1 4 0 49 49 0 0 0
Insecta Hymenoptera abe Melipona sp. 0 0 0 0 0 0 1 1 2
Insecta Hymenoptera abe Mesocheira bicolor 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Insecta Hymenoptera abe Partamona bilineata 0 0 0 1 2 3 1 0 1
Insecta Hymenoptera abe Plebeia moureana 0 0 0 0 0 0 2 0 2
Insecta Hymenoptera abe  Trigona fulviventris 0 0 0 0 0 0 21 16 37
Insecta Hymenoptera abe Trigona nigra 0 0 0 0 4 4 0 37 37
Insecta Hymenoptera abe Trigonisca mixteca 0 1 1 0 0 0 8 1 9
Insecta Hymenoptera abe Xylocopa sp. 3 4 7 0 0 0 0 5 5
Insecta Hymenoptera abe NI 2 1 3 0 0 0 94 1 95
Total (abe) 8 7 15 1 55 56 128 69 197
Insecta Hymenoptera avi Polybia sp. 0 0 0 5 5 9 4 13
Insecta Hymenoptera hor NI 0 0 0 0 2 6 1 7
Total Hymenoptera (abe + avi + hor) 8 7 15 6 57 63 143 74 217
Insecta Lepidoptera mar NI 4 3 7 0 0 0 0 1 1
Total insecta (Diptera + Hymenoptera + Lepidoptera) 12 11 23 6 77 83 144 75 219
Total (Aves + Insecta) 27 15 42 6 77 83 144 75 219
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Apéndice 3. Visitantes florales y polinizadores

A continuacion se describen las observaciones de los visitantes florales para cada especie de

orquidea y la manera en que se llevaron a cabo.
Barkeria whartoniana

En esta especie no fue posible identificar al polinizador efectivo; sin embargo, fue interesante
que la gran mayoria de las visitas fueron de colibries. Se logré identificar a individuos hembra
y macho de la especie Archilochus colubris (Figura 9); algunas de estas visitas se observaron
directamente en campo pero la gran mayoria a través de las filmaciones. No obstante, en todas
las visitas de colibries se observé el mismo patrén de comportamiento en las flores visitadas.
Los colibries sobrevolaron a las plantas y unicamente introdujeron su pico en la flor a través
del labelo; en cada flor visitada tardaron s6lo un par de segundos, y generalmente visitaron a

mas de una flor de una misma planta en secuencia sucesiva (Figura 9A-D).

77



Figura 9. Visita floral en Barkeria whartoniana del colibri Archilochus colubris
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Clowesia dodsonina

La deteccidn de los polinizadores en esta especie se llevo a cabo durante el afio 2014, tanto en
campo como a través de las filmaciones (una vez en campo y en cuatro ocasiones a traves de
las grabaciones con cdmaras de video.). Se identificaron dos especies de abejas de la tribu
Euglossini: Eufriesea sp. (Figura 10-A-E) y Euglossa sp. (Figura 10-F) removiendo el polen,
cada una en diferente momento y planta. Sin embargo, por el comportamiento de forrajeo de
las abejas, es posible que se trate de los polinizadores legitimos. Se observo que después de
haber sobrevolado a la planta, estas abejas se posaron en una flor desplazdndose hacia el
interior de ésta. Primero rasparon el interior de la flor con las patas anteriores y presentaron un
movimiento ritmico del metasoma. La columna tuvo contacto con la parte dorsal del torax del

insecto y al salir de la flor, se percibio que el polen se pegd a su torax.

Cada visita en cada flor duré aproximadamente 20 segundos. Al salir de la flor, las
abejas se mantuvieron frente a la inflorescencia mientras se observd que depositaron la
sustancia colectada en las tibias posteriores. En cuestion de segundos las abejas retomaron el
forrajeo, ya sea en la misma flor o en otra flor de la misma planta. Por lo general
transcurrieron varias visitas en distintas flores de una misma planta y se repitio el mismo
patron de forrajeo en cada flor. Se observé que la mayoria de las flores visitadas perdieron con
rapidez los polinios con tan sélo una visita del polinizador al interior de la flor. Las visitas del
polinizador se llevaron a cabo entre las 8:00 y 11:00 hrs. El resto de los visitantes florales
Unicamente se posaron por segundos, ya sea usando a las flores como sitio de reposo o como
parte de la bldsqueda de alimento. Sin embargo, el tamafio corporal de una gran mayoria de
visitantes florales fue muy pequefio, por lo que en algunos casos no fue posible el contacto con

los polinarios.
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Figura 10. Visita de los posibles polinizadores en Clowesia dodsoniana: Eufriesea sp. (A-E) y
Euglossa sp. (F).
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Cyrtopodium macrobulbon

El polinizador se desconoce para esta especie. La mayoria de los visitantes florales
identificados estuvieron representados por las abejas Trigona fulviventris, Trigona nigra y
Trigonisca mixteca. Fue muy evidente que en todas las visitas realizadas por las abejas antes
mencionadas, hubo el mismo patron de busqueda de recursos. En ocasiones, estas abejas
Ilegaron al pedicelo de las flores y comenzaron por rodear a la flor hasta adentrarse en ella,
pasando en su recorrido por los pétalos, sepalos y finalmente labelo y columna de la flor. En
otros casos las abejas llegaron directamente al labelo de la flor y caminaron por el interior de
éste. Sin embargo, el tamafio corporal de las abejas que visitaron a C. macrobulbon es muy
pequefio, por lo que en ninguna ocasion lograron llevarse el polen, a pesar de que hubo
contacto directo con la columna y los polinarios. También se observo la afinidad de algunas

abejas por posarse primero en los botones florales de las plantas de esta especie.
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