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RESUMEN

Phragmipedium es un género de 21 especies restringidas a los tropicos y subtropicos del
centro y sur de América. Al ser este un género que puede producir semillas tanto por
autopolinizacién como por polinizacion cruzada, representa un sistema de estudio ideal
para investigaciones sobre los componentes del éxito reproductivo. En esta investigacion se
describen algunos componentes del éxito reproductivo sexual y las estructuras florales
asociadas a la atraccion de polinizadores en Phragmipedium. Para estudiar el sistema
reproductivo de P. longifolium se realizaron polinizaciones cruzadas y autopolinizaciones
manuales. No se encontraron diferencias significativas en la produccion de frutos entre
ambos tratamientos. Se realizaron pruebas de viabilidad a las semillas producidas por
autopolinizacidon y por polinizacion cruzada, siendo las primeras las que presentaron una
mayor viabilidad, lo que sugiere que esta especie es frecuentemente autopolinizada. Para
determinar la importancia y posible funcion de diferentes partes del perianto en el éxito
reproductivo de P. longifolium se realizaron experimentos de remocion de diferentes
estructuras; todos los tratamientos de remocion redujeron la producciéon de frutos. Ninguna
flor produjo frutos al remover sus pétalos, todos los otros tratamientos produjeron frutos,
pero en menor porcentaje que el tratamiento control. Las flores de P. longifolium son
principalmente visitadas entre las 10:00 y las 13:00 por dipteros. Se documentaron hembras
de moscas del género Allograpta (Syrphidae) como polinizadoras, atraidas engafiosamente
mediante imitacion de sitio de oviposicion, pues estas ovipositan ocasionalmente sobre el
labelo de la orquidea. Se estudiaron cortes transversales de los pétalos de P. humboldtii, P.
longifolium y P. wallisii tefiidos con Azul de Toluidina con microscopia de luz, para
identificar y describir estructuras anatomicas y su posible importancia en la atraccion de
polinizadores. Se identificaron tres tipos de tricomas glandulares (TG1, TG2 y TG3) en los
pétalos de las tres especies y en el resto del perianto de P. longifolium. En diferentes
segmentos del perianto de P. longifolium, se detectd la presencia de lipidos en los tres tipos
de tricomas glandulares al tefiir con Sudan IV, y de carbohidratos en los TG2 y algunos

TGI1 al teir con Acido Peryddico de Schiff. La presencia de estructuras anatémicas



similares en P. humboldtii y P. wallisii sugieren que estas otras especies comparten el
mismo mecanismo de polinizacion por engafio. La autocompatibilidad en P. longifolium

podria compensar la baja visitacion resultante del mecanismo de atraccion por engafio que

utiliza la especie.



I. INTRODUCCION

1.1. Marco tedrico

Orchidaceae es una de las familias mas diversas de todas las angiospermas (Cozzolino &
Widmer 2005, Jersdkova et al. 2006). Aunque presentan caracteristicas morfoldgicas que
permiten distinguirlas facilmente de otras familias de plantas, entre las orquideas existe una
variedad morfologica floral muy marcada. Se cree que esta diversidad ha sido en parte
producto de la evoluciéon de diversas estrategias reproductivas y del alto grado de
especializacion hacia polinizadores especificos, que no se encuentran en otras familias de
plantas (Gravendeel et al. 2004).

Los sistemas reproductivos de las orquideas pueden variar desde plantas autdgamas que
se reproducen por autopolinizacion (la uniéon de gametos femeninos y masculinos de una
misma flor), por geitonogamia (la unién de gametos femeninos y masculinos de diferentes
flores en un mismo individuo), o por cleistogamia (la uniéon de gametos femeninos y
masculinos de una misma flor que no completa la antesis), hasta plantas que dependen de la
exogamia o polinizacion cruzada (la transferencia del polen de un individuo al estigma de
otro individuo de la misma especie para su reproduccion). La autopolinizacion puede ser
mediada o no por un agente polinizador; en los casos en que la autopolinizacidon no es
mediada por un polinizador, esta siempre resultara en autopolinizacion espontanea o en
cleistogamia. La polinizacion cruzada y la geitonogamia siempre son mediadas por agentes
polinizadores (van der Pijl & Dodson 1966, Eckert 2000, Culley & Klooster 2007).

La alta diversidad de morfologias florales en sus especies también le ha permitido a la
familia Orchidaceae sacar provecho de una alta diversidad de polinizadores. Entre estos se
reportan con mayor frecuencia diversas familias de aves e insectos, principalmente de los
6rdenes Hymenoptera, Diptera, Coleoptera y Lepidoptera. También se reportan agentes
abidticos interviniendo en la polinizacion de orquideas, aunque estos casos parecen ser
esporadicos y exclusivamente asociados a autopolinizacion asistida por lluvia (van der Pijl
& Dodson 1966, Dressler 1981, Tremblay et al. 2005, Aguiar et al. 2011, Fan ef al. 2012,
Breitkopf et al. 2014) o autopolinizacioén asistida por viento (Borba & Semir 1998). El



orden Diptera representa el segundo grupo de polinizadores mas frecuente entre las
orquideas (superado unicamente por el orden Hymenoptera); se estima que hasta un 25% de
las especies de orquideas podrian ser polinizadas por moscas (van der Pijl & Dodson 1966,

Dressler 1981, Borba & Semir 2001, Azevedo et al. 2007, Karremans et al. 2015).

1.2. Antecedentes
1.2.1. Polinizacion en Orchidaceae

Las orquideas utilizan basicamente dos estrategias para atraer a sus polinizadores: la
recompensa y el engafio. Los casos mejor estudiados de especies de Orchidaceae que
ofrecen recompensas a sus polinizadores son aquellos en los que la flor otorga fragancias
a machos de abejas euglosinas que las utilizan para su reproduccion (Dressler 1968,
Hetherington-Rauth & Ramirez 2016). Sin embargo, hay otros casos como la
polinizacion de algunas especies de Bulbophyllum Thouars donde también se ofrecen
compuestos aromaticos para la atraccion y como recompensa para machos de dipteros
polinizadores que se alimentan de estos e incluso pueden sintetizarlos para utilizarlos
como estimulantes de la actividad sexual (Tan & Nishida 2000, Tan et al. 2002).
Recompensas en forma de ceras y resinas se han documentado en algunas especies de
Maxillaria Ruiz & Pav. polinizadas posiblemente por himendpteros. Se ha sugerido que
los polinizadores podrian colectar esas ceras para la construccion de sus nidos o como
fuente alimenticia, aunque no se han documentado los polinizadores ni el mecanismo de
polinizacion de estas especies (van der Pijl & Dodson 1966, Davies et al. 2003,
Tremblay et al. 2005).

Otras recompensas alimenticias que ofrecen las orquideas son néctar y pseudopolen
(van der Cingel 2001). A modo de ejemplo, en los géneros Aerangis Rchb.f., Angraecum
Bory, Comparettia Poepp. & Endl., Maxillaria sensu lato (s.l.) y Specklinia Lindl. se ha
documentado el néctar como recompensa (Ackerman et al. 1994, Stpiczynska et al.
2004, Martins & Johnson 2007, Karremans et al. 2015). El pseudopolen que contiene
sustancias como proteinas, almidon y ocasionalmente lipidos se ha encontrado en

géneros como Dendrobium Sw., Eria Lindl., Maxillaria sensu stricto (s.s.), y



Polystachya Hook., los cuales se cree que son polinizados en su mayoria por abejas de
diferentes géneros (Davies et al. 2000, Davies et al. 2002, Davies & Turner 2004a,
2004b, Davies et al. 2013). La produccion de aceites como recompensa para
polinizadores se ha documentado por ejemplo en los géneros africanos Corycium Sw.,
Disperis Sw. y Pterygodium Sw., en donde las hembras de abejas recolectan los aceites
para ofrecerlos como alimento a sus larvas (Pauw 2006).

No obstante, lo que mas hace destacar a las orquideas son los variados sindromes de
polinizacion por engafio que han evolucionado independientemente en diferentes linajes
dentro de la familia. Se estima que hasta un tercio de sus especies son polinizadas por
engafio (Tremblay et al. 2005, Case & Bradford 2009). Entre los engafios mas comunes
se encuentra la atraccion por imitaciéon de senales de flores de otras especies que si
ofrecen recompensas alimenticias. Estas sefiales pueden ser visuales por medio de la
imitacién de colores o patrones de coloracion (ejemplos de esto se dan en Anacamptis
Rich. creciendo entre especies productoras de néctar de los géneros Geum L.y Allium
L.; Eulophia R.Br. imitando Wahlenbergia Schrad. ex Roth; y Orchis L. imitando
coloraciones de diferentes especies de plantas de su entorno; ver Gumbert & Kunze
2001, Johnson et al. 2003b, Peter & Johnson 2008), o por la imitacion de formas,
tamafios o estructuras como en Brownleea Harv. ex Lindl. semejando flores de Scabiosa
L. y Orchis imitando Bellevalia Lapeyr. (Johnson et al. 2003a, Galizia et al. 2005).
También, la imitacion de recompensas alimenticias pueden ser quimicas, atrayendo a los
polinizadores con aromas, que suelen combinarse con sefiales visuales (Kunze &
Gumbert 2001, Salzmann et al. 2007).

Los sistemas mediados por enganos sexuales como estrategia para polinizacion estan
entre los mejor estudiados y mas reconocido de la familia Orchidaceae (Cozzolino &
Widmer 2005, Ellis & Johnson 2010, Schiestl 2010), a pesar de que también se ha
encontrado en una especie de Asteraceae y otra de Iridaceae (Ellis & Johnson 2010,
Vereecken et al. 2012). Aunque las estrategias difieren en cada caso, en esencia las
flores imitan morfolégica y quimicamente a hembras receptivas de su respectivo

polinizador, se han estudiado casos de estos en Lepanthes Sw., Ophrys L., Chiloglottis



R.Br., Telipogon Kunth, entre otros (Ayasse et al. 2000, Schiestl ez al. 2003, Blanco &
Barboza 2005, Martel et al. 2016). En el género Cryptostylis R.Br. se probd que el
engafio es tan efectivo que incluso provoca la eyaculacion del polinizador (Gaskett et al.
2008).

Otra estrategia de atraccion por engafio utilizada por algunas orquideas es a través de
la imitacion quimica y morfoldgica de sitios para la oviposicion de sus polinizadores.
Especies del género Dracula Luer, Epipactis Zinn y de la subfamilia Cypripedioideae
aparentemente imitan los sitios utilizados para oviposicion por las hembras de los
insectos que las polinizan (Ivri & Dafni 1977, Brantjes 1981, Shi et al. 2009, Endara et
al. 2010, Stokl et al. 2011, Pemberton 2013, Policha et al. 2016). Para esto, las plantas
deben emitir sefiales muy precisas para atraer eficientemente a sus polinizadores, por lo
que es frecuente que las flores sean morfoldgicamente complejas y emitan sefales
aromaticas y mecano-sensoriales que los insectos suelen seguir cuando buscan sitios de

ovisposicion (Urru et al. 2011).

1.2.2. Polinizacion en Cypripedioideae

Cypripedioideae es una subfamilia de Orchidaceae que abarca aproximadamente 180
especies distribuidas en 5 géneros. Cypripedium L. se distribuye en zonas templadas del
norte de Asia, América y Europa; Paphiopedilum Pfitzer se encuentra principalmente en
los tropicos y subtropicos del sureste de Asia; Selenipedium Rchb.f. esta restringido a
Panama y las regiones mas al norte de Suramérica; la Unica especie del género
Mexipedium V.A.Albert & M.W.Chase es endémica del sureste de México; y
Phragmipedium Rolfe estd restringido a los tropicos y subtropicos de Centro y
Suramérica (Cox et al. 1997, Pemberton 2013, Edens-Meier ef al. 2014).

A pesar de su amplia distribucion geografica, sus diversos hébitats y tamafios
variables, casi todas las especies de la subfamilia Cypripedioideae comparten la misma
estructura floral basica y un mecanismo de polinizacion similar. Las especies de esta

subfamilia pueden ser autocompatibles; sin embargo, en la mayoria de los casos



requieren de un insecto polinizador que transfiera las masas polinicas de la antera al
estigma (Pemberton 2013).

Para Cypripedioideae no se conoce ain ninguna especie que ofrezca algun tipo de
recompensa a los polinizadores, por lo que se considera que la atraccion de
polinizadores se da por engafio. Las orquideas de este grupo se caracterizan por su
habito principalmente terrestre, ausencia de pseudobulbos, poseer un labelo modificado
en forma de saco con una abertura principal (en la mayoria de las especies) y la
presencia de dos estambres funcionales mas un tercero infértil (estaminodio)
generalmente con forma de escudo que cubre el resto de la columna o ginostemio
(Dressler 1981, Cox ef al. 1997). En la mayoria de especies de Orchidaceae el polen esta
agregado en estructuras compactas llamadas polinios; en subfamilias menos derivadas
como Cypripedioideae esta compactacion es menos evidente, sin embargo los granos de
polen si se conglomeran en masas polinicas (Dressler 1981, Pridgeon ef al. 1999). El
tunel que se forma entre los pliegues del labelo y la columna desemboca en pequefios
orificios de salida a cada lado del labelo por detrds y abajo de la columna (aberturas
laterales). Por encima de estos orificios se encuentran las dos anteras, una a cada lado de
la columna (Fig. 1) (Burns-Balogh & Hesse 1986, Pemberton 2013).

El labelo con forma de saco actia como una trampa para los potenciales
polinizadores. Los insectos que son atraidos a las flores entran por la abertura principal
del labelo y quedan temporalmente atrapados dentro del mismo. Para escapar, deben
subir por el tinel del labelo detrds de los pliegues y salir por alguna de las aberturas
laterales; algunos de los insectos no pueden salir por la abertura principal debido al
espacio insuficiente para desplegar sus alas para el vuelo, y a que las paredes que rodean
la abertura principal del labelo son resbalosas y evitan que puedan salir caminando
(Pemberton 2013: 68). Si el insecto lleva masas de polen en su cuerpo, antes de pasar
por las aberturas laterales entra contacto con el estigma. Este estd cubierto de papilas que
recogen los granos de polen cargados por el insecto. Después de pasar por el estigma, el
insecto es capaz de salir por las aberturas laterales si tiene el tamafio adecuado

(Pemberton 2013: 69). Para ser un potencial polinizador, el insecto debe tener el tamafio



justo para que la parte dorsal de su cuerpo entre en contacto con las masas polinicas
durante el movimiento de salida, de modo que desprenda de las anteras y queden unidas
a su cuerpo (Fig. 2A), y no debe ser mas grande que el espacio en los orificios de salida
ya que podria quedarse atascado en estos (Fig. 2B) (Pemberton 2013).

Pese a que se han reportado varios de los polinizadores para las especies de la
subfamilia Cypripedioideae (Pemberton 2013), pocos de estos reportes son estudios que
se enfocan en la biologia reproductiva de sus especies y menos ain en aspectos de la
anatomia floral involucrados en la atraccion de polinizadores. La mayoria de las
investigaciones realizadas en este grupo estdn limitadas a estudios sistematicos y
evolutivos (Cox et al. 1997, Li et al. 2011, Chochai 2014). Sin embargo, los estudios
ecologicos que analizan los aspectos reproductivos de forma integral desde la atraccion
de los polinizadores hasta la produccion de semillas en las flores polinizadas son
€scasos.

Cypripedium es el género de la subfamilia con mdas estudios y reportes de
polinizadores. Se han documentado los posibles polinizadores en aproximadamente un
44% de sus especies (Pemberton 2013, Edens-Meier et al. 2014). Se ha encontrado que
las especies de Cypripedium pueden ser polinizadas por abejas de al menos 13 géneros,
avispas del género Cinetus, moscas de al menos cinco géneros (incluyendo dos
pertenecientes a la familia Syrphidae) y escarabajos del género Trichiotinus (Bizinger et
al. 2005, Li et al. 2006, Ren et al. 2011, Edens-Meier ef al. 2014, Catling 2015). En este
género, ademas de la autopolinizacidon espontanea reportada en Cypripedium passerinum
Richardson, se han podido identificar diferentes estrategias de polinizaciéon (van der
Cingel 2001, Pemberton 2013). En C. guttatum Sw. se ha observado que algunas abejas
se aproximan a la flor siguiendo un curso zigzagueante, que sugiere que estan tratando
de ubicar la fuente de un olor percibido (Bénziger et al. 2005). Es posible que los
insectos sigan inicialmente una sefial olfativa y conforme se aproximan se da un
atractivo visual que provoca que el insecto ingrese al labelo.

A pesar de ser Paphiopedilum el género con mdas especies en la subfamilia

Cypripedioideae, solo se han reportado polinizadores (potenciales o reales) para un



aproximado de 14% de sus especies. Estos incluyen abejas de tres géneros y moscas
sirfidas de al menos ocho géneros (Shi et al. 2007, Shi et al. 2009, Edens-Meier et al.
2014). Se ha sugerido que las especies de este género se pueden separar en dos grupos
funcionales: las que atraen a sus polinizadores mediante imitacion de sitios
reproductivos y las que lo hacen mediante imitacion de recursos alimenticios. Ademas
pueden emplear tanto sefiales visuales como aromadticas para atraer los insectos
(Béazinger 1996, Shi et al. 2009).

Los estudios en especies de Paphiopedilum polinizadas por moscas sirfidas mediante
la atracciéon por imitancion de sitios reproductivos han mostrado que el sindrome
consiste en un engano en el que la flor emite sefiales que le hacen pensar a la mosca que
este es un sitio 6ptimo para ovipositar (Pemberton 2013). Algunas especies de la familia
Syprhidae ponen sus huevos cerca o sobre colonias de afidos, ya que sus larvas se
alimentan de los mismos (Thompson et al. 2010). Las sehales emitidas por las flores le
hacen creer a la mosca que en la flor hay afidos (Edens-Meier et al. 2014). En algunas
especies como P. rothschildianum (Rchb.f.) Stein, P. callosum (Rchb.f)) Stein y P.
hirsutissimum (Lindl. ex Hook. f.) Stein se ha observado oviposicion por parte de las
moscas sobre las flores (Atwood 1985, Bazinger 2002, Jun et al. 2009).

Para ninguna de las especies de los géneros Mexipedium y Selenipedium se han
reportado polinizadores, aunque se asume que por su morfologia el mecanismo de
polinizacion debe ser similar a los de otros géneros de la subfamilia. La polinizacién en
Phragmipedium se tratara a continuacion con mas detalle por ser el grupo de interés para

este estudio.

1.2.3. Anatomia floral asociada a la polinizacion en Cypripedioideae y otras
Orchidaceae.

Vogel (1990) describi¢ tricomas glandulares de los pétalos de Phragmipedium x
grande (Rchb.f.) Rolfe (errébneamente como “Phragmopedilum”), que interpretd como
tricomas productores de aromas. Stern y colaboradores (1986) realizaron tinciones con

Rojo Neutro y Negro Suddn B para tratar de detectar glandulas de fragancia en



diferentes especies de orquideas, entre estas Paphiopedilum concolor (Bateman) Pfitzer
y Phragmipedium caricinum (Lindl. & Paxton) Rolfe, y aunque esta es la unica
referencia que se ha logrado encontrar en la literatura sobre posibles microestructuras
anatomicas productoras de aromas que podrian estar cumpliendo alguna funcién en la
atraccion de polinizadores en la subfamilia Cypripedioideae. Aunque analisis aromaticos
se han realizado en especies de Cypripedium polinizadas por abejas (Sugiura et al. 2002,
Li et al. 2008), ninguno de estos incluye estudios anatomicos que permitan elucidar las
estructuras productoras de estos aromas y tampoco reportan estructuras anatdmicas que
produzcan recompensas para los polinizadores.

Los osmoéforos son glandulas productoras de aromas que pueden o no distinguirse
anatomica y morfoldégicamente de sus tejidos adyacentes (Pridgeon & Stern 1983, van
der Cingel 1995). En sus estudios sobre el rol de las glandulas aromaticas de las plantas
en la polinizacién, Vogel (1990) identificé osmoforos por medio de tinciones hechas en
tejidos frescos con Rojo Neutro; los tejidos que aparentemente cumplen la funcion de
osmoforos se tifieron de rojo, mientras los otros tejidos permanecieron sin tefir. Estos
osmoforos pueden estar formados por una capa simple de células epidérmicas
(osmoforos epidérmicos) o pueden tener papilas secretoras que pueden ser unicelulares o
multicelulares (osmoforos glandulares) (Wiemer et al. 2008, Franken et al. 2016).

Algunos estudios mds recientes sobre osmoéforos en orquideas han utilizado los
métodos de Vogel o modificaciones de los mismos para localizar estas glandulas
aromaticas en diferentes géneros. Algunos como Restrepia Kunth concentran los
osmoforos en estructuras morfoldégicamente bien definidas (Pridgeon & Stern 1983);
otros como Gongora Ruiz & Pav., requieren de técnicas histoquimicas para poder ser
localizados (Stern et al. 1986). Otras técnicas histologicas se han utilizado para la
deteccion de osmoéforos en orquideas, entre los que se pueden mencionar tinciones con
Sudan III, Sudan IV, Negro Sudan B o Azul Nilo A (Stern et al. 1986, Pansarin et al.
2009, Franken et al. 2016). Sin embargo, no se ha encontrado aiin un procedimiento
histoquimico tnico que permita la identificacion de osmoforos dentro de todo un grupo

tan grande y diverso como lo es la familia Orchidaceae ya que los compuestos



aromaticos o sus precursores contenidos en las células del osmoforo pueden ser muy

variables (Stern et al. 1986).

1.2.4. Biologia reproductiva y polinizacion en Phragmipedium

El género Phragmipedium esta compuesto por aproximadamente 21 especies (Cribb
& Purver 2017). Solamente se han reportado polinizadores para tres de estas. En P.
pearcei (Veitch ex J.Dix) Rauh & Senghas se reportd como polinizador una mosca
sirfida del género Ocyptamus (Pemberton 2011, 2013, Edens-Meier ef al. 2014). Para P.
longifolium también se han reportado sirfidos pero del género Syrphus, y una abeja del
género Chlerogella (Halictidae) removiendo las masas polinicas (Dodson 1966, van der
Cingel 2001, Pemberton 2011, 2013, Edens-Meier et al. 2014). McCook (1989) observo
una mosca Syrphus saliendo del labelo de P. humboldtii (Warsz.) J.T. Atwood &
Dressler (reportada como P. caudatum (Lindl.) Rolfe) cargando una masa de polen en el
torax (Cribb & Purver 2017). Las flores de P. boisserianum (Rchb.f. & Warsz.) Rolfe, y
P. lindenii (Lindl.) Dressler & N.H.Williams pueden autopolinizarse de forma
espontanea (Pridgeon et al. 1999, Koopowitz 2008, Pemberton 2011, 2013, Edens-Meier
et al. 2014, Cribb & Purver 2017).

Las especies de Phragmipedium polinizadas por moscas sirfidas suelen tener flores
de colores opacos, entre café y verde, con puntos en los pliegues del labelo, que segtn se
cree imitan la apariencia de colonias de afidos, los cuales sirven de alimento para las
larvas de muchas especies de moscas sirfidas (Jesdkova et al. 2006, Thompson et al.
2010, Pemberton 2013, Hanson & Nishida 2016). Aunque en este género no se han
hecho estudios detallados, es posible que los mecanismos de atraccion de polinizadores
sean engafios similares a los estudiados en Paphiopedilum ya que tampoco se han
reportado que sus especies ofrezcan recompensas (Bazinger 2002, Pemberton 2013,

Edens-Meier et al. 2014).



1.3. Justificacion

Al ser Phragmipedium un género en el que se ha documentado la produccion de semillas
tanto por autopolinizacion mediada por polinizadores, por autopolinizacion espontianea y
por polinizacién cruzada (Pemberton 2011), representa un sistema de estudio ideal para
determinar el papel de los componentes de su éxito reproductivo. Las especies de
Phragmipedium se incluyen en el Apéndice I de las especies amparadas por CITES
(Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora), lo
cual las cataloga como especies altamente amenazadas. En Costa Rica es frecuente la
extraccion de P. longifolium de su habitat natural para el coleccionismo y el comercio
ilegal, por lo que es importante realizar estudios que permitan entender detalladamente
como se reproduce esta especie, desde cuales son sus polinizadores hasta los mecanismos
que emplea para atraerlos. Los estudios histologicos permiten predecir y entender las
funciones que podrian cumplir determinados oOrganos de las plantas, con base en las
caracteristicas de las células y sus contenidos. La literatura publicada en este tema es muy
escasa y los resultados de este estudio permitiran que otros investigadores tengan acceso a

los mismos para futuros estudios.
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II. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Contribuir a documentar la importancia de los componentes morfologicos y anatémicos
en el éxito reproductivo sexual y los mecanismos de polinizacion en el género
Phragmipedium (Orchidaceae), a través de experimentos de polinizaciéon y andlisis

anatomicos florales combinados con pruebas histoquimicas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar los posibles efectos de la autopolinizacion y polinizacion cruzada en la
produccion de frutos de P. longifolium.

Identificar los posibles efectos de la autopolinizacion y polinizacion cruzada en la
viabilidad de semillas de P. longifolium.

Documentar la fenologia y los visitantes florales en una poblacion de P. longifolium.

Identificar las estructuras florales que puedan ser de mayor importancia para la atraccion de
polinizadores en P. longifolium.

Describir la morfologia de las estructuras asociadas con la atraccion de polinizadores
mediante la produccion de aromas en pétalos de diferentes especies del género
Phragmipedium.

Identificar posibles contenidos celulares de las estructuras asociadas con la atraccion de
polinizadores mediante la produccion de aromas en diferentes partes florales de P.

longifolium.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Sitio y especies de estudio

El estudio de la biologia reproductiva de Phragmipedium longifolium se llevd a cabo en
la Reserva Biologica Bosque de Paz (10°12'17.3"N 84°18'59.1"W, 1534 m), que protege un
bosque montano maduro dominado por arboles de jaul (4/nus acuminata Kunth); se ubica
en el distrito Palmira, canton de Zarcero, provincia de Alajuela, Costa Rica. El sitio cuenta
con aproximadamente 110 plantas de esta especie en cultivo a poca distancia del bosque.
Estas se mantienen en constante floracion durante todo el afio y frecuentemente producen
frutos de forma natural, evidenciando la presencia de polinizadores en el sitio (M. Diaz
208; JBL-spirit!).

Phragmipedium longifolium se caracteriza por su hébito terrestre; sus inflorescencias de
una o raramente dos flores simultaneas; sus flores con el ovario trilocular, minutamente
ciliado, persistente; el sépalo dorsal reflexo; los sépalos laterales unidos en un sinsépalo
concavo; los pétalos sublineares, extendidos a una longitud mayor que la del labelo,
usualmente morados a verdes con los margenes blancos; el labelo sacciforme, con dos
lobulos laterales auriculados, obtusos, frecuentemente verde punteado marrén y con dos
manchas verdes irregulares sobre los pliegues; columna corta, con dos anteras biloculares;
polen agrupado en masas polinicas de aproximadamente 2 mm de longitud; el estaminodio
con tricomas hacia los margenes laterales; el estigma papiloso, trilobulado; sus frutos son
capsulas erectas, con tres lineas de dehiscencia; semillas oblongas con tegumento café
oscuro (Fig. 3). Se distribuye desde Costa Rica hasta Ecuador. En Costa Rica se encuentra
en las vertientes Caribe y Pacifica, cerca de la divisoria continental, en las Cordilleras de
Tilaran y Central y al norte de la Cordillera de Talamanca. Habita bosques muy hiimedos y
pluviales, especialmente en laderas de acantilados entre los 500 y 1500 m de elevacion
(Dressler 2003, Mufioz & Warner 2007, Mufoz et al. 2010). De las dos especies del género
en Costa Rica, P. longifolium posee las poblaciones mas grandes, accesibles y de mas
amplia distribucién (Mufioz & Warner 2007). Esto la convierte en una especie ideal para

desarrollar experimentos en el campo sobre biologia reproductiva.
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Para la caracterizacion de estructuras anatomicas se trabajo con dos especies adicionales.
Phragmipedium humboldtii (Warsz.) J.T. Atwood & Dressler subsp. humboldtii es la otra
especie del género que se encuentra en Costa Rica; en el pais se conoce Uinicamente de la
Cordillera de Talamanca cerca de la frontera con Panamé (Dressler 2003), aunque la
especie se distribuye desde el sur de México hasta el oeste de Panama. Esta especie se
distingue por tener pétalos péndulos y muy largos (Dressler 2003). Phragmipedium lindenii
(Lindl.) Dressler & N.H.Williams subsp. wallisii (Rchb.f.) Stein se reconoce por su labelo
bien desarrollado (contrario a P. lindenii subsp. lindenii) con una quilla angosta que rodea
la entrada de este. Esta especie no crece naturalmente en Costa Rica, su distribucion es
suramericana y se conoce unicamente de Ecuador y Pert, aunque se cree que puede estar
presente también en Colombia (Dressler & Pupulin 2011). De estas dos tltimas especies se
utilizaron plantas cultivadas en el Jardin Botanico Lankester (JBL) de la Universidad de
Costa Rica (9°50'21.58"N 83°53'17.96"W, 1370 m), ubicado en el distrito de Dulce
Nombre, canton central de Cartago, provincia de Cartago, Costa Rica. Al contar el JBL con
una de las mejores colecciones de plantas en cultivo pertenecientes al género
Phragmipedium en el pais, con no menos de 11 diferentes especies en cultivo, se pudo

obtener de ahi el material necesario para la ejecucion del presente estudio.

3.2. Efecto de la autopolinizacion y polinizacion cruzada en la produccion de frutos de
Phragmipedium longifolium

Para identificar los posibles efectos de la autopolinizacion y polinizaciéon cruzada en la
produccion de frutos de P. longifolium se aplicaron 4 tratamientos: (1) autopolinizacion
manual, (2) polinizacién cruzada manual, (3) exclusion de polinizadores y (4) polinizacion
abierta (control); no se realiz6 un tratamiento de emasculacion para comprobar si hay
apomixis, ya que el tratamiento de exclusion de polinizadores no mostrd resultados que
coincidieran con esta; ademds esta forma de reproducciéon no se ha reportado en la
subfamilia. Cada tratamiento se aplic6 mensualmente en 10 flores de diferentes
inflorescencias, durante los meses de junio del 2013 hasta marzo del 2014, para un total de

100 flores por tratamiento. Para aplicar los tratamientos se escogieron Unicamente flores en
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antesis temprana para asegurar que éstas no hubieran sido visitadas previamente por
posibles polinizadores y procurar que el polen estuviera lo suficientemente maduro y el
estigma receptivo para producir frutos; la flor se termind de abrir manualmente sin
ocasionar dafios en la misma para poder acceder a las masas de polen con facilidad.

La autopolinizacion manual consistié en remover el polen de las dos anteras de una flor
con una aguja de diseccion y depositarlo sobre el estigma de la misma flor; a la flor
receptora del polen se le removi6 el labelo para evitar la llegada de insectos con polen de
otras flores (de la misma planta o de otras plantas). Para la polinizacién cruzada manual se
tomo el polen de las dos anteras de una flor y se depositod sobre el estigma de una flor de
otro individuo; igualmente se removieron las anteras y el labelo de la flor receptora de
polen para evitar la llegada de polen de otras plantas o incluso la misma. Para el tratamiento
de exclusion de polinizadores se encerraron botones florales a punto de abrir en bolsas de
malla con un poro de aproximadamente 500 um, de forma que no permitiera el ingreso de
ningun potencial polinizador a la flor. Finalmente, el tratamiento control consistié en dejar
flores expuestas a las condiciones naturales de polinizacion en el sitio de estudio. Todas las
flores de estos cuatro tratamientos se marcaron individualmente para el monitoreo
correspondiente con una cinta de aproximadamente 25 x 5 mm enlazada a la base del
pedicelo de la flor y al raquis de la inflorescencia mediante un alambre de 1 mm de grosor.
Las flores manipuladas se dejaron expuestas a las condiciones naturales del ambiente, sin
ningun tipo de proteccién. Un mes después de marcadas las flores, se contod el numero de
frutos producidos y se determind la proporcion de frutos resultantes en cada tratamiento.

Dado que la produccion de frutos es una variable binomial y los tratamientos son
variables categoricas, los resultados obtenidos se analizaron por medio de una regresion
logistica binomial con variables categoricas para evaluar las posibles diferencias entre el
tratamiento de polinizacion cruzada con los tratamientos de autopolinizacion, exclusion y
polinizacion abierta (variables predictoras) en términos de numero de frutos producidos
(variable respuesta). En el modelo de la regresion se utilizd como referencia para las

comparaciones el tratamiento de polinizacion cruzada manual (intercepto) debido a que se
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esperaba que fuera la forma de polinizacion con mayor produccion de frutos en la
poblacion. A partir de los estimados de los coeficientes de la regresion se calculd la
oportunidad relativa (“odds ratio”, OR) y los intervalos de confianza del 95% (I.C.) de cada
uno de ellos para evaluar la razon entre las probabilidades de ocurrencia de los
tratamientos, es decir, cual de los tratamientos tiene mayor o menor probabilidad de
producir frutos en comparacion con el tratamiento de polinizacion cruzada. Todos los
analisis se realizaron utilizando la aplicacion estadistica RStudio 1.0.153 (R Development

Core Team 2017).

3.3. Efecto de la autopolinizacion y polinizacion cruzada en la viabilidad de semillas
de Phragmipedium longifolium

Para identificar los posibles efectos de la autopolinizacion y polinizaciéon cruzada en la
viabilidad de semillas de P. longifolium, después de al menos 16 semanas de desarrollo, en
el momento que el fruto estuviera engrosado y con las lineas de dehiscencia bien marcadas
(pero antes de que se abriera), se colectaron cinco frutos diferentes para cada uno de los
tratamientos de autopolinizacioén y polinizacion abierta, y se obtuvo una muestra de 100
semillas de cada uno de estos frutos. Los frutos producidos por autopolinizacidon se
cosecharon de plantas en cultivo en el JBL con el fin de realizar un monitoreo constante del
desarrollo del fruto. Debido a que en el JBL no se contd con suficientes individuos para
realizar polinizaciones cruzadas, la viabilidad de las semillas para este tratamiento se
evalud en frutos cosechados en la Reserva Bioldgica Bosque de Paz, donde el monitoreo
constante del desarrollo del fruto no se pudo realizar, por lo que solo se cosecharon tres
frutos de los cuales se obtuvo una muestra total de 500 semillas. Ya que casi no se
produjeron frutos en el tratamiento de exclusion de polinizadores, no se evalu¢ la viabilidad
de semillas para este tratamiento.

A partir de estas muestras se realizaron tinciones con cloruro de tetrazolio (1%, pH 6-7),
la cual permite identificar las semillas viables por medio de una reaccion redox que tifie de
rojo los embriones metabdlicamente activos (Mufioz & Jiménez 2008). Las muestras con

tetrazolio se colocaron en viales y se envolvieron en papel aluminio, los viales se colocaron
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en un termobafio a 30 °C por 16 h. Las semillas tefiidas se colocaron en un portaobjetos, y
utlizando un microscopio Leica CME a un aumento de 4x, se contabiliz6é el nimero de
semillas viables y no viables en cada muestra para determinar la proporcion de semillas
viables entre frutos producidos por diferentes tratamientos. Los resultados obtenidos se
analizaron del mismo modo que los experimentos de polinizaciones manuales, pero

utilizando el nimero de semillas viables como variable respuesta.

3.4. Fenologia y visitantes florales de Phragmipedium longifolium

Se colectaron datos sobre la fenologia de la floracién de P. longifolium, contando el
nimero de flores abiertas cada mes durante el afo 2015 en una muestra de 50 plantas
previamente marcadas y sobre la duracion de la antesis de cada flor para 15 flores
marcadas. Se registraron las condiciones ambientales durante cada periodo de observacion
y los milimetros de precipitacion para cada uno de los meses en la estacion pluviométrica
mas cercana al sitio de estudio (Agencia de Extension Agricola, Zarcero).

Con el fin de identificar los posibles polinizadores de P. longifolium se realizaron
observaciones de los visitantes de las flores por lapsos de 15 minutos cada hora, durante 13
horas continuas (de 5:00 a 18:00), una vez al mes durante los meses de octubre, noviembre
y diciembre del afio 2015, para un total de 585 minutos efectivos de observaciones (9 h, 45
min). Las observaciones se realizaron en grupos aleatorios de 20 a 25 flores. Se contabilizd
el total de visitas y el total de individuos. Las visitas se definieron como cada una de las
veces en las cuales algln insecto se poso sobre alguna de las flores en observacion. Cada
vez que un insecto llegd a la flor se conté como un individuo diferente, excepto en los
casos que el insecto se pudiera seguir visualmente durante visitas consecutivas. Utilizando
el conocimiento previo de la entomofauna del sitio, se identific6 visualmente en el
momento de la visita al menor nivel taxonémico confiable cada uno de los visitantes. Se
capturaron los insectos que cargaban masas polinicas de P. longifolium, los cuales son
facilmente distinguibles de polinarios de otras orquideas también presentes en el sitio por
su forma, tamafio y color. Ademas de estos, se colectd un insecto que se encontrd muerto

en el labelo debido a su similitud con los que cargaban polinarios.
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3.5. Importancia funcional de estructuras florales en Phragmipedium longifolium

Para identificar la posible importancia funcional de algunas estructuras florales en el
¢xito de produccion de frutos en P. longifolium se aplicaron seis tratamientos que
consistieron en la remocion de éstas: (1) control (flores completas), (2) pétalos, (3) sépalo
dorsal, (4) estaminodio, (5) sinsépalo, y (6) sépalo dorsal y sinsépalo (Fig. 4). Cada
tratamiento se aplicd a un mismo nimero de flores cada mes, variando mensualmente de 5
a 10 flores (de diferentes inflorescencias) por tratamiento dependiendo de la disponibilidad
de flores en cada visita, durante los meses de noviembre del 2014 hasta noviembre del
2015, para un total de 100 flores por tratamiento. Se utilizaron Unicamente flores que
estuvieran comenzando a abrir y que conservaran los dos polinarios, esto con el fin de
asegurar que no fueron previamente visitadas por algun insecto. Cada flor fue marcada
individualmente. Para controlar el efecto de la presencia de otras flores abiertas en
inflorescencias cercanas, que pudieran influir en la visitacién de polinizadores a una flor
manipulada, se removieron todas las flores abiertas que se encontraran 30 cm o menos de
cada una de estas. Un mes después se contd el nimero de frutos producidos para cada
tratamiento.

Los resultados obtenidos se analizaron del mismo modo que los experimentos de
polinizaciones manuales, pero utilizando los tratamientos de remocion de estructuras como
variables predictoras. En el modelo de la regresion se utilizd como referencia para las
comparaciones el tratamiento control (intercepto) debido a que es la forma en que se
presentan las flores normalmente. El tratamiento de remocion de pétalos se excluyd del

analisis estadistico debido a que no se produjo ningln fruto.

3.6. Caracterizacion de tricomas glandulares en los pétalos de tres especies de
Phragmipedium

Para caracterizar y describir los tricomas glandulares posiblemente involucrados en la
atraccion de polinizadores en Phragmipedium longifolium, P. humboldtii y P. wallisii se
utilizaron plantas cultivadas en el JBL. Se prepararon muestras de un pétalo de cada una de

las especies utilizando la técnica de fijacion en Paraplast® descrita por Sandoval (2005) y
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se realizaron cortes transversales en la parte apical, media y basal de 5 um de grosor, con
los micrétomos Leica RM2125 RTS y American Optical 820. Los cortes se tifieron con
Azul de Toluidina al 1% acidificada en solucién de Acido Bérico saturada utilizando el
método indirecto descrito por Sandoval (2005). Se realizaron fotografias de los cortes con
una camara Leica ICC50 ajustada a un microscopio Leica DM500 y una cdmara Sony

Exwave HAD adaptada a un microscopio Carl Zeiss Axioskop.

3.7. Morfologia y contenidos celulares de los tricomas glandulares en flores de
Phragmipedium longifolium

Para estudiar los tricomas glandulares que Vogel (1990) determiné como productores de
aromas en Phragmipedium, se cortaron segmentos de aproximadamente 1 cm de longitud,
de pétalos, sépalos, labelo y estaminodio de una flor de P. longifolium. Para detectar la
presencia de lipidos, los segmentos frescos se colocaron en dicromato potasico (0,2 g/l) por
10 min y se secaron posteriormente. Luego se colocaron en etanol al 70% por 2 min, se
tiferon con Sudéan IV por 5 min y nuevamente en etanol al 70% por 2 min. Se lavaron con
agua por 2 min y se contrastaron con hematoxilina de Harris por 2 min y se lavaron
nuevamente con agua por 2 min (Sandoval 2005).

Para la deteccion de polisacaridos en las mismas estructuras florales, los segmentos
frescos se oxidaron en una solucién de acido peryodico al 5%, se enjuagaron con H,O
destilada y se colocaron en el reactivo de Schiff de Coleman por 15 min. Se enjuagaron en
agua a 60 °C por 5 min, se contrastaron con hematoxilina de Harris por 2 min y se lavaron
con agua por 5 min (Feder & O’Brien 1968, Vieira et al. 2007, Kowalkowska et al. 2017).
Los segmentos tefiidos se fotografiaron con una camara Leica DMC29000 adaptada a un
estereoscopio Leica Z16 APO a diferentes aumentos.

Se obtuvieron imégenes por medio de microscopia electronica de barrido (MEB) de
partes de pétalos, sépalos, labelo y estaminodio de dos flores de P. longifolium, con el
objetivo de determinar en cuales de estas partes se estos encuentran los tricomas

glandulares que podrian funcionar como atrayentes quimicos o visuales para polinizadores.
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Para esto se fijaron segmentos de dichas partes florales en una solucion de glutaraldehido al
2% y paraformaldehido al 2% en un buffer de fosfato de sodio 0.1 M, con un pH de 7.4
(Karnovsky 1965). Se lavaron en el buffer de fosfato de sodio y se fijaron con tetradxido de
osmio al 1% en el buffer de fosfato de sodio. Se lavaron con H»>O destilada y se
deshidrataron con un gradiente de etanol de 30%, 50%, 70%, 80%, 90% y 95% por 15 min
cada uno y dos de Etanol Absoluto por 20 min cada uno. Se realizaron cuatro lavados con
alcohol terbutilico y las muestras se secaron por sublimacion con un sublimador Eiko ID-2.
El material se montd en bases de aluminio y se cubrieron con 20 nm de platino utilizando
un cobertor i6nico Eiko IB-5. Las imédgenes se obtuvieron con un microscopio electrénico
de barrido Hitachi S-570. Se prest6 especial atencion a la deteccion de tricomas semejantes
a los observados por Vogel (1990: 145).

Todas las imagenes obtenidas a partir de los cortes, segmentos y demds material
generado en el proyecto se depositaron en las colecciones fisicas y digitales del Jardin

Botanico Lankester.
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IV. RESULTADOS

4.1. Efecto de la autopolinizacion y polinizacion cruzada en la produccion de frutos en
Phragmipedium longifolium

Al realizar polinizaciones manuales para evaluar el efecto de la autopolinizacion y la
polinizacion cruzada en la reproduccion de P. longifolium se obtuvo que un 80% de las
flores autopolinizadas produjeron frutos, contra un 69% de las flores polinizadas de forma
cruzada. En el tratamiento de exclusion de polinizadores solamente un 1% de las flores
produjo fruto y en el tratamiento de polinizacion abierta (control) produjeron frutos un 12%
de las flores (Fig. 5). A partir de estas polinizaciones manuales se encontré6 ademas que la
produccion de frutos por polinizacion abierta (p< 0.001) y por exclusion de polinizadores
(p< 0.001) difieren significativamente de la produccion de frutos por polinizacién cruzada
(Cuadro 1). Entre la autopolinizacion y la polinizacion cruzada no se detect6 una diferencia
significativa en la produccion de frutos (p> 0.05; cuadro 1).

Al calcular la OR, no se pudo determinar la relacién en la probabilidad de producir
frutos entre la polinizacion cruzada manual y la autopolinizaciéon manual ya que el 1.C. 95%
incluye el valor nulo (OR=1) y es muy amplio, lo que indica una baja precision del OR
(Cuadro 1). En comparacion con la polinizacion cruzada manual, la polinizacion abierta
tiene una menor probabilidad de producir frutos (OR= 0.0613). Esta probabilidad es atin

menor para la exclusion de polinizadores (OR= 0.045) (Cuadro 1).

4.2. Efecto de la autopolinizacion y polinizacion cruzada en la viabilidad de semillas
de Phragmipedium longifolium

Con las tinciones utilizando tetrazolio se obtuvo una viabilidad del 51.6% para las
semillas producidas por autopolinizaciéon, un 29.6% de viabilidad para las semillas
producidas por polinizaciéon cruzada y un 52% de viabilidad para las semillas del
tratamiento de polinizacion abierta (control) (Fig. 6). Las viabilidades de las semillas
producidas por autopolinizaciéon y por polinizacion abierta difieren significativamente (p

<0.001 para ambos tratamientos) de la viabilidad de las semillas producidas por
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polinizacion cruzada (Cuadro 2). Sin embargo, hay que tomar en cuenta que el tamafio de
muestra (el nimero de frutos) es muy bajo, y estos resultados podrian cambiar si éste se
aumenta. Por lo tanto, estas diferencias no pueden considerarse como estrictamente
significativas. Por medio de la OR se determind que en comparacion con el tratamiento de
polinizacion cruzada, tanto la autopolinizacién (OR= 2.5356), como la polinizacioén abierta
(OR= 2.5766) tienen mayor probabilidad de producir semillas viables. Sin embargo, los
I.C. 95% indican una baja precision del OR.

4.3. Fenologia y visitantes florales de Phragmipedium longifolium

Los datos indican que la poblacion estudiada de P. longifolium permanece en floracion
durante todo el afo, pero con fluctuaciones. La cantidad de flores abiertas presenta un
maximo durante el mes de julio y disminuye durante los meses de octubre a febrero (Fig.
7). En promedio la antesis de esta especie tiene una duracion de 19+2 dias mientras la flor
no sea polinizada. Cada vastago produce una sola inflorescencia en la cual se encuentra
normalmente una sola flor abierta a la vez, aunque ocasionalmente pueden encontrarse
hasta dos. Sin embargo, un mismo individuo puede tener mas de un vastago floreciendo de
forma simulténea.

De las 13 horas totales de observacion diaria, fue inicamente en el periodo comprendido
entre las 9:00 y las 16:00 que se contabilizaron insectos visitando las flores, para un total de
57 visitas. El periodo comprendido entre las 10:00 y las 13:00 fue el de mayor actividad,
con un total de 41 visitas (72% del total). Fue durante este periodo en el cual se observaron
visitas de insectos cargando polinarios de P. longifolium y de insectos que cayeron dentro
del labelo y removieron los polinarios al salir de la flor (Fig. 8).

Se registraron visitas de insectos de tres diferentes 6rdenes (Diptera, Hymenoptera y
Hemiptera), pero las mas frecuentes fueron de dipteros. También fue comun observar
insectos de la familia Curculionidae (orden Coleoptera), que no se contaron como visitantes
ya que se encontraban permanentes en algunas de las flores como depredadores fitofagos.
Del orden Hymenoptera solamente se documentaron visitas de una abeja de la especie Apis

mellifera, una especie de la familia Vespidae y otras dos morfoespecies de avispas no
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identificadas. Del orden Hemiptera solamente se observd una visita de una especie de
heteroptero. Del orden Diptera se observaron dos morfoespecies de moscas identificadas de
la subseccion Calyptratae, dos morfoespecies de Allograpta (Syrphidae) y al menos seis
morfoespecies de moscas pequenas del suborden Brachycera (Cuadro 3).

De todos los insectos que visitaron las flores de P. longifolium, los Unicos que se
observaron removiendo o cargando polinarios fueron los de una de las morfoespecies del
género Allograpta. En total se observaron cinco individuos de esta morfoespecie, todas
identificadas como hembras, las cuales se distinguen de los machos por tener los ojos
claramente separados (Thompson et al. 2010). De los cinco individuos observados de esta
morfoespecie, dos cargaban polinarios de P. longifolium en el momento de la visita a la flor
(individuos 1 y 2), pero ninguno de ellos se observo entrando al labelo y se observaron
caminando sobre los pétalos, el sépalo dorsal y el sinsépalo antes de ser capturados; El
individuo 1 ovipositd sobre la superficie abaxial del labelo (Fig. 9A). Otros dos individuos
(individuos 3 y 4) removieron un polinario cada uno al momento de salir, el individuo 3 se
observo desde que cayo dentro del labelo y el individuo 4 se observé cuando ya habia caido
en el labelo (Figs. 9B y 9D). Al salir se posaron brevemente en la base del pétalo, donde
fueron capturados. En la flor donde se observo el individuo 4 se encontraron huevos sobre
la superficie abaxial del labelo, por lo que es probable que la misma mosca los pusiera
antes de caer en el labelo (Fig. 10). El individuo 5 visit6 multiples veces la misma flor, se
poso sobre los pétalos y el sépalo dorsal sin mostrar interés evidente por algo en particular,
ni preferencia por permanecer mas en una estructura que en otra; camind por el sinsépalo y
el sépalo dorsal, pero finalmente se alejo volando sin caer dentro del labelo y se capturd en
ese momento; una vez capturado, se observo al individuo ovipositando (Fig. 9C).

Se observo otra morfoespecie de Allograpta que se considerd diferente debido a que es
ligeramente mas grande que los individuos que lograron remover el polinario y por las
diferencias en el patréon de coloracion. De esta otra morfoespecie se observo un unico
individuo hembra visitando la flor. Horas después de registrada la visita el individuo se
encontro muerto dentro del saco del labelo, sin polinarios adheridos.

Se observo que las moscas Allograpta se aproximan a las flores en un vuelo erratico, sin
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volar directamente hacia la flor sino en movimientos exploratorios, y sin dirigirse
directamente hacia algun estimulo evidente. Al estar cerca de varias flores pasaron de una a
otra en movimientos aparentemente exploratorios. Al posarse en las flores lo hicieron
indiferentemente sobre los sépalos, pétalos o el labelo, aunque lo mas comun fue
observarlas caminando sobre los pétalos y el sépalo dorsal. La mosca que se observo
caminando por los bordes de la abertura principal del labelo, incluyendo los pliegues,
resbald y cayo en el interior del saco, pero no intentd volar hacia las manchas en los
pliegues del labelo. Las moscas observadas dentro del labelo intentaron repetidas veces
salir por la misma abertura principal; sin embargo, la superficie interna del labelo que rodea
la abertura principal es resbalosa, lo que impidi6 su escape por esa via. Algunas moscas
permanecieron mas de dos horas intentando escapar por la abertura principal sin lograrlo.
Después de multiples intentos fallidos de escape, las moscas eventualmente caminaron
hacia el tunel del labelo que se forma entre la mitad basal del saco (donde hay tricomas
visibles) y los pliegues del labelo (Fig. 1). Sobre la superficie adaxial del tunel hay
tricomas, sobre los cuales la mosca logré caminar y subir hacia la base del labelo, donde
logrd escapar por los orificios de salida que se forman entre la columna y la base del labelo.
Por encima de esos mismos orificios se localizan las anteras, y es por esto que al escapar de
la flor por ahi, a la mosca se le adhirieron las masas polinicas dorsalmente entre el escuto y

el escutelo (Figs. 9B y 9D).

4.4. Importancia funcional de estructuras florales en Phragmipedium longifolium
Ninguna de las flores a las que se le removid los pétalos produjo frutos. Al remover los
tres sépalos (sépalo dorsal y sinsépalo) apenas un 1% de las flores produjo fruto. Cuando se
removid Unicamente el sinsépalo un 2% de las flores produjo fruto, pero al remover
unicamente el sépalo dorsal la producciéon de frutos fue del 5%. La remocion del
estaminodio resultd6 en un 2% de produccion de frutos. El 10% de las flores en el
tratamiento control produjo frutos (Fig. 11). En comparacién con el tratamiento control, la
produccion de frutos de los tratamientos de remocion del sinsépalo, estaminodio y sépalos

difieren significativamente (p <0.05 para los tres tratamientos; Cuadro 4). La remocion del
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sépalo dorsal no difiere significativamente del control en términos de produccion de frutos
(p >0.05; Cuadro 4).

Al calcular la OR, se determind que en comparacion con la no remocidn de estructuras
(tratamiento control), la probabilidad de producir frutos es menor al remover el sinsépalo
(OR= 0.1837), el estaminodio (OR= 0.1837), y los sépalos (OR= 0.0909). Para el
tratamiento de remocion del sépalo dorsal no se pudo determinar como es esta relacion

debido a que el intervalo de confianza incluye el valor nulo (OR=1).

4.5. Caracterizacion de tricomas glandulares en los pétalos de tres especies de
Phragmipedium

Dado que los experimentos de remocidon de estructuras del perianto mostraron que
remover los pétalos de P. longifolium produce la mayor disminucion en la produccion de
frutos (y por lo tanto, probablemente también en la atraccion de polinizadores), se
realizaron tinciones para detectar tricomas glandulares que pudieran estar involucrados en
la atraccion de polinizadores por medio de sefiales olfativas (Fig. 12).

Se encontraron tres diferentes tipos de tricomas glandulares cuyas paredes celulares
tifieron con Azul de Toluidina; se denominaron TG1, TG2 y TG3. En comparacién con las
células epidérmicas, las células de los tricomas glandulares frecuentemente tienen nucleos
mas grandes que pueden ocupar hasta mas de la mitad del volumen celular. La morfologia y
contenidos celulares de los TG1 y TG2 sugieren que estos tienen la funciéon de osmoéforos.
Los TG1 estan formados por 2—6 células apiladas. Las células suelen ser cilindricas y de
tamano similar excepto la célula apical, que es mas larga y termina en un apice agudo. Los
TG2 tienen 5-8 células apiladas; la célula apical se distingue de las demdas por ser
ligeramente mas pequefia y redondeada en el apice. Finalmente, los TG3 tienen formas

variables pero siempre son unicelulares (Fig. 13).
4.6. Morfologia y contenidos celulares de los tricomas glandulares en flores de

Phragmipedium longifolium

Se encontraron TGl en todas las estructuras observadas. Los TG2 se observaron
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unicamente en el labelo, en las partes apical y media del pétalo, y en la parte basal del
sinsépalo. Los TG3 solamente se encontraron en el dpice del pétalo.

En el estaminodio los TG1 se encuentran en los margenes, presentan una coloracién
morado oscuro por lo que se pueden detectar a simple vista (Fig. 14A). En estos tricomas se
detecto carbohidratos (Fig. 14B) y lipidos (Fig. 14C). En las imagenes obtenidas por MEB
se pudo observar que estos tricomas pueden estar formados por 3—6 células (Fig. 14D).

En el labelo los TG1 y los TG2 se encuentran en la superficie abaxial, incluyendo los
pliegues con manchas verdes. En la superficie adaxial, donde se forma el tunel de salida
para los polinizadores, hacia la base del labelo, hay tricomas alargados formados por 4-5
células apiladas (Fig. 15A). A diferencia de los tricomas glandulares observados en otras
estructuras, estos tricomas no contienen carbohidratos (Fig. 15B), ni lipidos (Fig. 15C), y se
caracterizan por tener las células de la base engrosadas. La mayoria de estos tricomas se
erigen en orientacion hacia la base del labelo, muchos de ellos ademds se pueden doblar
formando ganchos sin orientacion fija (Fig. 15D). Las iméagenes de MEB no muestran
diferenciacion morfologica entre las células que forman las manchas verdes en los pliegues
y el resto de células epidérmicas del labelo (Figs. 16A y 16D), ademas las tinciones
resultaron negativas para carbohidratos (Fig. 16B) y lipidos contenidos en estas células
(Fig. 16C).

En el pétalo los TG1 y TG2 se localizaron en la superficie adaxial (Figs. 17A, 17E, 18A,
19A y 19D), mientras que los TG3 se encontraron mayormente en la superficie abaxial de
la region apical (Figs.17B y 17F). Los TGl y TG2 contenian lipidos (Figs. 17C, 18C y
19C), y carbohidratos (Figs. 17D, 18B y 19B) localizados principalmente en sus células
apicales. En los TG3 solo se detecto lipidos (Fig. 17C). En la superficie abaxial del pétalo
se forma un surco paralelo a la vena media (Fig. 12 y 18D), sin embargo no se detectaron
lipidos ni carbohidratos en este tejido. Este surco también se puede observar en los cortes
trasversales de los pétalos de P. humboldtii y P. wallisii (Fig. 12).

En el sépalo dorsal los TG1 se observaron en ambas superficies (Figs. 20A, 20B, 21 A,
21D, 21E y 22A). Solamente se detectaron lipidos en las células apicales de estas

estructuras (Figs. 20C, 21C y 22C), no se detectaron carbohidratos (Figs. 20D, 21B y 22B).
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Se encontraron estomas en la superficie abaxial del apice y la base (Figs. 20E, 20F y 22D).
En el sinsépalo los tricomas se observaron unicamente en la superficie adaxial (Figs.
23A, 24A, 24D, 25A); en los TGI se detectaron lipidos (Figs. 23C, 24C y 25C), pero no
carbohidratos (Figs. 23B y 24B). En los TG2 se detectaron lipidos (Figs. 23C, 24C y 25C)
y carbohidratos (Fig. 25B). En la superficie abaxial del 4pice y la base se observaron

estomas (Fig. 23D y 25D).
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V. DISCUSION

5.1. Efecto de la autopolinizacion y polinizacion cruzada en la produccion de frutos en
Phragmipedium longifolium

A partir de los tratamientos de polinizacion se comprobod que P. longifolium es
autocompatible, pero que requiere de un vector bidtico para transferir el polen al estigma.
Aunque no se encontraron diferencias significativas en la produccion de frutos entre la
autopolinizacion y la polinizacion cruzada, si se observd un porcentaje mas alto de frutos
producidos por autopolinizacion. Algunos autores han argumentado que la polinizacion por
engafio hace que la autopolinizacion sea menos probable, ya que el polinizador se aleja para
evitar caer nuevamente en el engafio en forma inmediata o porque al no recibir recompenza
pierde interés en las flores (Mufioz et al. 2010, Walsh & Michaels 2017). Sin embargo,
otros sugieren que la autocompatibilidad puede ser resultado de la adaptacion de las plantas
a su sindrome de polinizacion por engafio, ya que al aceptar su propio polen la orquidea
aumenta las probabilidades de ser fecundada aunque esto pueda afectar la variabilidad
genética de la poblacion (Liu ef al. 2006).

Frecuentemente se ha observado que especies de orquideas favorecen el exocruzamiento
como forma de reproducciéon. Un estudio genético poblacional sugiere que en P.
longifolium de Costa Rica el exocruzamiento podria estarse dando mayoritariamente
basado en que la diversidad genética de las poblaciones fue mayor a la esperada (Mufioz et
al. 2010). Sin embargo, algunas especies de orquideas también pueden favorecer la
autopolinizacion para su reproduccion, en este estudio se muestra una tendencia a favorecer
esta forma de reproduccion en P. longifolium. La autopolinizacion puede ser
favorablemente seleccionada como una estrategia para asegurar la reproduccion en
poblaciones que se han reducido por un efecto de cuello de botella, en el que los individuos
que permanecen comienzan a autopolinizarse para mantener la reproduccién y
eventualmente recuperar la poblacion (Lande & Schemske 1985, Schoen et al. 1996).

Otro factor que podria favorecer la autopolinizacion es que en plantas colonizadoras se

puede dar una seleccion hacia esta forma de reproduccion por un efecto fundador de la
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especie, que permite a las plantas pioneras un aseguramiento reproductivo en estos hébitats
(Lande & Schemske 1985, Gonzilez-Diaz & Ackerman 1988). En Costa Rica se han
identificado poblaciones de P. longifolium de varios individuos pero relativamente aisladas
entre si, ya que colonizan sitios perturbados como paredones producidos por deslizamientos
o cortes de carretera (Mufioz & Warner 2007). Es probable que este efecto fundador se esté
dando en las poblaciones de P. longifolium, en las que a pesar de que es infrecuente
encontrar inflorescencias con més de una flor, un mismo individuo puede tener diferentes
inflorescencias floreciendo de forma simultdnea, lo que permitiria la geitonogamia en estas
poblaciones aisladas.

En las orquideas polinizadas por engafio es comun encontrar frecuencias de visitacion
bajas que se traducen en bajas tasas de polinizacion (Parra-Tabla & Vargas 2007, Bernhardt
& Edens-Meier 2010). Phragmipedium longifolium no es la excepcion, pues el tratamiento
de polinizacion abierta resultd en que solamente el 12% de las flores desarrollan frutos. Sin
embargo, estas bajas tasas de produccion de frutos se reportan a menudo en orquideas que
requieren un vector para su polinizacion, independientemente del mecanismo que empleen
para atraer a sus polinizadores (Zimmerman & Aide 1989, Ackerman & Montalvo 1990,

Primack & Hall 1990).

5.2. Efecto de la autopolinizacion y polinizacion cruzada en la viabilidad de semillas
de Phragmipedium longifolium

Al evaluar la viabilidad de las semillas producidas por autopolinizacion, polinizacion
cruzada y polinizacion abierta se encontr6 que el nimero de semillas viables fue
significativamente menor en los frutos producidos a partir de flores polinizadas de forma
cruzada en comparacion con los otros tratamientos. Esto es contrario a lo esperado, ya que
se cree que la autopolinizacidon puede afectar negativamente tanto la produccion de frutos
como la calidad de las semillas (Tremblay et al. 2005, Jersakova et al. 2006). Por otro lado,
Pansarin et al. (2008) sugiere que una alta viabilidad de semillas producidas por
autopolinizacién es esperada en un sistema de polinizacion por engano ya que deben

compensar la baja produccion de frutos. Sin embargo, la menor viabilidad de las semillas
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producidas por polinizacion cruzada es inesperada ya que para P. longifolium se han
reportado hasta un 45% de semillas viables para frutos producidos por exocruzamiento en
condiciones de cultivo (Mufoz & Jiménez 2008).

Al evaluar la viabilidad de las semillas es importante tomar en cuenta el tiempo en que
se cosechan los frutos. Los de P. longifolium tardan aproximadamente 16 semanas en
alcanzar la madurez (Munoz & Jiménez 2008). La viabilidad de estas semillas pudo verse
afectada por el tiempo de cosecha de los frutos, las visitas al sitio de muestreo fueron
durante cuatro dias al mes, lo que dificultaba un monitoreo constante del desarrollo de los
mismos. Es posible que aunque los frutos cosechados estuvieran engrosados y con las
lineas de dehiscencia marcadas, sus semillas aun no hubieran completado la madurez.
Desafortunadamente, la cantidad de individuos disponibles para el tratamiento de
polinizacion cruzada y la cantidad de frutos producidos fueron limitantes para obtener un
tamano de muestra apropiado para el tratamiento.

Las diferencias encontradas entre los tratamientos de autopolinizacion y polinizacion
abierta en comparaciéon con el tratamiento de polinizacién cruzada sugieren que esta
especie practica la endogamia frecuentemente. En plantas que crecen en poblaciones
aisladas y que pueden reproducirse por autopolinizacion y polinizacidon cruzada se pueden
mantener altas frecuencias de autopolinizacién durante varias generaciones, esto puede
eventualmente provocar una purga de la carga genética, reduciendo asi la depresion
endogamica por medio de la eliminacién de genes deletéreos recesivos en la poblacion

(Lande & Schemske 1985, Smithson 2006).

5.3. Fenologia y visitantes florales de Phragmipedium longifolium

A pesar de que el mayor nimero de visitas a las flores de P. longifolium se registrd para
el grupo Brachycera se debe tomar en cuenta que este es un grupo taxondmico muy grande,
con muchas familias y especies de dipteros. Todos los visitantes incluidos dentro de
Brachycera eran muy pequenos, lo que dificultdé poder identificarlos a un menor nivel
taxondmico sin haberlos capturado. Sin embargo, por este mismo motivo se puede

descartar que fueran potenciales polinizadores de P. longifolium, ya que cada uno de ellos
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tenia el tamafio aproximado de un polinio de la orquidea; esto hace altamente improbable
que estos insectos fueran capaces de cargar el peso de los mismos. Ademas, al ser insectos
pequenos, podrian facilmente salir por la abertura principal del labelo o por los orificios de
salida sin siquiera hacer contacto con las anteras. No obstante, no se puede descartar que
estos insectos estén siendo atraidos a la flor por el mismo mecanismo que utiliza la
orquidea para atraer a los polinizadores efectivos.

Otro grupo de insectos del que se registraron varias visitas fueron las moscas
calipteradas (Caliptratae). Aunque estas tienen tamanos mas similares a las moscas sirfidas
que se observaron removiendo polinarios, ningln individuo ingres6 al labelo y la mayoria
de visitas fueron breves. Es posible que estas moscas sean atraidas a las flores por los
aromas que estas emiten, pero que el mecanismo de atraccion no sea tan eficiente como
para conseguir que ingresen al labelo y remuevan o transfieran las masas polinicas.

Los polinizadores de P. longifolium pertenecen al género Allograpta. Las larvas de este,
como las de otros géneros dentro de la familia Syrphidae, se alimentan de afidos
(Thompson et al. 2000). Debido a esto, las hembras adultas buscan poner sus huevos cerca
de colonias de afidos para las larvas puedan acceder al alimento (Thompson et al. 2010,
Hanson & Nishida 2016). La evidencia sugiere que P. longifolium atrae a sus polinizadores
mediante engafio, posiblemente imitando sefiales que las hembras de moscas sirfidas siguen
para detectar las colonias de insectos en el suborden Sternorrhyncha.

El mecanismo de polinizacion encontrado en la poblacion de P. longifolium estudiada
asemeja el mecanismo empleado por otras especies de Cypripedioideae. En los tropicos
asiaticos, Paphiopedilum barbigerum T.Tang & F.T. Wang es igualmente polinizada por
moscas sirfidas de los géneros Allograpta y Episyirphus utilizando un mecanismo de
atraccion por engafio de sitio de oviposicion (Shi ef al. 2009). Esto muestra una posible
evolucion convergente del mecanismo de polinizacion entre los dos géneros. Segin Shi y
colaboradores (2009), en P. barbigerum las sefales visuales son mas importantes para la
atraccion de polinizadores que las aromaticas ya que no pudieron extraer aromas de las
flores mediante analisis de cromatografia de gases y espectrofotometria de masas. En P.

longifolium se observéd que aunque es posible que el efecto visual de la flor sea importante
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en la atraccion de polinizadores, las sefiales aromaticas podrian tener una mayor
importancia. Aunque no se ha estudiado la composicion quimica del aroma producido por
las flores de P. longifolium, facilmente se puede percibir un aroma urico, lo cual puede
indicar la presencia de compuestos nitrogenados y altos contenidos de acidos. Este tipo de
aromas ya se ha encontrado en flores de la familia Apocynaceae que también utilizan un
mecanismo de engafio por sitio de oviposicion para atraer a sus polinizadores (Jirgens et al.
2006, Urru et al. 2011).

En Paphiopedilum barbigerum, cuando los polinizadores se aproximan al estaminodio
volando, sus alas golpean los l6bulos laterales del labelo, lo que los desestabiliza y provoca
que caigan hacia atrds dentro del labelo (Shi er al. 2009). En otras especies de
Paphiopedilum se han observado comportamientos similares que provocan que el
polinizador resbale dentro del labelo después de intentar caminar o posarse sobre el
estaminodio (Bézinger et al. 2005). En algunas especies de Cypripedium polinizadas por
himenopteros, el polinizador ingresa dentro del labelo caminando sobre los bordes de la
abertura principal, los cuales no son resbalosos; en otras especies como C. guttatum el
estaminodio actla como pivote para provocar que el insecto caiga dentro del labelo
resbalando hacia adelante y no hacia atrés a diferencia de lo que sucede en Paphiopedilum
(Béazinger et al. 2005). En P. longifolium se observo que los polinizadores se posan sobre el
borde de la abertura principal del labelo y al intentar caminar por el margen resbalan hacia
adelante y quedan atrapados dentro del labelo; no se observd a ninguna de las moscas
Allograpta intentar aproximarse hacia el estaminodio aunque es recomendable realizar mas
observaciones del comportamiento de estos insectos para entender en detalle el mecanismo
que las hace caer dentro del labelo.

Fuera de Cypripedioideae, se ha encontrado un mecanismo similar de atraccion de
polinizadores en Epipactis veratrifolia Don., que también es polinizado por moscas sirfidas
(Ivri & Dafni 1977, Stokl et al. 2011). Al igual que en P. longifolium, las hembras atraidas
a la flor son engafiadas y ponen sus huevos sobre las flores, donde las larvas dificilmente
podran encontrar alimento para desarrollarse (Ivri & Dafni 1977, Stokl et al. 2011). Sin

embargo, Epipactis veratrifolia, a diferencia de P. longifolium también es capaz de atraer a
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machos de moscas sirfidas que llegan a la flor a alimentarse de azucares secretados en el
labelo y en busca de hembras con las cuales copular (Ivri & Dafni 1977). Stokl y
colaboradores (2011) encontraron ademés que E. veratrifolia emite compuestos quimicos
que imitan las feromonas de alarma de afidos, las cuales atraen e inducen el
comportamiento de oviposicion en hembras de moscas sirfidas; estudiar la composicion
quimica de los aromas emitidos por P. longifolium y compararla con lo encontrado en E.
veratrifolia permitird entender mejor los factores que atraen a las hembras de Allograpta y
que inducen en ellas la oviposicion. Aparte de Epipactis, no se encontrd en la literatura
otros casos de orquideas fuera de la subfamilia Cypripedioideae que presente un
mecanismo de atraccion similar o que sea polinizada mediante engafio por moscas sirfidas.

Es importante tener en consideracion que de las cerca de 4300 especies descritas de
afidos que existen en el mundo, pocas de estas se encuentran en el neotropico y ain menos
son las especies nativas, ya que la mayoria han sido introducidas como plagas en cultivos
(Hanson & Nishida 2016). Por lo tanto, es probable que los habitos alimenticios de las
larvas de los sirfidos neotropicales no estén restringidos especificamente a afidos, sino a
otros insectos también pertenecientes al surborden Sternorrhyncha (Thompson et al. 2010,
Hanson & Nishida 2016). Estudiar a futuro la historia natural de estos dipteros permitira
entender mejor el sistema de atraccion de polinizadores en Phragmipedium.

En este estudio se reporta por primera vez moscas sirfidas del género Allograpta como
polinizadores de Phragmipedium. Al mismo tiempo es el primer estudio que documenta la
oviposicion de las hembras polinizadoras sobre las flores de Phragmipedium, siendo esto
evidencia a favor de que la especie es polinizada por engafio mediante imitacion de sitio de
oviposicion. Existen observaciones casuales de oviposicion en tres especies de
Paphiopedilum por parte de sirfidos (Atwood 1985, Bézinger 2002, Jun et al. 2009).

Utilizar la polinizacion por engafio como estrategia reproductiva puede traer tanto
ventajas como desventajas para la planta. Por una parte, se ha probado que, aunque la
polinizacion por engafio puede disminuir la visitacién floral (lo que puede a su vez
disminuir el porcentaje de flores polinizadas), puede favorecer la probabilidad de

exocruzamiento debido a la tendencia de los insectos a alejarse de las flores una vez que
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logran escapar de ellas (Bernhardt & Edens-Meier 2010, Walsh & Michaels 2017). Una
desventaja de utilizar la atraccion por engafio de sitio de oviposicion del modo que lo hacen
estas especies de la subfamilia Cypripedioideae es que a largo plazo, si la proporcion de
huevos puestos por la poblacién de moscas sirfidas sobre las flores es mayor en compracion
con la proporcion de huevos puestos en sitios Optimos, la reproduccion del polinizador y
por ende la de la planta se pueden ver comprometidos, ya que los huevos que los sirfidos
pongan sobre la flor no podran desarrollarse al no contar con fuentes alimenticias, lo que
implica que esos individuos no dejardn descendientes que sean potenciales polinizadores
para la orquidea (Borba & Semir 2001). El efecto real que pueda tener el engafo sobre la
poblacion de Allograpta sp. y consecuentemente de P. longifolium es algo que solamente se
podra medir con estudios poblacionales a largo plazo

Pasar mucho tiempo en las flores es desventajoso para las moscas; posiblemente la
primera vez que estas caen dentro de la trampa les tome mas tiempo salir del labelo. En el
presente estudio se registraron moscas Allograpta dentro del labelo por mas de dos horas;
no obstante podrian utilizar una primera experiencia como aprendizaje de forma que al caer
una segunda vez lograrian escapar mas rapido del labelo. Se debe tener en consideracion
que las moscas sirfidas son insectos de vida corta. En una especie de Allograpta se ha
reportado que pueden vivir cerca de 12 dias como adultos (Arcaya et al. 2017), en este
corto periodo de tiempo intentaran alimentarse y reproducirse tan eficientemente como sea
posible. Es por esto que los mecanismos de polinizacion por engafio deben ser muy
refinados, ya que el insecto invierte muchos recursos en discriminar sefiales engafiosas que
puedan afectar su reproduccion (Urru ef al. 2011).

La poblacioén estudiada de P. longifolium se mantiene en floracion a lo largo del afo. Se
ha sugerido que esto, junto con una alta longevidad de las flores antes de ser polinizadas, la
prolongada viabilidad del polen removido y la extendida receptividad del estigma son
condiciones que se dan en Orchidaceae para promover la polinizacion ante la limitacion de
polinizadores potencialmente causada por el engafio como estrategia reproductiva
(Cozzolino & Widmer 2005). Aunque la viabilidad del polen y la duracion de la

receptividad estigmdtica no se evaluaron en esta investigacion, estas condiciones parecen
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ser consistentes con lo observado en P. longifolium donde las visitas de los polinizadores

son poco frecuentes.

5.4. Importancia funcional de estructuras florales en Phragmipedium longifolium

La remocion de estructuras florales afecta significativamente la reproduccion de P.
longifolium. La pérdida de estructuras florales en plantas puede provocar (entre otras cosas
no asociadas directamente con la atraccion de polinizadores) que las sefiales que estas
emiten para atraer a sus polinizadores, ya sean visuales o quimicas, se vean interrumpidas
al perder la fuente que las produce. También es posible que ante el dafio mecanico que
recibe, la orquidea emita sefiales quimicas distintas que sus polinizadores pueden detectar y
provoquen que las visitas disminuyan (Malo et al. 2001, Tan et al. 2002, Cuartas-
Dominguez & Medel 2010).

Aunque es probable que la afectacion en la visitacion de sirfidos involucre también un
efecto visual, la historia natural de estos insectos parece indicar que las sefiales aromaticas
son las mas importantes para atraerlos por engafio a las flores de Phragmipedium. Estudios
sobre las sefiales que atraen a las moscas sirfidas a sus sitios de oviposicion se han hecho en
Episyrphus balteatus, una especie utilizada para control biolégico de plagas. Leroy y
colaboradores (2011) encontraron que estas sefiales suelen ser quimicas en forma de
compuestos volatiles que el diptero es capaz de percibir. Estos compuestos pueden ser
emitidos por colonias de bacterias que crecen en excretas de afidos que tienen altos
contenidos de azucares (‘honeydews') y que los sirfidos son capaces de asociar con la
presencia de afidos. Por otro lado, Verheggen y colaboradores (2008) encontraron que tanto
las feromonas de alerta emitidas por los afidos como los compuestos volatiles liberados por
las plantas ante dafos en sus tejidos, pueden atraer a hembras de E. balteatus e inducirlas a
ovipositar, incluso cuando se les expone a estos compuestos en ausencia de afidos.
También se han hecho experimentos en trampas artificiales que apoyan la importancia de
las sefales quimicas para la atraccion de moscas sirfidas de los géneros Melanostoma y
Melagyna ya que las visitas a las trampas, principalmente de hembras, aumentan al agregar

aromas florales (Laubertie ef al. 2006).
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La mayoria de los tratamientos de remocion de piezas florales en P. longifolium
difirieron significativamente del tratamiento control (no remocién) en cuanto a la
proporcion de flores que produjeron fruto. Ademads, se observd que remover los pétalos
afecta su reproduccion al punto que ninguna de flores sometidas a este tratamiento produjo
frutos. Remover algunas estructuras florales podria estar afectando las sefiales visuales y
quimicas que utiliza la orquidea para atraer a los polinizadores. Observaciones casuales en
otras especies de Phragmipedium evidenciaron la secrecion de sustancias de estos tricomas
en todas las estructuras florales (observacion personal, 7 de noviembre de 2017, Ecuador)
pero hacen falta futuros estudios para documentar y caracterizar quimicamente estas
secreciones. Los resultados anatdmicos respaldan la importancia de las estructuras florales
en la atraccidon quimica de polinizadores ya que en todas se detectaron tricomas

glandulares, cuya posible funcidn e importancia se discutird mas adelante.

5.5. Caracterizacion de tricomas glandulares en los pétalos de tres especies de
Phragmipedium

En los pétalos de las tres especies estudiadas de Phragmipedium se encontraron los
tricomas glandulares que Vogel (1990) habia detectado antes para P. longifolium, acé
denominados TG2. Adicionalmente se encontraron otros dos tipos de tricomas glandulares.
Aunque para P. longifolium no se encontr6 TG3 en los cortes transversales fijados en
Paraplast®, si se pudieron detectar en las imagenes de MEB del 4pice del pétalo. Es posible
que al ser los TG3 unicelulares, estos se degradaran durante el proceso de fijacion. Con esto
como ejemplo, se puede destacar la importancia de combinar diferentes técnicas de
preparacion al realizar estudios a nivel anatomico. Vogel (1990) en sus estudios también
encontr6 que en las células de los TG2 (llamados por €l “pelos productores de aromas”) los
nucleos suelen ser mas grandes que en las células epiteliales relacionado a un aumento de la
eucromatina (tipico de los tejidos glandulares) y a un aumento de la actividad metabolica
del tejido; esto se pudo observar también en los tres tipos de tricomas glandulares presentes
en los pétalos de las tres especies de Phragmipedium.

Dadas las similitudes morfologicas y anatomicas entre las tres especies de
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Phragmipedium, se puede esperar que los polinizadores de las otras dos especies sean
también moscas sirfidas atraidas engafiosamente mediante imitacion de sitios de
oviposicion. McCook (1989) observo una mosca del género Syrphus (también Syrphidae)
removiendo polinarios en P. humboldtii. Sin embargo, estudios in situ adicionales son

necesarios para confirmar si la oviposicion ocurre en estas y otras especies del género.

5.6. Morfologia y contenidos celulares de los tricomas glandulares en flores de
Phragmipedium longifolium

Se detectaron diferencias en los contenidos celulares de los diferentes tipos de tricomas
glandulares en diferentes partes de las flores de P. longifolium. Los TG1 siempre contenian
lipidos, pero tnicamente los localizados en los pétalos y en el estaminodio dieron positivo
para la presencia de carbohidratos. En todos los TG2 se detectaron tanto lipidos como
carbohidratos independientemente de su localizaciéon en la flor. Mientras que los TG3
solamente tifieron positivo para la presencia de lipidos. Es comun encontrar tricomas con
diferentes contenidos celulares dependiendo de la funcidon que estos cumplan, esto implica
que no necesariamente los tres tipos de tricomas glandulares emiten compuestos volatiles
que participen en la atraccion de polinizadores (Pridgeon & Stern 1983, Stpiczynka 1993,
2001). En el canal abaxial que se observd en los pétalos de las tres especies de
Phragmipedium no se detectaron ni lipidos ni carbohidratos; ademas, los insectos visitantes
no mostraron interés particular en este canal, por lo que es probable que no sea de
importancia para la atraccion de los polinizadores.

Contrario a lo reportado por Vogel (1990), los tricomas del estaminodio al igual que los
del resto de la flor si podrian estar emitiendo fragancias. La presencia de lipidos y
carbohidratos en estos tricomas se pueden ligar a la secrecion de compuestos volatiles ya
que las fragancias florales pueden estar formadas por terpenos, aminos y otras sustancias
lipidicas como se ha evidenciado en los estudios sobre osmoforos hechos por Vogel (1990),
y otros posteriores (Stern et al. 1986, Pridgeon & Stern 1983, Pridgeon et al. 1999). Del
mismo modo, la presencia de carbohidratos acumulados se asocia a los tejidos de reserva y

secrecion de sustancias, ya que muchos de estos son necesarios para la sintesis de los
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compuestos secretados (Vogel 1990). Debido a que los resultados anatémicos y ecologicos
en este estudio no respaldan la secrecion de néctar u otro tipo de recompensa, es probable
que lo que se esté secretando en estos tricomas glandulares sean compuestos volatiles y que

estos participen en la atraccion de polinizadores, al menos en Phragmipedium longifolium.
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VI. CONCLUSIONES

Por primera vez se reportan moscas sirfidas del género A/lograpta como polinizadoras
de Phragmipedium, y se evidencia la efectividad del engafio que ofrece la planta al punto
que provoca la oviposicion del diptero en un sitio que no es dptimo para el desarrollo de sus
larvas. Estudiar la biologia reproductiva de P. longifolium en una poblacion equivalente a
una in situ permite entender que la reproducciéon de la orquidea es completamente
dependiente de la presencia de Allograpta sp., por lo que esfuerzos de conservacion
integrales son los que deben aplicarse para mantener esta y posiblemente otras poblaciones
de Phragmipedium en Costa Rica. Estudios para caracterizar los compuestos volatiles en
las flores de Phragmipedium longifolium son necesarios para confirmar la relacion entre
estas plantas y sus polinizadores y la evolucion de este sindrome de polinizacion. No
obstante, esta investigacion provee evidencia que apoya la hipdtesis de la importancia de
las sefiales quimicas para la atraccion de polinizadores en P. longifolium, al mismo tiempo
que presenta evidencia anatémica de que el sindrome se podria extrapolar al menos a otras

dos especies del género, P. humboldtii y P. wallisii.
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Cuadro 1. Resultados de la regresion logistica binomial para evaluar el efecto de diferentes
tratamientos de polinizacioén sobre la produccion de frutos en Phragmipedium longifolium

(P<0.001 = **),

Coeficiente Estimado Error ValorZ P>(]Z)) OR Intervalo 95%

de confianza

Cruzada 0.8001  0.2162 3.700  0.0002** 22258 1.4712 —3.4453
(intercepto)

Autopolinizacion ~ 0.5862  0.3305  1.773 0.0762  1.7971 0.9462 —3.4751
Abierta -2.7925 03761 -7.425  1.13°B** 0.0613 0.0282 —0.1241
Exclusion -5.3952  1.0280 -5.248  1.54%7** (.0045 0.0003 —0.0219

Cuadro 2. Resultados de la regresion logistica binomial para evaluar el efecto de diferentes

tratamientos sobre la viabilidad de semillas de Phragmipedium longifolium (P<0.001 = **),

Coeficiente Estimado Error ValorZ P>(]Z)) OR Intervalo 95%

de confianza

Cruzada -0.8664 0.0980 -8.844 < 216** (4205 0.3461 —0.5083
(intercepto)

Autopolinizacion ~ 0.9304  0.1327  7.012  2.3412** 25356 1.9576 —3.2938
Abierta 0.9465  0.1327  7.132  9.8813** 25766 1.9892 —3.3472
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Cuadro 3. Insectos visitantes de flores de Phragmipedium longifolium observados desde
las 5:00 hasta las 18:00 hrs por periodos de 15 minutos cada hora, una vez al mes durante
tres meses (para un total de 9 horas y 45 minutos de observacion). Se destacan en un

recuadro los visitantes que removieron polinario.

Individuos que

Visitante Numero de Individuos Femovieron Total de
morfoespecies observados visitas
polinario

Allograpta sp. 1 (Diptera) 1 5 4 16
Allograpta sp. 2 (Diptera) 1 1 0 3
Calyptratae (Diptera) 2 10 0 10
Brachycera varios (Diptera) 6 25 0 25
Apis mellifera 1 1 0 1
(Hymenoptera)

Vespidae (Hymenoptera) 1 2 0 2
Avispas (Hymenoptera) 2 2 0 2
Heteroptero (Hemiptera) 1 1 0 1
Total 14 47 4 57
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Cuadro 4. Resultados de la regresion logistica binomial para evaluar el efecto de diferentes
tratamientos de remocion de estructuras florales sobre la produccion de frutos en

Phragmipedium longifolium. (P<0.05 = *; P<0.001 = **),

Coeficiente Estimado Error ValorZ P> (|Z)) OR Intervalo 95%

de confianza

Control -2.1972 0.3333  -6.592 4351 01111 0.0542 —0.2030
(intercepto)

Sépalo dorsal  -0.7472 0.5671 -1.318 0.1877 0.4737 0.1429 — 1.3873
Sinsépalo -1.6946 0.7882 -2.150 0.0316* 0.1837 0.0277 — 0.7204
Estaminodio  -1.6946 0.7882 -2.150 0.0316* 0.1837 0.0277 — 0.7204
Sépalos -2.3979 1.0589 -2.265 0.0235* 0.0909 0.0049 — 0.4885
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Figura 1. Flor de Phragmipedium longifolium (izquierda) y corte longitudinal de la flor sin

los pétalos ni sépalos (derecha), mostrando la columna (c), abertura principal del saco (a),

los pliegues del labelo (p), el orificio de salida (0) y el tunel del labelo (t).
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Figura 2. Moscas de la familia Syrphidae en los orificios de salida de flores de
Cypripedioideae. A. Hembra de Allogragta sp. saliendo del labelo de Phragmipedium
longifolium en la Reserva Bioldgica Bosque de Paz, Costa Rica; B. Mosca de la familia
Syrphidae atrapada en el orificio de salida de una flor de Paphiopedilum dianthum
cultivada en el Jardin Botanico Lankester; el individuo murié dentro de la flor sin conseguir

escapar.

55



’/hu »

LY

Estaminodio —,——— ‘¥

|

Sépalo dorsal

& “ \
\{ T —————————_L L

Pliegues del labelo

Sinsépalo ——£ &
y

Labelo

Figura 3. Flor de Phragmipedium longifolium mostrando sus diferentes estructuras.
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Figura 4. Flores de Phragmipedium longifolium mostrando los tratamientos de remocion

de estructuras florales para determinar su efecto en la produccion de frutos: A. control (flor
completa); B. pétalos removidos; C. sépalo dorsal removido; D. estaminodio removido; E.

sinsépalo removido; F. todos los sépalos removidos.
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Figura 5. Porcentaje de frutos producidos en los tratamientos de autopolinizacion,
polinizacion cruzada, polinizacion abierta (control) y exclusion de polinizadores en una
poblacion de Phragmipedium longifolium en Costa Rica (n= 100 flores por tratamiento).

Las lineas verticales representan la desviacion estandar.
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Figura 6. Porcentaje de semillas viables producidas para los tratamientos de
autopolinizacion, polinizacion cruzada y polinizacion abierta (control) en una poblacion de
Phragmipedium longifolium en Costa Rica (n= 500 semillas provenientes de 5 frutos para
los tratamientos de polinizacidn abierta y autopolinizacion; 500 semillas provenientes de 3
frutos para el tratamiento de polinizacion cruzada). Las lineas verticales representan la

desviacion estandar.
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Figura 7. Fenologia de Phragmipedium longifolium en la Reserva Biologica Bosque de
Paz, Costa Rica, durante el aflo 2015. Las barras oscuras indican el nimero de flores
observadas para cada uno de los meses del afio 2015, las barras claras indican la
precipitacion registrada en la estacion pluviométrica mas cercana a la poblacion (Agencia

de Extension Agricola, Zarcero) para el mismo afio (n= 50 plantas).
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Figura 8. Porcentaje de visitas de insectos observadas a diferentes horas en
Phragmipedium longifolium en la Reserva Bioldgica Boque de Paz, Costa Rica. Para cada
hora, el tiempo total de observacion fue de 45 minutos, no se muestran las horas en las que

no se vieron visitantes (total de visitas= 57).
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Figura 9. Potenciales polinizadores de Phragmipedium longifolium en la Reserva

Biologica Bosque de Paz, Costa Rica. A. hembra de Allograpta sp. (Syrphidae) cargando
una masa polinica de P. longifolium y con dos huevos sobre el labelo; B. hembra de
Allograpta sp. con masa polinica de P. longifolium sobre su torax, vista dorso-lateral; C.
huevo de Allograpta sp.; D. hembra de Allograpta sp. con masa polinica de P. longifolium

sobre su torax, vista dorsal.
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Figura 10. Hembra de Allograpta sp. (Syrphidae) intentando escapar por la abertura
principal del labelo de Phragmipedium longifolium. Se sefiala con una flecha un huevo,

posiblemente ovipositado por el mismo individuo antes de caer dentro del labelo.
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Figura 11. Porcentaje de frutos producidos en los tratamientos de remocion de estructuras
florales en una poblacién de Phragmipedium longifolium en Costa Rica (n= 100 flores por

tratamiento). Las lineas verticales representan la desviacion estandar.
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Figura 12. Cortes transversales de las partes apical, media y basal de los pétalos de
Phragmipedium humboldtii, P. wallisii y P. longifolium tefiidos con azul de toluidina al
1%. Todos los cortes muestran la superficie adaxial hacia arriba. Se sefialan con flechas
negras algunos tricomas glandulares y con flechas rojas el surco abaxial que se extiende a

lo largo del pétalo en las tres especies.
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Figura 13. Variaciones morfolégicas de los tricomas glandulares TG1, TG2 y TG3
presentes en los pétalos de Phragmipedium longifolium, P. humboldtii y P. wallisii.
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Figura 14. Margen lateral del estaminodio de Phragmipedium longifolium donde se ubican

los tricomas. A. sin tefiir; B. tefiido con 4cido peryodico de Schiff; C. tefiido con Sudan 1V;

D. detalle en MEB.
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Figura 15. Superficie adaxial del labelo de Phragmipedium longifolium cerca de los

orificios de salida bajo la columna (dentro del tanel). A. sin tefiir; B. tefiida con acido

peryodico de Schiff; C. tefiida con Sudan I'V; D. detalle en MEB.
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Figura 16. Superficie abaxial de los pliegues del labelo de Phragmipedium longifolium
donde se ubican las manchas verdes. A. sin tefiir; B. tefiida con acido peryodico de Schiff;

C. tefiida con Sudan IV; D. detalle en MEB.
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Figura 17. Apice del pétalo de Phragmipedium longifolium. A. superficie adaxial sin tefiir;
B. superficie abaxial sin tefiir; C. superficie adaxial tefiida con Sudan IV; D. superficie
adaxial tefiida con 4&cido peryddico de Schiff; E. superficie adaxial en MEB, mostrando
tricomas TG2 y algunos TG3 cerca del margen; F. superficie abaxial en MEB, mostrando

en detalle tricomas TG3.
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Figura 18. Parte media del pétalo de Phragmipedium longifolium. A. superficie adaxial sin

teir; B. superficie adaxial tefiida con 4acido peryodico de Schiff; C. superficie adaxial

tefiida con Sudan I'V; D. detalle de la superficie abaxial en MEB.
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Figura 19. Superficie adaxial de la base del pétalo de Phragmipedium longifolium. A. sin
tefiir; B. tefiida con 4cido peryddico de Schiff; C. tefiida con Sudéan IV; D. detalle en MEB.
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sin tefiir; B. superficie abaxial sin tefiir; C. superficie adaxial tefiida con Sudan IV; D.

superficie adaxial tefiida con acido peryddico de Schiff; E y F. detalles de la superficie

abaxial en MEB.
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Figura 21. Parte media del sépalo dorsal de Phragmipedium longifolium. A. superficie

abaxial sin tefiir; B. tefiidda con 4cido peryodico de Schiff; C. tefiida con Sudéan IV; D.

detalles de la superficie abaxial en MEB; E. detalle de la superficie adaxial en MEB.
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Figura 22. Base del sépalo dorsal de Phragmipedium longifolium. A. supertficie adaxial sin

tefiir; B. tefiida con 4cido peryoddico de Schiff; C. tefiida con Sudén IV; D. detalle de la

superficie abaxial en MEB.
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Figura 23. Apice del sinsépalo de Phragmipedium longifolium. A. superficie abaxial sin

tefiir; B. superficie adaxial tefiida con 4cido peryddico de Schiff; C. superficie adaxial

tefiida con Sudéan I'V; D. detalle de la superficie abaxial en MEB.
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Figura 24. Parte media del sinsépalo de Phragmipedium longifolium. A. superficie abaxial

sin tefiir; B. superficie adaxial tefiida con 4cido peryodico de Schiff; C. superficie adaxial

tefiida con Sudéan I'V; D. detalle de la superficie adaxial en MEB.
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Figura 25. Base del sinsépalo de Phragmipedium longifolium. A. superficie adaxial sin

tefir; B. tefiida con 4cido peryoddico de Schiff; C. tefiida con Sudén IV; D. detalle de la

superficie abaxial en MEB.
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