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FIGURA 6. A. Labelo de Masdevallia striatella (Orchidaceae: Pleurothallidinae) con un exudado
acuoso en la porcion central basal de la lamina. B. Posicionamiento de una mosca
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FIGURA 7. Secuencia (5 min) de un evento de remocion de polinario de Masdevallia striatella
(Orchidaceae: Pleurothallidinae) por una mosca Lauxaniidae morfo3. A. 9:54 a.m. remueve
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escutelo. E. T2: huevo color blanco, con el corion estriado y cuatro apéndices respiratorios
dorsales, probablemente Drosophila sp. F. T3: huevo esférico, perlado y brillante,

probablemente de Lepidoptera. Fotos por N.Belfort-Oconitrillo, excepto A y E por K.Gil-

FIGURA 9. Dipteros (machos y hembras) de las familias Lauxaniidae y Drosophilidae que visitan y
polinizan Masdevallia striatella (Orchidaceae: Pleurothallidinae) en la Reserva Biologica
Bosque de Paz, Costa Rica. Poe = Poecilominettia (2 especies, 4 individuos). Xen =
Xenochaetina (1 sp, 3 individuos). Gen_Indet = Género indeterminado. Dro = Drosophila (5

SPP)- EScala =5 MM.......oiii i e 31

FIGURA 10. Relaciones filogenéticas entre las moscas de las familias Drosophilidae y Lauxaniidae
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A.P.Karremans utilizando FigTree v.1.3.1 y editado por N.Belfort-Oconitrillo utilizando
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0) de Masdevallia striatella. A. Venas sepalinas. B. Cola sepalina, superficie adaxial. C-D.
Detalle las colas sepalinas, superficie abaxial. E. Base del labelo. F. Callo del apice del labelo,
cerca del margen. G. Contenidos celulares no identificados en el apice del labelo. H-1. Vena
del pétalo. J. Rafidios en el margen del pétalo. K. Apice del pétalo. L-M. Coloracién morada
y rafidios en el margen de la columna. N. Detalle del margen de la antera. O. Polinario.

Escalas =20 um (A, 1, J, L, M), 50 um (D, G, N), 100 um (B, F, H, K), 200 um (C, O), 500

FIGURA 12. Sépalos de Masdevallia striatella con vesiculas en forma de domo (A—C, G-H) y papilas
unicelulares conicas (B, D-F) en el indumento adaxial. A-B. Distribucion y proporcion basal
(A) y media (B) de las vesiculas y papilas. C-D. Detalle de las glandulas y sus secreciones.
E-F. Tinciones en tejido fresco con Rojo Neutro (E), Coomassie Brilliant Blue (F—G) y

Sudan Black B (H). Escalas = 10 um (C), 20 um (D, E, F, H), 100 um (B, G), 200 pm

FIGURA 13. Sépalos de Masdevallia striatella con tricomas glandulares multicelulares pedunculados
en el indumento abaxial. A. Distribucion de las glandulas. B—C. Detalle de la morfologia de
las glandulas y las secreciones. D-E. Tinciones en tejido fresco con Rojo Neutro (D) y Sudan
Black B (E). F-H. Tinciones en tejido parafinado con Coomassie Brilliant Blue (F) y Acido
Peryoddico de Schiff (G-H). Escalas = 10 um (C), 20 um (D, E, F, G, H), 30 pum (B), 300 um

FIGURA 14. Cola sepalina de Masdevallia striatella documentada con Microscopia Electronica de
Barrido (A-B) y Microscopia de Luz (C—H). A. Superficie adaxial, mostrando la porcion
estrecha donde se diferencia la cola sepalina, se disminuye la proporcion de las papilas y
aparecen estomas (flechas blancas). B-D. Superficie abaxial, mostrando la proporcion de
tricomas glandulares multicelulares pedunculados (flechas negras) y los estomas (flechas
blancas). E-F. Corte transversal, superficie adaxial arriba. Tinciones: Rojo Neutro (C), Sudan
Black B (D, G), Coomassie Brilliant Blue (E), Acido Peryédico de Schiff (F, H). Escalas =
20 pm (G, H), 100 pm (B, C, D, E, F), 200 pm (A).....oovieiiiiiiiiiiiiee 39

FIGURA 15. Pétalos de Masdevallia striatella documentados con Microscopia Electronica de Barrido.

A. Superficie adaxial y abaxial, respectivamente. B. Detalle del apice. C. Estomas (flechas
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blancas) presentes en la superficie abaxial cerca del apice. D-E. Estructura celular ordenada

y geométrica de las células. Escalas = 20 um (B), 30 um (D, E), 100 uym (C), 1 mm

FIGURA 16. Pétalos de Masdevallia striatella tefiidos con Coomassie Brilliant Blue (A, C-D, F) y
Sudan Black B (B, E, G, H) para Microscopia de Luz. A-B. Apice, CBB+ indicativo de la
presencia de proteinas (A) y SBB— indicativo de la ausencia de cuerpos lipofilicos (B). C-E.
Tricomas de dos células encontrados en la base de la superficie adaxial, CBB— indicativo de
la ausencia de proteinas (C—D) y SBB+ indicativo de la presencia de cuerpos lipofilicos (E).
F. Detalle de la célula basal de un tricoma de dos células, visto desde la superficie abaxial y
célula con contenido grisaceo no identificado. G—H. Estomas de la superficie abaxial SBB+.

Escalas =20 um (C, D), 50 um (E, F, G, H), 100 pm (A, B)..ovviviiiiiie, 42

FIGURA 17. Labelo de Masdevallia striatella documentado con Microscopia Electronica de Barrido.
A. Superficie adaxial (base arriba, apice abajo). B. Detalle de los 16bulos basales. C. Nectario
del tipo papilar unicelular en la porcion central de la lamina. D-E. Detalle de las papilas
secretoras de néctar. F. Detalle del pliegue marginal. G. Detalle del callo del apice con papilas
en forma de dedo densamente agrupadas. Escalas = 10 um (E), 20 pm (D, G), 100 um (B, C,
2 TR 0 ' (N 44

FIGURA 18. Labelo de Masdevallia striatella tefiido con Azul de Toluidina TBO (A-B), Coomassie
Brilliant Blue CBB (C, E-F) y Acido Peryodico-Schiff PAS (D, G) para Microscopia de Luz.
A. Vista completa del labelo (base arriba, apice abajo). B-D. Nectario. E-G. Callo del apice.
Todas las imagenes orientadas con la superficie adaxial hacia el lado derecho. Escalas = 50

um (B, C, D), 200 pm (F, G), L MM (A)....vveiieeeeeeeee oo 45

FIGURA 19. Morfoanatomia de la columna (A-H) y el ovario (I-K) de Masdevallia striatella
documentada con Microscopia Electronica de Barrido y Microscopia de Luz. Tinciones:
Sudéan IV (SIV), Coomassie Brilliant Blue (CBB), Sudan Black B (SBB), Azul de Toluidina
(TBO) y Acido Peryodico-Schiff (PAS). A. Apice de la columna. B. Detalle del rostelo. C.
Polinario. D. Capa de la antera. E. Detalle de la caudicula SIV- (ausencia de lipidos). F.
Detalle de la antera CBB+ (presencia de proteinas). G. Rostelo SBB+ (presencia de lipidos)
H. C¢lulas con nucleo bien definido y presencia de rafidios en el margen de la columna. I-
K. Ovario, con detalle de los tricomas glandulares multicelulares pedunculados PAS+ en la

pared externa (J) e invaginaciones (K). Escalas =20 um (B, H, K), 100 um (C, D, G, 1), 200
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FIGURA 20. Diferentes frutos (capsulas) de Masdevallia striatella mostrando la secuencia de
maduracion y dispersion de semillas de los frutos. Notese el cambio de coloracion en el tiltimo

estadio cuando ya se han liberado las semillas. No alamismaescala............................ 48

FIGURA 21. Proporcion de frutos de Masdevallia striatella (Pleurothallidinae) desarrollados segun el
tratamiento de polinizacion aplicado en la Reserva Biologica Bosque de Paz, Costa Rica.
APO = Apomixis. AUTa = Autopolinizacion auténoma. C = Control (polinizacion natural).

EXO = Exocruzamiento. AUTm = Autopolinizacion manual...................c.ooiiann.. 49

FIGURA 22. Semillas de Masdevallia striatella producidas por alogamia y tefiidas con Tetrazolio. Las
tefiidas de rojo consideradas viables, las no tefiidas o levemente tefiidas de rosado se

consideraronno viables. Escala =1 mm............ccoiiiiiiiiiiiiii e, 50

FIGURA 23. Porcentaje de viabilidad de semillas de Masdevallia striatella en frutos producidos por
polinizacion cruzada (EXO) y autopolinizacion manual (AUTm). Se muestra la mediana
(linea horizontal), el rango intercuatilico (caja) y los valores minimo y maximo
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RESUMEN. Orchidaceae es una de las familias de plantas mas diversas del planeta con alrededor de
30,000 especies. Se ha hipotetizado que la especializacion de los polinizadores es uno de los factores
que ha promovido una amplia variedad morfologica floral en la familia. Dentro de las orquideas,
Pleurothallidinae es una subtribu megadiversa con mas de 5400 especies en mas de 48 géneros. Entre
ellos, Masdevallia es el tercero mas diverso con mas de 600 especies. A pesar de su popularidad, se
conoce muy poco sobre la polinizacion de Masdevallia y la evidencia de remocion efectiva de los
polinarios es escasa. Se ha comprobado que Masdevallia es polinizado por moscas, descartando otras
hipotesis como la polinizacion por aves y mariposas en las especies estudiadas. Para la atraccion de
las moscas a larga distancia, se le ha atribuido una funcién osmoforica a las colas sepalinas de las
flores, pero no hay estudios que lo confirmen y, en general, hay poca documentacion sobre la
diversidad de glandulas secretoras del perianto de Masdevallia relacionadas con el mecanismo de
polinizacion. En cuanto a los sistemas reproductivos de Pleurothallidinae, hay especies auto-
compatibles y auto-incompatibles, y especies que combinan ambas estrategias, ya sea que cuenten o
no con mecanismos de autofecundacion. Sin embargo, los estudios que abordan el tipo de sistema
reproductivo en especies de Masdevallia son limitados. Comprender la ecologia de la polinizacion y
el tipo de reproduccion de las especies de Masdevallia puede contribuir a un mejor entendimiento de
las relaciones evolutivas en Pleurothallidinae.

Este trabajo se centra en el estudio de la diversidad de visitantes florales y polinizadores
efectivos de Masdevallia striatella en una poblacion de Costa Rica, asi como su biologia floral y
estrategia reproductiva. Se document6 una amplia variedad de visitantes florales distribuidos en tres
clases (Insecta, Arachnida y Gastropoda) y siete ordenes de invertebrados, siendo Diptera el mas
abundante, seguido por Hemiptera, Hymenoptera, Coleoptera, Araneae, Lepidoptera y Pulmonata
(como grupo informal). Sin embargo, los polinizadores efectivos pertenecen tinicamente a la familia
Lauxaniidae (Diptera), con al menos tres especies en los géneros Poecilominettia y Xenochaetina. Se
document6 una amplia variedad de tricomas papilares y glandulares, asi como estomas en el perianto
de M. striatella. Los contenidos de estos varian entre proteinas, lipidos, polisacaridos insolubles y
azucares simples. Se sugiere que hay varios sitios posibles para la produccion y liberacion de
sustancias volatiles funcionales para la atraccion de los visitantes y la guia de los polinizadores hacia
el interior de la flor. Ademas, en la base del labelo se acumula néctar compuesto de glucosa y fructosa.
Este estudio evidencia la presencia de caracteristicas miofilicas en M. striatella, con néctar como
recompensa para sus polinizadores. Finalmente, se determinod que M. striatella es altamente auto-
compatible, aunque incapaz de autofecundarse de forma auténoma, con la presencia de algunos

mecanismos que pueden evitar la autopolinizacion.

PALABRAS CLAVE: auto-compatibilidad, Bosque de Paz, Diptera, Drosophilidae, Epidendreae,

Epidendroideae, Lauxaniidae, morfoanatomia, miofilia, néctar, nectario, osmoforo, polinizacion

KEYWORDS: Bosque de Paz, Diptera, Drosophilidae, Epidendreae, Epidendroideae, Lauxaniidae,
morphoanatomy, myophily, nectar, nectary, osmophore, pollination, self-compatibility



1. INTRODUCCION

Con alrededor de 30,000 especies, Orchidaceae representan el 10% de la diversidad de
angiospermas del mundo y casi el 50% del total de especies monocotiledoneas, constituyendo la
familia mas diversa de este grupo (Pires et al. 2006). Se subdivide en cinco subfamilias, de las cuales
cuatro estan representadas en el Neotropico. De estas, Epidendroideae es la mas derivada y diversa
con aproximadamente 576 géneros y 22,000 especies (Pridgeon et al. 2001, Chase 2005, Chase et al.
2003). La mayor diversidad de la familia se reporta en el Neotropico, con puntos calientes de
diversidad en paises andinos como Ecuador y Colombia (con mas de 4,000 especies cada uno) y el
sur de Centroamérica en la zona biogeografica conformada por Costa Rica y Panama, con mas de
2,000 especies en total y el 40% de ellas endémicas (Bogarin ef al. 2016). En su pequeiio territorio,

Costa Rica tiene la mayor cantidad de especies por area, con mas de 1,600 especies hasta la fecha.

Orchidaceae se ha considerado un modelo para el estudio de los procesos evolutivos que han
promovido la diversificacion de la familia, debido a los variados mecanismos de polinizacion
relacionados con la gran diversidad de rasgos florales, de la mano ademas de las estrategias de
reproduccion (Ackerman et al. 2023, Darwin 1862). La polinizacion se considera una de las mayores
presiones evolutivas que ha impulsado la amplisima variacion floral en esta familia (Karremans et al.
2015b). Sin embargo, solo se conocen aspectos de la biologia de la polinizacion para un 10% de las
especies de orquideas y, mas critico alin, las estrategias reproductivas se han estudiado s6lo en 1076
especies que representan menos del 5% de especies (Ackerman et al. 2023). Los estudios empiricos
existentes representan una base importante para el entendimiento de la familia. Sin embargo, la
identidad de los polinizadores, la biologia de la polinizacion y las estrategias reproductivas de las

orquideas contintian siendo un campo de estudio muy activo en la actualidad.

Pleurothallidinae Lindl. ex G.Don (Epidendroideae: Epidendreae) es la subtribu Neotropical
mas diversa de Orchidaceae, con 5,481 especies distribuidas en 48 géneros (sensu Karremans &
Vieira Uribe 2020). La subtribu presenta altas tasas de diversificacion en la familia y un origen
reciente de ca. 15 Mya (Givnish et al. 2015, Pérez-Escobar ef al. 2017). Los géneros mas diversos
incluyen Stelis Sw. (1,246 especies), Lepanthes Sw. (1,158 spp.) y Masdevallia Ruiz & Pav. (639
spp.) (sensu Karremans & Vieira-Uribe 2020). Este ultimo se distribuye desde el sur de México,
Centroamérica, y el norte de los Andes hasta Peru, Bolivia y el sur de Brasil, con la mayor diversidad
en los bosques premontanos y montanos de los Andes de Colombia (152 spp), Ecuador (269 spp) y
Perti (197 spp) (Bogarin et al. 2017). En Centroamérica existen ca. 50 especies de Masdevallia y



especificamente en Costa Rica se registran 35 especies (Pupulin & collaborators 2020), considerando

la circunscripcion tradicional del género (Luer 1986, Pridgeon 2005).

El estudio de la polinizacion y las estrategias reproductivas en géneros megadiversos de
Orchidaceae se ha considerado clave para dilucidar las estrategias evolutivas y el rol de los
polinizadores en la diversificacion de la familia (Bogarin ef al. 2018). Sin embargo, este conocimiento
sigue siendo escaso. Con la finalidad de cubrir algunos vacios de informacion sobre la polinizacion,
la biologia floral y los sistemas reproductivos en Pleurothallidinae y especificamente Masdevallia, la
presente investigacion se enfoca en estudiar Masdevallia striatella Rchb.f., una especie endémica de

Costa Rica y el oeste de Panama.



II. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

Morfologia floral en Orchidaceae

Las orquideas presentan una enorme variacion morfologica, tanto vegetativa como floral. Las
flores son zigomorficas (con simetria bilateral) y trimeras, es decir, poseen un verticilo externo de
tres sépalos (el caliz) y uno interno de tres pétalos (la corola) que juntos conforman el perianto. Sin
embargo, presentan caracteristicas Unicas que permiten identificarlas: 1. El pétalo medio, denominado
el labelo, se ha modificado en una estructura con un rol esencial en la polinizacion y usualmente
difiere de los otros dos pétalos. 2. El androceo (los estambres) y el gineceo (el pistilo) estan fusionados
o parcialmente fusionados en una estructura central (columna o ginostemio), en la que el rostelo, el
cual forma parte del 16bulo medio del estigma, es la estructura que los separa, actuando como barrera
fisica que evita la autopolinizacion y estd implicado en la polinizacion. 3. Los estambres se han
reducido a una antera fértil (en algunos casos dos o tres) cuya posicion varia entre ventral, apical o
dorsal, lo que también esta estrechamente relacionado con los mecanismos de polinizacion. 4. Los
granos de polen usualmente estdn empaquetados en polinios, que junto con el viscidio -derivado del
rostelo- y, a menudo, también el estipite, conforman el polinario que es el paquete que se transfiere
durante la polinizacion como una sola unidad (Dressler 1981, 1993). El viscidio es la porcién apical
pegajosa del polinario, que puede desprenderse como una unidad y es responsable de adherir el
polinario al cuerpo del polinizador. Al contrario del viscidio, el viscario no se desprende como una
unidad, sino que actua como una goma que permite la remocion del polinario cuando éste carece de
viscidio (Dressler & Salazar 1991). Tanto el viscidio como el viscario pueden tener un rol importante

en mecanismos especializados de polinizacion.

En Pleurothallidinae es frecuente encontrar especies con los sépalos laterales fusionados
formado un sinsépalo (e.g. Pleurothallis R.Br.) o todos los sépalos fusionados formando un tubo
sepalino (e.g. Masdevallia). Esta evolucion floral en Orchidaceae esta estrechamente relacionada con
la atraccion de los polinizadores y su comportamiento (Darwin 1862, van der Pijl & Dodson 1966),
mostrando una amplia diversidad de mecanismos adaptativos para la transferencia efectiva del polen,
es decir, la polinizacion, que consiste en la remocion del polinario y su posterior deposicion en el

estigma.



Polinizacion en Orchidaceae

Se le denomina sindrome de polinizacion al conjunto de caracteres florales adaptados al
comportamiento y caracteristicas de un grupo particular de polinizadores (van der Pijl & Dodson
1966, van der Cingel 2001). Aunque existen unos pocos registros de orquideas que presentan
autopolinizacion asistida por vectores abidticos como el viento (anemofilia) y el agua (hidrofilia) (van
der Pijl & Dodson 1966, Dressler 1981, Borba & Semir 1998, Tremblay et al. 2005, Pansarin et al.
2008, Aguiar et al. 2011, Fan et al. 2012, Breitkopf et al. 2014), la mayoria de las especies de
orquideas requieren de un vector de polinizacion bidtico (un animal). Los sindromes de polinizacion
mas frecuentes en Orchidaceae incluyen la polinizacion por Hymenoptera (melitofilia, especialmente
mediada por abejas y avispas), Diptera (miofilia y sapromiofilia, mediadas por moscas y mosquitos),
Lepidoptera (psicofilia, mediada por mariposas; falenofilia, mediada por polillas; y esfingofilia,
mediada por esfingidos), con reportes minoritarios de polinizacion por Coleoptera (cantarofilia,
mediada por escarabajos), aves (ornitofilia), y otros grupos de polinizadores atipicos (Ackerman et

al. 2023).

La polinizacion por dipteros es el segundo sindrome mas frecuente en las orquideas,
participando en la polinizacion de las subtribus mas ricas en especies, como Dendrobiinae G.Don
(principalmente Bulbophyllum Thouars), Malaxidinae Benth. & Hook.f. y Pleurothallidinae
(Ackerman et al. 2023). Puede ser mediada por moscas que buscan néctar como alimento (miofilia)
o sustancias en descomposicion como la carrofia, ya sea para alimentarse o para depositar sus huevos
(sapromiofilia). Las caracteristicas florales asociadas a la miofilia y la sapromiofilia sobresalen las
sefiales olfatorias que son clave para la atraccion a larga distancia (Vogel 1962, 1966, Kaiser 1993).
Las flores miofilas emiten aromas dulces, nectarios superficiales y flores abiertas; mientras que las
flores sapromiofilas producen aromas putrefactos, tienen colores apagados u oscuros -similar a carne
en descomposicion u otras sustancias desagradables- y a menudo no producen néctar (van der Pijl &
Dodson 1966). La miofilia ocurre en varios clados no relacionados dentro de Orchidaceae, pero se ha
propuesto como una sinapomorfia de Pleurothallidinae (Barbosa et al. 2009, Borba et al. 2011), el
grupo mas grande de orquideas polinizado por moscas, con un 17% del total de especies de la familia

(Karremans & Diaz-Morales 2019).

Las orquideas pueden recurrir a dos estrategias de polinizacién: por engafio y por
recompensa. Los engafios mas frecuentes son el sexual y el alimenticio (Jersakova et al. 2006). En
el engaifio sexual, los insectos machos son atraidos mediante imitacion de las feromonas sexuales y

la apariencia de sus hembras. En algunos casos el insecto intenta copular con la flor y toca la columna
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removiendo el polinario (pseudocopulacion, Blanco & Barboza 2005, Bohman et al. 2016, Pouyanne
1917 en Proctor et al. 1996, Steiner et al. 1994, van der Pijl & Dodson 1966); en otros casos queda
atrapado en una flor trampa (Singer 2002, Singer et al. 2005). El engaifio alimenticio consiste en
atraer a los polinizadores mediante sefiales visuales tipicas de especies que ofrecen recompensa, ya
sea imitando a una especie modelo (mimetismo Batesiano) o tomando ventaja de los patrones de
forrajeo de los polinizadores sin imitar a una especie modelo especifica (engafio generalizado)
(Jersakova et al. 2006). La imitacion de sitios de cria u oviposicion es un engafio menos frecuente
en el que las orquideas logran engafiar a insectos que buscan un sitio adecuado donde poner sus

huevos.

El término recompensa es empleado para denotar aquellas partes florales o secreciones que
de alguna manera pueden ser consumidas, recolectadas o almacenadas por los polinizadores para su
uso en sus ciclos de vida (Flach et al. 2004). Estas pueden incluir néctar, fragancias, aceites, resinas,
ceras, proteinas, tricomas almidonados (o pseudopolen), asi como sitios de reproduccion y descanso
(Dressler 1993, van der Pijl & Dodson 1966). Estos compuestos se producen en diferentes estructuras
llamadas nectarios (néctar), osmoforos (fragancias), o elaidforos (aceites) y tienen células
especializadas que pueden localizarse en diversas partes del perianto. La recompensa mas frecuente
es el néctar, que se puede producir en tubos nectarios dentro del ovario, en diversas estructuras del
labelo (surcos superficiales, espolones y callos), asi como en forma de goticulas exudadas en el labelo,
los sépalos y raramente en la columna (Karremans ef al. 2015b, Neubig et al. 2015, Nunes et al. 2015,
van der Cingel 2001, van der Pijl & Dodson 1966). Las fragancias como recompensa se han
estudiado especialmente en géneros de Catasetinae y Stanhopeinae cuyas especies dependen
exclusivamente de los machos de abejas euglosinas (Apidae: Euglossini) recolectoras de fragancias
que luego utilizan para el cortejo de las hembras (Dressler 1968, Nunes et al. 2017, Pansarin et al.
2008, 2018, Williams & Dodson 1972). Un niimero significativo de especies recompensa a los
polinizadores con sustancias ricas en lipidos como aceites y resinas, que generalmente se producen
en las areas superficiales del labelo y que se han relacionado con la construccion y reparacion de
nidos (Flach et al. 2004, van der Cingel 2001, van der Pijl & Dodson 1966), pero que también tienen

valor nutricional y pueden usarse como fuente de alimento (Pansarin et al. 2009).

Con base en la mas reciente recopilacion de datos sobre polinizacion de orquideas, solo se
conoce el mecanismo de polinizacion para un 10% de las especies de la familia. Entre estas, la
atraccion de polinizadores basada en recompensas ocurre en el 54% de las especies, mientras que el
46% utiliza algin medio de engafio (Ackerman et al. 2023), lo cual supera las estimaciones anteriores

(Ackerman 1986, Dressler 1981, van der Pijl & Dodson 1966). En todo caso, la diferencia entre
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recompensa y engafio radica en la presencia o ausencia de un beneficio para los polinizadores, lo cual
puede ser muy dificil de determinar si no se utilizan las herramientas y metodologias adecuadas para

este fin (Shrestha et al. 2020).

Sindromes y mecanismos de polinizacion en la subtribu Pleurothallidinae

Pleurothallidinae es una subtribu polinizada principalmente por moscas y mosquitas (orden
Diptera) (Dressler 1981, Karremans & Diaz-Morales 2019, Pridgeon 2005, van der Pijl & Dodson
1966), aunque la melitofilia, ornitofilia y psicofilia han sido propuestos para algunas especies debido
a sus caracteristicas florales. Segun estimaciones recientes, so6lo se han reportado visitantes florales
en un tercio de los géneros de Pleurothallidinae y tan solo para un 2% del total de especies (Karremans
& Diaz-Morales 2019). Dipteros de las familias Anthomyiidae, Calliphoridae, Cecidomyiidae,
Ceratopogonidae, Chloropidae, Drosophilidae, Keroplatidae, Mycetophilidae, Otitidae, Phoridae,
Richardidae, Sarcophagidae, Sciaridae, Tephritidae y Ulidiidae se han reportado como visitantes
florales en géneros como Acianthera Scheidw., Andinia (Luer) Luer, Dracula Luer, Dresslerella
Luer, Echinosepala Pridgeon & M.W.Chase, Lepanthes, Masdevallia, Octomeria R.Br., Phloeophila
Hoehne & Schltr., Pleurothallis, Porroglossum Schltr., Scaphosepalum Pfitzer, Specklinia Lindl.,
Stelis, Teagueia (Luer) Luer y Trichosalpinx Luer (Karremans & Diaz-Morales 2019). Sin embargo,
muchos de estos reportes se basan en observaciones ocasionales o fotografias con las cuales no se
puede hacer una determinacién taxonémica precisa. Aquellos que evidencian la remocién y/o

deposicion de polinarios por polinizadores efectivos son ain muy escasos.

Las adaptaciones y mecanismos para la atraccion de los insectos polinizadores en
Pleurothallidinae frecuentemente estan relacionadas con la estimulacion de los instintos alimenticios
o reproductivos de estos (Bogarin et al. 2018, Borba & Semir 2001, de Melo et al. 2010, Karremans
et al. 2015b). La atraccion inicial de los insectos a larga distancia es posible gracias a la sintesis y
secrecion de sustancias volatiles en los osmoéforos (Pridgeon & Stern 1983, 1985, van der Cingel
1995), que son glandulas con la capacidad de emitir aromas y que pueden o no distinguirse anatomica
y morfologicamente de sus tejidos adyacentes (Pridgeon & Stern 1983, van der Cingel 1995).
Mediante estudios anatomicos, se han analizado con detalle los osmoforos en especies de Acianthera
(de Melo et al. 2010), Restrepia (Millner & Baldwin 2016, Pridgeon & Stern 1983), Restrepiella,
Scaphosepalum (Pridgeon & Stern 1985), Specklinia (Karremans et al. 2015a) y Trichosalpinx
(Bogarin ef al. 2018). También se ha propuesto que existe funcion osmoforica en el apice de sépalos
y pétalos de Anathallis, los pétalos de Myoxanthus reymondii (H.Karst.) Luer, los sépalos de

Dresslerella hirsutissima (C.Schweinf.) Luer, el labelo de especies de Dryadella Luer y las colas
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sepalinas en Masdevallia y Dracula (Pridgeon 2005, van der Cingel 2001, Vogel 1962, 1990). En
Dracula erythrochaete (Rchb.f.) Luer, las glandulas osmoforicas estan detalladamente caracterizadas
y también hay presencia de estomas (Gil-Amaya 2022). Especificamente en Masdevallia, se ha
reportado funcién osmoforica en las colas sepalinas de M. nidifica Rchb.f., M. calura Rchb.f., M.
caudata Lindl. y M. horrida Teusch. & Garay (Vogel 1990). En contraste con las prolongaciones
aparentemente no glandulares, lineares, parenquimatosas y sin olor perceptible por el olfato humano
(i.e. M. picturata Rchb.f)), aquellas desarrolladas en gldndulas de fragancia son robustas,
mayoritariamente cilindricas o angulados y se diferencian del tejido circundante por su color amarillo-

naranja y un brillo graso (Vogel 1990).

Una vez que los insectos han sido atraidos a las flores, hay otros elementos que “invitan” a
los insectos a explorar las flores y eventualmente entrar en contacto con el labelo y la columna. En
Trichosalpinx se ha documentado la polinizaciéon exclusivamente por moscas hembra del género
Forcipomyia (Ceratopogonidae) que colectan carbohidratos y proteinas del labelo como parte de un
mecanismo de engafio que involucra la presencia de fragancia y modificaciones morfologicas como
la coloracioén, los tricomas y la articulacion del labelo (Bogarin et al. 2018). En el complejo de
Specklinia endotrachys (Rchb.f.) Pridgeon & M.W.Chase se document6 la agregacion de moscas
Drosophilidae -hembras y machos de diferentes especies relacionadas- que son atraidas por la
liberacion de feromonas y la secrecion de goticulas de néctar en los sépalos de las cuales las moscas
se alimentan por largos periodos antes de entrar en la cavidad entre la columna y el labelo (Karremans
et al. 2015b). También se ha demostrado la presencia de néctar en especies de Octomeria (Barbosa
et al. 2009), Pleurothallis (Duque-Buitrago et al. 2014) y Stelis (van der Cingel 2001). En algunas
especies de Stelis se produce un exudado acuoso semejante al néctar, tanto en los pétalos como en la

base del labelo, pero que por su escasez es muy dificil de medir (Albores-Ortiz & Sosa 2006).

Las caracteristicas morfologicas relacionadas con la polinizacion tales como el labelo, la
posicion de la antera y el estigma, asi como la morfologia de los polinarios, han evolucionado de
forma independiente en diversos clados de la subtribu, y es posible encontrar convergencia de
caracteres en especies no relacionadas que han desarrollado mecanismos de polinizacion similares
(Karremans & Diaz-Morales 2019). Recientemente se ha propuesto clasificar los mecanismos de
polinizacion de Pleurothallidinae en “lepantiforme”, “steliforme” y “masdevaliforme”. El
mecanismo lepantiforme hace alusion a la pseudocopulacion como engafio sexual, descrito para la
subtribu por primera vez en Lepanthes glicensteinii Luer mediado por sciaridos (Diptera: Sciaridae)
(Blanco & Barboza 2005). Ocurre en grupos no relacionados dentro de la misma subtribu como en

Andinia, Lepanthes y posiblemente Stelis sect. Salpistele. El mecanismo steliforme hace referencia
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al mecanismo de polinizacion de las especies con flores planas y la presencia de un glenio (estructura
en la base del labelo cuya funcion ecofisiologica es desconocida, pero que se ha relacionado con la
atraccion de polinizadores y su posicionamiento en la flor) que los insectos intentan alcanzar, dando
como resultado la remocion del polinario con la parte frontal. Ocurre en Lepanthopsis (Cogn.) Ames,
Platystele Schltr., Pleurothallis y Stelis subgen. Stelis. El mecanismo masdevaliforme involucra un
encaje perfecto del cuerpo del insecto en la cavidad entre la columna y el labelo, ayudado por la
posicion de los pétalos, en la que la remocion se da cuando el insecto retrocede para salir de la flor,
se llena del viscario en el rostelo y luego se le adhiere el polinario. Este se encuentra en los demas
grupos de Pleurothallidinae, como Acianthera, Anathallis, Dracula, Echinosepala, Masdevallia,
Myoxanthus Poepp. & Endl., Octomeria, Porroglossum, Scaphosepalum, Specklinia, Stelis subgen.
Unciferia 'y Trichosalpinx (Karremans & Diaz-Morales 2019).

Sindromes de polinizacion en Masdevallia

Las especies de Masdevallia se reconocen por tener flores relativamente grandes, ya sea con
colores llamativos brillantes o con colores oscuros opacos, y los sépalos caudados con diversos grados
de fusion, frecuentemente formando un tubo sepalino (Luer 2006). Los pétalos son callosos y estan
dispuestos de tal forma que crean un tinel junto con la columna y el labelo. El labelo es articulado,
por lo que facilmente desencadena un movimiento en vertical hacia la columna. Los polinarios son
lateralmente aplanados, amarillos y carecen de un viscidio pegajoso, con las caudiculas en forma de

colita de ballena (Pridgeon 2005).

Rasgos florales como el olor desagradable, las coloraciones oscuras en el perianto
(incluyendo puntos, manchas o rayas), asi como las colas sepalinas y la presencia de un labelo
articulado, son caracteristicas tradicionalmente relacionadas con la sapromiofilia (van der Cingel
2001, Pridgeon 2005). Las fragancias de siete especies de Masdevallia fueron descritas por Kaiser
(1993), encontrando compuestos de olor desagradable (i.e. acido butirico y acido isovalérico) en las
especies M. caesia Roezl, M. elephanticeps Rchb.f. & Warsz., M. striatella'y M. tridens Rchb.f., con
la hipotesis de que estan relacionados con la atraccion de insectos que se alimentan de carrofia
(Pridgeon 2005). Las especies hermanas M. angulata Rchbf., M. fractiflexa F.Lehm. & Kraenzl., y
M. peristeria Rchbf., caracterizadas por su olor putrido y labelo verrugoso, son visitadas por moscas
de las familias Calliphoridae y Sarcophagidae (Oestroidea) (Karremans & Diaz Morales 2019). En
M. floribunda Lindl. y M. tuerckheimii Ames, con coloraciones oscuras y presencia de puntos
morados en sépalos y labelo, se ha reportado la remocion de polinarios tanto por hembras como por

machos de dos especies de moscas del género Zygothrica (Drosophilidae) (Lipinska ef al. 2019). En
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ocasiones, los autores observaron moscas de ambos sexos en la flor, hipotetizando que estas flores

pueden ser un lugar tanto de alimentacion como de copula (Lipinska et al. 2019).

En contraste, algunas especies tienen olor dulce, por ejemplo, M. estradae Rchb.f. presenta
una alta proporcion de cis-(z)-jasmonato de metilo que provoca una fragancia agradable segin la
percepcion humana (Kaiser 1993). Otras especies mas bien carecen de fragancia perceptible para el
sentido del olfato humano y tienen tubos sepalinos de colores brillantes, lo que ha llevado a muchos
autores a pensar en polinizacion mediante ornitofila e inclusive psicofilia (Dodson 1962, Gerritsen &
Parsons 2005, Meisel et al. 2014, Pridgeon 2005, van der Pijl & Dodson 1966). Este es el caso de las
especies pertenecientes a Masdevallia subseccion Coccineae H.J.Veitch, con flores tubulares de
colores llamativos como rojo, rosado y anaranjado (e.g. M. coccinea Linden ex Lindl., M. ignea
Rchb.f., M. rosea Lindl., M. veitchiana Rchb.f.), asi como de M. limax Luer, M. maxilimax (Luer)
Luer y M. mendozae Luer. Sin embargo, muy pocos de estos reportes presentan evidencia y en los
que hay fotografias disponibles s6lo se aprecian los colibries cerca de las flores. Los colibries pueden
ser atraidos por los colores brillantes y hasta puede que exploren algunas flores con sus picos, pero
hay poca probabilidad de que remuevan los polinarios que no tienen viscidio pegajoso (Karremans
2023, Karremans & Diaz Morales 2019). Cuervo Martinez (2012) estudi6 la polinizacion de las
especies suramericanas M. coccinea y M. ignea, con flores tubulares de atractivo color rosado y
anaranjado respectivamente, y demostro que las flores son polinizadas por moscas de la familia
Drosophilidae (Diptera), descartando la ornitofilia para estas especies. En otras especies con estas
caracteristicas, como M. veitchiana, también se ha reportado visitacion por moscas (Karremans y
Diaz-Morales 2019). Entre los visitantes reportados para especies de Masdevallia se incluyen moscas
de las familias Calliphoridae, Chloropidae, Drosophilidaec y Sarcophagidae (Ackerman 2023,
Karremans & Diaz-Morales 2019). Se ha generalizado que la polinizacion en Masdevallia se da por
engafio (Ackerman et al. 2023); sin embargo, atin se desconoce el mecanismo de polinizacion para la

mayoria de especies.

Sistemas reproductivos en Orchidaceae con énfasis en Masdevallia

El sistema reproductivo de cada especie determina que una flor pueda fecundarse
preferentemente con el polen de otra flor de un individuo genéticamente diferente (alogamia), con su
propio polen (autogamia) o con el polen de una flor diferente dentro del mismo individuo
(geitonogamia) (van der Pijl & Dodson 1966). La polinizacion cruzada es la transferencia del
polinirio hacia el estigma de una flor de un individuo diferente de la misma especie, dando como

resultado el exocruzamiento o exogamia. Las orquideas con este sistema se denominan alégamas y
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existen mecanismos que las favorecen como la auto-incompatibilidad, la dicogamia (i.e. separacion
temporal de la maduracion de los sexos) y la hercogamia (i.e. separacion espacial del androceo y el
gineceo). Por otro lado, la autopolinizacion es la transferencia del polinario hacia el estigma de la
misma flor, lo cual puede ocurrir de forma auténoma antes de la apertura de la flor (cleistogamia), o
después, mediada por factores morfologicos (e.g. rostelo rudimentario o ausente), ontogenéticos (e.g.
diferentes posiciones del polinario durante la antesis), o ecoldgicos (e.g. vectores bidticos y abidticos
que pueden asistir el proceso). Debido a que la autopolinizacion aumenta la endogamia y disminuye
la variabilidad genética, frecuentemente es evitada mediante barreras morfologicas, mecéanicas o
etologicas (Borba et al. 2011). Sin embargo, en las orquideas parece haber una predominancia de la
autogamia como una estrategia evolutiva de aseguramiento reproductivo ante la limitacion de
polinizadores (Darwin 1862, Cozzolino & Widmer 2005). También es posible encontrar grupos con
especies auto-compatibles y auto-incompatibles. Por ejemplo, la auto-incompatibilidad se ha
propuesto como un factor determinante en mantener la alta variabilidad en las especies de
Pleurothallidinae polinizadas por moscas, cuyo comportamiento puede promover la autopolinizacion
debido a sus periodos largos de visitacion pasando por varias flores en una misma inflorescencia

(Borba et al. 2001a,b, 2011, de Melo et al. 2011).

Sobre los sistemas reproductivos en Masdevallia s6lo existe un estudio empirico con M.
infracta Lindl., una especie endémica de Brazil a Bolivia que mostr6é 50% de auto-incompatibilidad
completa y otro 50% de auto-compatibilidad en la poblacion estudiada. Los autores de dicho estudio
sugieren que el sistema reproductivo de esta especie es complejo, mezclando ambas estrategias para
asegurar tanto el éxito reproductivo como la variabilidad genética (Borba et al. 2011). Segin otros
estudios, la autofecundacion no auténoma se da en M. coccinea y M. ignea (Cuervo Martinez 2012).
Estas son las Unicas tres especies de Masdevallia en las que se ha estudiado la estrategia reproductiva,
lo que refleja la necesidad de hacer mas estudios en el género para tener un panorama mas claro sobre

el efecto de la ecologia reproductiva sobre la radiacion evolutiva del grupo.
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III. JUSTIFICACION

El conocimiento sobre los sistemas de polinizacion y las estrategias reproductivas en géneros
megadiversos de Pleurothallidinae, y Orchidaceae en general, es escaso (Ackerman et al. 2023). Con
mas de 600 especies, Masdevallia es el género de la subtribu mas cultivado y cotizado por su valor
ornamental (Pridgeon 2005). A pesar de ser un género que incluye especies muy atractivas, se conoce
relativamente poco sobre su ecologia. Los estudios con datos sobre la identidad de los polinizadores
existen so6lo para 30 especies de Masdevallia (Ackerman et al. 2023), lo que representa menos del
5% de las especies del género. Las imagenes de Microscopia Electronica de Barrido (MEB) y los
estudios histologicos que permitan describir y analizar con detalle las estructuras posiblemente
involucradas en los mecanismos de atracciéon de los polinizadores son practicamente nulos. Mas
critico aun, solo se conocen aspectos sobre las estrategias reproductivas para cuatro especies del

género (Ackerman et al. 2023, Cuervo Martinez 2012).

En Costa Rica se ha evidenciado la existencia de tres clados de Masdevallia definidos por sus
afinidades genéticas y biogeograficas. El clado A tiene la distribuciéon mas amplia, el 56% del total
de especies del género y el 30% de endemismo en Costa Rica, indicativo de una radiacion local (Oses
Salas 2017). Masdevallia striatella es una especie endémica de Costa Rica y Panama que pertenece
a este clado, siendo una de las especies mas comunes del género y con mas amplia distribucion tanto
geografica como ecologica en Costa Rica (Luer 2006, Oses Salas 2017). Aunque se ha reportado
visitacion por moscas tipo drosofilidas en esta especie (Karremans & Diaz-Morales 2019), no se
tienen bien identificados sus polinizadores efectivos. También se ha reportado la funcion osmoforica
de sus colas sepalinas, pero dicha hipotesis no se ha puesto a prueba y las estructuras involucradas en
el mecanismo de polinizacion no han sido descritas; menos se ha estudiado su sistema reproductivo.
Por lo anterior, se considera que proporcionar informacion sobre la diversidad y el comportamiento
de los polinizadores efectivos de M. striatella, su biologia floral, asi como de sus estrategias
reproductivas, puede ser clave para la comprension de las relaciones evolutivas dentro y entre los

clados del género en Costa Rica y otras regiones.

Se plantean las siguientes preguntas de investigacion: 1. ;Cuales son los visitantes florales y
polinizadores efectivos de Masdevallia striatella? 2. ;Cual es el sindrome de polinizacion de esta
especie? 3. ;Como son las microestructuras del perianto posiblemente relacionadas con la atraccion
de los polinizadores? 4. ;Qué¢ es la sustancia acuosa secretada en el labelo? 5. (Puede M. striatella
autofecundarse? Se hipotetiza que esta especie es polinizada por moscas (Diptera) y que presenta el

sindrome de sapromiofilia mediada por engafio alimenticio generalizado y/o de sitio de oviposicion,
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como se ha generalizado para este género (Ackerman ef al. 2023). Se hipotetiza también que la
sustancia acuosa del labelo cumple un rol fundamental en el mecanismo de polinizacion. Se pretende
poner a prueba la hipotesis de que las colas sepalinas tienen osmoforos para la atraccion de los
polinizadores. Finalmente, se hipotetiza que M. striatella es auto-compatible como se ha reportado

para otras especies del género.
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IVv.

OBJETIVOS

Objetivo general

Aportar conocimiento sobre la polinizacion, la biologia floral y el sistema reproductivo de
Masdevallia striatella (Orchidaceae: Pleurothallidinae) para un mejor entendimiento de las

relaciones evolutivas dentro y entre los clados del género.

Objetivos especificos

Documentar los visitantes florales y los polinizadores efectivos de M. striatella en una poblacion

de Costa Rica.

Describir la morfoanatomia de las estructuras que se encuentran en el perianto de M. striatella y

su posible funcion en la atraccion de polinizadores y remocion efectiva de polinarios.

Determinar qué es la sustancia acuosa secretada en el labelo de M. striatella y cual es su rol en el

mecanismo de polinizacion.

Estudiar el sistema reproductivo de M. striatella mediante la aplicacion de experimentos

controlados de polinizacion en una poblacion de Costa Rica.
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V. MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio.— La Reserva Biologica Bosque de Paz (BdP) se localiza en el flanco Caribe de la
Cordillera Volcanica Central, entre dos extensos Parques Nacionales (Volcan Poas y Juan Castro
Blanco), en la cuenca del Rio Toro Amarillo, provincia de Alajuela, Costa Rica (10° 12°15.59”’N,
84°19°01.54°°0). Tiene un rango de elevacion entre 1450 y 2200 m. En BdP se ha llevado un
inventario de las orquideas desde el 2004 con la creacion de un jardin de 1500 m? en el que crecen la
mayoria de las especies reportadas, lo que facilita las observaciones fenologicas y ecologicas a largo

plazo.

Especie de estudio.— Masdevallia striatella (Fig. 1) fue descrita por Heinrich Gustav Reichenbach
en 1886 a partir de un espécimen proveniente de Costa Rica. Se considera una de las especies del
género mas comunes y de mas amplia distribucion en Costa Rica encontrandose entre los 200 y 2400
m s.n.m. (Luer 2006, Oses Salas 2017). Crecen como epifitas en bosques pluviales, nubosos y de
roble en la vertiente Pacifica y cerca de la Division Continental (Hammel ef al. 2003). En el sitio de
estudio, la floracion de esta especie se da entre los meses de setiembre y diciembre, con un pico de

floracion en noviembre.

Las plantas de M. striatella son cespitosas y miden 15-20 cm, con los ramicaules (tallos
secundarios) delgados, erectos a suberectos y las hojas obovadas y semi-pecioladas de color verde
brillante. Las inflorescencias son unifloreadas, a veces con una segunda flor sucesiva (Hammel et al.
2003, Luer 2006). Las flores son blancas con nueve venas moradas (tres en cada sépalo), los sépalos
son connados en la base formando un tubo que se abre hacia los extremos en tres colas sepalinas
cortas de color verde-amarillo (Fig. 1A-B). Los pétalos son pequefios, blancos y tienen una vena
central morada; son estrechos en la base y se ensanchan hacia el medio, con un callo en el margen
inferior y con el apice mucronado, estan dispuestos a cada lado de la columna formando un tinel
estrecho en conjunto con el labelo que esta articulado a la base de ésta (Fig. 1D-E). El labelo tiene
tres venas, es oblongo, presenta dos 16bulos y dos cavidades redondeadas de color amarillo en la base,
la ldamina del labelo presenta un exudado en forma de goticulas transparentes en la porcion central
basal que desaparece a la altura de los pliegues marginales oblicuos, el apice presenta un callo
diminutamente verrugoso de color amarillo (Fig. 1E). La columna es blanca, subarqueada, con los
margenes de color morado (Fig. 1C-D); la capa de la antera es blanca y los polinarios consisten en
dos polinios obovados color amarillo claro unidos por una caudicula en forma de cola de ballena (Fig.
1F-G). En la poblacion de estudio, las flores presentan un aroma algo desagradable para sentido del

olfato humano, que tradicionalmente se ha relacionado con la atraccion de dipteros que se alimentan

- 15 -



de carrofia (Pridgeon 2005), aunque esto nunca ha sido verificado. Dicha fragancia fue estudiada por
Kaiser (1993), quien describio la presencia de acido butirico y acido isovalérico entre los volatiles de

M. striatella (y otras especies).

FIGURA 1. Anélisis floral de Masdevallia striatella (Orchidaceae: Pleurothallidinae). A. Flor. B. Diseccion del perianto. C. Columna en vistas %, frontal con
la antera, y frontal sin la antera. D. Vista lateral de la columna, el labelo y el 4pice del ovario. E. Diferentes vistas del labelo (adaxial, %, lateral, y abaxial).

F. Capa de la antera. G. Polinario. Notese las goticulas secretadas en la base del labelo (D, E). Basado en N.Belfort 676 (JBL).
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Diversidad y comportamiento de visitantes florales.— La diversidad y el comportamiento de los
invertebrados que interactian con las flores de M. striatella se registrd con fotografias y videos
tomados en el Jardin de Orquideas de BdP durante las floraciones de octubre y noviembre de cinco
afios (2016, 2018-2020 y 2022). Los polinizadores efectivos se diferenciaron de otros visitantes
florales porque cargaron polinarios en su cuerpo (remocion) y/o los depositaron en el estigma de la
flor (deposicion), en ambos casos documentando la evidencia respectiva. Se categorizaron en
morfotipos seglin su tamafio y sus patrones de coloracion. Al menos un individuo de cada morfotipo
fue colectado y depositado en la coleccion de visitantes florales y polinizadores del JBL para su
documentacion con una camara Nikon D810 y lente Zeiss de 63 mm montado en un fuelle, asi como

su posterior identificacion morfologica.

Una muestra de 16 dipteros visitantes y polinizadores de Masdevallia striatella (n=13) y
especies relacionadas [M. calura (n=1), M. picturata (n=1) y Diodonopsis erinacea (Rchb.f.)
Pridgeon & M.W.Chase (n=1)] se conservaron a -4°C para analisis del codigo de barras genético.
Especimenes completos se utilizaron en una extraccion no destructiva por medio del DNeasy Blood
& Tissue Kit (Qiagen), de acuerdo con las indicaciones del protocolo del fabricante. Para obtener el
fragmento de codigo de barras de ADN estandar para animales, el gen mitocondrial Citocromo
Oxidasa I (COI) (Hebert et al. 2003), el PCR se hizo usando los imprimadores LCO1490 y HCO2198
(Folmer et al. 1994), y, Lep-F1 y Lep-R1 (Hebert et al. 2004). Se sigui6 la metodologia detallada en
Karremans et al. (2015b) para la secuenciacion de Sanger, la edicion de las secuencias generadas y
su alineamiento. La region COI del polinizador (Nematocera: Ceratopogonidae: Forcipomyia) de
Trichosalpinx reflexa Mel.Fernandez & Bogarin se utilizd6 como grupo externo. Los arboles
filogenéticos se produjeron con un analisis del conjunto de datos COI utilizando BEAST v1.6.0.
(Drummond & Rambaut 2007), siguiendo la metodologia de Karremans et al. (2015b) para la
configuracion de los parametros, la combinacion de los arboles y la edicion del arbol resultante. Las
probabilidades posteriores (PP) se dan para cada nodo en forma decimal. Finalmente, con el apoyo
de un experto entomodlogo se determind el sexo y el género/especie de los especimenes secuenciados,
comparando la determinacion taxondmica con el primer hit revelado por la comparacion de

secuencias de Gene Bank (NCBI 2023).

Microscopia Electronica de Barrido (MEB).— Con el fin de localizar y caracterizar posibles
glandulas secretoras sobre la epidermis de sépalos, pétalos, columna y labelo, se obtuvieron imagenes
MEB en el Centro de Investigacion en Estructuras Microscopicas (CIEMic) de la Universidad de
Costa Rica (UCR). Se colectaron, disectaron y fijaron flores de M. striatella en una solucion

Karnovsky 0.1 M (glutaraldehido 2%, paraformaldehido 10% en un buffer de fosfato de sodio 0.2 M
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con un pH de 7.4) (Karnovsky 1965). Se colocaron las muestras en una cdmara de vacio o
desgasificadora por 15 min para asegurar la inclusion del fijador en todos los tejidos. Se realizaron
tres lavados de 20 min c/u en un buffer de fosfato de sodio 0.1 M (férmula Sorensen). Luego se
sumergieron en una solucion de tetra 6xido de osmio al 2% durante 1 h. Se realizaron tres lavados de
20 min c/u con agua destilada y se dejaron en agua de un dia para otro. Para deshidratar los tejidos,
se aplico un gradiente de alcoholes (EtOH 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, >99.9%, >99.9%, >99.9%)
sumergiendo las muestras por 20 min en cada repeticion. Se sumerge 2 veces durante 20 min c/u en
una solucion de EtOH >99.9% y acetato de amilo (1:1 v/v). Utilizando un secador de punto critico
automatizado LEICA EM CPD300, se aplicaron 6 ciclos de intercambio de CO; de 10 min c/u,
aplicando calor en el ultimo ciclo hasta alcanzar una temperatura y presion criticos de 35 °Cy 79 bar
(1146 psi), respectivamente. Finalmente se saco el gas lentamente hasta alcanzar 31 °C y 15 psi. Las
muestras secas se montan en una placa de metal y se recubren con oro en un cobertor idnico. Las
muestras montadas se observaron con un microscopio de barrido HITACHI S-3700N, a una

aceleracion de voltaje de 10kV mientras se capturan las imagenes digitales.

Procedimientos histoquimicos.— Con el fin de identificar zonas de actividad metabolica (sintesis de
lipidos, polisacéaridos y proteinas) en las flores de M. striatella, se aplicaron una serie de protocolos
de tincion en flores frescas y en cortes histologicos fijados en parafina. Para aclarar los tejidos
fuertemente pigmentados se utilizaron flores conservadas en EtOH 70% por 1 a 4 dias. La
pigmentacion natural se exploro en flores frescas sin tefiir montadas en portaobjetos para microscopio

de luz utilizando glicerina como medio de montaje y se hicieron los correspondientes controles.

Para identificar areas de emision de fragancias (presencia de osmoforos) las muestras se
sumergieron en una solucion de Rojo Neutro (NR por sus siglas en inglés) al 0.1% (p/v, agua
corriente) por 10-15 min y luego se enjuagaron con agua corriente (Vogel 1962, Ruzin 1999). Para
identificar presencia de lipidos (grasas, aceites y ceras) diferentes muestras se sumergieron en las
soluciones Sudan IV (SIV) al 0.5% (p/v, EtOH 70%) o Sudan Black B (SBB) al 0.07% (p/v, EtOH
70%) durante 15-20 min, luego en EtOH 50% durante unos segundos después de sumergirlas en el
tinte y se diferenciaron con EtOH 50% durante 1 min (Bronner 1975, Gerlach 1969, Ruzin 1999).
Las proteinas se detectaron sumergiendo las muestras en una solucion de Azul de Coomassie R-250
(CBB por sus siglas en inglés) al 0.25% (p/v) durante 3 min y enjuagando con agua corriente (Fisher
1968). Las muestras tefiidas se montaron en portaobjetos para microscopia de luz (ML) empleando

glicerina liquida como medio de montaje.
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Se utilizaron flores previamente disectadas y fijadas en FAA (formalina, 4cido acético,
alcohol, agua) para la infiltracion de las muestras en parafina. Primero se enjuagaron con agua y se
colocaron en EtOH 50% durante 24 h, luego se deshidrataron aplicando un gradiente de alcoholes
(70%, 90%, 96%, >99.9%) por 2 h en cada repeticion y luego en EtOH >99.9% durante una noche.
Se sumergieron en las soluciones 3:1, 1:1, 1:3 de EtOH >99.9%: xileno a 60 °C durante 4 h cada una
y se almacenaron en xileno durante una noche. Se utilizo Leica Paraplast Plus® para preparar
soluciones xileno:paraplast en las proporciones 2:1, 1:1 y 1:2 a 60 °C durante 4 h cada una. Las
muestras se dejaron en la parafina durante 24 h a 60 °C, luego se infiltraron utilizando moldes de
incrustacion desechables Leica Tissue Cassette® y se solidificaron a temperatura ambiente. Se
hicieron cortes de los bloques de parafina para obtener secciones de 7 um de espesor con un
micrétomo rotatorio Leica RM2265. Las cintas de parafina se colocaron en portaobjetos para

microscopio y se dejaron secar a temperatura ambiente.

La preparacion de las muestras para las tinciones consistioé en desparafinar sumergiéndolas
en dos repeticiones de xileno, un gradiente de EtOH (>99.9%, >99.9%, 95%, 70%) y agua destilada
por 2 min en cada paso. Los polisacaridos insolubles y el almidon se detectaron con una reaccion de
Acido Peryédico-Schiff (PAS por sus siglas en inglés) al oxidar las muestras en una solucion acuosa
de acido peryodico (HIO4) al 5% (p/v) durante 30 min, realizando tres enjuagues de 2 min en agua
destilada y afiadiendo gotas de reactivo de Schiff al portaobjetos con una pipeta limpia cubriendo las
muestras durante al menos 30 min, finalmente sumergiendo en agua corriente a 50-60°C durante 5
min (Ruzin 1999). También se tifieron con Azul de Toluidina y Azul de Coomassie por 20 min cada
uno para determinar la presencia de celulosa en las paredes celulares y de proteinas, respectivamente.
Una vez tefiidas, las muestras se deshidrataron aplicando un gradiente de EtOH (95%, >99.9%,
>99.9%) y dos repeticiones de xileno durante 2 min en cada paso. Las muestras se aclararon y

montaron utilizando el medio de montaje resinoso Leica CV Mount®.

Caracterizacion de la secrecion del labelo.— A partir de plantas de M. striatella cultivadas en el
Jardin Botanico Lankester (JBL) (Belfort 676, Chinchilla 3046, Rojas-Alvarado 478 & 491; JBL!) se
colectaron labelos para realizar analisis de contenido de azucares (glucosa, fructuosa y sacarosa) en
el Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA) de la UCR. Los labelos se
colocaron en viales con 1 mL de agua ultra pura y luego se aplico 30 min de ultrasonido con calor.
El liquido se filtr6 utilizando jeringas con filtros de 0.22 um y se sometio a un cromatografo liquido
de alta resolucion HPLC-RID, SHIMADZU Prominence, aplicando un volumen de inyeccion de 20
uL.
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Experimentos de polinizacion e indicadores de éxito reproductivo.— Se realizaron experimentos
controlados de cruzamiento en dos periodos fenologicos (2020 y 2021) utilizando flores de 23
individuos de M. striatella creciendo en el Jardin de Orquideas de BdP. La exclusion de los visitantes
florales se asegur6 cubriendo los botones florales con una bolsa de tela blanca porosa que permitia a
la vez la recepcion luminica y el intercambio gaseoso adecuados para el desarrollo floral (Fig. 2). Una
vez abiertas las flores, entre el 24 de octubre y el 28 de noviembre de 2020 y entre el 25 de setiembre
y el 10 de octubre de 2021, se aplicaron los siguientes tratamientos: 1) Apomixis o agamospermia
(APO): se removio el polinario (emasculacion de la flor) para determinar si se da formacion de frutos
sin la union de gametos; 2) Autopolinizacion autonoma (AUTa): la antesis transcurrio sin
manipulacién de la flor para determinar si hay transferencia auténoma del polinario al estigma; 3)
Autopolinizacion manual (AUTm): se transfirié el polinario manualmente al estigma de la misma
flor; 4) Polinizacion cruzada (EXO): se transfirio el polinario manualmente al estigma de una flor de
un individuo distinto; 5) Polinizacion natural o grupo control (C): los botones se marcaron sin
embolsar. Una vez aplicados los tratamientos, las flores se embolsaron nuevamente (excepto las del
grupo control), se etiquetaron con color verde y se monitorearon hasta el aborto de la flor o la
formacion del fruto (cépsula). En la medida de lo posible, se aplicaron los cinco tratamientos en una
misma planta. Adicionalmente, durante la floracion de 2022 se evaluo el éxito reproductivo a nivel
de frutos (promedio + desviacion estandar de flores marcadas que desarrollaron frutos) en 16 plantas

creciendo en condiciones seminaturales en el Jardin de Orquideas de BdP.

FIGURA 2. Disefio de experimentos controlados de polinizacion aplicados a flores de 23 individuos de Masdevallia striatella (Orchidaceae: Pleurothallidi-
nae), Reserva Biologica Bosque de Paz, Costa Rica. A. Cinco tratamientos de cruzamiento en un mismo individuo, siendo el control la flor abierta sin embol-
sar (notese la presencia de una mosca sobre la bolsa de tela). B. Detalle de una mosca posada sobre la bolsa de tela, evidencia de la efectividad de la exclu-

sion de los visitantes florales.
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Las capsulas desarrolladas se colectaron al punto de maduracion (en pocos casos abiertas) y
se evaluo la viabilidad de las semillas mediante una prueba indirecta con Tetrazolio. Una réplica
correspondio a una Unica muestra de semillas por cada fruto diferente formado en cada tratamiento.
Las semillas de cada réplica se colocaron en viales de vidrio debidamente identificados, se
sumergieron en una solucion de tetrazolio al 1% con 6.5 de pH envueltas en papel aluminio para
bloquear la entrada de luz y se colocaron en una estufa a 30°C por 24 horas, siguiendo el protocolo
de Borba et al. (2001b). Una vez transcurrido este periodo, las semillas se colocaron en platos Petri y
se fotografiaron con una camara Nikon D810 lente a méximo aumento, dicha area definida como el
campo visual en el que se determind la proporcion de semillas viables/tefiidas por réplica. Se

document? la morfologia las semillas con embriones no viables, rudimentarios o ausentes.

El indice de compatibilidad se calculd dividiendo el porcentaje de frutos de AUTm entre el
porcentaje obtenido por EXO. Un valor de 0 es auto-incompatible completo, mientras que 1 es auto-
compatible completo. Se calculd el porcentaje (+desviacion estandar) de la produccion de frutos
(variable respuesta) en cada tratamiento (variable predictora). Se calculo la viabilidad promedio de
semillas (porcentaje por fruto) aplicando una prueba Wilcoxon (no paramétrica). Los datos se
analizaron utilizando R Studio (R Core Team 2020) usando los paquetes plyr v.1.8.8 (Wickham 2011)
y ggplot2 (Wickham 2016).
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VL. RESULTADOS

Diversidad y comportamiento de visitantes florales. — Se analizaron 532 fotografias y 49 videos
(71.6 min en total) para un total de 67 eventos de interaccion flor-visitante registrados en al menos
85 flores entre las 8:00 a.m. y 6:00 pm. Todos los visitantes fueron invertebrados pertenecientes a
tres clases y siete ordenes, siendo Diptera el mas abundante (Fig. 3, Cuadro 1) con representantes de
las familias Bibionidae, Drosophilidae, Empididae, Lauxaniidae, Sciaridae y posiblemente Tephri-
tidae o Ulidiidae (Fig. 4-5). Hemiptera (chinches y afidos) fue el segundo orden mas abundante,
seguido por Hymenoptera (al menos dos especies de hormigas, no abejas, ni avispas), Coleoptera
(escarabajos adultos y una larva de luciérnaga), Araneae (arafias), Lepidoptera (larvas de mariposa
y/o polilla) y Pulmonata (grupo informal que incluye a las babosas y caracoles) (Fig. 3, Cuadro 1).
Todos representaron adultos excepto los estadios larvales de al menos una especie de Lampyridae
(Coleoptera) y dos especies de Lepidoptera no identificadas (Fig. 4K—N). La mayoria de visitantes
florales se encontraron solitarios en las flores, a excepcion de las hormigas que en ocasiones estaban

agregadas.

Diptera
Hemiptera
Hymenoptera
Coleoptera
Araneae
Lepidoptera

Pulmonata

o
(&)

10 15 20 25 30 35 40

Frecuencia de visitantes florales

FIGURA 3. Frecuencia de visitantes florales de Masdevallia striatella (Orchidaceae: Pleurothallidinae) segun el orden taxondémico al que pertenecen. Registra-
dos con fotografias y videos durante las floraciones de octubre y noviembre entre 2016 y 2022 en el Jardin de Orquideas de la Reserva Biologica Bosque de

Paz, Costa Rica.
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CUADRO 1. Diversidad y frecuencia de los taxones que visitan las flores de Masdevallia striatella en la poblacion de estudio, Reserva Biologica Bosque de

Paz, Costa Rica. NI = No identificado. *Polinizadores efectivos. **Grupo informal.

Clase Orden Familia Frecuencia
Thomisidae 1
Arachnida Araneae

NI 3

Chrysomelidae 1

Coleoptera Curculionidae 2

Lampyridae (larva) 1

cf. Bibionidae 1

Drosophilidae 3

Empididae 1
Diptera Lauxaniidae™ 20

Insecta Sciaridae 4
cf. Tephritidae o Ulidiidae 1

NI 7

Aphididae 5

Hemiptera Pyrrhocoridae 6

NI 1

Hymenoptera Formicidae 7

Lepidoptera NI (larva) 2

Gastropoda Pulmonata™* NI 1
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FIGURA 4. Visitantes florales de Masdevallia striatella (Orchidaceae: Pleurothallidinae) documentadas durante octubre y noviembre entre 2016 y 2022, Jar-
din de Orquideas, Reserva Biologica Bosque de Paz, Costa Rica. Diptera (A-F), Hemiptera (G), Hymenoptera (H), Coleoptera (I-K), Lepidoptera (L-N), y
Araneae (O-P). A. Drosophilidae. B. Empididae. C-D. Sciaridae. E. cf. Tephritidae o Ulidiidae. F. cf. Bibionidae. G. Pyrrhocoridae. H. Formicidae. I-J.

Chrysomelidae. K. Lampyridae, estadio larval. L-N. Lepidoptera, estadio larval. O. Thomisidae. P. Restos de Diptera en una tela de arana.
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FIGURA 5. Moscas (Diptera: Lauxaniidae) que polinizan Masdevallia striatella (Orchidaceae: Pleurothallidinae) documentadas durante octubre y noviembre

entre 2016 y 2022, Jardin de Orquideas, Reserva Biologica Bosque de Paz, Costa Rica. Se encontraron tres morfotipos: morfol (A-D), morfo2 (E-H), y
morfo3 (I-L). Las moscas exploran los sépalos (A, E, I), proyectan su proboscide en un comportamiento alimenticio (B, L) y excretan un liquido similar a

orina (F, J). Finalmente se introducen hasta la base del labelo en contacto con la columna (C, F, G, K) y remueven la antera al salir (D, H, L).

Entre los dipteros, Lauxaniidae fue la inica familia con moscas involucradas en eventos de
remocion (n=8) y deposicion (n=3) de polinarios. La mayoria de visitas se registraron cuando las
moscas ya se encontraban en las flores, sin lograr identificar el sitio de aterrizaje. Sin embargo, pasan

la mayor parte del tiempo sobre la superficie adaxial de los sépalos extendiendo su probdscide sobre
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el tejido repetidamente (Fig. 5A, E), considerado un comportamiento alimenticio que no mostraron
en las colas sepalinas, solo en las porciones anchas del sépalo (Fig. 5B, L). En varias ocasiones se
observaron moscas excretando gotas de un liquido amarillo claro similar a orina mientras mostraban
el comportamiento alimenticio sobre los sépalos y el labelo (Fig. 5F, J). También es posible ver las
moscas sobre la superficie abaxial de los sépalos mostrando un comportamiento de descanso o espera
(Fig. 5I) o caminando para dirigirse a otras flores de una misma planta (a veces las colas sepalinas
que estan en contacto entre flores sucesivas pueden funcionar como puente sobre el que las moscas
caminan para cambiar de flor). Las moscas forrajean entre los sépalos y el labelo varias veces antes
de introducirse completamente en la flor. Una vez introducidas hasta la base del labelo (Fig. 5C, F,
G, K, 6), mueven sus patas I en un movimiento repetido como “escarbando” la base del labelo, mien-
tras se sostienen apoyando las patas II sobre los sépalos laterales y las patas III sobre el apice del
labelo. Debido a este movimiento y al peso de las moscas, se desencadena el movimiento vertical del
labelo articulado, a lo que las moscas responden balanceandose con movimientos contrarios del ab-
domen y las alas (el abdomen hacia abajo y las alas hacia arriba y viceversa), mientras su térax entre

en contacto con la columna.

FIGURA 6. A. Labelo de Masdevallia striatella (Orchidaceae: Pleurothallidinae) con un exudado acuoso en la porcion central basal de la lamina. B. Posicio-

namiento de una mosca Lauxaniidae morfo2 dentro de la flor, entre el labelo y la columna (sépalos y pétalos removidos).

Cuando las moscas polinizadoras entran a las flores sin cargar polinario, las visitas son cortas
(88 =20 s, n=4). En algunas ocasiones remueven el polinario solitario y en otras también la capucha

de la antera, siendo capaces de volar con ambas estructuras por varios minutos antes de que ocurra la
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pérdida de la capucha (Fig. 7). Durante un posible evento de deposicion y cuando el estigma es aun
receptivo, se registraron visitas mas largas (2135 + 422 s, n=3). Es posible que, el hecho de que las
moscas quedan atrapadas con el polinario adherido al escutelo en su extremo apical (las caudiculas)
y al estigma viscoso en el extremo basal (los polinios), dificulte la salida de las moscas, excepto
cuando los estigmas estan ya engrosados y no son receptivos. Con respecto a las deposiciones obser-
vadas, las moscas se encontraron ya en las flores, por lo que este tiempo podria ser aun mayor. Final-
mente logran salir de la flor al anclar la ufia de sus patas III en el margen apical del labelo o en el
margen de los sépalos por debajo del labelo y jalar hasta liberarse. Otras no logran liberarse y mueren
en la flor (Fig. 8A—D). En ocasiones, luego de haber salido del interior, las moscas salen a explorar
los sépalos nuevamente y en una misma visita puede ingresar hasta la base del labelo nuevamente; en
otras ocasiones, caminan hacia las colas sepalinas o la superficie abaxial de los sépalos antes de alzar

el vuelo.

FIGURA 7. Secuencia (5 min) de un evento de remocion de polinario de Masdevallia striatella (Orchidaceae: Pleurothallidinae) por una mosca Lauxaniidae
morfo3. A. 9:54 a.m. remueve el polinario junto con la capa de la antera. B. 9:55 a.m. camina hacia la flor del lado aproximandose por la cola sepalina hacia
la parte abaxial de los sépalos donde se posa unos 20 s (notese que atin conserva la capa de la antera). C. 9:57 se posa sobre una hoja, ya se ha caido la capa
de la antera y conserva el polinario adherido al escutelo. D. 10:00 la mosca con el polinario adherido retoma el comportamiento de alimentacion con la pro-

boscide claramente extendida en la parte adaxial de los sépalos. Evento grabado en video el 27 de octubre de 2019.
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Nunca se observé mas de un individuo de Lauxaniidae en una misma flor, pero al menos dos
individuos de diferentes morfos se observaron visitando flores diferentes en una misma planta al
mismo tiempo, asi como un mismo individuo puede visitar entre 1 y 3 flores en 10 minutos de obser-
vacion. Las moscas de las familias Bibionidae (Fig. 4F), Drosophilidae (Fig. 4A), Empididae (Fig.
4B) y Sciaridae (Fig. 4C-D) también exploran los sépalos de las flores y las colas sepalinas e inclusive
el labelo, algunas introduciéndose hasta la base donde se encuentra el exudado, pero nunca se vieron
cargando polinarios. Algunas de estas moscas también mostraron comportamientos de acicalamiento
antes y después de entrar a las flores, contrariamente a las moscas Lauxaniidae que rara vez mostraron

este comportamiento.

Finalmente, entre 2018 y 2022 se documentaron tres morfotipos de huevo en ocho flores de
Masdevallia striatella (Cuadro 2). El huevo tipo 1 (T1) fue depositado sobre el labelo por una mosca
Lauxaniidae morfo3 que estaba atrapada y era comida viva por hormigas en una flor (Fig. 8A-B); el
huevo era de color blanco-amarillento, ovoide alargado con los extremos agudos y el corion sulcado
(capa externa del huevo con surcos longitudinales) (Fig. 8C). Este fue el unico avistamiento de este
tipo de huevo y se considera una respuesta innata de supervivencia ante un evento depredador; la
mosca cargaba polinario (Fig. 8D). El T2 fue el huevo mas frecuente con cinco puestas encontradas;
son huevos blancos, oblongos vistos lateralmente, el corion estriado y con cuatro apéndices
respiratorios dorsales cortos similares en longitud (Fig. 8E). El huevo T3 es esférico, perlado,
cambiando de coloracién de blanco a amarillo cuando esta cerca de eclosionar, probablemente de
Lepidoptera (Fig. 8F). A pesar de ver huevos, no se observaron pupas ni larvas de Diptera y es posible
que el huevo de Lepidoptera esté asociado a la larva avistada en otra flor horas después en la misma

fecha (Fig. 4N).
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FIGURA 8. Huevos de Diptera (A-E) y Lepidoptera (F) documentados en ocho flores de Masdevallia striatella (Orchidaceae: Pleurothallidinae) entre 2018 y
2022. A-D. T1: huevo de Lauxaniidae morfo3 depositado mientras la mosca atrapada en la columna era comida viva por hormigas. C. Detalle del huevo T1
con forma ovoide elongada y surcos longitudinales en el corion (capa externa del huevo). D. Detalle de la mosca decapitada y el polinario en el escutelo. E.
T2: huevo color blanco, con el corion estriado y cuatro apéndices respiratorios dorsales, probablemente Drosophila sp. F. T3: huevo esférico, perlado y bri-

llante, probablemente de Lepidoptera. Fotos por N.Belfort-Oconitrillo, excepto A y E por K.Gil-Amaya.
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CUADRO 2. Huevos documentados en ocho flores de Masdevallia striatella entre 2018 y 2022, Reserva Biologica Bosque de Paz, Costa Rica. Se incluye la

cantidad de puestas encontradas, su descripcion y el grupo taxondmico al que pertenecen.

Tipo de Cantidad de

Posicion en la flor Descripcion Grupo taxonémico
huevo huevos

Huevo blanco amarillento con forma
T1 1 Labelo de banano y cérion con surcos Lauxaniidae morfo3
longitudinales

Huevo oblongo, blanco, cérion con
T2 5 Labelo y sépalos patrén estriado, con cuatro apéndices Drosophila sp.
respiratorios dorsales cortos

Huevo perlado, brillante, coloracién

T3 2 Sépalos entre blanco y amarillenta

Lepidoptera

Identificacion taxonomica y genética de los dipteros visitantes y polinizadores.— Los trece dipteros
colectados en flores de M. striatella pertenecen a dos familias del suborden Brachycera (Schizophora,
Acalyptratae) incluyendo al menos cuatro géneros y ocho especies distintas (Fig. 9, Cuadro 3). De la
familia Lauxaniidae se encontraron tres géneros: Poecilominettia Hendel (2 especies), Xenochaetina
Malloch. (1 sp.) y un género indeterminado que podria ser uno de varios no descritos de América
Central (Grimaldi com. pers. 2023). De la familia Drosophilidae se identificaron al menos cinco es-
pecies del género Drosophila (Fig. 9, Cuadro 3). Se logré amplificar la region COI para nueve de las
trece moscas secuenciadas; no se logré amplificar para Poecilominettia sp.2 ni para el espécimen

perteneciente a un género indeterminado de Lauxaniidae, por lo que no se incluyeron en el analisis.

Las tres especies identificadas de Poecilominettia y Xenochaetina coinciden con los morfo-
tipos de polinizadores efectivos identificados en campo. Poecilominettia sp.1 son moscas mayor-
mente cafés con rayas longitudinales en la seccion dorsal del torax y manchas oscuras en el abdomen
(Fig. 9), similar al morfol (Fig. SA-D). Poecilominettia sp.2 son moscas de color blanco o amari-
llento, con un patrén de puntos negros muy evidentes en el abdomen (Fig. 9), similar al morfo?2 (Fig.
5E-H, 6). Xenochaetina sp.1 es la mas grande y robusta de las tres especies, con el cuerpo predomi-
nantemente de color negro, sin rayas o puntos distinguibles (Fig. 9), que coincide con el morfo3 (Fig.
5I-L, 7-8). Los especimenes de ambas especies de Poecilominettia fueron hembras. En Xenochaetina
sp.1 dos especimenes fueron machos. A un tercer espécimen no se le identifico el sexo, mientras que

una mosca documentada in situ con polinario fue hembra (Fig. 8 A-D). Por lo tanto ambos sexos
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remueven polinarios. En Drosophila dos especimenes fueron machos y otros dos especimenes fueron

hembras. Al quinto espécimen no se le logro identificar el sexo (Cuadro 3).

Lauxaniidae

Poe_sp1.01 Poe_sp1 02 Poe_sp1.03
Q Q Q

Xen_sp1_01 Xen_sp1_02 Xen_sp1_03 Gen_Indet

d d

Drosophilidae

Dro_sp4 Dro_sp5

FIGURA 9. Dipteros (machos y hembras) de las familias Lauxaniidae y Drosophilidae que visitan y polinizan Masdevallia striatella (Orchidaceae: Pleu-
rothallidinae) en la Reserva Biologica Bosque de Paz, Costa Rica. Poe = Poecilominettia (2 especies, 4 individuos). Xen = Xenochaetina (1 sp, 3 individuos).

Gen_Indet = Género indeterminado. Dro = Drosophila (5 spp). Escala =5 mm.
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CUADRO 3. Determinacion taxonomica y sexo de las moscas visitantes y polinizadoras de Masdevallia striatella (Orchidaceae: Pleurothallidinae) en la

Reserva Biologica Bosque de Paz. El analisis de similitud se realizé comparando las secuencias del gen COI generadas en este estudio con las secuencias de

referencia depositadas en NCBI (2023).

Cadigo* Familia Sexo ID morfoldgica NCBI (1e hit) NCBI (1e hit)
% Identidad (%
Cobertura)
Gen_Indet Lauxaniidae Q Género Indet. - -
Poe_sp1_01 Lauxaniidae Q Poecilominettia sp.1 Limosininae sp. 91.03% (100%)
Poe_sp1_02 Lauxaniidae Q Poecilominettia sp.1 Limosininae sp. 91.03% (100%)
Poe_sp1_03 Lauxaniidae Q Poecilominettia sp.1 Rachispoda sp. 91.19% (100%)
Poe_sp2 Lauxaniidae Q Poecilominettia sp.2 - -
Xen_sp1_01 Lauxaniidae g Xenochaetina sp.1 Lauxaniidae sp. 89.51% (100%)
Rachispoda sp.
Xen_sp1_02 Lauxaniidae g Xenochaetina sp.1 Rachispoda sp. 88.60% (100%)
Xen_sp1_03 Lauxaniidae - Xenochaetina sp.1 - -
Dro_sp1 Drosophilidae Q Drosophila sp. 1 Drosophila falleni 91.31% (99%)
Dro_sp2 Drosophilidae g Drosophila sp. 2 Drosophila flavopilosa 92.07% (97%)
Drosophila cordeiroi
Dro_sp3 Drosophilidae g Drosophila sp. 3 Drosophila leonis 89.36% (100%)
Dro_sp4 Drosophilidae - Drosophila sp. 4 - -
Dro_sp5 Drosophilidae Q Drosophila sp. 5 Leucophenga shillongensis 90.12% (100%)

Leucophenga meijerei

*Asociado al cddigo asignado en la Fig. 9.

En el analisis filogenético (Fig. 10) se incluyeron las nueve secuencias del gen COI generadas
a partir de moscas visitantes de Masdevallia striatella y las tres secuencias generadas de moscas del
género Drosophila que visitan y/o polinizan especies relacionadas a M. striatella (M. calura, M. pic-
turata y Diodonopsis erinacea). Las familias Lauxaniidae y Drosophilidae se separan en dos clados
bien definidos (PP = 1). En Lauxaniidae, los géneros Poecilominettia y Xenochaetina también se
separan en dos clados con claras diferencias genéticas (PP = 1). Tanto el analisis genético como el
morfologico distinguen siete especies de Drosophila cercanamente relacionadas que visitan especies
de orquideas cercanamente relacionadas también (Diodonopsis erinacea, M. calura, M. picturata y

M. striatella).
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FIGURA 10. Relaciones filogenéticas entre las moscas de las familias Drosophilidae y Lauxaniidae que visitan y polinizan Masdevallia striatella y otras espe-
cies relacionadas (M. calura, M. picturata y Diodonopsis erinacea). Los arboles se produjeron mediante el analisis del conjunto de datos COI utilizando
BEAST v1.6.0. y el polinizador (Nematocera: Ceratopogonidae.: Forcipomyia) de Trichosalpinx reflexa como grupo externo. Generado por A.P.Karremans

utilizando FigTree v.1.3.1 y editado por N.Belfort-Oconitrillo utilizando Adobe Photoshop.

Descripcion morfologica y anatomica del perianto.— Las flores de Masdevallia striatella tienen un
indumento heterétrico, es decir, tienen glandulas de diferentes tipos cuyo contenido varia entre pro-
teinas, cuerpos lipofilicos, polisacaridos insolubles y aztcares simples (Cuadro 4). La diversidad de
glandulas incluye papilas unicelulares y tricomas glandulares de diferentes morfologias, asi como

estomas (Fig. 11-19).
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CUADRO 4. Diversidad, histoquimica y posible funcion de las glandulas y los estomas del perianto de Masdevallia striatella (Orchidaceae: Pleurothallidinae).

Se indican las reacciones (+ y —) de las tinciones aplicadas con Rojo Neutro (NR), Acido peryddico-Schiff (PAS), Azul de Coomassie (CBB), Sudan Black B

(SBB) y Sudén IV (SIV).

Tipo de glandula

Papilas conicas

Papilas con forma
de domo

Tricomas
glandulares
pedunculados

Tricomas
glandulares de 2
células

Papilas
semiaplanadas

Papilas con forma
de dedo

Estomas

Morfologia

Unicelulares, apice
puntiagudo o
redondeado

Unicelulares, forma
de domo o cupula,
diametro > que
papilas, a menudo
colapsadas

Tricomas
multicelulares
formados de una
cabeza globular
multicelular y un tallo
de 1-2 células

Célula oblonga
grande subtendida
por una célula basal
pequefia y concava

Células alargadas,
semiaplanadas, el
extremo apical
sobresaliente en una
papila corta

Papilas conicas
densamente
agrupadas

Un poro, dos células
oclusivas, 5-6 células
subsidiarias

Posicion (act?v?dad (polisF;ﬁgridos CcBB SBB o SIV Posible
metabélica) insolubles) (proteinas) (lipidos) funcién
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FIGURA 11. Pigmentacion natural de los sépalos (A-D), labelo (E-G), pétalos (H-K) y columna (L-O) de Masdevallia striatella. A. Venas sepalinas. B. Cola
sepalina, superficie adaxial. C-D. Detalle las colas sepalinas, superficie abaxial. E. Base del labelo. F. Callo del apice del labelo, cerca del margen. G. Con-
tenidos celulares no identificados en el 4pice del labelo. H-I. Vena del pétalo. J. Rafidios en el margen del pétalo. K. Apice del pétalo. L-M. Coloracién
morada y rafidios en el margen de la columna. N. Detalle del margen de la antera. O. Polinario. Escalas = 20 um (A, 1, J, L, M), 50 pm (D, G, N), 100 pm
(B, F, H, K), 200 um (C, O), 500 pm (E).

-35-



SEPALOS. El patron de coloracion de los sépalos consiste en una matriz blancuzca con venas moradas
y colas sepalinas de color verde-amarillento que contrastan con la venaciéon morada de la superficie
adaxial (Fig. 11B) y los puntos oscuros de la superficie abaxial (Fig. 11C-D), ademas de presentar
un color amarillo mas claro en la base de los sépalos. Hay presencia de diferentes glandulas en el haz
(superficie adaxial) y el envés (superficie abaxial) de los sépalos (Fig. 12—14). En la superficie adaxial
predominan los tricomas unicelulares no glandulares con forma de papilas conicas, cuyo apice puede
ser agudo u obtuso (Fig. 12B, 4D). Estas reaccionan positivamente a las tinciones con NR+y CBB+
(12E-F), lo que sugiere que son células vivas con actividad metabodlica y contenido proteico, siendo
frecuente la acumulacion de secreciones alrededor (Fig. 12D). Las vesiculas con forma de domo son
menos abundantes que las papilas conicas (Fig. 12B), pero estan presentes desde la base del sépalo
donde es frecuente observarlas colapsadas (Fig. 12A,C), es decir, como si estallaran dejando una
huella redonda y secreciones alrededor conformadas por proteinas CBB+ y cuerpos lipofilicos SBB+
(Fig. 12G-H). Tanto las papilas como los domos son abundantes en la porcion fusionada de los sé-
palos, pero se diluyen distalmente hasta desaparecer en la seccion estrecha donde se diferencia la cola

sepalina (porcion apical libre) (Fig. 14A).

La superficie abaxial de los sépalos, por otra parte, se caracteriza por la presencia de unas
estructuras que se pueden apreciar a simple vista como puntos negros en las flores (Fig. 11C-D).
Mediante imagenes de MEB se evidencia su estructura tridimensional, su posicion sobre una clara
depresion de la epidermis y la presencia de secreciones que forman una matriz reticular extensa alre-
dedor (Fig. 13A—C). Los cortes histologicos permiten describirlos como tricomas glandulares con un
tallo estrecho de 1-2 células y una cabeza globular compleja (Fig. 13F—H). La densa tincion NR+ en
tejido fresco (Fig. 13D) y la textura granular de la cabeza observada en los cortes histologicos sugie-
ren que ésta es multicelular, conformada por células pequefias densamente agrupadas. Estas glandulas
reaccionan CBB+, lo que sugiere que son ricas en proteinas. La reaccion PAS+ puede ser reflejo de
que las células estan secretando polisacaridos mucilaginosos que sufrieron deshidratacion durante el
procesamiento para MEB, o puede deberse a que las células de la cabeza globular son muy pequefias

y tienen una alta proporcion de pared celular a citoplasma.

En la porcion donde comienza a diferenciarse la cola sepalina (Fig. 14A) aparecen estomas
en ambas superficies, siendo mas abundantes en el envés. Estan conformados por un ostiolo, dos
células oclusivas y 5—6 células subsidiarias. Las células oclusivas estan llenas de cuerpos PAS+ con
un claro espacio aéreo intercelular subyacente y células del parénquima que presentan estos cuerpos
PAS+ mas grandes (Fig. 14F—QG). Las células oclusivas también reaccionan SBB+ lo que indica que

tienen una cuticula gruesa y presencia de ceras.
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FIGURA 12. Sépalos de Masdevallia striatella con vesiculas en forma de domo (A—-C, G-H) y papilas unicelulares conicas (B, D-F) en el indumento adaxial.
A-B. Distribucion y proporcion basal (A) y media (B) de las vesiculas y papilas. C-D. Detalle de las glandulas y sus secreciones. E-F. Tinciones en tejido
fresco con Rojo Neutro (E), Coomassie Brilliant Blue (F-G) y Sudan Black B (H). Escalas = 10 pm (C), 20 um (D, E, F, H), 100 pm (B, G), 200 pm (A).
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FIGURA 13. Sépalos de Masdevallia striatella con tricomas glandulares multicelulares pedunculados en el indumento abaxial. A. Distribucion de las glandu-

las. B-C. Detalle de la morfologia de las glandulas y las secreciones. D—E. Tinciones en tejido fresco con Rojo Neutro (D) y Sudan Black B (E). F-H. Tin-

ciones en tejido parafinado con Coomassie Brilliant Blue (F) y Acido Peryoddico-Schiff (G-H). Escalas = 10 um (C), 20 um (D, E, F, G, H), 30 um (B), 300
pm (A).
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FIGURA 14. Cola sepalina de Masdevallia striatella documentada con Microscopia Electronica de Barrido (A-B) y Microscopia de Luz (C-H). A. Superficie
adaxial, mostrando la porcion estrecha donde se diferencia la cola sepalina, se disminuye la proporcion de las papilas y aparecen estomas (flechas blancas).
B-D. Superficie abaxial, mostrando la proporcion de tricomas glandulares multicelulares pedunculados (flechas negras) y los estomas (flechas blancas). E—
F. Corte transversal, superficie adaxial arriba. Tinciones: Rojo Neutro (C), Sudan Black B (D, G), Coomassie Brilliant Blue (E), Acido Peryodico-Schiff (F,
H). Escalas = 20 pm (G, H), 100 um (B, C, D, E, F), 200 um (A).
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PETALOS. La coloracion de los pétalos es predominantemente blanca con una sola vena central de
color morado junto con algunas secciones de color amarillo mas claro en las venas y el apice de los
pétalos (Fig. 111-L). La presencia de rafidios es abundante en los margenes de los pétalos (Fig. 11K—
L) y también hay células con un contenido de color café no identificado (Fig. 11G-H). La epidermis
de los pétalos consiste en una matriz celular ordenada y uniforme, con células casi geométricas de 5—
7 aristas (Fig. 15D—-E). En la superficie abaxial cercana al apice se encontraron estomas que reaccio-
nan SBB+ (Fig. 15C, 8G—H), indicativo de la presencia de una cuticula gruesa y de ceras. En tejido
fresco se notaron ademas otro tipo de glandulas tipo coléteres de dos células, una basal, redonda y
concava, y otra oblonga por encima. Estas reaccionan SBB+ y CBB-, indicativo de la presencia de

sustancias lipofilicas y la ausencia de proteinas, respectivamente (Fig. 16C-F).
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FIGURA 15. Pétalos de Masdevallia striatella documentados con Microscopia Electronica de Barrido. A. Superficie adaxial y abaxial, respectivamente. B.

Detalle del apice. C. Estomas (flechas blancas) presentes en la superficie abaxial cerca del apice. D-E. Estructura celular ordenada y geométrica de las célu-
las. Escalas = 20 um (B), 30 um (D, E), 100 pm (C), 1 mm (A).
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FIGURA 16. Pétalos de Masdevallia striatella tefiidos con Coomassie Brilliant Blue (A, C-D, F) y Sudan Black B (B, E, G, H) para Microscopia de Luz. A—
B. Apice, CBB+ indicativo de la presencia de proteinas (A) y SBB— indicativo de la ausencia de cuerpos lipofilicos (B). C—E. Tricomas de dos células en-
contrados en la base de la superficie adaxial, CBB- indicativo de la ausencia de proteinas (C—D) y SBB+ indicativo de la presencia de cuerpos lipofilicos (E).
F. Detalle de la célula basal de un tricoma de dos células, visto desde la superficie abaxial y célula con contenido grisaceo no identificado. G-H. Estomas de
la superficie abaxial SBB+. Escalas =20 pm (C, D), 50 pm (E, F, G, H), 100 um (A, B).
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LABELO. El labelo presenta mayores acumulaciones de pigmentacion morada que lo hace mas oscuro
que los sépalos (Fig. 1E), ademas de presentar un color amarillo intenso distribuido en las cavidades
basales (Fig. 11E, 15) y callo del apice (Fig. 11G, 15), y al igual que los pétalos, presenta células con
un contenido de color café no identificado (Fig. 11G—H). La porcion basal del labelo (Fig. 9—10) se
caracteriza por la presencia de dos cavidadades concavas pronunciadas en la que se observan peque-
fias vesiculas epidérmicas sésiles (Fig. 17A—B). En la porcion central de la lamina aparece un con-
junto de células epidérmicas alargadas y semiaplanadas cuyo extremo apical sobresale formando una
papila conica (Fig. 17C-E). Estan distribuidas solo en el centro de la lamina, no en los margenes,
desapareciendo a la altura de los pliegues marginales (Fig. 17A). En esta porcion central se produce
un exudado tipo goticulas liquidas transparentes y con sabor dulce (Fig. 1E, 15). La tincion CBB+
muestra la presencia de nucleos bien definidos en las células parenquimaticas subyacentes (Fig. 18C).
Por otra parte, el apice del labelo se caracteriza por la presencia de un callo de color amarillo (Fig.
15, 17A,G, 18A) conformado por células papilares con forma de dedo, densamente agrupadas, y
CBB+, lo que indica que son ricas en proteinas, incluyendo el tejido parenquimatico subyacente (Fig.
18E-F). La tincion con PAS+ tnicamente demarca la pared celular en las células del labelo, sin evi-

dencia de la secrecion de polisacaridos o mucilagos (Fig. 18D,G).
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FIGURA 17. Labelo de Masdevallia striatella documentado con Microscopia Electronica de Barrido. A. Superficie adaxial (base arriba, apice abajo). B. Deta-

1le de los 16bulos basales. C. Nectario del tipo papilar unicelular en la porcion central de la lamina. D-E. Detalle de las papilas secretoras de néctar. F. Deta-
1le del pliegue marginal. G. Detalle del callo del apice con papilas en forma de dedo densamente agrupadas. Escalas = 10 pm (E), 20 um (D, G), 100 pm (B,
C,F),  mm (A).
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FIGURA 18. Labelo de Masdevallia striatella tefiido con Azul de Toluidina TBO (A-B), Coomassie Brilliant Blue CBB (C, E-F) y Acido Peryodico-Schiff
PAS (D, G) para Microscopia de Luz. A. Vista completa del labelo (base arriba, apice abajo). B-D. Nectario. E-G. Callo del apice. Todas las imagenes
orientadas con la superficie adaxial hacia el lado derecho. Escalas = 50 um (B, C, D), 200 um (F, G), I mm (A).

COLUMNA Y OVARIO. La columna es predominantemente blanca con el margen morado, es gruesa y
arqueada, con una base prolongada a la que se une el labelo articulado. La presencia de rafidios es
abundante en los margenes de la columna (Fig. 11L-M). El margen apical es irregular, algo dentado
(Fig. 19A) y el rostelo es prominente similar a una lengua ancha con un patrén ordenado de células
entrelazadas longitudinalmente en forma de laminillas (Fig. 19B), el cual tifie completamente de azul
oscuro con SBB+ (Fig. 19G), confirmando la presencia de sustancias lipofilicas en el viscario. La
antera es incumbente con dos polinios obovados conectados por caudiculas granulares elasticas que
no contienen sustancias lipofilicas, pero si proteinas (Fig. 19C—F). En los margenes de la columna es
frecuente observar la presencia de rafidios y las células tienen un nucleo bien definido (Fig. 19H). En
el ovario se encontraron unos tricomas glandulares similares a los presentes en el envés de los sépalos.
Aunque no se documentaron adecuadamente con MEB, los cortes histologicos muestran los tricomas

tanto en la pared externa como en las invaginaciones del ovario y tifien PAS+ (Fig. 191-K).
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FIGURA 19. Morfoanatomia de la columna (A-H) y el ovario (I-K) de Masdevallia striatella documentada con Microscopia Electronica de Barrido y Micros-
copia de Luz. Tinciones: Sudan IV (SIV), Coomassie Brilliant Blue (CBB), Sudan Black B (SBB), Azul de Toluidina (TBO) y Acido Peryédico-Schiff
(PAS). A. Apice de la columna. B. Detalle del rostelo. C. Polinario. D. Capa de la antera. E. Detalle de la caudicula SIV— (ausencia de lipidos). F. Detalle de

la antera CBB+ (presencia de proteinas). G. Rostelo SBB+ (presencia de lipidos) H. Células con nucleo bien definido y presencia de rafidios en el margen de
la columna. I-K. Ovario, con detalle de los tricomas glandulares multicelulares pedunculados PAS+ en la pared externa (J) e invaginaciones (K). Escalas =

20 um (B, H, K), 100 pm (C, D, G, T), 200 pm (A).
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Caracterizacion de goticulas secretadas en el labelo.— Dos de los cuatro extractos analizados resul-
taron positivos para la presencia de aztcares simples en el labelo de Masdevallia striatella (Cuadro
5). Los extractos donde no hubo deteccion de azucares fueron los que incluyeron menor cantidad de
labelos por muestra (n<4). En los dos extractos positivos se detectd la presencia de glucosa y fructosa,
siendo la glucosa la de mayor concentracion (20.25-28.50 mg/100 mL por labelo). No se detecto

presencia de sacarosa en ninguna de las muestras (Cuadro 5).

CUADRO 5. Deteccion de azucares (fructosa, glucosa y sacarosa) en cuatro extractos de Masdevallia striatella aplicando un volumen de inyeccion de 20 pL.

ND = no detectable (<30 mg/100 mL).

Concentracién (mg/100

Extracto ID No. labelos Azucar mL)
Fructosa 81 +11
MS1 6 Glucosa 171 227
Sacarosa ND
Fructosa ND
MS2 1 Glucosa ND
Sacarosa ND
Fructosa 33.6 £4.7
MS3 4 Glucosa 81 +13
Sacarosa ND
Fructosa ND
MS4 3 Glucosa ND
Sacarosa ND

Sistema e indicadores de éxito reproductivo.— Se manipularon 148 flores de Masdevallia striatella,
de las cuales 50 produjeron frutos y 95 no produjeron frutos. Sélo tres de las flores marcadas se
perdieron sin lograr determinar si se formo el fruto. Las flores abortaron en un promedio de 46 dias,
pero sin manipulacion y sin visitacion floral, la antesis puede extenderse en promedio 62 dias. Los
frutos llegan al punto de maduracion e incluso a sus primeros estadios de abscision en un promedio

de 118 dias desde la fecha de manipulacion de las flores (Fig. 20).
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FIGURA 20. Diferentes frutos (capsulas) de Masdevallia striatella mostrando la secuencia de maduracion y dispersion de semillas de los frutos. Notese el

cambio de coloracion en el ltimo estadio cuando ya se han liberado las semillas. No a la misma escala.

El nimero de réplicas y la produccion de frutos por tratamiento se resume en el Cuadro 6.
Hubo formacion de frutos a partir de los tratamientos AUTm, C y EXO, con un éxito reproductivo
mayor al 80% en los tratamientos EXO y AUTm, y menor al 20% en C (polinizacion natural) (Fig.
21), con un indice de auto-compatibilidad de 0,82. No hubo formacién de frutos por AUTa (Fig. 21),
por lo que se descarta que ocurra autopolinizaciéon de manera auténoma, indicativo de una
dependencia de los vectores polinizadores para que ocurra. Tampoco hubo formacion de frutos en el
tratamiento APO (Fig. 21), por lo que se confirma que la formacion de frutos en esta especie so6lo es
posible mediante la union de gametos. Aparte de estos experimentos de cruzamiento, el fruit set

natural en 16 plantas monitoreadas durante 2022 fue en promedio 6.6+13.4%.

CUADRO 6. Resultados de los tratamientos de polinizacion controlada aplicados en Masdevallia striatella (Pleurothallidinae), Reserva Biologica Bosque de
Paz, Costa Rica. Se presentan la proporcion promedio (X), desviacion estindar (DE), error estandar (EE) y namero de réplicas (N) para los tratamientos de
polinizacion aplicados. APO = Apomixis. AUTa = Autopolinizacion auténoma. C = Control (polinizacion natural). EXO = Exocruzamiento. AUTm =

Autopolinizacion manual.

Tratamiento X DE EE N
APO 0 0 0 25
AUTa 0 0 0 34

C 0.18 0.55 0.1 28

EXO 0.79 0.42 0.07 33
AUTm 0.82 0.39 0.07 28

- 48 -



Desarrollo de frutos
00 02 04 06 0.8

| 1 T | 1
APO AUTa C EXO AUTm

Tratamiento

FIGURA 21. Proporcion de frutos de Masdevallia striatella (Pleurothallidinae) desarrollados seglin el tratamiento de polinizacion aplicado en la Reserva
Biologica Bosque de Paz, Costa Rica. APO = Apomixis. AUTa = Autopolinizacion auténoma. C = Control (polinizacion natural). EXO = Exocruzamiento.

AUTm = Autopolinizacién manual.

Se colectaron siete frutos producidos por EXO vy siete frutos producidos por AUTm, de los
cuales abrieron y se colectaron las semillas de seis y cinco, respectivamente. No se colectaron frutos
maduros producidos por polinizacion natural. El peso fresco promedio de los frutos fue de 0.13 gy
de cada uno se tom6 una muestra promedio de 0.0024 g de semillas para la evaluacion de la viabilidad
con Tz (Fig. 22). La proporcion de semillas viables no sigue una distribucion normal (W = 0.78048,
p =0.00521). La viabilidad de las semillas fue en promedio 60+37% en AUTm y 73+34% en EXO,
sin diferencias significativas de la viabilidad de las semillas entre estos tratamientos (W=13, p=0.79).
Sin embargo, hay una mayor variacion (rango intercuartilico) en la germinacion de semillas prove-

nientes de AUTm (Fig. 23).
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FIGURA 22. Semillas de Masdevallia striatella producidas por alogamia y tefiidas con Tetrazolio. Las teiidas de rojo consideradas viables, las no teiidas o

levemente tefiidas de rosado se consideraron no viables. Escala = 1 mm.
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FIGURA 23. Porcentaje de viabilidad de semillas de Masdevallia striatella en frutos producidos por polinizacion cruzada (EXO) y autopolinizacion manual

(AUTm). Se muestra la mediana (linea horizontal), el rango intercuatilico (caja) y los valores minimo y maximo (bigotes).
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VII. DISCUSION

Polinizadores efectivos y potenciales.— Este estudio confirma por primera vez la efectividad de al
menos tres especies de moscas de la familia Lauxaniidae (Diptera) en la remocion y deposicion de
polinarios de M. striatella. Lauxaniidae es una familia de moscas que comprende casi 200 géneros y
subgéneros existentes, y mas de 2100 especies validas en todo el mundo, excepto en la Antartida
(Gaimari & Silva 2020). Se estima que existen unas 500 especies de este género en Costa Rica, siendo
una de las 15 familias de Diptera mas abundantes en Centroamérica (Brown et al. 2009) y de las
cuales aun hay muchas especies sin describir (Gaimari & Silva 2020). Son moscas acaliptradas de
cuerpo robusto que miden entre 2—5 mm de longitud, con coloraciones variables que con frecuencia
presentan manchas, puntos o franjas oscuras. El conocimiento sobre esta familia se centra en estudios
sobre su taxonomia, morfologia y papel ecoldgico de los estadios inmaduros y adultos de algunas
especies conocidas (Brown ef al. 2010, Gaimari & Silva 2020, McAlpine & Wood 1989, Semelbauer
& Kozéanek 2014). Las larvas se desarrollan en la hojarasca, bofiigas, materia en descomposicion,
nidos de aves y otros lugares, donde posiblemente se alimentan de microorganismos como bacterias
y hongos, habitos por los que se infiere que desempefian un papel importante como descomponedores
(Broadhead 1989, Zumbado 2006), aunque también se han reportado algunas larvas fitofagas (Miller
1977). Los adultos frecuentan la vegetacion baja en habitats himedos y semisombreados (McAlpine
& Wood 1989). En muchas especies de varios géneros, las moscas adultas tienen labios modificados
que les permiten alimentarse de hongos filoplanos, mientras otras se alimentan de sustancias liquidas

(Broadhead 1984).

Entre las moscas polinizadoras de Lauxaniidae se identificaron dos especies de Poecilomi-
nettia, una especie de Xenochaetina, ademas de una especie de un género indeterminado considerada
en este estudio como un polinizador potencial. Poecilominettia tiene 74 especies, con mas de la mitad
conocidas o descritas de Barro Colorado en Panama, donde todas las especies coexistentes se alimen-
tan de hongos filoplanos (Broadhead 1989). Xenochaetina esta representado por 15 especies en la
region Neotropical, con sélo dos especies (X. flavipennis y X. pallida) descritas de América Central
y del Sur (Brown et al. 2010). En ambos géneros hay muchas especies cercanamente relacionadas
aun no descritas (Broadhead 1989). Existe un limitado nimero de especies secuenciadas genética-
mente de Lauxaniidae con las cuales comparar las secuencias genéticas generadas para este estudio.
Para Poecilominettia, la referencia se limitada a una sola especie, P. puncticeps, mientras que no hay

secuencias de referencia para Xenochaetina (NCBI 2023). El analisis de similitud genética arrojo
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miembros de la familia Sphaeroceridae, incluyendo la subfamilia Limosininae y el género Rachis-
poda Lioy, el mas diverso de la familia (Brown et al. 2010). Sphaeroceridae esta relacionada filoge-

néticamente con Lauxaniidae, Agromyzidae, Chloropidae y Drosophilidae (Lambkin et al. 2013).

Se han registrado moscas Lauxaniidae visitando flores en especies de Apocynaceae (Cynan-
chum), Celastraceae, Dipterocarpaceae, Euphorbiaceae (Croton), Hamamelidaceae (Disanthus cerci-
difolius), Phyllanthaceae y Rutaceae (Metrodorea) (Mochizuki & Kawakita 2018, citas en Pelotas
2010), asi como en los conos de Gnetum cuspidatum Blume (Gnetaceae, Kato et al. 1995), aunque
en ninguno de estos se confirma su rol como polinizadores efectivos. Las lianas de Gnetum cuspida-
tum tienen estrobilos caulinares cerca del sotobosque que huelen a hongo y tienen néctar (Kato et al.
1995). Los reportes existentes en Orchidaceae se limitan a visitas ocasionales de moscas Lauxaniidae
en especies de Pleurothallidinae como Dracula erythrochaete (Gil-Amaya 2022), D. lafleurii (Endara
et al. 2010), Specklinia spectabilis (Karremans et al. 2015), y Corybas cheesemanii de la tribu Diu-
rideae (Kelly et al. 2013). Sin embargo, los polinizadores efectivos de estas especies pertenecen a la
familia Drosophilidae, con varias especies de moscas micoéfilas del género de Zygothrica que polini-
zan Dracula (Endara et al. 2010, Gil-Amaya 2022) y varias especies cercanamente emparentadas de
Drosophila que polinizan las especies del complejo de Specklinia endotrachys, en el que se incluye
S. spectabilis (Karremans et al. 2015b). En el estudio de Corybas cheesemanii, Lauxaniidae fue de
las familias de dipteros mas abundantes en los tratamientos y las flores, pero son muy grandes para
ingresar por la abertura de las flores, y mas atn, ninguno de los dipteros se vio cargando polinarios

(Kelly et al. 2013).

Aparte de los lauxanidos, al menos cinco especies de Drosophila (Diptera: Drosophilidae)
visitan M. striatella. Drosophilidae es sin duda una familia importante en la polinizacion de especies
de Masdevallia, con diferentes especies de Drosophila que polinizan M. bicolor, M. calura, M. de-
missa, M. floribunda, M. fonsecae 'y M. infracta (Cuervo Martinez 2012, Karremans & Diaz-Morales
2019) y al menos dos especies de Zygothrica que polinizan M. floribunda y M. tuerckheimii (Lipinska
et al. 2019). De hecho, tres especies de Drosophila que visitan M. striatella estan cercanamente em-
parentadas con especies polinizadoras de M. calura y Diodonopsis erinacea (Fig. 10). Aunque nin-
guna Drosophila se observo cargando polinarios de M. striatella, no se descartan como polinizadores
potenciales por su comportamiento similar al de los lauxanidos, pero es probable que existan aspectos

morfométricos por los que no remueven polinarios efectivamente.
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Morfoldgicamente, los miembros de Drosophilidae pueden confundirse con los lauxanidos
mas pequefios y amarillentos, diferenciandose inicamente por la ausencia de vibrisas y la cara escle-
rotizada y concava en el medio (vs. la presencia de vibrisas y la cara menos esclerotizada y mas
membranosa en Drosophilidae) (Zumbado 2006). Lauxaniidae y Drosophilidae también pueden con-
fundirse con Agromyzidae, Chloropidae, Ephydridae y Sciomyzidae, entre otros, siendo requerida
una observacion detallada para identificarlos correctamente (Zumbado 2006). Esto refleja la necesi-
dad de estudiar detalladamente los visitantes florales para evitar confundir familias morfolégicamente
similares y asi conocer la verdadera diversidad de polinizadores en Masdevallia, y mas alla, Pleu-

rothallidinae.

Otros visitantes florales.— Segin su interaccion con las flores, el resto de visitantes florales podrian
ser categorizados como depredadores de flores (i.e. florivoros como las babosas y larvas de lepidop-
teros), depredadores de los polinizadores o antipolinizadores (i.e. arafias) o ladrones de néctar (i.e.
mosquitos y abejones). La mayoria de estos aprovechan los recursos que la orquidea ofrece, sin dejar
como retribucion la polinizacion. Estas interacciones son antagonistas para la planta, ya que provocan
la disminucion los recursos disponibles para los polinizadores efectivos. Sin embargo, desde el punto
de vista de estos visitantes, esta especie de orquidea representa una fuente de tejidos nutritivos con
contenido de proteinas, lipidos, polisacaridos, ademas de néctar. Para lograr una compensacion entre
las interacciones positivas y negativas, es posible que haya adaptaciones relacionadas con la biologia
floral, la fenologia, la longevidad de las flores y el tiempo de emision de la fragancia y su composicion

quimica (Nunes et al. 2016).

Micromorfologia e histologia del perianto.— La gran diversidad de glandulas encontradas en el pe-
rianto de M. striatella puede significar diversos sitios de liberacion de volatiles en las flores, tal cual
ha sido reportado en otras especies de Orchidaceae (Bogarin et al. 2018, Gil-Amaya 2022, Vogel
1990). Se encontrd una concentracion de estomas en ambas superficies de las colas sepalinas, mas
abundante en la region abaxial, con acumulacion de ceras (Fig. 14D, G) y polisacaridos (Fig. 14F,H)
en sus células guarda, ademas de claros espacios aéreos subepidérmicos (camaras subestomaticas,
Fig. 14H). Los estomas en las flores de otros Pleurothallidinae se han relacionado con la liberacion
de compuestos volatiles (e.g. Acianthera, de Melo et al. 2010) y la secrecion de néctar (e.g. complejo
de Specklinia endotrachys, Karremans et al. 2015b) a través de los poros estomaticos. En Dracula
erythrochaete, los estomas en ambas superficies de las colas sepalinas cumplen una funcion osmofo-
rica evidenciada por una densa tincidon NR+y la acumulacion de polisacaridos y lipidos en sus células

guarda (Gil-Amaya 2022). Al contrario de D. erythrochaete, los estomas de M. striatella no presen-
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taron una reaccion NR+ evidente. La tincion NR+ se ha empleado para localizar regiones con activi-
dad secretora u osmoforica, asi como la presencia de almidon en estructuras epidérmicas ha sido
considerada una fuente de energia y carbono para la sintesis de sustancias volatiles (Vogel 1990). Las
sustancias lipofilicas que contienen aceites esenciales, acidos grasos y triglicéridos también se liberan
a través de los osmoforos (Dudareva & Pichersky 2006, Vogel 1990). Aunque no se descarta, es
necesario recopilar mayor evidencia para confirmar el papel osmoforico de los estomas de las colas
sepalinas de M. striatella. También podrian representar una sefial visual para su avistamiento por
parte de las moscas, como se ha sugerido anteriormente para Masdevallia (van der Cingel 2001, Vogel
1990) y se ha comprobado en Dracula (Gil-Amaya 2022). Mas atin, dada su coloracion verdosa (en
la poblacion estudiada), la presencia de células de tipo mesofilo bajo la superficie epidérmica (Fig.
14E-F) y la presencia de cloroplastos en las células oclusivas de sus estomas (Fig. 14QG), existe la
posibilidad de que las colas sepalinas de M. striatella tengan capacidad fotosintética. La fotosintesis
extrafoliar es considerada una estrategia importante para la adquisicion de carbono adicional en plan-
tas (Aschan & Pfanz 2003, Henry ef al. 2020) y ha sido evaluada s6lo en unas pocas especies de
Orchidaceae (Antflinger & Wendel 1997, Dueker & Arditti 1968). Las estructuras reproductivas po-
drian obtener hasta el 60% de su requerimiento total de carbono a partir de su propia fijacion de CO»
(Aschan & Pfanz 2003), lo cual representaria una fuente local de energia y azucares para el soporte
de la larga antesis observada en M. striatella. Se requieren estudios fisiologicos para probar esta hi-

potesis.

El perianto de Masdevallia striatella ademas incluye una variedad de tricomas papilares y
glandulares en los sépalos, los pétalos y el labelo. En los sépalos, los tricomas glandulares de la su-
perficie abaxial y las papilas de la superficie adaxial también muestran una densa reaccion NR+,
acumulacion de almidon, proteinas y lipidos indicativos de actividad osmoforica. Tricomas glandu-
lares con diversas morfologias, pero similares en su distribucion, se han documentado en especies de
Acianthera, Anathallis, Echinosepala, Octomeria, Phloeophila, Specklinia y Zootrophion (Cardoso-
Gustavson et al. 2014, Karremans et al. 2015a,b). Estos fueron categorizados como coléteres por
Cardoso-Gustavson et al. (2014) y propuestos como una sinapomorfia de la subtribu Pleurothallidinae
por Arévalo-Rodrigues et al. (2022). Entre sus posibles funciones se incluyen la proteccion contra
microrganismos, la prevencion de la herbivoria y la lubricacion de los tejidos meristematicos (Car-
doso-Gustavson et al. 2014, Arévalo-Rodrigues et al. 2022). También se ha propuesto que tienen
actividad osmoforica (Arévalo-Rodrigues ef al. 2022), 1o es apoyado por este estudio con M. striatella
dada la densa reaccion NR+ de estos tricomas glandulares y la acumulacion de polisacaridos y pro-

teinas en su cabeza globular (Fig. 13—14). Una de las caracteristicas mas evidentes de estas estructuras
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es la presencia de una serie de proyecciones similares a hilos recubriendo la cabeza del tricoma (sec-
cion glandular) y extendiéndose sobre la epidermis de M. striatella (Fig. 13A—C). Hilos similares en
glandulas presentes en los frutos de Acianthera fenestrata (Barb.Rodr.) Pridgeon & M.W.Chase y
Anathallis obovata (Lindl.) Pridgeon & M.W.Chase se han considerado secreciones mucilaginosas
que pueden actuar como un medio para la penetracion de hifas fingicas que promuevan la germina-
cion de las semillas (Cardoso-Gustavson et al. 2014). Sin embargo, la penetracion de hifas no ha sido
atn documentada ni hay pruebas sobre la invasion de hongos micorricicos en semillas de orquideas
antes de la apertura del fruto (M. Fernandez comm. pers. 2023). Es posible que dicha formacion
reticulada se deba al proceso de deshidratacion que sufrieron las muestras para MEB. Se requieren
analisis fisicoquimicos para determinar la composicion de estos hilos en los tricomas de M. striatella
y su funcion en las diferentes areas donde se distribuyen (sépalos, paredes externas e invaginaciones
del ovario y frutos). En los pétalos hay tricomas glandulares de dos células parecidos en morfologia
a coléteres documentados en Dracula (Gil-Amaya et al. 2022), pero no se logro recopilar imagenes

histologicas que permitan una interpretacion fundamentada de su posible rol.

Las papilas conicas y con forma de domo distribuidas a lo largo de la lamina de los sépalos
de M. striatella también reaccionaron NR+ y tienen contenidos proteicos y lipidicos (Fig. 12). Estas
podrian ser responsables de una atraccion quimica de cercano alcance para la atraccion de las moscas
hacia la superficie adaxial de los sépalos, junto con la sefializacion visual que ejerce la venacion de
los sépalos. Por otra parte el callo apical del labelo se conforma de papilas con forma de dedo densa-
mente agrupadas (Fig. 17A,G) con gran acumulacion de proteinas (Fig. 18E—-F). Esta también se con-
sidera un area secretora responsable del posicionamiento del insecto sobre el labelo, de la mano con
la coloracion amarilla del callo como sefializacion visual. El surco aplanado central que se extiende
a través de la lamina del labelo donde se concentran las tres venas se considera una guia de néctar
hacia las papilas unicelulares alargadas y semi-aplanadas de la porcion central basal de la lamina.
Alli, la acumulacion de un exudado azucarado compuesto de glucosa y fructosa sugiere que existe un
nectario del tipo papilar unicelular. Se han descrito papilas con funcién osmoforica en varias especies
de Acianthera (de Melo et al. 2010), mientras que la presencia de nectarios sobre el labelo ha sido
reportada en otras especies de Pleurothallidinae, particularmente en los géneros Acianthera, Anatha-
llis, Octomeria y Stelis (Arévalo-Rodrigues et al. 2022, Borba & Semir 1998, 2001, Dressler 1993,
van der Pijl & Dodson1966). También se han reportado la secrecion de néctar en los sépalos y labelos
de especies de Bulbophyllum (Stpiczynska et al. 2018), género de la subtribu Dendrobiinae también

polinizado por moscas y que muestra grandes convergencias con Pleurothallidinae. Papilas longitu-
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dinalmente alargadas idénticas a las encontradas en el labelo de M. striatella se han reportado cu-
briendo casi toda la superficie del labelo en M. infracta, categorizadas por los autores como osmofo-
ros, aunque con evidencia limitada (Arévalo-Rodrigues et al. 2022). A través de los procedimientos
histolégicos aplicados en el presente estudio, se puede descartar la presencia de proteinas, polisaca-
ridos insolubles y lipidos en el interior de estas papilas, pero no se logré probar la presencia de azu-

cares, por lo que no se pueden descartar otras posibles funciones para estas estructuras.

Finalmente, los pétalos son estructuras pequefias pero complejas que tienen una organizacion
celular ordenada y bastante geométrica que podria estar proporcionando estabilidad mecanica. Las
grandes cantidades de rafidios en los margenes de los pétalos también se han relacionado con una alta
estabilidad estructural, sin embargo, se les ha atribuido tipicamente una funcion de defensa contra la
florivoria. Dicha estabilidad podria ser responsable de mantener a los polinizadores alineados mien-
tras estan en el interior de la flor, entre el labelo y la columna. La presencia de estomas también se
evidencio en el envés de los pétalos de M. striatella (Fig. 16G—H), similar a lo que se ha documentado
en el envés de los pétalos de Myoxanthus hirsuticaulis (Karremans & Vieira Uribe 2020), pero se

requiere mayor evidencia antes de proponer una posible funcion para los estomas de los pétalos.

Mecanismo y sindrome de polinizacion.— Masdevallia striatella sigue un mecanismo de poliniza-
cion ‘masdevalliforme’ (Karremans & Diaz-Morales 2019). Para que ocurra polinizacion, las moscas
son atraidas a larga distancia a través de olores emitidos por osméforos, mientras que para el aterrizaje
en las flores probablemente intervienen también sefiales visuales. El indumento heterétrico de M.
striatella presenta varias zonas con actividad secretora y patrones de coloracion con guias de néctar
(i.e. las venas moradas del perianto). Una vez que las moscas aterrizan en las flores, el comporta-
miento alimenticio de extender la proboscide repetidamente sobre el tejido de los sépalos y el labelo,
asi como las moscas excretando un liquido amarillento similar a orina, es evidente. Oportunamente,
las moscas deben posarse sobre el labelo articulado y mévil, siendo el callo papiloso del apice —de
color amarillo y rico en proteinas— un estimulo visual y quimico para atraer a las moscas hacia esta
porcion de la flor. Las venas moradas en el surco central liso del labelo funcionan como guias de
néctar que conducen a los insectos hacia la porcion donde el néctar se acumula. Las cavidades con-
cavas en la base del labelo podrian estar acumulando el néctar y ser un atrayente visual de color
amarillo brillante que mantienen la atencion de las moscas. Alli permanecen extendiendo la probos-
cide sobre el néctar mientras su escutelo esta en contacto directo con la columna (Fig. 6). Una vez
consumida la reserva de néctar, las moscas retroceden para salir de la flor y el escutelo se llena del
viscario pegajoso del rostelo al que luego se adhieren las caudiculas del polinario, dandose la remo-

cion. Durante la deposicion del polinario, la liberacion de las moscas resulta mas complicada porque
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la columna pegajosa actua como una trampa a la que las moscas quedan atrapadas por un periodo de
tiempo mas largo. Algunas logran zafarse al sostenerse del labelo movil, otras no lo logran y mueren
atrapadas. Este tipo de “trampa” es generalizado en el mecanismo ‘Masdevalliforme’ (Karremans &
Diaz-Morales 2019) y puede apreciarse también en videos de eventos de polinizacion en Dracula 'y

Specklinia (Karremans 2023).

El perfil aromatico de M. striatella es del tipo fermentado, con la presencia de acido butirico
y acido isovalérico (Kaiser 1993) que son acidos grasos de cadena corta (AGCC) o acidos grasos
volatiles (AGV) cominmente producidos a partir de procesos de fermentacion que lleva a cabo la
microbiota del colon en mamiferos (Garcia Peris & Velasco Gimeno 2007, Summers & Kimby 2023).
El 4cido butirico es uno de los AGCC lineales producidos mediante la fermentacion sacarolitica de
polisacaridos complejos en el colon (Garcia Peris & Velasco Gimeno 2007, Summers & Kimby 2023)
y son aprovechados por el epitelio intestinal como substrato energético para mantener su integridad
y funcién (Vergara & Gonzalez Sanchez 2017). Se generan en el metabolismo del piruvato por la
oxidacion de la glucosa a través de la via glucolitica de Embden-Meyerhof (Garcia Peris & Velasco
Gimeno 2007). Poseen varios efectos beneficiosos locales y sistémicos, como favorecer la motilidad
del colon, el metabolismo de los lipidos y la glucosa, la regulacion de la presion arterial, asi como
propiedades antiinflamatorias (Summers & Kimby 2023). Al contrario, el acido isovalérico es uno de
los AGCC ramificados que se producen mediante fermentacion proteolitica que produce derivados
nitrogenados como aminas, amonio y compuestos fendlicos que se consideran nocivos para el intes-
tino (Garcia Peris & Velasco Gimeno 2007). Curiosamente, hay muchas similitudes relevantes entre
los intestinos de los mamiferos y las moscas Drosophila como modelo (Martorell et al. 2014), con
vias de sefalizacion muy conservadas en lo que respecta al desarrollo, la regeneracion y la enferme-
dad intestinal (Zhai et al. 2022). No cabe duda de que M. striatella explota la respuesta innata de los
visitantes y polinizadores a este tipo de AGV, pero la razon especifica por la que las moscas son
atraidas por estos es una incognita y se requerira de experimentos futuros para tratar de responderla.
De vuelta a las flores, segun el tipo de fermentacion que los produce, se hipotetiza que el acido buti-
rico se libera en el nectario del labelo de M. striatella donde hay glucosa y fructosa. Esto apoyaria la
doble funcion (osmoforica y nectarifera) de esta region del labelo y podria relacionarse con la nece-
sidad de captar productos fisiologicamente beneficiosos para las moscas. El acido isovalérico podria
liberarse en las porciones donde hay glandulas ricas en proteinas y cuerpos lipofilicos (e.g. las papilas

con forma de domo en la base del labelo).

Las moscas, en términos generales, tienen quimiosensores de largo alcance (situados en las

antenas) que son abundantes y receptivos a muchos olores florales, ademas de receptores gustativos
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(quimiosensores de contacto, en las piezas bucales y en las patas) que estan muy sintonizados con la
deteccion de sacarosa y/o glucosa (Willmer 2011). Se sabe que muchos lauxanidos se alimentan de
hifas fiingicas, un material alimenticio autorregenerador que se dispersa uniformemente en el espacio
y el tiempo, mientras otros se alimentan de sustancias liquidas (Broadhead 1984, 1989). Este estudio
suma al conocimiento de la historia natural de las especies de Poecilominettia y Xenochaetina, con
la documentacion de machos y hembras que activamente se alimentan de los recursos florales (néctar,
proteinas y lipidos) de M. striatella y son efectivos en la transferencia del polinario. Las hembras y
machos de Drosophila que visitan las flores también se benefician del néctar, pero en este estudio no

fueron efectivos en la remocion y deposicion de polinarios.

Si bien hay moscas de ambos sexos de Lauxaniidae y Drosophilidae visitando las flores de
M. striatella, no ocurre la agregacion de estas y no hay evidencia de comportamientos sociales de
cortejo ni de copula en las flores, contrario a lo que se ha observado en otras especies relacionadas.
Por ejemplo, en las flores de M. floribunda, M. tuerckheimii y su hibrido M. floribunda % tuerckheimii,
se congregan moscas polinizadoras de ambos sexos de al menos dos especies de Zygothrica, con la
posibilidad de que ocasionalmente copulen en las flores (Lipinska et al. 2019). En Dracula erythro-
chaete, que imita hongos agaricales para la atraccion de varias especies de Zygothrica micofilas, tam-
bién ocurre la congregacion de individuos de ambos sexos de varias especies y ocasionalmente se dan
los comportamientos de cortejo y de copula (4% del tiempo que interactfian libres en las flores) (Gil
Amaya 2022). En Specklinia hay feromonas de agregacion que atraen a hembras y machos de varias
especies de Drosophila que ocasionalmente copulan en las flores (Karremans ef al. 2015b). Ademas
de que las moscas se observaron solitarias en las flores de M. striatella, tampoco se observaron hem-
bras dipteras ovipositando. El tnico evento de este tipo que fue documentado fue el de una hembra
de Xenochaetina sp. que deposité un huevo sobre el labelo mientras estaba atrapada en la columna y
era devorada por hormigas (Fig. 8); sin embargo, este fue un evento aislado y se considera una res-
puesta innata de supervivencia ante un evento de depredacion. Sumado a esto, no hubo evidencia de
la puesta de huevos por parte de hembras de Poecilominettia, por lo que no hay engafio por sitio de
oviposicion que actie sobre los lauxanidos. En los sépalos y el labelo de M. striatella ocasionalmente
se encontraron huevos morfologicamente similares a los huevos de Drosophila ilustrados en la lite-
ratura (Horne-Badovinac 2020, Pyrowolakis et al. 2017). Elegir donde poner los huevos es un com-
portamiento complejo que depende de multiples modalidades sensoriales (Dweck et al. 2013). Un
estudio en Drosophila sugiere que existe una preferencia ancestral por olores de frutos citricos para
la puesta de los huevos, que se deriva de la necesidad de escapar del parasitismo de avispas endopa-

rasitoides (Dweck et al. 2013). En Dracula erythrochaete se encontraron avispas visitando las flores,

-58-



lo que se considerod un factor que evita que las hembras de Zygothrica ovipositen en estas flores (Gil-
Amaya 2022). Las avispas son probablemente los visitantes no dipteros méas comunes de las flores de
Pleurothallidinae (Karremans & Diaz Morales 2019), pero no visitan M. striatella a pesar de la pre-
sencia de néctar en el labelo. La ausencia de avispas como visitantes florales de M. striatella podria
ser una de las razones por las cuales ocasionalmente las Drosophila ovipositan, pero es necesario
investigar si los componentes del perfil aromatico de M. striatella son efectivos para repeler a estas

avispas endoparasitoides.

En resumen, este estudio no proporciona evidencia para apoyar la hipotesis de que la polini-
zacion en M. striatella esta ocurriendo mediante una via de engafio por sitio de oviposicion que actie
sobre los polinizadores efectivos. Tampoco sugiere ser un engafio alimenticio porque las flores de M.
striatella ofrecen productos metabolicos de valor, es decir, de los cuales las moscas pueden obtener
energia y mejorar su fitness. El néctar es la recompensa mas buscada por las moscas, muchas de las
cuales dependen de la energia que proporciona para volar y, a menudo, tiene otros beneficios nutri-
cionales, como el contenido de aminoacidos, proteinas, lipidos y vitaminas (Zumbado 2006, Wood-
cock ef al. 2014). Ademas, las sustancias proteinicas y lipidicas del perianto pueden considerarse
recompensas que los polinizadores pueden recolectar con sus proboscides, representando un sistema
mutualista entre las flores y las moscas. Mas atn, la presencia de colores blanco, crema, o verde-
amarillento en las flores, la apertura de las flores durante el dia, la presencia de guias de néctar y la
produccion de néctar expuesto a alta concentracion y bajo volumen se relacionan con la miofilia
(Willmer 2011). A pesar de que el aroma de las flores de M. striatella pueda resultar algo (no muy)
desagradable para el olfato humano, se considera que esta especie tiene mas caracteristicas asociadas
a la miofilia que a la sapromiofilia, siendo la primera especie de Masdevallia en la que la polinizacion
por recompensa es evidenciada. Esto es contrario a lo que se ha propuesto anteriormente para el gé-
nero (Ackerman 2023) y es necesario investigar si otras especies de Masdevallia ofrecen néctar como

recompensa.

Sistema reproductivo.— Masdevallia striatella resulto ser altamente auto-compatible en la poblacion
de estudio; sin embargo, no hay mecanismos que promuevan la autofecundacion de manera auto-
noma. La autofecundacion puede reducir la diversidad genética de las poblaciones y aumentar la tasa
de extincion de las especies, razon por la cual algunas de ellas han desarrollado mecanismos para
evitar la autopolinizacion y promover la polinizacion cruzada (i.e. la auto-incompatibilidad) (Zang et
al. 2021). A pesar de esto, en la familia Orchidaceae predomina la auto-compatibilidad y existen
mecanismos que promueven la autopolinizacion, por ejemplo, cuando el polinario se cae o se desin-

tegra al final de una antesis larga en donde no ha ocurrido polinizacion (van der Pijl & Dodson 1969)
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o por la capacidad del estipite de doblarse permitiendo a los polinios superar la barrera del rostelo y
alcanzar el estigma (Ke-Wei et al. 2006). Seglin la mas reciente revision sobre las estrategias repro-
ductivas en Orchidaceae, la auto-compatibilidad en la subtribu Pleurothallidinae estd presente en al
menos 44 especies de Acianthera, Dracula, Echinosepala, Lepanthes, Lepanthopsis, Masdevallia,
Muscarella, Octomeria, Pabstiella, Platystele, Pleurothallis, Pleurothallopsis, Restrepia, Specklinia,
Stelis y Zootrophion, asi como en un género de la subtribu hermana de Pleurothallidinae, Dilomilidi-
nae (Ackerman et al. 2023), mientras que otras especies son auto-incompatibles (Ackerman et al.
2023, Borba et al. 2001b). Los reportes de auto-compatibilidad en Masdevallia incluyen M. infracta
(Borba et al. 2011), asi como M. coccinea 'y M. ignea en las que la autofecundacion tampoco ocurre
de manera autéonoma (Cuervo Martinez 2012). Masdevallia striatella representa entonces el cuarto

caso confirmado de auto-compatibilidad en el género.

La autogamia se ha considerado una estrategia de aseguramiento reproductivo ante la limita-
cion de polinizadores en Orchidaceae (Darwin 1862, Cozzolino & Widmer 2005). Sin embargo, no
hay mecanismos de autofecundacion auténomos en M. striatella y mas bien hay algunos mecanismos
que podrian estar promoviendo la polinizacion cruzada: el rostelo es prominente, separando fisica-
mente la antera del polinario (i.e. hercogamia), mientras que el polinario es bastante compacto y no
sufre deformaciones o cambios de posicion durante la antesis. A la remocion del polinario junto con
la capa de la antera se le conoce como retencion de la antera, el cual es un mecanismo que se ha
observado en otras especies de Pleurothallidinae y que se ha relacionado con evitar la geitonogamia
y promover la polinizacion cruzada (Pansarin et al. 2016). Sin embargo, se requieren mas observa-
ciones para determinar el tiempo promedio que la antera permanece sobre el polinario adherido al
cuerpo de las moscas, y mas aun, determinar si este mecanismo es efectivo cuando las moscas se
desplazan entre diferentes flores de una misma planta. Dado el comportamiento de las moscas poli-
nizadoras, que entran y salen de las flores en una misma visita y pueden visitar varias flores de un
mismo parche, se hipotetiza que la auto-compatibilidad en M. striatella promueve la geitonogamia.
En otras poblaciones de la misma especie, la floracion ocurre masivamente y las plantas forman clo-
nes (i.e. Cerros de la Carpintera), lo que también podria propiciar la geitonogamia (Cascante-Marin

comm. pers. 2023).

Por otro lado, la polinizacion natural de M. striatella fue baja (16—18%). Un bajo éxito re-
productivo se ha visto en otras especies que ofrecen néctar (e.g. las especies del complejo Specklinia
endotrachys, donde menos del 10% de las flores desarrollan fruto en la naturaleza, Karremans ef al.
2015). Es posible que la abundancia de los polinizadores sea baja o haya competencia con otras es-

pecies. Sin embargo, esto puede compensarse con la produccion masiva de flores que ofrecen néctar,
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la geitonogamia y un numero grande de semillas por fruto que son altamente viables tanto por aloga-
mia como por autogamia. Al ser una especie de amplia distribucion ecologica y altitudinal (Oses Salas
2017), se espera que tener una estrategia reproductiva flexible le permita a M. striatella beneficiarse
de una composicion de visitantes florales variable entre diferentes poblaciones y comunidades. Exis-
ten estudios ecologicos y evolutivos que demuestran que las interacciones entre plantas y polinizado-
res o0 antagonistas varian en tiempo y espacio segun los patrones geograficos (Thompson 2005, Thom-
pson & Fernandez 2006). A partir del presente estudio, se considera que M. striatella es una especie

modelo idonea para profundizar en las interacciones y adaptaciones evolutivas del género.
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VIII. CONCLUSIONES

Masdevallia striatella es una especie miofilica que tiene osmoforos para la atraccion a larga
distancia, sefales visuales como guias de néctar y néctar como recompensa. Esto es contrario a la
polinizacion por engafio que se ha generalizado en el género (Ackerman et al. 2023). Los poliniza-
dores efectivos pertenecen al menos a tres especies en los géneros Xenochaetina 'y Poecilomilettia de
la familia Lauxaniidae (Diptera), lo que amplia el conocimiento sobre los polinizadores en Pleu-
rothallidinae y también aporta al conocimiento sobre la historia natural de este grupo de moscas. Un
estudio taxondmico preciso y oportuno de estas especies es esencial para conocer la verdadera diver-
sidad de especies polinizadoras de Masdevallia, y asi entender mejor la evolucion de los sistemas de

polinizacion y las variaciones morfologicas en Pleurothallidinae.

Este estudio también aporta al conocimiento de la diversidad de glandulas y componentes de
la biologia floral en Masdevallia, con varias superficies del perianto que muestran actividad secretora
y contenidos que varian entre proteinas, lipidos, polisacaridos insolubles y azticares simples. Por otra
parte, se plantea la hipotesis de que los estomas de los sépalos y pétalos pueden llevar a cabo fotosin-
tesis extrafoliar como estrategia para la adquisicion de carbono adicional para los tejidos reproducti-
vos y la produccion de los volatiles. La relacion entre el acido butirico y el acido isovalérico con las
moscas polinizadoras es una incognita cuya investigacion futura podria dilucidar datos interesantes
sobre la fisiologia de estas moscas. Aunque se desconocen los polinizadores efectivos de otras espe-
cies con estos mismos componentes volatiles en sus perfiles aromaticos (M. caesia, M. elephanticeps
y M. tridens sensu Kaiser 1993), se hipotetiza que su mecanismo de polinizacion es semejante al de

M. striatella.

Finalmente, M. striatella es altamente auto-compatible pero incapaz de autofecundarse auto-
nomamente y existen mecanismos que posiblemente evitan la autopolinizacion (i.e. la presencia de
un rostelo prominente y la retencion de la antera). Ademas, Masdevallia striatella produce frutos en
un plazo relativamente corto, sin diferencias entre la viabilidad de las semillas seglin su origen (i.e.
alogamia o autogamia). Por lo anterior, se propone M. striatella como especie modelo para futuros
estudios ecologicos, evolutivos y geograficos. Adicionalmente, se plantea la necesidad de explorar el
sistema reproductivo de mas especies de Masdevallia, cubriendo diferentes clados para comprender
mejor la evolucion de estas estrategias reproductivas en este género hiperdiverso y determinar si estan

relacionadas con las altas tasas de diversificacion.
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