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RESUMEN

Tillandsia heterophylla E. Morren y T. macropetala Wawra son dos especies de bromelias
epifitas que habitan en el bosque mesofilo de montafia y acahuales del centro de Veracruz.
Ambas especies tienen caracteristicas florales que se asocian tipicamente a polinizadores
nocturnos, pero sus antesis son crepusculares y se prolongan durante toda la noche hasta el
siguiente dia, lo que también ofrece la posibilidad a visitantes diurnos de polinizarlas.
Informacion previa sobre el néctar de ambas especies indica que la composicion de
azucares disueltos y la concentracion de los mismos son las esperadas en bromelias
polinizadas por murciélagos. Las hipétesis fue que los visitantes florales, en particular los
murciélagos, serian los polinizadores efectivos. Para determinarlo, se realizaron
observaciones directas de visitantes diurnos, grabaciones con camara infrarroja de
nocturnos y trampeo con redes de niebla. Se determiné el sistema reproductivo de las
bromelias y la efectividad de visitantes mediante experimentos de exclusion de
polinizadores. Ademas, se estudid el néctar, la duracién de la receptividad del estigma y de
la presentacion del polen. T. heterophylla es una especie autocompatible, que no presenta
diferencias en el nimero de semillas por fruto producidas por visitas de animales diurnos o
nocturnos. Por el contrario T. macropetala, aunque también autocompatible, sélo produce
frutos por las visitas de animales nocturnos. En ambas bromelias, el murciélago Anoura
geoffroyi fue el visitante mas frecuente, seguido por colibries e insectos, pero en el caso de
T. macropetala, este murciélago constituye el Unico polinizador. Ampliar la antesis a un
horario diurno le ha brindado a T. heterophylla nuevos polinizadores, sin embargo, la vida
funcional de la flor se inicia en la noche, por lo que los polinizadores nocturnos
probablemente tengan mayor efectividad en la polinizacién. Para T. macropetala, los
visitantes diurnos representan ladrones de néctar, pero es posible que los cambios en la
abundancia y conducta de los visitantes, en el tiempo y en el espacio, modifiquen su
efectividad en la polinizaciéon. Se requiere el realizar estudios mas largos en otras
localidades donde estas especies habiten, utilizando distintos indicadores del éxito

reproductivo para evaluar de forma mas apropiada la efectividad de la polinizacion.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL



1 INTRODUCCION

Las plantas con flor, 0 angiospermas, utilizan distintos sistemas para lograr su reproduccion
sexual, misma que se inicia con la polinizacion. Esta es la transferencia del gametofito
masculino (el polen) al estigma de la flor (Kearns e Inouye 1993), y la biologia floral
implica “como las flores funcionan para promover la polinizaciéon y el apareamiento”
(Lloyd y Barret 1996). El sistema reproductivo de una planta (todos los aspectos de la
expresion sexual que afectan la contribucidn genética a la siguiente generacion; Kearns e
Inouye 1993) estd determinado por dos componentes: la expresion sexual (la presencia de
las funciones masculinas y femeninas en una flor y/o individuo) y el sistema de
apareamiento (el grado de autoincompatibilidad o el nivel de entrecruzamiento; Quesada
et al. 2009).

Los sistemas de polinizacion de las angiospermas varian, pero en general, la mayoria usa
animales como vectores de polen (Wilmer 2011). La ecologia de la polinizacion estudia
todos los procesos que intervienen en ésta (Carranza-Quiceno y Estévez-Varon 2008),

incluyendo la identidad de los distintos polinizadores.

Los sindromes de polinizacién son un conjunto de caracteristicas florales que se
consideran adaptaciones para atraer y emplear a distintos animales como polinizadores
(Faegri y van der Pijil 1979; Fenster et al. 2004; Fumero-Caban y Meléndez-Ackerman
2007; Schmid et al. 2011a; Wilmer 2011). Tradicionalmente, estas caracteristicas han sido
usadas para inferir los polinizadores de las flores, pero en la actualidad se ha cuestionado su
utilidad (ver Wilmer 2011). No todos los visitantes florales (en su término mas amplio,
cualquier animal que llegue a la flor; Schmid et al. 2011b) pueden ser polinizadores
legitimos, es decir, aquellos que llevan a cabo la polinizacién al visitar la flor (Wilmer
2011). Por esto, es importante discernir cual es la efectividad de los distintos visitantes

florales. La efectividad en la polinizacién se entiende como una medida de la contribucién



de la visita de un visitante a la reproduccion de la planta (Kearns e Inouye 1993; Fumero-
Caban y Meléndez-Ackerman 2007).

Bromeliaceae es una familia botanica que se encuentra casi exclusivamente en el
Neotrdpico (excepto por Pitcairnia feliciana, que es africana). Segun Givinish et al. (2011),
la familia posee cerca de 3,140 especies en 58 géneros, y cerca del 50% de estas especies
son de habito epifito (Benzing 2000). Las epifitas es un grupo conformado por organismos
cuyo ciclo de vida se desarrolla integramente sobre o dentro de los tejidos muertos
exteriores de otras plantas, sin obtener agua o nutrientes de tejidos vivos (Slak 1976;
Benzing 1990). En esta familia predomina la polinizacion de animales, particularmente por
aves (Ornitofilia; Carranza-Quiceno y Estévez-Vardn 2008), pero también se ha reportado
la polinizacion por murciélagos y una variedad de insectos, e incluso existen taxa
autbgamos (Gardner 1986; Till 1992; Kessler y Kromer 2000; Van Dulmen 2001). En la
region central de Veracruz se localizan tres géneros pincipales de bomelidceas epifitas:
Aechmea, Catopsis y Tillandsia (Hietz y Hietz-Seifert 1994; Espejo-Serna et al. 2005).
Tillandsia es el género mas diverso, con 91 especies, de éstas, 12 son endémicas del estado.
Veracruz ocupa el tercer lugar en riqueza de especies del género después de Oaxaca y
Chiapas (Espejo-Serna et al. 2004).

Las investigaciones ecoldgicas en las bromelias epifitas se ha centrado en aspectos de
ecologia de poblaciones y de distribucion, pero los aspectos reproductivos y la interaccion
con otras especies (incluyendo los polinizadores de bromelias no ornit6filas) son menos
conocidas (Carranza-Quiceno y Estévez-Vardn 2008). Ademas, la informacion sobre los

sistemas reproductivos en esta familia ain es escaza (pero ver Matallana et al. 2010).

Tillandsia heterophylla E. Morren y Tillandsia macropetala Wawra son dos especies de
bromelias epifitas, del complejo Tillandsia viridiflora, que se localizan en el bosque
mesofilo de montafia (BMM) y en ambientes perturbados de la region central de Veracruz.

La bromelia T. heterophylla ha sido estudiada en trabajos de distinta indole. Por ejemplo,

algunos trabajos la incluyen en inventarios floristicos (Hietz y Hietz-Seifert 1995; Espejo-
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Serna et al. 2004; Garcia-Franco et al. 2008; Garcia-Franco y Toledo-Aceves 2008), guias
y estudios taxondmicos (Espejo-Serna et al. 2005; Stefano et al. 2007; Cach-Pérez 2008;
Kromer et al. 2012), reportes de fauna asociada a esta especie (Larson y Frank 2000;
Herndndez-Sanchez y Garcia-Franco 2006; Flores-Palacios y Valencia-Diaz 2007), pero
hasta ahora no se ha estudiado su biologia floral, y en particular la ecologia de la
polinizacion (la fenologia, antesis, fauna de visitantes, etc.).

Recientemente, con el trabajo de Kromer et al. (2012), se ha distinguido a T. macropetala
como una especie diferente a T. viridiflora (Beer) Baker, con la cual es simpatrica. Por lo
anterior, las citas de trabajos con T. viridiflora en realidad incluyen a una o a ambas
especies segun los sitios en los que se realizaron los estudios. Tampoco es conocida la

biologia floral o la ecologia de polinizacion de esta especie.

Ambas especies de bromelias presentan caracteristicas florales que pueden ser asociadas al
sindrome de polinizacion para murciélagos, o quiropterofilia: antesis crepuscular, pétalos
blancos, néctar diluido rico en hexosas (Tschapka y Dressler 2002; Kromer et al. 2008;
Fleming et al. 2009). No obstante, algunas de estas caracteristicas también se pueden
asociar a flores que atraen a polillas o falenofilia/esfingofilia (von Helversen y Winter
2003; Wilmer 2011). Ademas, ambas especies de bromelias tienen flores que permanecen
abiertas hasta el dia siguiente, lo que puede permitir que polinizadores diurnos lleguen a sus

flores.

Las epifitas, como estas bromelias, son uno de los componentes mas importantes del dosel
del BMM, en lo que se refiere a la riqueza de especies y a su papel ecoldgico, (Rzedowski
1978; Hietz y Hietz-Seifert 1995; Flores-Palacios y Garcia-Franco 2001). El BMM es un
ecosistema que se encuentra en climas humedos de altura, y es caracterizado por las
frecuentes neblinas y humedad atmosférica (Rzedowski 2006). Por lo comun tiene varios
estratos arboreos, siendo Liquidambar, Quercus y Fagus algunos de los elementos
caracteristicos de esta vegetacion (Rzedowski 2006). Aungue ocupa solo entre el 0.5y 1%

del territorio nacional (ca. 10,000-20,000 km?; Challenger 1998), el BMM es el ecosistema
4



mas diverso por unidad de area en México (Rzedowski 1996), y contribuye con cerca del
10% a la diversidad vegetal de pais, contando ademas con un alto porcentaje de
endemismos (Rzedowski 1993). Del conjunto aproximado de 7,008 taxa de flora vascular
calculado para Veracruz, un numero de endemismos de 141 taxa -el 2% del total- se

encuentra en este ecosistema (Castillo et al. 2005).

El BMM presenta la tasa de deforestacion mas alta entre los bosques tropicales (Doumenge
et al. 1995; Aldrich et al. 2000). En el centro de Veracruz, México, esta representado por
remanentes inmersos en un paisaje compuesto por una matriz de campos agricolas,
potreros, cafetales y asentamientos humanos (Williams-Linera 1993). En esta zona, s6lo
queda 10% de la cobertura original, debido principalmente al crecimiento desordenado de

las actividades antropogénicas (Williams-Linera 2007).

Ya que aun no se ha determinado el sistema reproductivo o identificado a los visitantes
florales de T. heterophylla y T. macropetala, en el presente trabajo se describira la biologia
floral y reproductiva de estas plantas, para determinar si ambas especies son
autocompatibles y qué animales constituyen sus polinizadores efectivos. Esto servira para
obtener una mayor comprension del papel ecolégico que desempefian estas plantas en el
ecosistema del BMM vy la importancia que tiene esta interaccién para el ciclo bioldgico de

las plantas, asi como la importancia de éstas como un recurso para sus visitantes florales.

En el Capitulo 1 se exponen los antecedentes y el marco tedrico general sobre la
polinizacién, efectividad de polinizadores, especializacion y generalizacion en la
polinizacién; posteriormente los temas se centran en las bromelias como grupo y en las dos
especies del presente estudio. En el Capitulo 2 del presente documento se aborda la parte
del estudio que corresponde a Tillandsia heterophylla, y en el Capitulo 3 a Tillandsia
macropetala, cada uno con sus respectivos resultados. El Capitulo 4 reporta un registro de
la grabacion del consumo de polen de T. macropetala por un roedor silvestre durante el
tiempo en que se realizaron los tratamientos de polinizacion y grabaciones de visitantes de

esta bromelia, siendo el primer registro de esta conducta en un roedor en vida libre.
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Finalmente, en el Capitulo 5 se presenta una breve discusion de los resultados obtenidos

entre las dos especies de bromelias.

1.2 ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

1.2.1 Polinizacién, sindromes florales y especializacion

La polinizacién es entendida como el proceso mediante el cual el polen es transferido de un
organo sexual masculino a uno femenino (Kearns e Inouye 1993), para lograr por medio de
esto la fecundacion de los 6vulos (Carranza-Quiceno y Estévez-Varon 2008). La ecologia
de la polinizacion incluye todos los procesos que intervienen en la reproduccion de una
planta, como el tiempo y la época de floracion, los visitantes florales, los polinizadores y el
transporte del polen por vectores bi6ticos y abioticos (Carranza-Quiceno y Estévez-Varon
2008), asi como los factores ambientales que influyen en la conducta y germinacion del

polen en el estigma (Wilmer 2011).

El éxito de la polinizacién estad dado por las caracteristicas especificas de la planta como
individuo, de la poblacion en floracion, y los atributos inherentes a la fauna de
polinizadores que habitan en el sitio (Ashman y Stanton 1991). La identidad y el
comportamiento de los polinizadores son de los principales factores que determinan el éxito
reproductivo y el sistema de cruzamiento de las plantas (ver Lobo et al. 2005 para
referencias), ya que para que éstos exploten los recursos florales, los polinizadores
potenciales deben contar con habilidades conductuales para detectar las sefiales en las
plantas y asociar estas con recompensas, asi como poseer caracteristicas morfoldgicas y

fisioldgicas para extraer esas recompensas (Waser et al. 1996).

Los sindromes florales estan constituidos por un conjunto de caracteristicas de la flor, entre
las que se incluyen los rasgos morfoldgicos (tamafio, forma, color, fragancia), la

recompensa ofrecida por la planta al polinizador (p. e. néctar, polen, aceites) y la fenologia
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floral (estacionalidad y temporalidad en la antesis) (Schmid et al. 2011a; Wilmer 2011).
Los sindromes se basan en que especies de plantas no relacionadas han desarrollado estas
caracteristicas para utilizar la morfologia, mecanismos sensoriales, necesidades
nutricionales y conducta de sus visitantes animales para hacer que las visiten (Faegri y van
der Pijil 1979; Mayfield et al. 2001; Fumero-Caban y Meléndez Ackerman 2007) y utilizar
a estos visitantes florales como polinizadores (Faegri y van der Pijil 1979; Fenster et al.
2004). Por ello, se han usado en la investigacion sobre la ecologia de polinizacion con el fin
de predecir el polinizador principal de una planta, basandose en los caracteres florales
(Faegri y van der Pijil 1979), y son nombrados acorde: por ejemplo, lepidopterofilia
(sindrome floral que atrae lepidopteros), ornitofilia (para aves), quiropterofilia
(murciélagos), etc. (Endress 1994; Wilmer 2011).

La conducta de los polinizadores influye en la polinizacion de las plantas de distintas
maneras (Wilmer 2011): 1) al elegir el momento en el dia de la visita (afectando la duracion
de la antesis, inicio y duracién de la receptividad del estigma y liberacion del polen); 2) por
la forma en la que manipulan la flor (determina la recoleccion y deposicion del polen); 3)
por el tiempo que permanece en cada flor (determina el nimero de flores que puede
visitar); 4) por la velocidad y direccionalidad del forrajeo entre plantas (limita la dispersion
del polen); 5) si consume o limpia el polen sobre su cuerpo; y 5) si tiene “constancia floral”
(la probabilidad de que el polinizador se mueva a otra planta de la misma especie), porque
asi no se desperdicia polen en estigmas de otras especies, 0 se recibe cargas polinicas
mezcladas de varias especies.

Se considera que los sindromes florales son producto del efecto selectivo que polinizadores
relacionados filogenéticamente -debido a las similitudes en su comportamiento vy
preferencias- pueden tener sobre los rasgos florales de las plantas (Gomez 2002), mismos
gue presentan gran integracion entre ellos (Stebbins 1970). Ademas, las interacciones de
competencia entre polinizadores deben incrementar el potencial para una seleccién
disruptiva en la forma floral, ya que cada polinizador visitard un fenotipo floral no

preferido por su competidor, haciendo que la mecénica de la transferencia del polen y la
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frecuencia de visita varie entre los fenotipos florales (Aigner 2006). De esta forma, los
polinizadores serian agentes selectivos importantes en la evolucion de las caracteristicas

florales (Johnson y Steiner 2000).

A una planta se le considera con una polinizacion especializada si es exitosamente
polinizada solamente por un subgrupo de organismos pertenecientes a un grupo funcional
(p.e. insectos polinizadores con proboscis cortas o largas, aves, mamiferos voladores, etc.),
méas que el hecho de que sea polinizada por una sola especie (Fenster et al. 2004). El
concepto de especializacion en la actualidad deriva del “principio del polinizador mas
efectivo” de Stebbins (1970), que dice que la seleccion natural modificara al fenotipo de la
planta para incrementar la frecuencia de la interaccion entre la planta y el polinizador que

aporte un mejor servicio en la polinizacion.

La especializacion en la polinizacion, segin Armbruster (2006), ocurre cuando la planta usa
como polinizador una proporcion relativamente pequefia de la fauna de visitantes florales
disponibles en el medio ambiente. En el término se puede diferenciar distintos niveles: de
acuerdo a Vasquez y Aizen (2006), la “especializacion fundamental” es el potencial de
interacciones que podrian conducir a una adecuacion de la especie en cualquier
circunstancia ecoldgica, derivada de la genética de la planta. Mientras que la
“especializacion comprobada” es la especializacidn que se da en un contexto ecoldgico
existente. De acuerdo a Armbruster (2006), la “especializacion ecologica” es el estado de
“estar” especializado en un momento y lugar, mientras que la “especializacion evolutiva”
es el proceso de evolucionar hacia una mayor especializacion en respuesta a la seleccion

generada por los polinizadores.

Una de las caracteristicas florales mas estudiadas que componen los sindromes florales es
el néctar. La composicion quimica del néctar esta dominada por tres azlcares simples, el
disacérido sucrosa y los monosacaridos fructosa y glucosa (Nicolson y Thornburg 2007),
mismos que se derivan de la sucrosa translocada en la savia del floema o es sintetizada en

el nectario (Nicolson y Thornburg 2007). La proporcion de estos tres azucares, ademas de
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otros (como la xilosa; Johnson et al. 1999), se ha investigado con el fin de determinar

patrones en la composicidn del néctar entre especies con distintos polinizadores.

Baker y Baker (1982; 1983) agruparon especies de plantas no relacionadas de acuerdo a su
tipo de polinizador. Estos autores concluyeron que existe una convergencia en la
composicion de azlcares del néctar entre plantas que comparten polinizadores. Altos
niveles de sucrosa en el néctar (néctar “dominado por la sucrosa™ 51-100% o “rico en
sucrosa”: 34-50%) se correlacionaban con la polinizacién por polillas, mariposas, abejas de
proboscis larga, y colibries. Mientras que altas proporciones de glucosa y fructosa eran
caracteristicas de las especies polinizadas por moscas, abejas de proboscis cortas,
passerinos, y murcié¢lagos neotropicales (néctar “rico en hexosas”: 10-33% de sucrosa, y
“néctar dominante en hexosas™: 0-9% de sucrosa; Baker y Baker 1982). Ordenando de
mayor a menor las concentraciones de néctar de flores con distintos polinizadores, de
acuerdo a Gottsberg et al. (1984), las abejas de proboscis largas visitan flores con néctar
con mas azucares disueltos, después le siguen las abejas de proboscis cortas, colibries,

polillas, murciélagos, aves del Viejo Mundo, y finalmente insectos generalistas.

La identidad de los polinizadores y la historia filogenética de la planta parecen ser los
principales determinantes de la composicién quimica del néctar (Nicolson y Thornburg
2007). Perret et al. (2001) encontraron una composicion de azUcar similar entre las especies
visitadas por colibries y por abejas (néctares dominantes en sucrosa) en la tribu Sinningieae
(Gesneriaceae), pero no asi en las visitadas por murciélagos (néctares dominantes en
hexosas). Wolff (2006) encontré que en las Gentianales de Ecuador, la concentracion de
azlcares en el néctar no diferia entre sistemas de polinizacion, excepto para las flores

polinizadas por moscas y murciélagos, cuyo néctar tenia un alto contenido de hexosas.

1.2.2 Generalizacion, Efectividad y Sindromes bimodales

El concepto de sindromes de polinizacion ha contribuido a la impresion de que las plantas

evolucionan hacia una especializacién en el niUmero de especies que pueden polinizarlas,
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sin embargo, la evidencia empirica indica que mds que la especializacion, “la
generalizacion es la regla y no la excepcion” en las interacciones de polinizacion (Waser et
al. 1996), quiza porque la especializacién sélo es oOptima en un estado particular de
condiciones ambientales y subdptima al variar éstas (Aigner 2006), como en ambientes
heterogéneos. Se sabe que a menudo las plantas tienen una variedad de agentes
polinizadores, y que los polinizadores presentan plasticidad y oportunismo en la eleccion de
sus fuentes de alimento (Waser y Price 1990; Waser et al. 1996), lo que contribuye a que

las interacciones mutualistas adquieran una forma de red alimenticia (Waser et al. 1996).

Por lo anterior, varios autores mencionan que los sindromes de polinizacion deben ser
estudiados con cautela, pues hay casos en los que incluso cuando las flores de una planta
parecen cumplir con las caracteristicas de un determinado sindrome, los visitantes florales
no corresponden a los esperados por las predicciones o se corre el riesgo de obviar algunos
visitantes que pueden polinizar (Gregory 1963; Waser 1978; San Martin-Gajardo y Sazima
2005; Martén-Rodriguez y Fenster 2008).

La generalizacion es la tendencia de las plantas a usar grandes proporciones de la fauna de
visitantes florales disponibles como polinizadores, ya sea a nivel de especie 0 de grupo
funcional (Armbruster 2006), desarrollando asi un fenotipo que no esta singularmente
adaptado para un tipo de polinizador (Aigner 2006). La variacion interpoblacional en el
conjunto de polinizadores, que propicia la generalizacion, es debida principalmente a tres
de tipos causas: primero, las relacionadas con los requerimientos ecofisiolégicos de los
polinizadores; después las relacionadas con el tamafio poblacional de la especie de planta; y
finalmente, las relacionadas con la presencia de otras plantas que tienen mayor poder de

atraccion de visitantes florales (Gomez 2002).

En algunas especies existe una plasticidad en el sistema reproductivo y la adecuacion de las
plantas en respuesta a los cambios en la abundancia de los polinizadores, ya que al existir
una pérdida de éstos, la autopolinizacion se ve favorecida (p.e. Ceiba pentandra en Lobo et

al. 2005). Ademas, la variacion geogréafica y los cambios correspondientes en la identidad y
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namero de polinizadores pueden afectar el sistema reproductivo de una especie en su rango
de distribucién (Lobo et al. 2005). La fluctuacién de la composicion y abundancia de la
comunidad de visitantes florales en el tiempo y espacio promueven que ocurra la
generalizacion (Gomez 2002), e incluso puede ser que una planta presente varios
polinizadores al estar en un estado de transicion entre una especie completamente

generalista a una mas especializada en un fenotipo floral (Aigner 2006).

Esta variacion en los visitantes podria producir una adaptacién local a dicho conjunto de
polinizadores, donde cada poblacién de una planta que a nivel de especie es generalista, se
especialice en un subconjunto de polinizadores en un determinado sitio, formando asi un
“mosaico geografico de especializacion” (sensu Thompson 1994). EIl conjunto de
polinizadores puede incluso variar a escalas menores, como en casos en los que diferentes
individuos de la poblacion son visitados por polinizadores distintos segun su ubicacion
especifica en la poblacion (cercania a lugares con corrientes de agua, exposicion al sol, etc.;
Gbmez 2002). Con este panorama, la categorizacion de una planta como “generalista” o
“especialista”, debe hacerse mediante la observacion de las variaciones en las tasas de visita
(Sahali y Conner 2007) y la determinacién del sistema de apareamiento (Schmid et al.
2011a).

Por ejemplo, una flor puede ser “evolutivamente especializada” en la polinizacion por
abejas al poseer caracteristicas que hacen a las abejas 6ptimas para la transferencia de polen
—melitofilia-; no obstante, puede ser “generalista ecoldogicamente” si continua siendo
visitada por otros animales alin al presentar este sindrome de abejas. La misma planta
puede ser considerada “generalista evolutivamente” con respecto al ensamble de abejas, si
no posee caracteristicas que la vuelva especialista en una familia, género o especie de
abejas (Aigner 2006).

Si la generalizacion es el “comun”, ésta refleja el Ooptimo fenotipico que resulta de la
tension causada por los compromisos entre diferentes tipos de polinizadores que cohabitan

en el sitio, y el analizar la contribucion de cada uno a la adecuacion de la planta permitira
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predecir como los cambios en el ensamble de polinizadores afectaran la red de polinizacion
en el ambiente (Aigner 2006).

Empero, aunque variados, los visitantes florales de una planta diferiran en el servicio de
polinizacion que provean. Si se busca entender la ecologia de polinizacion, se debe estimar
adecuadamente la efectividad de cada tipo de visitante floral, y la influencia de sus visitas
para la reproduccion de la planta (Wilmer 2011). Efectividad, eficiencia e importancia de
un polinizador son términos importantes para discutir la ecologia de la polinizacién, pero
existe poco acuerdo sobre la definicidén exacta de ellos, y son usados en muchas ocasiones
como sindnimos. Kearns e Inouye (1993) definen la efectividad del polinizador como una
medida del logro de una visita de un animal, en términos del polen depositado, removido,
las semillas producidas, las flores polinizadas, etc. Los polinizadores pueden ejercer
presion selectiva en las plantas mediante dos mecanismos: por la discriminacién entre
conespecificos de la especie de planta, y por tener una eficiencia diferencial al polinizar
distintos fenotipos en la poblacion de plantas (Gomez y Zamora 2006). La seleccion natural
favoreceria entonces a las caracteristicas que atraigan al polinizador mas
eficiente/importante, asi como también a los fenotipos que promuevan que el polinizador

mas abundante sea también el més efectivo (Gomez y Zamora 2006).

El tipo de servicio que los polinizadores brindan a la reproduccién de la planta puede
limitar el éxito en su reproduccién, tanto por la calidad o cantidad de polen que recibe la
planta. Por ello, la medida de la efectividad de un polinizador debe incorporar dos
elementos: la efectividad por visita de un polinizador y la frecuencia del visitante (Wilmer
2011). La limitacion por “cantidad” se da cuando los polinizadores realizan muy pocas
visitas o0 rara vez tocan los drganos reproductores, mientras que la limitacion en la
“calidad” se da porque el origen del polen es una flor de la misma planta (geitonogamia), o
el polinizador transporta una mezcla de polen proveniente de distintas especies (Wilmer
2011). Este dltimo factor, la calidad del polen, determina la informacion genética que

recibe el estigma de la planta (Waser y Price 1990), y puede definir la tasa de polinizacion
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1)
2)
3)

4)

méas que la cantidad de visitas (Ashman y Stanton 1991). Asi, los componentes de la

“calidad” del polinizador, de acuerdo a Herrera (1987), son:

El polinizador deposita polen mas a menudo en los estigmas que visita.

Cuando se entrega polen, un gran nimero de granos se quedan en el estigma.

El polen que transporta el polinizador es “mejor” desde el punto de vista de la planta
receptora, predominantemente no polen propio.

El comportamiento del polinizador en el forrajeo puede influir en la calidad del polen
depositado a los estigmas por la distancia que viaja el polen desde la planta donante al
estigma receptor, y el nimero de donadores de polen presentes en esa mezcla. Por ello, el
forrajeo debe ser uno que desperdicie el menor nimero de granos conespecificos durante el

recorrido.

No en todos los casos es posible asumir una correlacién entre los elementos de calidad y
cantidad de los polinizadores (p.e. Mayfield et al. 2001), y por ello, es posible que el
“compromiso” entre los caracteres florales y las preferencias de los visitantes sea débil,
promoviendo la evolucion de adaptaciones para atraer a un subgrupo de polinizadores sin
perder la habilidad de usar otros (Mayfield et al. 2001). El trabajo de Vasquez et al. (2005)
indica que el éxito de la polinizacién total en una planta es fuerte y positivamente afectado
por la frecuencia de visita, incluso si la eficiencia del polinizador es baja. Ademas, es
importante considerar el momento de la visita, en relacion a la antesis de la flor. Si la
sincronizacién de las visitas -en relacion a la presencia de polen fresco o al momento del
inicio de la receptividad del estigma- no es tomada en cuenta, la planta parecera mas
generalista de lo que en verdad es, en términos de su polinizador mas efectivo (Wilmer
2011).

El estudio de Perfectti et al. (2009) muestra un efecto negativo de la diversidad de
polinizadores en la fecundidad de la planta (menor adecuacion) cuando los polinizadores
méas abundantes (elemento cantidad) son tambien aquellos que exhiben la mayor

efectividad por visita (elemento calidad). Cuando el polinizador mas efectivo no es el mas
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abundante, se alcanza un valor éptimo en la diversidad de polinizadores, mismo que

corresponde con un maximo en la fecundidad de la planta.

Dos especies de visitantes pueden compartir caracteristicas cualitativas y cuantitativas que
hacen que tengan efectos y resultados similares en la interaccion con la planta,
independientemente de las afinidades taxonomicas, derivando en una equivalencia
funcional de los visitantes para la planta (Zamora 2000), hasta el punto de considerarse

“intercambiables” desde la perspectiva de la planta.

Las caracteristicas que propician la equivalencia funcional, de acuerdo a Zamora (2000)
son:

1) Rasgos no especializados: De las plantas, animales, o ambos; p.e. una flor
actinomorfa puede permitir que visitantes de taxones disimiles actien como polinizadores
al contactar anteras y estigma.

2) Rasgos fijos: Rasgos compartidos pueden ser de hecho invariables entre especies
y producir resultados similares en tiempos o espacios diferentes; p.e. el tamafio corporal
puede determinar el comportamiento del visitante en la flor, o su forma de forrajeo.

3) Rasgos plasticos: Otros rasgos pueden tener una amplia plasticidad fenotipica,
originando que se desarrolle la misma respuesta fenotipica en un mismo tipo de ajustes
ambientales; p.e. conductas similares de forrajeo en plantas con igual tipo de floracion y el
patron predecible de interaccion que resulta de esta caracteristica (la floracion de estado
estacionario y su relacion con el “trap-lining”).

4) Habito tréfico. Especies polifagas y no relacionadas pueden tener criterios
similares para elegir su alimento y provocar presiones de seleccién similares.

5) Respuestas similares. Las respuestas de las plantas a los animales son fisioldgica

y genéticamente correlacionadas.

De esta manera, las caracteristicas generalistas en los sindromes de polinizacion pueden
sugerir que todos los polinizadores son funcionalmente equivalentes, y la seleccion natural

favorezca nuevos polinizadores sin perder los viejos (Aigner 2001). En un sistema de
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polinizacion bimodal, dos especies o grupos de vectores de polen no relacionados,
tipicamente asociados con distintos sindromes florales, actian como polinizadores para
especies de plantas que muestran sindromes de polinizacion intermedios (Schmid et al.
2011a), es decir, que tienen caracteristicas indefinidas entre dos sindromes (p. e. largos de
tubo floral y concentraciones de néctar intermedias a las preferidas por dos grupos de
polinizadores sin relacion entre si; Schmid et al. 2011a).

Una caracteristica bimodal puede ser la antesis crepuscular, ya que permite la visita de
animales diurnos y nocturnos a las flores (Buzato y Franco 1992), aun cuando la planta
tenga flores con caracteristicas fundamentalmente asociadas a un sindrome particular. Las
flores con una antesis que se extiende a periodos diurnos y nocturnos pueden ser visitadas
por una variedad de visitantes de cada horario (ver trabajos de Ramirez et al. 1984; Sazima
y Sazima 1988; Gribel y Hay 1993; Buzato et al. 1994; Fleming et al. 1996; Sahley 1996;
Slauson 2000; Dar et al. 2006; Martén-Rodriguez y Fenster 2008; Ortega-Baes et al. 2011),
y estos visitantes pueden tener distinta efectividad para polinizar a la planta (ver Miyake y

Yahara 1998 y referencias en éste).

En el caso de plantas cuya antesis es principalmente nocturna, no se considera que haya un
costo muy grande para la planta si las flores permanecen abiertas durante el siguiente dia y
son visitadas por polinizadores diurnos, tal como ocurre con Silene vulgaris
(Caryophyllaceae) (Pettersson 1991) y en Burmeistera spp. (Campanulaceae) (Muchhala
2003). En el Gltimo caso, el género tiene dos especies que son visitadas por murciélagos y
por colibries, y el sistema de polinizacién generalizado de una de ellas (B. tenuiflora)
parece demostrar que, ni la produccion de néctar ni las horas de antesis, sirven para evitar el

traslape de dos sindromes con taxa de polinizadores distintos (Muchhala 2003).
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1.2.3 Polinizacion en bromelias

En la familia Bromeliaceae parece que el sistema reproductivo predominante es la
autofecundacion o una mezcla entre ésta y la fecundacion cruzada (“mixed system”;
Matallana et al. 2010; Zanella et al. 2012), ya que hay tanto especies autocompatibles como
autoincompatibles (Matallana et al. 2010; Zanella et al. 2012). Ademas, las bromelias

tienen la capacidad de reproducirse asexualmente (Villegas 2001).

Aun cuando las bromelias pueden no necesitar de vectores de polen para reproducirse, esta
familia tiene la mayor diversidad de formas de polinizacién a lo largo de su distribucién
geogréfica (Zanella et al. 2012), ya que tienen un amplio espectro de polinizadores,
incluidos aves, murciélagos y una variedad de insectos, incluso existen taxa autdgamos
(Gardner 1986; Till 1992; Kessler y Krémer 2000; Van Dulmen 2001; Canela y Sazima
2005; Schmid et al. 2011a; 2011b). La mayoria de trabajos sobre polinizacion de bromelias
mencionan a los colibries como los principales polinizadores (Carranza-Quiceno y Estévez-
Varén 2008), y los insectos en la mayoria de los casos no son polinizadores efectivos (pero
ver Kamke et al. 2011).

Para asociar a las bromelias con sus sindromes de polinizacion, tradicionalmente se ha
recurrido a las caracteristicas morfoldgicas del estigma (Varadarajan y Brown 1988). Sin
embargo, algunos autores han combinado este atributo con otros: como el tipo de
inflorescencia, la hora de apertura de las flores, el color y la orientacion de las flores, el
grado de compactacién de los l6ébulos y la produccion y concentracion del néctar
(Bernardello et al. 1991; Krémer et al. 2008).

En el trabajo de Kromer et al. (2008), fueron halladas diferencias significativas en la
composicion de azucares del néctar de bromelias con distintos polinizadores, incluso dentro
de géneros con mas de un sindrome de polinizacion (Guzmania, Pitcairnia, Tillandsia y

Vriesea). Las especies que se definieron como polinizadas por colibries y lepiddpteros
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tenian mayor concentracion de sucrosa en su nectar, en comparacion con el néctar méas
diluido y rico en hexosas de las especies polinizadas por murciélagos. Al menos para las
bromelias, las caracteristicas del néctar parecen ser predominantemente determinadas por

las preferencias de los polinizadores (Kromer et al. 2008).

En las bromelias es posible encontrar atributos florales que hacen dificil identificar a un
polinizador particular, como la redundancia en la polinizacion (Murcia 2002), en la que
varias especies de polinizadores visitan la misma especie de planta o varias plantas son
visitadas por el mismo polinizador. Esto podria asociarse no a una coevolucion obligatoria
—asociada tipicamente a los sindromes florales definidos- sino a una coevolucion difusa, es
decir, cuando mas de dos especies estan involucradas en el proceso coevolutivo, como una

planta zoofila que atrae varios polinizadores (ver Lunau 2004).

Ademaés, son poco conocidos los ritmos de la oferta de los recursos (mensuales o anuales)
que las bromelias ofrecen a sus polinizadores y la dinamica de los mismos (Carranza-
Quiceno y Estévez-Varén 2008). En las bromelias, la autocompatibilidad como sistema
reproductivo parece ser mas comun de lo que antes se creia, y este puede ser un indicador

de que varias especies simpatricas comparten polinizadores (Matallana et al. 2010).

Entre los aspectos mas importantes de la ecologia vegetal esta el estudio las estrategias
reproductivas, las cuales generalmente implican procesos a nivel de comunidad (Olsen y
Jordano 2002), y los aspectos reproductivos y las interacciones a nivel de comunidad en la
que se involucran las bromelias son muy poco conocidos (Carranza-Quiceno y Estévez-
Vardn 2008; Zanella et al. 2012) y existen contados trabajos en ecosistemas tropicales (p.e.
Sazima et al. 1995; Jaramillo y Cavelier 1998; Sazima et al. 1999; Kessler y Kromer 2000,
Kromer et al. 2006), y menos aun los que tratan sobre la polinizacion de bromelias no
ornitéfilas. La informacion sobre la reproduccion de las bromelias es esencial no sélo para
delimitar especies y elucidar aspectos ecoldgicos y evolutivos de las bromelias, también

puede ser usada para complementar programas de conservacion (Zanella et al. 2012).
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1.2.4 Murciélagos como polinizadores de bromelias

La abundancia de polinizadores frecuentemente estd asociada a la diversidad de especies
epifitas (Gentry y Dodson 1987; Krémer et al. 2006). Para ecosistemas como el BMM los
grupos de polinizadores méas importantes son abejas, abejorros, escarabajos, aves, avispas y
mariposas (Van Dulmen 2001). Algunos géneros de bromelias (Tillandsia, Vriesea,
Pitcairnia) han evolucionado independientemente sindromes de polinizacién para insectos,
aves y murciélagos en distintas ocasiones (Benzing 2000; Kessler y Kromer 2000),
sugiriendo que al menos para esta familia, los costos para alternar entre sindromes de
polinizacién no son mayores a los beneficios de los mismos (Fleming y Muchhala 2008).
Las ventajas de la polinizacion por vertebrados son principalmente: una larga distancia en
la dispersion del polen, una polinizacion confiable en clima inclemente —particularmente
cierto en altas elevaciones-, y una gran cantidad de polen depositado por flor visitada
(Sahley 2001).

Entre los polinizadores vertebrados del Neotrépico, solo los colibries visitan méas especies
de plantas con flor que los murciélagos (Sazima et al. 1999). La quiropterofilia es el
sindrome floral que presentan las plantas que, en teoria, son polinizadas por murciélagos
(Endress 1994; Wilmer 2011). Las caracteristicas florales asociadas a la polinizacion por
murciélagos, o quiropterofilia, segun Faegri y van der Pijil (1979), von Helversen (1993),
von Helversen et al. (2000) y Tschapka y Dressler (2002) son: antesis nocturna, aromas con
compuestos sulfurosos 0 aromas poco perceptibles para el ser humano, colores palidos,
flagelifloria (flores que sobresalen del follaje), caulifloria (flores que salen del tronco),
corolas robustas en forma de cepillo, copa o tubo “mascara”, y néctar abundante pero
diluido hasta en un 17%. Se ha reportado que el néctar de las flores quiropterofilas también
presenta olor (Sazima et al. 1989; Sazima et al. 1999; Sazima et al. 2003), por lo cual
también podria servir como atrayente. Néctares diluidos y con baja concentracion de
sucrosa en plantas quiropteréfilas han sido encontrados por Baker y Baker (1982; 1983),
Gottsberg et al. (1984) y Perret et al. (2001). En la mayoria de las especies con este

sindrome, la floracion es anual y tienen generalmente una flor por noche (Vogel 1969;
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Sazima et al. 1999), aunque algunas especies poseen una antesis que se extiende por varios
dias (Machado et al. 1998; San Martin-Gajardo y Sazima 2005).

En el trabajo de Sazima et al. (1999), la morfologia que predominaba en las especies
quiropterdfilas era con forma de tubo y cepillo, siendo esta ultima mas frecuente en los
arboles. Las corolas anchas de las especies de Burmeistera spp. permiten mejorar el ajuste
al hocico de los murciélagos y que se desperdicie menos polen (Muchhala 2003; Muchhala
2006). Otra caracteristica floral asociada a la quiropterofilia es la produccion copiosa de
polen por parte de la flor (Muchhala y Thomson 2010). Una posible explicacion para este
rasgo es que la cantidad de polen transportado por murciélagos esta relacionada con la
cantidad de polen removido en las anteras, quiza por la capacidad del pelaje de retener
polen (Muchhala y Thomson 2010). En las flores quiropterdfilas, también es comdn que los
estambres se encuentren hacia adelante y al exterior de la corola (cuando no estan
dispuestos como cepillo), constituyendo un espacio donde cabe la cabeza de los
murciélagos, depositando el polen en la parte superior o en la espalda del murciélago
(Wilson 2011).

Para las plantas quiropterdfilas los murciélagos parecen ser “polinizadores legitimos,
eficientes y efectivos” (sensu Fleming y Sosa 1994), y por ello, se piensa que las
necesidades diarias propias de estos animales constituyen una importante presion selectiva
a las especies que los emplean como polinizadores, por ejemplo, el gasto de energia diario
del murciélago determina el total de energia que debe estar disponible en el néctar para
sostener las necesidades diarias del animal y asegurar que cumpla con sus visitas (von
Helversen y Winter 2003). En el bosque de montafia del Sureste de Brasil, el 65% de las
plantas visitadas por murciélagos son epifitas, y de estas, el 30% corresponden a miembros
de Bromeliaceae, constituyendo asi la familia mas importante y representativa de las

plantas polinizadas por murciélagos (Sazima et al. 1999).

La quiropterofilia en las bromelias fue propuesta por Porsch (1932), y las primeras

observaciones en el campo fueron realizadas por Vogel (1969). Este sindrome en las
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bromelias es muy poco estudiado en comparacion con otros sindromes, pero los trabajos
han ido en aumento (p.e. Salas 1973; Sazima et al. 1989; Araujo et al. 1994; Sazima et al.
1995; Sazima et al. 1999; Kessler y Kromer 2000; Muchhala y Jarrin-V 2002; Cascante-
Marin et al. 2005; Kaehler et al. 2005; Kromer et al. 2006; Kromer et al. 2008; Tschapka y
von Helversen 2007). Hasta el momento, se ha reconocido el sindrome en los géneros
Encholirium, Guzmania, Pitcairnia, Puya, Vriesea y Werauhia (Fleming et al. 2009);
excepto por Encholirium glaziovii, los géneros con especies quiropterofilas son de la
subfamilia Tillandsioideae (Sazima et al. 1989). La mayor parte del trabajo de
investigacion de este sindrome en bromelias se ha llevado a cabo en ecosistemas selvaticos

de Centro y Sudamérica.

Kromer et al. (2008) analizaron la composicion y concentracion de azucares en el néctar de
bromelias, comprobando que las especies quiropterofilas mostraban la concentracion de
azucar mas baja en el néctar (11.5 £ 4.0%) y tenian los nectares mas ricos en hexosas
(glucosa y fructosa; 29.6 + 8.0%), esto al compararlas con especies con otros sindromes de
polinizacién. Ademas, se sabe que la frecuencia de este sindrome se relaciona a la
precipitacion pluvial y la altura del dosel, siendo mas comdn en bosques humedos de
estratos altos (Kessler y Kromer 2000). Segln Sazima et al. (1999), la riqueza de especies
gue son visitadas por murciélagos decrece con la altitud, asi como también la diversidad de

murciélagos polinizadores.

Tschapka y von Helversen (2007) estudiaron la fenologia floral de una bromelia
quiropterofila a largo plazo y determinaron la significancia de esta como recurso para los
murciélagos y viceversa, los patrones temporales de la produccion de néctar y la conducta
de visita de los murciélagos. Asi determinaron, por ejemplo, que la produccion de néctar a

lo largo de la noche se relaciona con el nimero y duracion de las visitas de los murciélagos.

México cuenta con una rica fauna de murciélagos nectarivoros glosofaginos
(Phyllostommidae: Glossophaginae), que incluye especies endémicas y algunas migratorias

(ocho géneros, 12 especies). La mayoria tienen distribucion restringida (Arita y Santos-del-
20



Prado 1999), y cuatro estan en alguna categoria de proteccion en la NOM-059-
SEMARNAT-2010 (SEMARNAT 2010). En el pais se han hecho muchos estudios de
polinizacién por murciélagos, pero no se ha trabajado este sindrome en los miembros de la

familia Bromeliaceae.

1.2.5 El caso de Tillandsia heterophylla y T. macropetala

Gardner (1986), en su trabajo sobre inferencias de las formas de polinizacion de las
bromelias del género Tillandsia, catalog6 a 85 especies en cinco grupos con base en sus
caracteristicas florales. Para cada grupo propuso ideas sobre su polinizacion y algunos
vectores probables de polen. Entre las 85 especies que empled, T. heterophylla fue
clasificada en el grupo 3 por el largo de sus anteras (10-12 mm, siendo lo promedio para el
grupo 6-8 mm, y este promedio era mayor a aquél para el resto de los grupos), y la forma
tubular de su corola. Por sus caracteristicas especiales dentro del grupo (como ser la Unica
del grupo con una fragancia “suave y picante”, el color de sus pétalos y que tuviese antesis
nocturna), Gardner propuso a las polillas nocturnas como polinizador potencial de esta
especie. Aunque T. macropetala no fue analizada en el estudio de Gardner, por la longitud
de sus estambres (9-11 mm) y las caracteristicas en comdn con T. heterophylla (antesis
nocturna y poseer fragancia), es de esperar que hubiera sido clasificada dentro del mismo
grupo 3. Por otra parte, debido a que su antesis es nocturna, y tiene estambres y pistilo
extendidos, Hietz y Hietz-Seifert (1994) sugirieron para T. viridiflora (aun incluyendo a T.
macropetala) que las polillas esfingidos (esfingofilia; Endress 1994) podian ser los
polinizadores méas probables de esta especie.

Tanto T. heterophylla como T. macropetala cumplen con las caracteristicas de un
sindrome de polinizacion dirigido a polinizadores nocturnos, como pueden ser los
murciélagos o las polillas. Aunque se desconoce la fauna que visita a estas especies de
bromelias, se tiene informacion sobre la composicién del néctar, misma que tiende hacia la

esperada en bromelias quiropteréfilas (con predominancia de hexosas; Kromer et al. 2008).
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Aunado a lo anterior, algunas caracteristicas florales pueden corresponder a aquellas
esperadas en flores con sindromes bimodales (Schmid et al. 2011a) entre la polinizacién
por animales nocturnos y diurnos, ya que las flores de ambas especies abren al atardecer y
contindan abiertas hasta las primeras horas del dia siguiente (Krémer et al. 2012). De esta
manera se habilita a animales diurnos, como los colibries u otros taxa, a fungir como
polinizadores secundarios (Dar et al. 2006; Ortega-Baes et al. 2011). Estos polinizadores de
respaldo (Martén-Rodriguez y Fenster 2008) pueden incrementar el semilleo, incluso

cuando la poblacion de un grupo de polinizadores disminuye (Muchhala, 2003).

Debido a que el éxito de la polinizacidén no sélo depende del taxdn visitante, sino también
de la calidad de la recompensa que ofrece la planta y el comportamiento de forrajeo del
animal (Thery et al.1998; Véasquez et al. 2005; Wilmer 2011), es necesario respaldar las
conclusiones sobre el sindrome de polinizacion que son inferidas puramente por
caracteristicas externas de la planta con registros de visitantes y experimentos que
demuestren la dependencia de la planta a su polinizador, determinando el sistema

reproductivo de la planta.

Por lo tanto, este trabajo se disefi6 para determinar qué visitante, diurno o nocturno,
constituye el o los polinizadores de T. heterophylla 'y T. macropetala en una zona del centro
de Veracruz, en el municipio de San Andrés Tlalnelhuayocan, donde ambas especies se
encuentran. T. heterophylla estd mas frecuentemente asociada a vegetacion secundaria,

caminos y claros, mientras que T. macropetala esta presente en fragmentos de BMM.

Se evaluo la efectividad de los polinizadores primero, por medio del nimero de frutos y
semillas (éxito reproductivo femenino; Johnson y Steiner 2000; Young 2002) originados
por la visita de animales de habitos diurnos o nocturnos, y considerando la disponibilidad
de polen y la receptividad del estigma en la flor. Después, para cada especie de visitante, se

relaciond esta informacion con el horario y la frecuencia de visitas, el nimero de visitas en
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las que el visitante contact6 los 6rganos reproductores de la flor, y la conducta del visitante

(p. e. si consumio polen o dafiaba durante su visita alguna estructura floral).

En el BMM del sitio en el que se realizo este trabajo, Sosa et al. (2008) reportan 26
especies de murciélagos pertenecientes a cuatro familias, tres especies de éstas son
glosofaginos: Glossophaga soricina, Anoura geoffroyi y Choeroniscus godmani. La
comprobacion de que las plantas a estudiar sean polinizadas por quirdpteros tendria
implicaciones importantes para la ecologia y conservacion. El acarreo de polen que los
murciélagos pueden hacer a grandes distancias, puede ser crucial para mantener el
entrecruzamiento de individuos que se encuentran en ecosistemas altamente fragmentados
(Fleming et al. 2009), como es el caso de la zona central de Veracruz. Si las bromelias
constituyen un recurso importante para los murciélagos, la conservacion de las mismas
ayudaria a mantener las poblaciones de estos mamiferos, ya que los mismos atributos que
convierten a los murciélagos nectarivoros en buenos polinizadores también los hacen mas
vulnerables a la extincién que otros murciélagos neotropicales (Arita y Santos-del-Prado
1999).

1.3 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cuales son los visitantes florales de Tillandsia heterophylla y Tillandsia macropetala, y

cuéles los polinizadores?

1.4 HIPOTESIS

Las bromelias T. heterophylla y T. macropetala tienen una antesis crepuscular que se
prolonga hasta el dia siguiente, por lo que pueden recibir visitas de animales nocturnos y
diurnos, una caracteristica de un sindrome bimodal para polinizadores de dos horarios de

actividad distintos (Buzato y Franco 1992). Por lo anterior, la primera hipotesis es:
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1) Las dos especies de bromelias recibirdn visitantes florales diurnos y nocturnos, ya
que presentan caracteristicas de un sindrome floral bimodal para visitantes diurnos y

nocturnos, pero con antesis predominantemente nocturna.

Ya que la flor de ambas especies esta expuesta primero a los polinizadores nocturnos, es
probable que éstos sean responsables de la mayor parte de la polinizacion, al visitar la flor
en el momento en el que inicia la receptividad del estigma y hay polen fresco en las anteras
(Wilmer 2011). Por esto, la segunda hipotesis es:
2) Los visitantes nocturnos seran mas frecuentes y fungiran como polinizadores mas
efectivos que los diurnos, ya que sus visitas propiciaran el desarrollo de méas frutos

y mas semillas que las visitas de los diurnos.

Las flores de T. heterophylla y T. macropetala tienen caracteres que se pueden asociar al
tanto al sindrome de polinizacion por polillas como al de murciélagos (von Helversen 1993;
Endress 1994; Tschapka y Dressler 2002; Wilmer 2011): T. heterophylla tiene una antesis
que se inicia al atardecer, una corola tubular con pétalos blancos, estambres alargados, y
olor “suave y picante” para el ser humano; T. macropetala también presenta una antesis
crepuscular, pétalos blancos, estambres y pistilo alargados y extendidos. No obstante, la
composicion del néctar (dominante en hexosas en mas de 70%) y la concentracion del
mismo (11 y 6% de azUcar disuelto respectivamente), corresponde a lo esperado en plantas
quiropterdfilas (Kromer et al. 2008). Los murciélagos son polinizadores efectivos de
muchas plantas, incluyendo otras bromelias con caracteristicas similares a T. heterophylla y
T. macropetala (p. e. Werahuia gladioliflora; Tschapka y von Helversen 2007). Asi, la
tercera hipdtesis es:

3) Los visitantes nocturnos mas frecuentes y efectivos en la polinizacion seran los

murciélagos.
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1.5 OBJETIVOS

General:

Conocer la biologia reproductiva y floral de Tillandsia heterophylla y Tillandsia
macropetala para identificar a los visitantes florales que constituyen polinizadores

efectivos de estas bromelias.
Particulares:

Conocer la fenologia de floracién, las caracteristicas florales y del néctar, asi como
el sistema reproductivo de Tillandsia heterophylla y Tillandsia macropetala.

Identificar la fauna de visitantes florales de ambas especies de bromelias.

Analizar la efectividad de los visitantes florales para ambas especies de bromelias.
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CAPITULO 2

BIOLOGIA FLORAL Y
REPRODUCTIVA DE Tillandsia
heterophylla

26



2 INTRODUCCION

La familia Bromeliaceae esta restringida casi exclusivamente al Neotrdpico. Segun
Givinish et al. (2011), la familia posee cerca de 3,140 especies en 58 géneros, y cerca del
50% de estas especies son de habitos epifitos (Benzing 2000). Numerosos generos de
bromelias (p.e. Tillandsia, Vriesea, Pitcairnia y Werauhia) han evolucionado
independientemente sindromes de polinizacion para insectos, aves y murciélagos en
distintas ocasiones (p.e. Sazima et al. 1989; Sazima et al. 1995; Kessler y Kromer 2000;
Kromer et al. 2006; Tschapka y von Helversen 2007; Kromer et al. 2008; Schmid et al.
2011a; 2011b).

Tillandsia heterophylla E. Morren es una bromelia epifita estudiada en trabajos de distinta
indole. Por ejemplo, algunos trabajos la incluyen en inventarios floristicos (Hietz y Hietz-
Seifert 1995; Espejo-Serna et al. 2004; Garcia-Franco et al. 2008; Garcia-Franco y Toledo-
Aceves 2008), estudios taxonémicos (Espejo-Serna et al. 2005; Stefano et al. 2007; Cach-
Pérez 2008; Kromer et al. 2012), reportes de fauna asociada a esta especie (Larson y Frank
2000; Hernandez-Sanchez y Garcia-Franco 2006; Flores-Palacios y Valencia-Diaz 2007),
pero hasta ahora no se ha publicado algun trabajo sobre su biologia floral, y en particular la

ecologia de la polinizacion de esta especie (la fenologia, antesis, fauna de visitantes, etc.).

Gardner (1986) infirio que T. heterophylla era polinizada por polillas (falenofilia) por su
antesis nocturna, la longitud de sus anteras, la forma tubular de su corola con pétalos
blancos, y por su olor “suave y picante”. Hietz y Hietz-Seifert (1994) también sugieren que
las flores blancas que emiten un tenue olor en la noche muy probablemente atraen polillas,
posiblemente Sphingidae; sin embargo, tales suposiciones nunca han sido confirmadas. Por
otra parte, el descubrimiento de que esta especie de bromelia presenta un néctar diluido y
rico en hexosas, sugiere un sindrome de polinizacion por murciélagos (quiropterofilia;
Kromer et al. 2008). Hasta el momento, la polinizacion por murcielagos en bromelias sélo
se ha confirmado en los géneros Encholirium, Guzmania, Pitcairnia, Puya, Vriesea y

Werauhia (Fleming et al. 2009).
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Aunado a lo anterior, las flores de T. heterophylla se mantienen abiertas durante la mafiana
siguiente (T. Kromer, obs. pers.), lo que puede habilitar a otros polinizadores, como los
colibries, a visitarlas también. Esto sugiere un sistema de polinizacion bimodal (Schmid et
al. 2011b) entre visitantes nocturnos y diurnos. Hasta el momento no se han realizado

estudios de polinizacion en México con una bromelia con estas caracteristicas.

El objetivo de este trabajo es conocer la biologia floral y reproductiva de T. heterophylla e
identificar a los visitantes florales que constituyen polinizadores de esta bromelia. Para
hacerlo, se busca describir ;cuél es la fenologia floral de esta especie?, ¢cudl es el patron de
secrecion de néctar y su concentracion?, ;cudl es el sistema reproductivo de T.
heterophylla? y ¢cuél es la frecuencia y efectividad de los visitantes florales, diurnos y

nocturnos?

Mi hipotesis es que, ya que la antesis en esta especie es primordialmente nocturna (Gardner
1986) pero se extiende hasta el dia siguiente, T. heterophylla recibira visitantes nocturnos y
diurnos, pero los nocturnos seran los polinizadores mas efectivos, ya que tendran la mayor
frecuencia de visita y originardn mas frutos y semillas por sus visitas. De haber visitantes
diurnos, éstos constituiran vectores secundarios de polen ya que visitarian las flores luego
de estar expuestas a los visitantes nocturnos. Ademas, ya que la composicion del néctar
(Kromer et al. 2008) y otras caracteristicas (forma de la corola, color de pétalos, aroma)
indican una polinizacién por murciélagos, creemos que éstos seran los principales

polinizadores.
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2.1 METODOS

2.1.1 Sitio de estudio

El trabajo de campo se realizé en una plantacion de ca. 5.3 ha de Cedrela odorata
(Meliaceae), Quercus spp. (Fagaceae) con plantas de crecimiento secundario (19° 31" 53.3”
N, 96° 58" 40.7” O, Figura 2.1). Este sitio fue seleccionado porque poseia ejemplares de T.
heterophylla de forma natural a una altura de entre 1.5 m y 2.5 m de altura, algunos de los
cuales estaban proximos a florecer. El estudio se llevo a cabo entre mayo vy julio de 2011,
en el municipio de San Andrés Tlalnelhuayocan, ubicado en la zona central del estado de
Veracruz, México (Figura 2.1). En el municipio la altitud oscila entre los 1500 y los 1700
msnm (Mebhltreter et al. 2005). La precipitacion anual es de 1650 mm, con un periodo mas
seco entre noviembre y abril. La temperatura media es de 14°C (Williams-Linera 2002). La
vegetacion natural predominante es de bosque mesofilo de montafia (Hamilton et al. 1995),
donde hay arboles como Quercus spp. (Fagaceae), Liquidambar styraciflua
(Hamamelidaceae) y Clethra mexicana (Clethraceae), asi como arbustos y enredaderas
(Zamora y Castillo-Campos 1997; Williams-Linera 2002).

El paisaje actual del municipio esta representado por remanentes de BMM inmersos en una
matriz de campos agricolas, potreros, cafetales y asentamientos humanos (Williams-Linera
1993; Murioz-Villers y Lépez-Blanco 2007; Cruz-Angoén et al. 2010; Toledo-Aceves et al.
2011).
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Figura 2.1. Mapa que muestra el sitio de estudio (marcado con el nimero 1) en el municipio de San Andrés

Tlalnelhuayocan.

2.1.2 Especie de estudio

Tillandsia heterophylla E. Morren (Bromeliaceae) es una especie epifita cuyas hojas
forman una roseta sin tallo tipo tanque de hasta 50 cm de didmetro (Espejo-Serna et al.
2005; Figura 2.2). Su inflorescencia es terminal y erecta, pudiendo alcanzar entre 1y 1.5 m
de alto y contar con entre una y seis espigas, con entre ocho y 16 flores en cada una. Las
flores son disticas, erectas, actinomorfas levemente zigomorfas y con corola tubular-
campaniforme subseésil. Los pétalos son blancos, oblongo-espatulados, libres y con un largo
de entre 9.5y 9.8 cm por 1.8 a 2 cm de ancho. Los estambres son subiguales y mas cortos
que los pétalos, con filamentos blancos y filiformes de entre 7 y 7.4 cm de largo; las anteras
son amarillas y de 10 a 12 mm de largo. El estilo es simple, con 5.97 £ 1.48 cm (n = 13
flores), con un estigma trilobulado. El largo total del androceo es de 7.58 + 0.32 cm vy el
gineceo de 7.69 + 1.31 cm (n = 13 flores). La capsula frutal, una vez desarrollada, es verde
y fusiforme, mide entre 4 y 4.2 cm de largo con 5y 7 mm de didmetro. Las semillas son
pardas rojizas y fusiformes, con cerca de 4 mm de largo y cuentan con una coma plumosa
blanca de cerca de 2.4 cm de largo (Espejo-Serna et al. 2005).
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Figura 2.2. Imagen de: A) individuo y flor de Tillandsia heterophylla; B) flor de T. heterophylla con un corte
longitudinal. NUmeros: 1, estigma; 2, anteras; 3, ovario; 4, nectario. La barra roja representa 1 cm. Foto A por

Pedro A. Aguilar-Rodriguez; Foto B por Anina Knauer.

Esta especie es endémica de los estados de Puebla y Veracruz. Se le encuentra a alturas de
entre 600 y 1720 msnm en ecosistemas como los bosques caducifolios, de encino, pino-
encino, bosques mesofilos de montafia y selvas bajas perennifolia, aunque también es
comdn en sitios perturbados como bosques secundarios, cercas Vvivas, paisajes
agroforestales como cafetales e incluso en parques urbanos, aunque generalmente no se
encuentra en la zona mas alta de las copas de los arboles (T. Kromer, com. pers.). De
acuerdo a Espejo-Serna et al. (2005), su periodo de floracién comprende de febrero a julio,
pero en el sitio de estudio se identificaron las primeras flores a mediados del mes de mayo

(P. Pedro A. Aguilar-Rodriguez, obs. pers.).
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2.1.3 Fenologia y antesis floral

Se eligieron 16 individuos adultos proximos a florecer, en los cuales se realizd el
seguimiento de su fenologia para determinar la duracion de la floracion de los individuos,
el nimero de flores promedio en una inflorescencia, y la duracion de las flores individuales.
Debido a que en el sitio no habia suficientes individuos de T. heterophylla a una altura que
permitiera su manipulacion (menos de 2 m) o bien varios individuos proximos a florecer, se
translocaron plantas de los alrededores y se colocaron a 1.5 m de altura en los troncos de
diferentes arboles. En el sitio de estudio cuatro de estas 16 bromelias proximas a florecer
estaban a esta altura de forma natural, por lo que no se considerd que el cambio en la altura
del resto de los individuos afectase las observaciones. La exposicion al sol de las bromelias

traslocada se mantuvo similar al de los individuos que naturalmente estaban en el sitio.

Ademas, 10 bromelias fueron transportadas a un vivero tipo “casa sombra” hecho de malla
de nylon tipo mosquitero, con cerca de 3 m de alto por 2.5 m de circunferencia, ubicado a
200 m del sitio de estudio. Esto con el fin de conocer el sistema reproductivo de la
bromelia. Ahi se les conservo a temperatura ambiente, con sombra y riego frecuente,

usando macetas con grava como sustrato.

Todos los individuos fueron numerados, usando un plumoén no toxico y etiquetas, para
poder seguir la floracion individual de las plantas. Se anotd el periodo entre la antesis (la
hora en la que inicia la dehiscencia de las anteras y el estigma se vuelve receptivo; Kearns e

Inouye 1993) y la marchitez.

En el trabajo de Kamke et al. (2011) con la bromelia Aechmea caudata, se determiné que el
polen y el estigma son viables y receptivos durante toda la floracion, lo que parece ser
comun en las bromelias (Canela y Sazima 2003; 2005; Lenzi et al. 2006; Nara y Webber
2002; Schmid et al. 2011a). En este trabajo, se registré la hora de la presencia del polen en

las anteras. La receptividad del estigma se determind por medio de la observacion directa
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de la presencia de una sustancia mucilaginosa en éste (Escobedo 2007). Adicionalmente, se
sumergio el estigma de seis flores en perdxido de hidrégeno (H,0,) a distintas horas: una
hora después de la antesis, 6, 12, 14 y 16 h después. La formacion de burbujas indicaba la
receptividad del estigma (Herrera 1987; Dafni y Motte 1998; Machado et al. 1998;
Ratnayake et al. 2006; Martén-Rodriguez y Fenster 2008).

2.1.4 Sistema reproductivo y efectividad de visitantes

Con la finalidad de determinar el sistema reproductivo de T. heterophylla y evaluar la
efectividad de los visitantes florales (diurnos y nocturnos) como polinizadores, se llevaron

a cabo tratamientos experimentales de polinizacion en el vivero y en el campo.

Para evaluar el sistema reproductivo se aplicaron los siguientes cuatro tratamientos en los
10 individuos en el vivero: El tratamiento de Apomixis consistio en la emasculacion de las
flores mediante la remocién de las anteras de la flor tratada (n = 16 flores), evaluando asi la
posibilidad del desarrollo de semillas sin polinizacion (Kearns y Inouye 1993). En el

tratamiento de Autopolinizacién espontanea (sensu Wendt et al. 2001) no se removieron las

anteras ni se realizd otra manipulacion, determinando si la flor posee la capacidad de
autopolinizarse (n = 18 flores). En el tratamiento de Xenogamia (n = 17 flores) se froté la
antera de un individuo en el estigma de otro individuo previamente emasculado (Tschapka
y von Helversen 2007; Martén-Rodriguez y Fenster 2008). El tratamiento de Autogamia
(Guitian et al. 1993) se realiz6 con el fin de evaluar si el polen de la flor podia fertilizar los
ovulos de la misma flor, y para esto se tallé una antera directamente con el estigma de la

flor a la que pertenecia la antera (n = 14 flores).
El primer elemento considerado para establecer la efectividad de los visitantes diurnos y

nocturnos fue el porcentaje de fructificacion y la produccion de semillas en los tratamientos
en el campo (Montalvo y Ackerman 1986; Sahley 2001; Wendt et al. 2001).
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Los tratamientos en el campo se realizaron de la siguiente manera: El tratamiento Expuesto
Diurno (ED) consistio en cubrir el estigma de la flor tratada con un tubo de plastico (ca. 3 x
0.5 cm), sujeto con algodon, durante la noche, destapandolo durante las horas diurnas; de
esta forma solamente visitantes diurnos podrian polinizar la flor (n = 46 flores). En el

tratamiento Expuesto Nocturno (EN) se descubrio el estigma de la flor durante la noche y

se tapd con el tubo durante las horas diurnas, para que la flor solo pudiese ser polinizada

por visitantes nocturnos (n = 40 flores). El tratamiento Expuesto Diurno Emasculado (EDE)

se realiz6 como en el ED, pero también se emasculd la flor al remover las anteras, para que
no fuese polinizada por un visitante nocturno ni por polen proveniente de la misma flor (n =

26 flores). El tratamiento Expuesto Nocturno Emasculado (ENE) se hizo como el EN, pero

se emasculo la flor, evitando que visitantes diurnos la polinizaran y que de presentarse, no

fuese con polen del mismo individuo tratado (n = 24 flores). El tratamiento Control sirvié

como testigo al estar expuesto constantemente a los polinizadores de ambos horarios, al
dejar destapado el estigma durante toda la vida de la flor (n = 41 flores).

Ocho semanas después del periodo de floracion se registrd la presencia de fruto para cada
flor que fue sometida a alguno de los tratamientos. El porcentaje de fructificacion se estimo
como el numero de frutos producidos dividido entre el nimero de flores a las cuales se les
aplico tratamiento, por 100 (Montalvo y Ackerman 1986). Posteriormente se contaron

manualmente el nimero de semillas por fruto (Wendt et al. 2001; Schmid et al. 2011b).

Para valorar si el porcentaje de fructificacién guardaba relacion con el tratamiento realizado
a la flor, se empleé una prueba de X2 La prueba de Kolmogorov-Smirnov probé que los
datos referentes al nimero de semillas por tratamiento, tanto de los efectuados en el vivero
como en el campo, no tenian normalidad (P<0.05). Por esto se realizd una prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis con comparaciones tipo Tukey, para probar si el tratamiento
de polinizacion influye en el nimero de semillas (Schmid et al. 2011a). Tanto para éstos
como para el resto de los andlisis estadisticos se fijo como nivel de significancia una P <
0.05 y se usaron los programas Statistica (ver. 7, StatSoft Inc. 2004) y R 2.14.1 (R

Development Core Team 2011).
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Para establecer si T. heterophylla es autocompatible (el polen poliniza 6vulos del mismo
individuo y se desarrollan en semilla), se obtuvo primero el indice de Incompatibilidad
Autogama (ISI por “Incompatibility Self-Index”) dividiendo el numero de semillas
promedio del tratamiento del vivero de Autogamia entre el nimero de semillas promedio
del tratamiento del vivero de Xenogamia, donde valores entre 0.30 a 1.00 indican
autocompatibilidad. Posteriormente se calcul6 el Indice de Autopolinizacion Autdgama
(IAS por “Index of Autogamy Selfing”) al dividir el nimero promedio de semillas del
tratamiento de Autopolinizacion espontanea entre el nimero promedio de semillas del
tratamiento de Autogamia. En este indice, valores entre 0.30 y 1.00 indican autogamia
(Zapata y Arroyo 1978; Wendt et al.2001; Kamke et al. 2011). EI 1AS se multiplicé por

100 para tener un porcentaje de autocompatibilidad (Martén-Rodriguez y Fenster 2008).

Para determinar si existe limitacion de polen en la poblacion, el indice de limitacion de
polen (PLI por sus siglas en inglés) se calculd de la siguiente manera: 1-(semillas o frutos
del tratamiento Control/semillas o frutos del tratamiento Xenogamia) (Larson y Barret
2000; Becker et al. 2011). En este indice, valores negativos indican un mayor nimero de
semillas en el tratamiento Control que en el de Xenogamia (Becker et al. 2011), que se

interpreta como que no hay limitacién de polen.

2.1.5 Tasa de produccion y concentracion de néctar

Para establecer la tasa de produccion de néctar, y asi relacionar esta informacion con las
visitas de los potenciales polinizadores, se eligieron 20 flores al azar de los 10 individuos
en el vivero (dos flores de cada individuo), para evitar que visitantes consumiesen el néctar
entre mediciones. A estas flores no se les realiz6 tratamiento de polinizacién alguno. Todas

las mediciones de néctar se hicieron en noches sin lluvia.

El néctar producido fue medido utilizando tubos capilares de 80 pl y 10 pl. La extraccion

del néctar se realizaba cada 2 h, excepto por la primera medicion, ya que las flores de T.
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heterophylla no abrian lo suficiente para introducir el tubo capilar sin dafiar alguna parte
floral (San Martin-Gajardo y Sazima 2005), sino hasta 3 h después de la antesis. El
volumen total de néctar por flor fue calculado como la suma de los valores de la produccién
en todos los periodos (Tschapka y von Helversen 2007) para despues promediarlo entre

todas las flores.

Durante la extraccion de néctar se registré la concentracion de azucares contenidos en el
néctar (concentracion en °Brix), mediante el uso de un refractometro de campo (Mod.

HRT32, rango: 0-32 % Brix, precision: 0.2%; A. Kriss Optronic, Germany).

Se realiz6 una correlacion de Pearson para determinar la relacion entre el volumen y la
concentracion de azucares del néctar con el periodo en que se tomaron las mediciones,
usando los valores promedio de todas las mediciones, incluyendo cuando los valores fueron

de cero.

2.1.6 Observacion y grabacién de visitantes florales

En este trabajo se consideré como visitante floral a todo animal que tocase la corola de la
flor (sensu Schmid et al. 2011a). Para considerarlos polinizadores potenciales, también se
considerd que éstos entraran en la corola de las flores (Muchhala 2006), y que tocaran los
organos reproductores de las flores (Schmid et al. 2011b). Debido a que la antesis de T.
heterophylla abarca la noche y parte del dia, se emplearon grabaciones de video con
camaras infrarrojas en combinacién con observaciones directas de visitantes diurnos para

documentar la fauna de visitantes. El registro de visitantes se llevo a cabo de marzo a abril.

Para la grabacion de visitantes nocturnos se uso una camara de video Sony DCR-SR65 con
el modo de vision nocturna (Sony Corporation, Japan) equipada con un flash con luz
infrarroja HVL-HILR (Sony Corporation, Japan), colocada en un tripié a 1.3-1.5 m del
suelo, dependiendo la altura a la que se encontraba la flor. La cdmara se colocé al menos a

una distancia de 1.5 m de la flor.
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La grabacion nocturna iniciaba al anochecer (ca. 18:00 h) y terminaba 3 h después, debido
principalmente a las capacidades del equipo y a las condiciones ambientales. Este lapso
abarca el pico de forrajeo de la mayoria de los murciélagos filostdmidos (Fenton y Kunz
1977). Otros trabajos han usado periodos de grabacion similares (tres a cuatro h) (Wendt et
al. 2001; Quesada et al. 2003; Lobo et al. 2005). Cuando la bromelia sélo tenia una flor en
la noche, se grabO exclusivamente esa, en caso contrario se grabd la inflorescencia

completa. En total se grabaron 235 flores en 62 horas.

La observacion diurna se llevé a cabo con binoculares tanto durante el horario matutino
(09:00 h a 11:00 h) como vespertino (15:00 h a 18:00 h), a una distancia de al menos tres
metros del arbol donde estaba la bromelia bajo observacion. Observaciones preliminares en
el campo demostraron que con este periodo de observacion se registraba todas las horas
diurnas en las que la flor de T. heterophylla se mantenia abierta. Diariamente, dos
observadores se dispusieron en un sitio donde pudiesen observar simultaneamente no mas
de tres individuos distintos durante los periodos antes mencionados. Los artrépodos diurnos
fueron registrados al observar las flores de las bromelias cada diez minutos durante una
hora, en dos periodos, justo antes del amanecer y antes del anochecer durante 17 dias. Se

observaron 66 flores en horario diurno en 105 h.

Tanto en las grabaciones como en las observaciones se registrd: la especie de visitante, la
hora y duracion de la visita (ésta fue medida con cronémetro y mediante el uso del
programa Final Cut Pro 7, Apple Inc. 2009; a 30fps), si consumian partes de la flor, la
forma de aproximarse a la flor, el nUmero de flores que visitaba y la recompensa que
buscaba el visitante (Montalvo y Ackerman 1986; Martén-Rodriguez y Fenster 2008;
Schmid et al. 2011a). Las grabaciones se observaron a 3 fotogramas por segundo (10% mas

lento que la velocidad original) para poder describir la visita.

Las visitas se contabilizaron como el nimero de veces que el visitante hizo contacto con el

interior de la corola de la flor (Muchhala 2006), discerniendo si hacia contacto con los
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organos sexuales de la flor. De esta forma se considerd una visita diferente si un mismo
visitante iba y regresaba a la flor, porque mientras que era facil distinguir entre visitantes
individuales durante el horario diurno, era complicado identificarlos en visitantes nocturnos

una vez que estos salen del area de grabacion.

La duracion de la visita fue registrada como la cantidad de tiempo que las partes bucales de
los polinizadores permanecian dentro de la corola (Muchhala 2006). Si en la grabacion el
visitante movia toda la inflorescencia al introducir su cabeza en la flor filmada, se
consider6 que estaba realizando contacto con los 6rganos reproductores de la flor (Slauson
2000).

Con el fin de identificar a los murciélagos nectarivoros que frecuentaban los sitios de
estudio, los cuales se sugerian como polinizadores potenciales con base en las
caracteristicas del néctar, la forma y color de la corola y de la antesis principalmente
nocturna, se llevaron a cabo cuatro noches de muestreo con redes de niebla de 6x12 m
(Meyer et al. 2011), en las cercanias de individuos de T. heterophylla en floracion. Las
redes eran revisadas cada hora, iniciando desde el anochecer, y finalizando el redeo si
pasaban 2 h sin capturas. Después de la captura se procedio a la identificacion con guias de
campo de las especies de murciélagos (Medellin et al. 2008; Reid 2009), y siguiendo la
taxonomia de Simmons (2005). Se identifico el sexo y edad (por la osificacién de la
epifisis de las falanges y el desgaste dentario; Edythe 1988; Ortega y Arita 1999) en los
organismos capturados. Se determind la condicion reproductiva de las hembras por el
procedimiento de palpacion abdominal directa (discerniendo si estan embarazadas) o por la
observacién del desarrollo de los pezones (para saber si son lactantes o no; Racey 2009); a
los machos se les determind su condicion reproductiva basandose en la condicion de los
testiculos. Ademas, se midio la longitud del antebrazo con un vernier. El peso corporal se

tomo con una pesola de 100 g (precision: +/- 1 g).

Se relaciono el porcentaje de fructificacion y namero de semillas de los tratamientos en el

campo con la frecuencia de visitas de cada visitante (porcentaje de visitas de ese visitante,
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en relacién con el total de visitas registradas; Schmid et al. 2011a), el nimero de visitas en
las que los visitantes polinizaban la flor (el porcentaje, de las visitas totales efectuadas por
esa especie de visitante, en las que hizo contacto con los 6rganos reproductores de la flor),
y la conducta de cada visitante durante sus visitas a la flor (p. e. consumo polen o pétalos,
forma de aproximarse, el nimero de flores que visitaba y la recompensa buscada; Montalvo
y Ackerman 1986).

2.2 RESULTADOS

2.2.1 Fenologia y antesis floral

La floracién de Tillandsia heterophylla abarc6 desde la tercera semana de mayo a la
segunda de julio. El alargamiento del boton se inicia desde la mafiana, ca. de las 11:00 h.
La antesis se inicia con la separacion de los pétalos, alrededor de las 18:42 h (£ 31 min
(promedio £ DS), rango: 17:36-20:35, n = 120 flores), marchitandose entre 15 y 16 h
después (n = 132 flores). Este periodo coincide con la receptividad del estigma (ca. 15 h, n
= 13 flores; Figura 2.3).

Al abrir la corola quedan expuestos tanto el estigma como las anteras, mismas que ya
cuentan con polen sobre su superficie. Las anteras carecian de polen en las primeras horas
del dia siguiente (06:00 h) (Figura 2.3). La floracién de una planta de bromelia dur6
alrededor de 17 d (17.13 + 9.51 dias, n = 16 inflorescencias) en los cuales tenia un
promedio de 0.4 flores diarias + 0.2, rango: 0 a 3 flores (n = 298 flores en 27 individuos).

2.2.2 Sistema reproductivo y efectividad de visitantes

En todos los tratamientos en el vivero el porcentaje de fructificacién fue de alrededor de
60%, existiendo s6lo 5.36% de diferencia entre el tratamiento en el que se desarrollaron

mas frutos (Apomixis) y el de menor (Autogamia; Cuadro 2.1).
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Cuadro 2.1. Resultados de los tratamientos de polinizacion realizados a las flores de T. heterophylla para

determinar el sistema reproductivo. El nimero de semillas se muestra con el nimero promedio

desviacion estandar.

+

Su

%
) NuUmero de Numero de . .| Semillas promedio por
Tratamiento Fructificacio
Flores Frutos Fruto
n
Apomixis 16 10 62.50 310.50 + 273.13
Auto-polinizacion
, 18 11 66.66 315.72 + 247.29
espontanea
Xenogamia 17 10 58.82 281.47 + 258.27
Autogamia 14 8 57.14 269.71 + 275.13

El menor porcentaje de fructificacion en el campo se presentd en el tratamiento Expuesto

Nocturno Emasculado (ENE; 70.83%), con casi 15% menos frutos que el tratamiento

Control. La mayor fructificacién se dio en el tratamiento Expuesto Diurno (94.87%;

Cuadro 2.2). Tanto en los tratamiento en el vivero como en el campo, existe una influencia

del tipo de tratamiento en el porcentaje de fructificacion (X°=10.082, df=4, P<0.05).

Cuadro 2.2. Resultados de los tratamientos de polinizacién de T. heterophylla realizados para determinar la

efectividad de los polinizadores. Nombre de los tratamientos: ED: Expuesto Diurno, EN: Expuesto Nocturno,

EDE: Expuesto Diurno Emasculado, ENE: Expuesto Nocturno Emasculado. El nimero de semillas se muestra

con el nimero promedio + su desviacién estandar.

) NUmero de NUmero de % Semillas promedio por
Tratamiento
Flores Frutos Fructificacion Fruto
ED 39 37 94.87 552.17 + 171.72
EN 32 29 90.62 526.28 + 201.63
EDE 23 19 82.60 418.30 + 234.55
ENE 21 14 66.66 379.66 + 286.66
Control 33 27 81.81 485.39 + 246.18
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El tratamiento de polinizacion no tuvo influencia en el nimero de semillas producidas en el
vivero (H=0.198, df=3, P>0.05; n = 65 flores de 10 individuos del vivero; Cuadro 2.1) ni en
el campo (H=9.14, df=4, P>0.05; n = 148 flores de 16 individuos). De acuerdo al indice de
Incompatibilidad Autégama y al indice de Autopolinizacion Autégama, T. heterophylla es
completamente autocompatible (1S1=0.95, IAS=1.17). El indice de limitacion de polen tuvo
un valor de -0.72 usando el nimero de semillas promedio y -0.39 usando el porcentaje de
fructificacion, indicando que hubo maés frutos y semillas en el tratamiento Control en

relacién con el tratamiento de Xenogamia, indicando que no hay limitacion de polen.

2.2.3 Tasa de produccion y concentracion de néctar

El volumen promedio del néctar de las flores de T. heterophylla fue de 82.21 pl (+ 48.13, n
= 20 flores de 10 plantas), y la concentracion promedio de azUcares disueltos fue de 6.33
°Brix (x 4.90°, n = 20 flores de 10 plantas). La produccion de néctar se da por ca. 12 h, a
ca. 7 pl/h. El volumen mas alto de néctar (50.38 + 35.32 pl) se presento a las 20:00, y la
produccion desciende a casi cero 12 h después (0.13 £ 0.32 ul). Lo mismo ocurre con la
concentracion de azUcar disuelta, que a las 20:00 es de 13.23 % g/g (= 3.12) y luego
desciende a 0.19 % g/g (x 0.75) 12 h después. Los resultados promedio por hora se

resumen en la Figura 2.3.
Una correlacion de Pearson determind que existe una relacion negativa significativa entre la

hora de la toma del néctar (intervalos de 2 h) y el volumen (r=-0.60, P<0.05), también entre

la hora y la concentracion de azucares disueltos (r=-0.82, P<0.05).
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Figura 2.3. Volumen en pul (barras) y concentracion de azlcares ° Brix (linea) producido en las flores de T.
heterophylla. Las lineas grises sobre ellas representan el error estdndar. La barra verde indica la duracion de la
receptividad del estigma. La barra amarilla muestra la dehiscencia de las anteras y el tiempo que se encuentra

el polen en éstas. La linea negra marca la duracion aproximada de la noche en el sitio de estudio.

2.2.4 Observaciones y grabacion de visitantes florales

Se llevaron a cabo 167 h de observacion (62 durante el horario nocturno y 105 durante el
diurno) en 301 flores de T. heterophylla (235 durante la noche y 66 durante el dia), en las
cuales se registraron 99 visitas (40 durante la noche y 59 en el dia) de ocho especies de

visitantes florales.

2.2.4.1 Visitantes nocturnos

En 62 h de grabacion nocturna se detectaron 40 visitas, nueve de las cuales fueron de una
especie de polilla (Noctuidae) y 31 por una especie de murciélago (Cuadro 2.3). Durante

sus visitas, la polilla aterrizaba en la corola de la bromelia y, en al menos siete de las nueve

42



visitas, entré a la corola, permaneciendo dentro de ella 88 + 93 segundos (n = 7 visitas).
Las visitas comprendieron entre las 20:00 h y las 23:40 h. Debido a que el nectario de T.
heterophylla se encuentra debajo del ovario, a la altura del sépalo, para alcanzar el néctar
acumulado la polilla tenia que introducir casi todo su cuerpo en la apertura de la corola,
obligandola a tocar las anteras y estigma, ya que se encuentran a casi la misma altura. En
las siete visitas en las que se introdujo en la flor, la polilla la abandoné inmediatamente
luego de salir de la corola. En dos visitas, la polilla sélo reposé en la corola de la flor, sin
introducirse en ella, y en una de estas ocasiones, la polilla fue depredada por una rana que

saltd de las hojas del fitotelmata de la bromelia.

Se muestrearon murciélagos con redes en dos noches no consecutivas, totalizando 168
h/red, en las cuales se capturaron nueve individuos de cuatro especies: Carollia sowelli
Baker, Solari y Hoffmann, Desmodus rotundus Geoffroy, Sturnira lilium Geoffroy y
Sturnira ludovici Anthony; ninguna de las cuales cargaba polen de T. heterophylla. No
obstante, en las grabaciones se observd a un murciélago de talla mediana y sin cola o
uropatagio visible visitando las flores de T.heterophylla; con un hocico aparentemente mas
largo que el de los ejemplares capturados, por lo que se consider6 como nectarivoro.
Ejemplares del murciélago nectarivoro Anoura geoffroyi Gray (Phyllostomidae:
Glossophaginae) fueron capturados en la zona, en otra parte de este estudio (ver Capitulo
4), y éste coincidia con las caracteristicas de la especie que visitaba a T. heterophylla, por

lo cual se considerd que esta especie es la que hacia las visitas a la bromelia.

El murciélago A. geoffroyi realizé 31 visitas a las flores de T. heterophylla. Las visitas
iniciaron una hora después del anochecer y proseguian hasta las 00:00 h, sin embargo, la
mayoria de las visitas ocurrieron entre las 20:00 h y las 21:40 h. El murciélago se acercaba
a una flor y se alejaba antes de volver y visitar la flor antes inspeccionada. Durante la visita,
A. geoffroyi introducia su cabeza completa en la corola de T. heterophylla, y empujaba,
logrando que toda la cabeza se introdujese en la flor, ocasionando un movimiento en toda la
espiga. No se observd la remocion de las anteras para consumirlas o alguna captura de

insectos posados sobre la flor, por lo que se considera que solo buscaba néctar. La duracion
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de la visita, desde que introduce la cabeza en la corola hasta que la retira, es de 0.15 + 0.09

seg (n = 5 visitas). El murciélago contactaba las anteras con la cabeza y el cuello.

2.2.4.2 Visitantes diurnos

En 105 h se observaron 59 visitas a T. heterophylla. La bromelia tuvo considerablemente
mas visitantes diurnos que nocturnos. Al menos tres especies de colibries, una abeja del
género Euglossa, una especie de hormiga, una especie de mosca Calliphoridae y gran

cantidad de fauna que no consumia algun recurso floral (Cuadro 2.3).

Los colibries que visitaron T. heterophylla fueron Amazilia cyanocephala, Amazilia
beryllina y Lampornis sp., con un total de 29 visitas entre las tres especies (14, 2 y 13
visitas respectivamente). La duracion de la visita para A. cyanocephala fue de 8 + 21 seg (n
= 8 visitas) y de 1 + 0.5 seg para Lampornis sp. (n = 13 visitas); en las dos visitas de A.
beryllina no se pudo medir la duracion de alguna. Los tres colibries forrajearon de forma
similar, acercandose de frente o por arriba de la flor lo suficiente para introducir su pico y
retirarlo después retrocediendo y alejandose. Las dos especies de Amazilia fueron visitantes
matutinos de T. heterophylla, siempre visitando entre 07:00 h y 09:30 h. Al principio del
periodo de observaciones se registré una disputa por las flores entre un individuo de A.
cyanocephala y un A. beryllina, después de la cual, en las observaciones subsecuentes sélo
se registrd a A. cyanocephala; ademas, A. cyanocephala s6lo visitd a T. heterophylla
después de haber visitado a individuos de Tillandsia limbata y Tillandsia kirchoffiana
(especies con flores con caracteristicas ornitofilas) que florecian en arboles cercanos.
Lampornis sp. visitd a T. heterophylla exclusivamente antes de anochecer, ca. 18:20 h;
ademas, Lampornis fue el unico de los visitantes florales que intencionalmente abria los
pétalos de flores de T. heterophylla cuando aln no presentaban antesis los individuos que él

visitaba.

Una especie de abeja Euglossa (Apidae Euglossini) empezo a visitar a T. heterophylla ya

avanzada la floracién y lo hacia en dos momentos del dia, temprano en la mafiana (05:50-
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07:20 h) y en la tarde antes de oscurecer (ca. 18:00 h), aunque de 25 visitas, solo dos fueron
antes del anochecer. La duracién promedio de las visitas fue de 346 = 246 seg (n = 17
visitas), en los que s6lo acumulaban polen en su ultimo par de patas y después salian
volando. Durante la colecta del polen, La abeja usaba su primer par de patas y las
mandibulas, liberando el polen de las anteras que cubria todo el interior de la corola. Una
vez colectado el polen de una flor, la abeja abandonaba la flor sin visitar algin otro
individuo de bromelia con flor. Las abejas Euglossa también visitaban otras especies de

Tillandsia cercanas en busca de polen, pero después de visitar a T. heterophylla.

Otros insectos a los que se les observé consumiendo néctar de manera oportunista fueron
tres hormigas y dos moscas. En ambos casos, extraian el néctar de la base de la corola, en la
unién de los pétalos con los sépalos. Las hormigas abrieron un agujero en la base de los
pétalos y fue donde comenzaron a tomar el néctar. Las moscas aprovecharon una flor con
pétalos que abrieron de forma atipica, lo que les permitié entrar a la altura del caliz sin

tener que entrar por la apertura de la corola.
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Cuadro 2.3. Principales visitantes florales de T. heterophylla registrados durante la observacion con camaras

de video y la observacion directa. S6lo se muestran en la tabla los visitantes que utilizaron algin recurso

floral.
Frecuencia
Periodo de Relativa Recompensa/Objeti | Categoria de
actividad Especie (N) % Vo visita Visitante
Anoura geoffroyi
Nocturno (Murciélago) (31) 31.31 Néctar Polinizador
Amazilia
cyanocephala
Diurno (Colibri) (14) 14.14 Néctar Polinizador
Amatzilia beryllina
Diurno (Colibri) (2) 2.02 Néctar Polinizador
Lampornis sp.
Diurno (Colibri) (13) 13.13 Néctar Polinizador
Euglossa sp.1
Diurno (Abeja) (25) 25.25 Polen Polinizador
Formicidae sp.1 Robador de
Diurno (Hormiga) (3) 3.03 Néctar néctar
Noctuidae sp.1
Nocturno (Polilla) (9) 9.09 Néctar Polinizador
Calliphoridae sp.1
Diurno (Mosca) (2) 2.02 Néctar Ladrén de néctar

2.3 DISCUSION

La bromelia T. heterophylla es una especie autocompatible (Cuadro 2.1) y generalista en su
polinizacion, ya que tres tipos de visitantes polinizan a esta bromelia (murciélagos,
colibries, abejas), produciendo un porcentaje de fructificacion similar con igual nimero de
semillas en los frutos (Cuadro 2.2), y parece no estar limitada de polen, ya que la

fructificacion en el campo fue mayor a la obtenida en el vivero. Estas caracteristicas, junto
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con su antesis que se extiende por un periodo nocturno y diurno, serian esperadas de una

planta con sindrome bimodal.

El numero de semillas producidas por los visitantes de ambos horarios no difiere entre si,
(Cuadro 2.1), y el porcentaje de fructificacion de los tratamientos ED y EN fue superior al
90%, y los del EDE y el Control fue superior al 80% (Cuadro 2.2), pero el tratamiento ENE
fue de 66%, es decir, 15% menor a la fructificacion del tratamiento control y 16% menor a
su equivalente diurno (EDE). Lo anterior hace suponer que no solamente la fructificacion
es mayor en los tratamientos sin emascular, si no que de hecho las visitas de animales
diurnos producen maés frutos (el porcentaje de fructificacion de ED y EDE es mayor que
EN y ENE). El hecho de que el porcentaje de fructificacion en el campo rebaso el 90% en
los tratamientos en los que no se emascularon las flores puede indicar que las diferencias
entre el porcentaje de fructificacion entre tratamientos en el campo se deba a la accion
combinada de los distintos polinizadores y al potencial de T. heterophylla de
autopolinizarse. T. heterophylla incluso parece tener cierta capacidad apomictica (Cuadro
2.1), pero la similitud en el porcentaje de fructificacion entre el tratamiento de
Autopolinizacién espontanea y el de Apomixis, junto con la habitual observacion de polen
presente en el estigma al momento de abrir la flor, hacen suponer més bien que las semillas

obtenidas en el tratamiento de Apomixis se deban a la autopolinizacion.

En general, los visitantes tienen una frecuencia de visita similar: EI murciélago A. geoffroyi
tuvo el mayor nimero de visitas (31 visitas), los colibries (las tres especies en conjunto) le
siguen en frecuencia (29), y con igual porcentaje de visitas que polinizan (100%). La abeja
Euglossa tiene una frecuencia apenas 6.06% menor (25) que la del murciélago, y con un
porcentaje de visitas en las que efectuaban la polinizacion similar al del murciélago vy al
grupo de los colibries (92%). Sin embargo, hay que recordar hay que recordar que T.
heterophylla tiene una antesis predominantemente nocturna (nueve de las 15 h que
permanece abierta la flor transcurren durante la noche), en la que tanto el estigma como el

polen se encuentran disponibles para la polinizacion (Figura 2.3).
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La autogamia parece ser comun en las bromelias (Matallana et al. 2010), pero el entender la
efectividad de los visitantes florales como polinizadores es importante para conocer la
biologia reproductiva de la planta (Fumero-Caban y Meléndez-Ackerman 2007). Para
entender el desempefio de un visitante en la polinizacion, hay que considerar la conducta
(Montalvo y Ackerman 1986), el tiempo de las visitas y eventos importantes en la vida
funcional de la flor: la liberacion del polen y la receptividad del estigma. Si no, la planta
“puede parecer mas generalista de lo que realmente es, en términos de su polinizacion
efectiva” (Wilmer 2011). Ademas, varios rasgos florales (aroma, corola tubular blanca,
longitud de estambres), asi como la composicion (Kromer et al. 2008) y concentracion
(6.33 °Brix) de néctar —incluyendo su patrén de produccidn, siendo mayor al principio de la
noche-, indican una planta con rasgos tipicamente asociados a la polinizacién por animales

nocturnos.

El color palido de los pétalos y el aroma del néctar puede ser un atrayente para los
murciélagos (von Helversen y Winter 2003), y de hecho, el visitante mas frecuente fue el
murciélago Anoura geoffroyi (31% de las visitas). Este hizo contacto con los 6rganos
reproductores de las flores en todas sus visitas. Ademas de ser el polinizador nocturno méas
frecuente, la produccion de néctar tiene un patron que es similar al encontrado en otras
bromelias visitadas por murciélagos (mayor volumen y concentracion al principio de la
noche y disminuyendo con el tiempo; Tschapka y von Helversen 2007). Incluso la
composicion y concentracion del néctar de T.heterophylla indican que los murciélagos son
los principales polinizadores (Krémer et al. 2008).

El unico polinizador invertebrado nocturno registrado fue una especie de polilla Noctuidae.
Esta especie buscaba el néctar y se considero que polinizaba por la forma de introducirse en
la corola y el tiempo que permanecia dentro de ésta, al menos en el 78% de sus visitas
(Cuadro 2.3). La polilla Noctuidae no representaria un polinizador nocturno tan efectivo
por la reducida frecuencia de visita que tuvo en comparacion con los murciélagos, colibries
y abejas (ver Cuadro 2.3) y porgue en la mayoria de las visitas en las que polinizo, los

murciélagos ya habian visitado las mismas flores. La flor de T. heterophylla es, por sus
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caracteristicas (color, aroma) atractiva para una polilla (Gardner 1986), pero la baja
frecuencia de visita puede ser debida a muchos factores, como a las condiciones
ambientales imperantes en el momento de las grabaciones o tal vez por la presencia de

depredadores en la bromelia (p. e. arafias y ranas).

Basandose en las horas en las que esta disponible el polen en las anteras y el estigma esta
receptivo, es mas posible que A. geoffroyi sea el polinizador (con polen propio o foraneo)
de las flores disponibles en una noche. Una flor visitada por A. geoffroyi quedaria con el
estigma cubierto de polen y las anteras practicamente despojadas de polen, como lo
comprueban las observaciones en el campo posteriores a las grabaciones nocturnas. Los
visitantes que forrajeasen matutinamente, en las flores de T. heterophylla visitadas por A.
geoffroyi, probablemente tendrian poco o ningun efecto directo en la produccion de
semillas (Montalvo y Ackerman 1986), ya que casi no habria polen presente para las horas
de forrajeo tipicas de las abejas o colibries. Este murciélago significaria un buen vector de
polen para T. heterophylla, entre otras razones, porque su fisiologia de nectarivoro lo obliga
a alimentarse de forma casi continua durante su periodo de actividad (Tschapka y von
Helversen 2007), que comienza cerca de 1 h después del anochecer (Ortega y Alarcon
2008) y coincide con el pico de néctar de la bromelia. Su patrén de forrajeo propicia la
visita a distintos individuos de bromelia, y por ello, la xenogamia (Ohashi y Thomson
2005). Ademas, al ser un nectarivoro de talla mediana, se ve menos afectado por la
perturbacion de su habitat (Quesada et al. 2003), permitiéndole viajar por mas distancia
entre los distintos parches de vegetacion donde T. heterophylla estuviese presente. El
murciélago A. geoffroyi previamente se ha reportado como visitante de las bromelias
Thecophyllum irazuense (Salas 1973) en Costa Rica y Vriesea longiscapa (Sazima et al.
1999) en Brasil.

Sin embargo, el néctar de T. heterophylla tiene un volumen acumulado (82.21 pl) lejano al
esperado para una planta quiropterdfila (Tschapka y Dressler 2002) y con azlcares
disueltos (6.33 °Brix) mas bajos en comparacion con otras bromelias visitadas por

murciélagos (p. e. Werauhia gladioliflora tiene 17% de azucar en el néctar y en promedio
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1129 pl de volumen; Tschapka y von Helversen 2007). Por esto es probable que el néctar
de esta bromelia no constituya un recurso muy atractivo para el murciélago. A modo de
comparacion, en la bromelia Tillandsia macropetala, en el mismo afio en que se realizo las
observaciones de visitantes de T. heterophylla, los murciélagos efectuaban 8.8
visitas/planta (Capitulo 3), mientras que con T. heterophylla el valor seria de 4.4
visitas/planta; una diferencia entre ambas bromelias es que T. macropetala produce mas
néctar y con mas azucar (mas de 400 pl y mas de 7° Brix; ver Capitulo 3). La abundancia
de T. heterophylla en el sitio deberia tomarse en cuenta para examinar la calidad y cantidad
de recurso disponible para los murciélagos en una época de floracion determinada; ademas,
el murciélago A. geoffroyi tiene una dieta diversa, por lo que no necesariamente dependeria
del néctar para su subsistencia (Ortega y Alarcon 2008). Por ello, T. heterophylla usaria a
otros visitantes como polinizadores secundarios (Martén-Rodriguez y Fenster 2008) cuando

los murciélagos no llegasen a sus flores.

El extender la antesis para promover la polinizacion por visitantes diurnos y nocturnos
permite a las flores de T. heterophylla ser visitada por animales que difieren en su
comportamiento, morfologia y efectividad (Ortega-Baes et al. 2011.); la floracion
crepuscular puede ser una tendencia para las plantas que son polinizadas por visitantes
diurnos y nocturnos (ver Miyake y Yahara 1998 y referencias en éste). Las flores
actinomorfas con pétalos libres de T. heterophylla favorecen no sélo que una variada fauna
pueda llegar al néctar (Gomez y Zamora 1999), también que muchos de estos visitantes
pueden transferir efectivamente polen de T. heterophylla independientemente de sus
caracteristicas morfologicas o habitos troficos (Gomez 2002). Esto le permitiria a T.
heterophylla atraer a potenciales polinizadores cuando sus principales polinizadores no la

visiten.

Entre los visitantes diurnos, las abejas Euglossa fueron los unicos polinizadores que
buscaban polen, y al hacerlo era cuando entraban en contacto con las anteras y estigma de
las flores de T. heterophylla (92% de las visitas de las abejas polinizaban la flor). El aroma

de las flores de T. heterophylla puede funcionar como atrayente para este visitante. Las
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ocasiones en las que Euglossa visitd una flor y no poliniz6 se debieron a que el polen ya
habia sido removido durante la noche y no estaba disponible (ya sea por la duracion
habitual del polen en las anteras de poco mas de 12 h o porque la lluvia retird el polen). De
hecho, es posible que la diferencia en el porcentaje de fructificacion de las flores visitadas
por polinizadores diurnos y nocturnos se deba a la mayor saturacién de polen que efectuaba
la abeja Euglossa, ya sea durante la colecta de polen en las flores no emasculadas o por la
visita a flores emasculadas cuando adn conservaba la carga de polen en su cuerpo. La
contribucion de la abeja Euglossa a la fructificacion de T. heterophylla vari6 en el tiempo
que durd el trabajo en el campo, ya que las visitas de esta especie a las flores de la bromelia
se produjo hasta avanzada la floracion.

Los colibries son considerados también polinizadores, aunque sus frecuencias de visita son
bajas a nivel de especie (ver Cuadro 2.3). Al considerar a los colibries de forma conjunta,
realizan el 29% de las visitas totales, todas haciendo contacto con los Organos
reproductores de la flor. El patron de visita y conducta de los colibries se torna interesante
por varios motivos: primero, por la desaparicion de una de las especies de colibries al inicio
de la floracion. Amazilia beryllina fue registrado visitando a T. heterophylla al inicio de las
observaciones en el campo durante un par de dias. No obstante, luego de que cerca de los
individuos de bromelias bajo observacion se atestigud un acto de agresion por parte de un
Amazilia cyanocephala a un individuo de A. beryllina, A. cyanocephala fue el Unico colibri
en visitar a T. heterophylla en horas matutinas. Lampornis era el Gnico colibri en visitar las
flores en horas crepusculares. La distribucién agregada de plantas en floracién puede
promover la conducta territorial de los colibries (Sazima et al. 1996). Los machos de
colibries territoriales (Feinsinger y Colwell 1978) mantienen el flujo de polen en un grupo
de plantas determinado, y puede reducir el flujo de genes entre poblaciones cercanas
(Linhart 1973; Stiles 1975; Kress 1983; Webb y Bawa 1983).

Otro rasgo a destacar de las visitas de A. cyanocephala, es que en todas las visitas (14
visitas) que realizé a T. heterophylla, siempre visitd primero a otra especie de bromelia

cercana, la bromelia Tillandsia limbata (troquiléfila de acuerdo a la forma de sus flores, asi
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como por su composicion y concentracion de néctar; Kromer et al. 2008) y en algunas
ocasiones también a Tillandsia kirchoffiana. La cercania a una especie co-ocurrente con
una mayor recompensa podria ocasionar diferencias en el ensamble de polinizadores que
visita a una poblacion de plantas con menor recompensa (Gémez 2002). Para los colibries,
el néctar de T. heterophylla es més diluido (6.33 £ 4.09%) que el promedio de los néctares
que consumen (20% a 25%; Nicolson y Fleming 2003), y se sabe que al consumir néctares
muy diluidos, los colibries son incapaces de incrementar su ingesta lo suficiente para
mantener su balance energético (Fleming et al. 2004). Ademas, la polinizacion con
colibries esta correlacionada con el alto contenido en sucrosa (Baker y Baker 1982; 1983)
en el néctar, mientras que el néctar de T. heterophylla es dominante en hexosas (Krémer et
al. 2008).

Lo anterior puede volver al néctar de T. heterophylla poco atractivo para los colibries. No
obstante, la visita a las flores de T. heterophylla que florecen cerca de otras especies con un
néctar mas idoneo para los requerimientos del colibri —asi como con una coloracién mas
Ilamativa-, podria significar un recurso adicional para un visitante oportunista. Se sabe que
los colibries pueden cambiar la preferencia de azlcares en el néctar que consumen de
acuerdo a la concentracion de éste, tomando néctares mas ricos en hexosas en
concentraciones bajas (Schondube y Martinez-del-Rio 2003). Pero éste recurso sélo podria
estar disponible en las flores que no hayan recibido alguna visita en la noche anterior, ya
que la produccion de néctar en el horario en que tipicamente visitaba A. cyanocephala era
casi cero (0.13 + 0.32 ul). También existe la posibilidad de que las visitas sean de hecho
por conseguir agua, ya que las lluvias eran frecuentes durante el tiempo en el que se
Ilevaron a cabo las observaciones, y la morfologia floral de T. heterophylla permitia que se
almacenara agua en su corola. Cinco de las 14 visitas de A. cyanocephala a T. heterophylla
ocurrieron después de una lluvia intensa y en momentos en los que se observo agua

acumulada en la flor.

Lampornis visitaba a las flores antes del anochecer, e incluso abria con el pico botones ain

antes de la antesis, conducta vista en otras especies de planta con antesis crepuscular (v.gr.
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Sazima et al. 1994). Aunque la primera medicion de néctar no ocurri6é hasta méas de una
hora después (20:00 h) de la tipica hora de visita de Lampornis (ca. 18:20 h), el volumen
acumulado en las primeras 3 h luego de la antesis (50.38 £ 35.32 pl), asi como su
concentracion (13.23 + 3.12 °Brix), es mayor que en el resto de la noche. Estos valores
asemejarian mas a los registrados en una bromelia ornitéfila (p.e. T. multicaulis: 18% a 8%
de azlcar y 2 a 12 pl; Ordano y Ornelas 2004) y, potencialmente, significaria un buen
alimento antes de perchar y pasar la noche fria del BMM. Patrones similares de visitas
matutinas y crepusculares de colibries, a plantas con antesis nocturna se han hallado en
otros trabajos (p.e. Ramirez et al. 1984; Sazima y Sazima 1988; Sazima et al. 1989; Gribel
y Hay 1993; Buzato et al. 1994; Kay 2001; Muchhala 2003; Martén-Rodriguez y Fenster
2008).

Asi, los colibries tenian oportunidad de polinizar a T. heterophylla en dos momentos
durante la antesis de sus flores, al atardecer y en la mafiana siguiente. Una diferencia
crucial entre estos dos instantes es que al atardecer, no s6lo la recompensa era mas atractiva
para el colibri, también era mas probable que las visitas ocurriesen en momentos en los que
el estigma es receptivo y hay polen fresco, al menos cuando el colibri no forzaba la apertura
de la corola. En la mafana, era probable que las visitas ocurriesen en una flor ya polinizada
0 que al visitar, el colibri dejase polen de otra especie de bromelia, lo que reduciria la

calidad del servicio en la polinizacion que ofrece el colibri.

Considerando esto, aunque T. heterophylla tiene una flor con caracteristicas quiropterdfilas,
al ampliar su antesis y la receptividad del estigma le ha permitido desarrollar un sistema de
polinizacion “a prueba de fallos” que, puede ser 1til para asegurar la reproduccion sexual al
expandir sus polinizadores (Dar et al. 2006), aun cuando la variacion en la abundancia de
los polinizadores y de sus patrones de visita cambie en el tiempo y en el espacio (Bush y
Beach 1995; Gémez 2002; Muchhala 2003). Es sabido que incluso plantas cuyas
recompensas (generalmente néctar) estan sincronizadas para atraer al “mejor” visitante al
poco tiempo de la antesis y la dehiscencia de las anteras (como en este caso lo seria T.

heterophylla y A. geoffroyi), pueden mantener niveles remanentes de recompensa para
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atraer a otros visitantes no especializados mas tarde durante la antesis (Wilmer 2011). La
efectividad de los polinizadores diurnos y nocturnos puede variar en el tiempo y espacio
(p.e. Sahley 2001; Bustamante et al. 2010), por lo que una planta que emplee ambos grupos
de polinizadores puede compensar estas variaciones. Existen estudios que han demostrado
que aunque la efectividad de los polinizadores nocturnos es mayor, la abundancia de los
polinizadores diurnos hace que la efectividad de los diurnos se incremente (ver Young 2002
para referencias). También se ha demostrado, por ejemplo con Lonicera japonica
(Caprifoliaceae), que los visitantes diurnos y nocturnos tienen diferente influencia en el
éxito reproductivo, ya que los primeros dispersan mas granos de polen en distancias cortas,
y los nocturnos lo hacen por distancias mas largas (Miyake y Yahara 1998).

Seria interesante conocer el ensamble de visitantes de T. heterophylla y la efectividad de
los polinizadores en otros sitios con diferentes tipos de vegetacion y fauna donde la
actividad de murciélagos y colibries probablemente esta reducida, ya que es probable que la
contribucion al éxito reproductivo de la planta varie entre sitios. También seria importante
emplear diversos indicadores para medir el éxito reproductivo de la planta, asi como
realizar tratamientos de polinizacion en afios diferentes (Brody 1997), para asi hacer

comparaciones con estos resultados.

Finalmente, también seria importante evaluar de manera adecuada la importancia de néctar
de T. heterophylla para sus visitantes, como en este caso el murciélago A. geoffroyi, y de
ser posible, relacionarlo con los requerimientos especificos los visitantes en la época de
floracién de la bromelia. Entender cuéles son los elementos que pueden ayudar a mantener
las poblaciones del as bromelias y la fauna asociada a ellas puede ser informacion dtil, para
planes que busquen disminuir los efectos de la fragmentacion de los bosques,

particularmente en ecosistemas que sufren cambios acelerados por las actividades humanas.
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CAPITULO 3

BIOLOGIA FLORAL Y
REPRODUCTIVA DE Tillandsia

macropetala
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3 INTRODUCCION

Bromeliaceae es una familia de plantas que estd restringida casi exclusivamente al
Neotrépico (excepto por Pitcairnia feliciana, que es africana). Segun Givinish et al. (2011),
la familia posee cerca de 3,140 especies en 58 géneros, y cerca del 50% de estas especies
son de habito epifito (Benzing 2000).

En las bromelias predomina la polinizacion por vertebrados sobre la entomofilia (Sazima et
al. 1989; Canela y Sazima 2005), y en general, la mayoria son consideradas como plantas
polinizadas por colibries (troquilofilia) (Canela y Sazima 2005; Kromer et al. 2008).
Algunos géneros de bromelias (p.e. Tillandsia, Vriesea) han evolucionado
independientemente sindromes de polinizacién para insectos, aves y murciélagos en
distintas ocasiones (Benzing 2000), lo cual sugiere que para esta familia los costos de
alternar entre sindromes de polinizacion no son mayores a los beneficios de los mismos
(Fleming y Muchhala 2008). Aun cuando se conoce que en las bromelias existe esta
flexibilidad en su espectro de visitantes florales, relativamente pocos son los trabajos que
tratan sobre el tema (p.e. Sazima et al. 1989; Sazima et al. 1995; Kessler y Krémer 2000;
Kromer et al. 2006; Tschapka y von Helversen 2007; Kromer et al. 2008; Schmid et al.
2011a; Schmid et al. 2011b).

La bromelia Tillandsia macropetala Wawra fue recientemente diferenciada como una
especie distinta a Tillandsia viridiflora (Beer) Baker por Krémer et al. (2012). Sin
embargo, existe un gran vacio en el conocimiento sobre la ecologia de ambas especies. En
particular, se desconoce la fauna de visitantes florales y datos como la hora de antesis o de
produccion de néctar.

En contraste con la mayoria de especies del género Tillandsia, T. macropetala y T.
viridiflora no poseen bracteas coloreadas vistosamente con flores contrastantes, tipicas de
la polinizacion por colibries (Wilmer 2011), en cambio tienen una corola blanquecina y

bracteas verdes (Kromer et al. 2012). Debido a que su antesis es nocturna, y tiene
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estambres y pistilo extendidos, Hietz y Hietz-Seifert (1994) sugirieron para T. viridiflora
(aun incluyendo a T. macropetala) que las polillas de la familia Sphingidae (sindrome
floral de esfingofilia; Endress 1994) podian ser los polinizadores mas probables de esta

especie.

No obstante, observaciones personales de T. Krémer, asi como la identificacion de un
néctar diluido y rico en hexosas (Krémer et al. 2008) sugieren que los murciélagos son los
polinizadores de esta especie (sindrome de quiropterofilia). Esto pese a que la flor de T.
macropetala no presenta grandes flores zigomorficas con forma de campana o tubulares,
tipica de los otros géneros de bromelias en los que si se ha identificado el sindrome
(Encholirium, Guzmania, Pitcairnia, Puya, Vriesea y Werauhia; Kromer et al. 2007;

Tschapka y von Helversen 2007; Fleming et al. 2009).

Ademas, las flores de T. macropetala permanecen abiertas durante la mafiana del dia
siguiente, lo que puede habilitar a otros polinizadores a visitarla. Una antesis extendida
permite la polinizacion de visitantes diurnos y nocturnos (Dar et al. 2006; Ortega-Baes et
al. 2011). De esta forma T. macropetala mostraria un sistema de polinizacién bimodal
(Schmid et al. 2011a) entre polinizadores nocturnos y diurnos.

La efectividad como polinizadores de visitantes diurnos y nocturnos se ha evaluado en
otros trabajos, encontrando que estos visitantes tienen igual importancia para la
reproduccion de la planta (p.e. Cruden 1973; Jennersten y Morse 1991; Guitian et al. 1993;
Fleming et al., 1996; Sahley 1996; Miyake y Yahara 1998; Young 2002; Dar et al. 2006), o
que son los visitantes nocturnos los mas efectivos polinizadores (Sazima y Sazima 1988;
Sazima et al. 1989; Buzato et al. 1994; Slauson, 2000; Muchhala 2003; y referencias en
Young 2002). Hasta el momento, en México, no se han realizado estudios de polinizacién
con una bromelia que pueda presentar caracteristicas florales que permitan la polinizacion

por parte de visitantes diurnos y nocturnos.
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Las bromelias epifitas son consideradas, en la selva baja y selva alta del sureste de Brasil,
como el grupo de plantas mas importante y representativa (con el 30% de especies) en dos
ensambles de plantas polinizadas por murciélagos (Sazima et al. 1999); lugar en el que
también hay especies de bromelias con caracteristicas bimodales que son polinizadas por
colibries (Sazima et al. 1999). En un ambiente parecido (“lower montane wet forest”) en
Costa Rica, el morfotipo de polen perteneciente a la familia Bromeliaceae, después del
morfotipo de Burmeistera spp., fue el més frecuente en el pelaje de murciélagos (Muchhala
2003). En la vegetacion de sabana de una sierra de 2,000 msnm, en el sureste de Brasil, la
bromelia terrestre Encholirium glaziovii es polinizada por el murciélago Lonchophylla
bokermanni, ademas de ser visitada por polillas Noctuidae, Sphingidae, y colibries, aunque

ninguno de estos Ultimos la polinizaba (Sazima et al. 1989).

El objetivo de este trabajo es conocer la biologia floral y reproductiva de T. macropetala
para identificar a los visitantes florales que constituyen polinizadores efectivos de esta
bromelia. Se describira la fenologia floral de esta especie, determinara el patron de
produccién de néctar y la concentracion de éste, asi como se definira el sistema
reproductivo de la bromelia. Esta informacion servira para relacionarla con la frecuencia y
efectividad en la produccion de frutos y semillas de los visitantes florales, diurnos y

nocturnos.

Mi hipoétesis es que, ya que la antesis en esta especie se inicia en al anochecer pero se
extiende hasta el dia siguiente (Hietz y Hietz-Seifert 1994; Kromer et al. 2012), la bromelia
T. macropetala recibira visitas de animales tanto en el horario nocturno como en el diurno.
Los nocturnos tendrian la posibilidad de visitar primero a las flores recién abiertas de T.
macropetala, por lo que sus visitas podrian originar méas frutos y semillas, al visitar y
polinizar la flor con polen fresco y el estigma receptivo, lo que los volveria mejores
polinizadores para la bromelia. Aunado a esto, la antesis crepuscular, la corola blanquecina
con bracteas verdes (Kromer et al. 2012), los estambres y pistilo extendidos (Hietz y Hietz-

Seifert 1994) y un néctar rico en hexosas y diluido (Kromer et al. 2008) sugieren una
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polinizacion por murciélagos (Tschapka y Dressler 2002; Wilmer 2011), por lo que

suponemos que los murciélagos seran los principales polinizadores de esta especie.

3.1 METODOS

3.1.1 Sitio de estudio

Este estudio se llevé a cabo en dos temporadas, ambas de marzo a abril en 2011 y 2012, en
el Municipio de San Andrés Tlalnelhuayocan, ubicado en la zona central del estado de
Veracruz, México. Sin embargo, se hicieron visitas al sitio de estudio en los meses de
diciembre de 2010 y 2011 y enero de 2011 y 2012 para determinar el inicio de la época de
floracion de T. macropetala.

El sitio de muestreo tiene una altitud entre los 1500 y los 1700 msnm (Mehltreter et al.
2005). La precipitacion anual es de 1650 mm, con un periodo seco entre noviembre y abril.
La temperatura media es de 14°C (Williams-Linera 2002). La vegetacion predominante es
el bosque mesoéfilo de montafia (BMM) (Hamilton et al. 1995), donde predominan arboles
como Quercus spp. (Fagaceae), Liguidambar styraciflua (Hamamelidaceae) y Clethra
mexicana (Clethraceae), asi como arbustos y enredaderas (Zamora y Castillo-Campos
1997; Williams-Linera 2002). En el municipio, Zamora-Crescencio y Castillo-Campos
(1997) registraron 412 especies de plantas vasculares, 78 de ellas epifitas. Posteriormente,
Flores-Palacios (2003) incrementd el namero a 500 especies de plantas vasculares, de las
cuales 78 son epifitas. EI BMM esta inmerso en una matriz de campos agricolas, potreros,
cafetales y asentamientos (Williams-Linera 1993; Mufioz-Villers y Lépez-Blanco 2007;
Cruz-Angon et al. 2010; Toledo-Aceves et al. 2011). Este ecosistema tiene una prioridad
critica de conservacion (CONABIO 2010), debido principalmente al efecto del crecimiento

desordenado de las actividades antropicas (Williams-Linera 2007).
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Un fragmento de BMM en el Rancho “La Luciérnaga” (19° 31’ 12.9” N, 96° 59’ 17.9” O,
Figura 3.1) fue el sitio elegido para hacer el seguimiento de la fenologia de T. macropetala,
ya que contaba con abundantes individuos de esta especie, muchos de los cuales
naturalmente se hallaban a alturas entre 1 y 3 metros sobre los troncos de arboles. Este
fragmento era cruzado por sendas, donde los arboles dominantes son el Liquidambar
macrophylla Oerst y Quercus spp.

Debido a que el sitio en donde se inicié la investigacion se volvid inaccesible para
continuar el estudio, se eligioé un segundo sitio (19° 31" 53.71” N, 96° 58" 46.86” O, Figura
3.1) en la temporada siguiente, una propiedad privada con arboles de Quercus spp., cultivo
de frutales como platanos (Musa sp.), limones (Citrus sp.), macadamias (Macadamia sp.) y
elementos de bosque secundario, que ofrecia abundante sombra y exposicion a una pequefia
cafada, en el cual ya se habia registrado la presencia de posibles polinizadores para las
bromelias, producto de observaciones preliminares. Cerca de este sitio se instalé un vivero
tipo “casa sombra” (o umbraculo) para realizar tratamientos de polinizacion que excluian a

los visitantes, y asi determinar el sistema reproductivo de la bromelia.
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Figura 3.1. Mapa que muestra los dos sitios de estudio en el municipio de San Andrés Tlalnelhuayocan. Los

sitios estan marcados con los ndmeros 1 (2011) y 2 (2012).
3.1.2 Especie de estudio

Tillandsia macropetala Wawra (Bromeliaceae) es primordialmente de habito epifito, no
obstante, también puede ser litéfila o terrestre (Krémer et al. 2012; Figura 3.2), y se le
encuentra generalmente en el dosel medio del bosque o en la cercania de cauces de agua (T.
Kromer, com. pers.). Sus hojas forman una roseta sin tallo tipo tanque de hasta 1.2 m de
didmetro. Su inflorescencia puede medir entre 55 y 83 cm de largo, por lo que la planta
alcanza entre 1.3 y 1.7 m de altura. La inflorescencia esta compuesta de entre tres y siete
espigas, cada una con entre 15 y 20 flores. Las flores son disticas y erectas, actinomorfas y
con una corola helicoiforme subsésil. Los pétalos son de color verde claro, con forma de
cinta, torcidos, de entre 10.7 y 12.3 cm de largo por entre 14 y 17 mm de ancho. Los
estambres verdes blanquecinos son subiguales, con filamentos libres de entre 10.4 a 11.7
cm de longitud; las anteras son verde claro o blanco y curvadas, de entre 7.5 y 8 mm de

longitud. El estilo es libre, de 11.50 £ 1.77 cm (n = 8 flores), y tiene un estigma trilobulado.
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La cépsula frutal es verde y fusiforme, tiene entre 5.3 y 6 ¢cm de longitud y 1 cm de
diametro. Las semillas son café oscuro, fusiformes y de cerca de 4.5 mm de longitud, con

una coma blanca de cerca de 3 cm de longitud (Krémer et al. 2012).

\‘u
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Figura 3.2. Imagen de: A) individuo y flor de Tillandsia macropetala; B) flor de T. macropetala con un corte
longitudinal. NUmeros: 1, estigma; 2, anteras; 3, ovario; 4, nectario. La barra roja representa 1 cm. Foto A por

Pedro A. Aguilar-Rodriguez; Foto B por Anina Knauer.

Esta especie puede ser encontrada en el centro y sur de México (Sierra Madre Oriental,
Sierra de Juarez y Sierra de Chiapas), en bosques de montafia lluviosos o de pino-encino a
elevaciones de entre 1100 y 2500 msnm. Debido a que T. macropetala fue recientemente
restablecida como especie vélida (Kromer et al. 2012), ya que anteriormente fue
considerada como sinénimo de T. viridiflora (Smith y Downs 1977; Espejo et al. 2004)
probablemente su distribucion no se restrinja a México, tal como sucede con Tillandsia

viridiflora (Kromer et al. 2012). La floracion de la especie (ain como T. viridiflora) abarca
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de enero a agosto (Espejo-Serna et al. 2005), pero en el sitio de estudio, se observaron unos
pocos individuos que comenzaron su floracion en diciembre, aunque en su mayoria

iniciaron en el mes de marzo (Pedro A. Aguilar-Rodriguez, obs. pers.).

3.1.3 Fenologia y antesis floral

Se seleccionaron ejemplares de T. macropetala antes del inicio de su floracion. Se eligieron
ocho individuos adultos proximos a florecer, durante la primera temporada (2011), para
seguir su fenologia y determinar la duracion de la floracion de los individuos, el nimero de
flores promedio en una inflorescencia, y la duracion de las flores individuales; ademas, con
estos individuos se realizaron experimentos de exclusion para evaluar la polinizacion de las

flores por visitantes diurnos y nocturnos.

Adicionalmente, seis individuos se llevaron a un vivero (tipo “casa sombra”) con el fin de
excluir a los potenciales polinizadores y determinar el sistema reproductivo de la bromelia.
Ya que durante la primera temporada muchas flores de los individuos en el campo fueron
depredadas (ver Capitulo 4), se decidid repetir el trabajo en un segundo sitio (2012), con
nueve individuos adicionales, y tratando de forma conjunta los datos (n = 23 plantas, seis
en vivero y 17 en campo). Debido a que la mayoria de individuos de T. macropetala
préximos a florecer se encontraban a alturas que dificultaban la manipulacion de las flores
para los tratamientos (ca. de 3 m), se translocaron plantas de los alrededores y se colocaron
a 1.5 m de altura en troncos de diferentes arboles, preferentemente arboles que ya tuviesen
bromelias en sus ramas. En el sitio donde se llevd a cabo el trabajo durante la primera
temporada tenia individuos a distintas alturas, incluso habia bromelias a nivel del suelo y en
las bases de los arboles (entre 30 y 40 cm del suelo), por lo que la translocacion y
reposicionamiento de los individuos a la altura de 1.5 m no se considero que afectase en las
observaciones, ademas que T. macropetala rara vez se encontraba a alturas superiores a los

5 m. Dos de las ocho bromelias usadas en la primera temporada para el seguimiento de la
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fenologia se dejaron en su arbol y altura original. La exposicion al sol de las bromelias

translocadas no se modifico, ya que se mantuvieron cubiertas por el dosel.

Cada botdn de las bromelias seleccionadas (23 entre las dos temporadas) fue marcado con
un plumon indeleble no toxico en la bractea, para poder seguir el desarrollo de las flores
hasta el fruto. Una vez iniciada la floracion, se anoto la condicion floral al describir: el
alargamiento del boton floral (cuando el boton emerge de la bractea floral y comienza a
crecer; Cascante-Marin et al. 2005), el inicio de la antesis (la hora en la que el polen se
desprende y el estigma se vuelve receptivo; Kearns e Inouye 1993), la apertura de la corola,
el momento en que los pétalos se decoloran y curvan (Cascante-Marin et al. 2005), y la
marchitez de los pétalos y el estilo (las estructuras pierden turgencia, se vuelven opacos y
caen; Escobedo 2007); esto en las flores que se usarian para los tratamientos de todos los

individuos seleccionados (Martén-Rodriguez y Fenster 2008).

A los individuos en el vivero se les conservo a temperatura ambiente, en una ubicacién
cercana al bosque secundario del segundo sitio. Este vivero estaba hecho de malla de nylon
tipo mosquitero y a las plantas se les proporcion6 sombra y agua frecuente, usando macetas

con grava como sustrato.

En el trabajo de Kamke et al. (2011) con la bromelia Aechmea caudata, se determiné que el
polen y el estigma son viables y receptivos durante toda la floracién, lo que parece ser
comun en las bromelias (Canela y Sazima 2003; 2005; Lenzi et al. 2006; Nara y Webber
2002; Schmid et al. 2011b). En este trabajo se anotd la hora en la que ocurria la dehiscencia
de las anteras. La receptividad del estigma se determind por medio de la observacion
directa de la presencia de una sustancia mucilaginosa en éste (Escobedo 2007). Como
comprobacion, se sumergio el estigma de seis flores en perdxido de hidrégeno (H20,) a
distintas horas (Martén-Rodriguez y Fenster 2008): 1 hora después de la antesis, 6, 12, 24 y
36 h después. La formacion de burbujas indicaba la receptividad del estigma (Sazima et al.
1994; Dafni y Motte 1998; Machado et al. 1998; Ratnayake et al. 2006; Martén-Rodriguez

y Fenster 2008).
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3.1.4 Sistema reproductivo y efectividad de visitantes

Para determinar el sistema reproductivo de T. macropetala y poder evaluar la efectividad en
la polinizacion de los visitantes florales de los horarios diurnos y nocturnos, se llevaron a

cabo tratamientos experimentales de polinizacion en el vivero y en el campo.

Para evaluar el sistema reproductivo se aplicaron los siguientes cuatro tratamientos en los
seis individuos en el vivero: El tratamiento de Apomixis consistid en la emasculacion de las
flores mediante la remocion de las anteras de la flor tratada (n = 25 flores), evaluando asi si
era posible el desarrollo de semillas sin que ocurriese la polinizacion (Kearns y Inouye
1993). En el tratamiento de Autopolinizacidn espontanea (sensu Wendt et al. 2001) no se

removieron las anteras ni se realizd otra manipulacion, con el fin de determinar si la flor
posee la capacidad de autopolinizarse (n = 50 flores), ya sea porque la arquitectura de la
flor permite el contacto entre anteras y estigma o por el cambio de posicion de estas
estructuras a lo largo de la vida de la flor. En el tratamiento de Xenogamia (n = 40 flores)
se froto la antera de un individuo en el estigma de otro individuo previamente emasculado
(Tschapka y von Helversen 2007; Martén-Rodriguez y Fenster 2008). El tratamiento de
Autogamia (Guitian et al. 1993) se realiz6 para evaluar si el polen de la flor podia fertilizar
sus propios ovulos, y para esto se frotd una antera directamente con el estigma de la flor a
la que pertenecia la antera (n = 29 flores). Todos los tratamientos se aplicaron no mas de

dos horas después del inicio de la antesis.

Ocho semanas después del periodo de floracion se registro la presencia de fruto para cada
flor que fue sometida a alguno de los tratamientos. El porcentaje de fructificacion se estimo
como el nimero de frutos producidos dividido entre el numero de flores a las cuales se les
aplico tratamiento, por 100 (Montalvo y Ackerman 1986; Guitian et al. 1993).
Posteriormente se contaron manualmente el nimero de semillas por fruto (Wendt et al.
2001; Schmid et al. 2011a).
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Para establecer la efectividad de los visitantes diurnos y nocturnos se emple6 como
indicador la produccion de semillas y el porcentaje de fructificacion por tratamiento de los
individuos en el campo (Montalvo y Ackerman 1986; Sahley 2001; Wendt et al. 2001), de
la misma manera en la que se hizo con los frutos y semillas en el vivero. La efectividad en
la produccién de semillas y en la formacion de frutos se generalizd al horario de los
visitantes. Se conoce que, al menos en la bromelia Werauhia gladioliflora (Wendland) J.R.
Grant, la emasculacion de las flores no tiene efecto en el desarrollo de los frutos (Cascante-
Marin et al. 2005).

Los tratamientos para determinar la efectividad de los visitantes para la produccién de
semillas y frutos se realizaron en las 17 plantas en el campo, de la siguiente manera: El

tratamiento Expuesto Diurno (ED) consistioé en cubrir el estigma de la flor tratada con un

tubo de plastico (ca. 3 x 0.5 cm) sujeto con algodon, durante la noche, para después
destaparlo durante las horas diurnas; de esta forma solamente visitantes diurnos podian

polinizar la flor (n = 33 flores). En el tratamiento Expuesto Nocturno (EN) se descubri6 el

estigma de la flor durante la noche y se tapd con el tubo durante las horas diurnas, para que
la flor solo pudiese ser polinizada durante la noche (n = 79 flores). El tratamiento Expuesto
Diurno Emasculado (EDE) se realiz6 como en el ED, pero también se emasculd la flor al

remover las anteras, para que no fuese polinizada por un visitante nocturno ni por polen

proveniente de la misma flor (n = 33 flores). El tratamiento Expuesto Nocturno

Emasculado (ENE) se hizo como el EN, pero emasculando la flor, evitando que visitantes
diurnos la polinizaran y que tampoco fuese con polen del mismo individuo tratado (n = 62

flores). El tratamiento Control sirvié como testigo al estar expuesto constantemente a los

polinizadores de ambos horarios, al dejar destapado el estigma durante toda la vida de la
flor (n =136 flores).

Debido a que las observaciones previas indicaban que la flor de T. macropetala se mantiene
con la corola abierta durante al menos dos noches, los tratamientos en el campo se
prolongaron por 48 h después de la antesis. Durante la segunda temporada (2012) se

hicieron solamente tratamientos Expuesto Nocturno, Expuesto Nocturno Emasculado y
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Control, ya que la mayoria de frutos de estos tratamientos fueron depredados en la primera

temporada.

Para valorar si el porcentaje de fructificacion guardaba relacion con el tratamiento realizado
a la flor, se empled una prueba de X2 La prueba de Kolmogorov-Smirnov probé que los
datos referentes al nUmero de semillas por tratamiento, tanto de los efectuados en el vivero
como en el campo, no tenian normalidad (P<0.05). Por esto se realizd una prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis con comparaciones tipo Tukey, para probar si el tratamiento
de polinizacion influye en el numero de semillas (Schmid et al. 2011a). Tanto para éstos
como para el resto de los anélisis estadisticos se fijo como nivel de significancia una P <
0.05 y se usaron los programas Statistica (ver. 7, StatSoft Inc. 2004) y R 2.14.1 (R
Development Core Team 2011).

Para establecer si T. macropetala es autocompatible (el polen poliniza 6vulos del mismo
individuo y se desarrollan en semilla), se obtuvo primero el indice de Incompatibilidad
Autégama (ISI por “Incompatibility Self-Index”) dividiendo el nimero de semillas
promedio del tratamiento del vivero de Autogamia entre el nimero de semillas promedio
del tratamiento del vivero de Xenogamia, donde valores entre 0.30 a 1.00 indican
autocompatibilidad. Posteriormente se calcul6 el indice de Autopolinizacion Autégama
(IAS por “Index of Autogamy Selfing”) al dividir el nimero promedio de semillas del
tratamiento de Autopolinizacion espontanea entre el nimero promedio de semillas del
tratamiento de Autogamia. En este indice, valores entre 0.30 y 1.00 indican autogamia
(Zapata y Arroyo 1978; Wendt et al.2001; Kamke et al. 2011). EI 1AS se multiplicé por

100 para tener un porcentaje de autocompatibilidad (Martén-Rodriguez y Fenster 2008).

Para determinar si existe limitacion de polen en la poblacion, el indice de limitacion de
polen (PLI por sus siglas en inglés) se calculd de la siguiente manera: 1-(numero promedio
de semillas o porcentaje de fructificacion del tratamiento Control/nimero promedio de
semillas o porcentaje de fructificacion del tratamiento Xenogamia) (Larson y Barret 2000;

Becker et al. 2011). En este indice, valores negativos indican un mayor numero de semillas
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en el tratamiento Control que en el de Xenogamia (Becker et al. 2011), que se interpreta

como que no hay limitacion de polen.

3.1.5 Tasa de produccion de néctar

Con el fin de definir el patrén de produccion de néctar y conocer el horario en que esta
disponible el néctar como recompensa para potenciales visitantes, se eligieron 21 flores al
azar de los seis individuos en el vivero (al menos tres flores de cada individuo), para que
asi los visitantes no consumieran el néctar antes de las mediciones. No hubo tratamiento
experimental de polinizacion en ninguna de estas flores, y todas las mediciones de néctar se

hicieron en noches sin lluvia.

El néctar producido (volumen) se midié en una misma flor, cada 2 h, utilizando tubos
capilares de 80 ul y 10 pl. Se prosiguio la extraccion hasta la marchitez de la flor
muestreada o cuando el volumen llegase a cero del registro. EI volumen total de néctar por
flor fue calculado como la suma de los valores de la produccién entre todos los periodos
(Tschapka y von Helversen 2007) para después promediarlo en todas las flores. Este valor
se compard con el néctar acumulado en 12 h, medido en cinco flores de cuatro individuos, a

las que se les excluyd de visitantes florales hasta antes de la medicion del volumen.

Durante la extraccion de néctar se registré el porcentaje de azUcares contenidos en el néctar
(concentracion en °Brix), mediante el uso de un refractometro de campo (Mod. HRT32,

rango: 0-32 % Brix, precision: 0.2%; A. Kriuss Optronic, Germany).

Se realiz6 una correlacion de Pearson para determinar la relacion entre el volumen y la
concentracion de azucares del néctar con el periodo en que se tomaron las mediciones,
usando los valores promedio de todas las mediciones, incluyendo cuando los valores fueron

de cero.
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3.1.6 Observacion y grabacion de visitantes florales

Para este trabajo, se consider6 como visitante floral en el sentido mas amplio, como todo
animal que tocase la corola de la flor (sensu Schmid et al. 2011b). Para considerarlos
polinizadores potenciales, también se considero que éstos entraran en la corola de las flores
(Muchhala 2006), y que tocaran los dérganos reproductores de las flores (Schmid et al.
2011b). Ya que la antesis de T. macropetala se extiende por periodos tanto nocturnos como
diurnos, se usaron grabaciones de video con camaras infrarrojas en combinacion con
observaciones directas de visitantes diurnos para documentar la fauna de visitantes. Las
grabaciones y observaciones de visitantes se llevaron a cabo en los meses de febrero, marzo

y abril en las dos temporadas.

Para la grabacion de visitantes nocturnos se uso una cadmara de video Sony DCR-SR65 con
el modo de vision nocturna (Sony Corporation, Japan) equipada con un flash con luz
infrarroja HVL-HILR (Sony Corporation, Japan). Esta se colocaba en un tripié a 1.3-1.5 m
del suelo, dependiendo la altura a la que se encontraba la flor. La cAmara se colocaba al

menos a una distancia de 1.5 m de la flor.

La grabacion nocturna comprendié desde el inicio de la antesis de la flor (cerca del
anochecer: 19:00 h) y se prolongd durante 3 h, principalmente por las capacidades del
equipo y a las condiciones ambientales. Este periodo de grabacion abarcaba el pico de
actividad que se conoce en murciélagos filostobmidos (Fenton y Kunz 1977), ademas de ser
similar al tiempo usado en otros trabajos (tres a cuatro h en Wendt et al. 2001; Quesada et
al. 2003; Lobo et al. 2005). Cuando la bromelia sélo tenia una flor en la noche, se grab6
exclusivamente esa, en caso contrario se grabo la inflorescencia completa. Se grabaron 105

flores durante 29 h.

La observacion directa de visitantes diurnos se llevo a cabo con binoculares tanto durante el
horario matutino (09:00 h a 11:00 h) como en el vespertino (15:00 h a 18:00 h), a una

distancia de al menos tres metros del arbol donde estaba la bromelia bajo observacion. Esta
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observacion la llevaron a cabo dos personas que se posicionaban en un sitio donde podian
observar simultdneamente no mas de tres individuos distintos durante los periodos antes
mencionados. Los artropodos diurnos, que podrian ser desestimados por la distancia a la
que se realizaba la observacidn antes descrita, fueron registrados ademas por medio de la
observacion de las flores de las bromelias cada diez minutos durante una h, en dos
periodos, justo antes del amanecer y antes del anochecer durante 16 dias. Con los dos

métodos anteriores se observaron 53 flores durante 78 h.

Tanto en las grabaciones como en las observaciones se registrd: la especie (o morfoespecie)
de visitante, la hora y duracién de la visita (medida con crondmetro y mediante el uso del
programa Final Cut Pro 7, Apple Inc. 2009; a 30fps), si consumian alguna parte de la flor,
la forma de aproximarse a la flor, el nimero de flores que visitaba y la recompensa que
buscaba el visitante (Martén-Rodriguez y Fenster 2008; Schmid et al. 2011b). Las
grabaciones se observaron a 3 fotogramas por segundo (10% maés lento que la velocidad

original) para poder describir la visita de los murciélagos.

Para la cuantificacion de las visitas, se tomd el nimero de veces que el visitante hacia
contacto con el interior de la corola de la flor, (Muchhala 2006), haciendo la distincion de si
polinizaba (entraba en contacto con los 6rganos reproductores de la flor) o no, siempre que
fuese discernible. La duracion de la visita fue registrada como la cantidad de tiempo que las
partes bucales de los polinizadores permanecian dentro de la corola (Muchhala 2006). Se
considerd una visita diferente alin si un mismo visitante iba y regresaba a la flor. Si en la
grabacion el visitante movia toda la inflorescencia al introducir su cabeza en la flor filmada,
se considerdé que estaba realizando contacto con los drganos reproductores de la flor
(Slauson 2000).

Con el fin de identificar a los murciélagos nectarivoros que frecuentaban los sitios de
estudio, los cuales se sugerian como polinizadores potenciales con base en las
caracteristicas del néctar, el color de los pétalos y de la antesis principalmente nocturna, se

llevaron a cabo seis noches de muestreo con redes de niebla de 6x12 m. (Meyer et al.
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2011). Las redes se disponian a menos de 1 m de la espiga en floracion de un individuo de
T. macropetala, y eran revisadas cama 30 min. Las redes se abrian al anochecer y se
cerraban si pasaban 2 h sin capturas. Después de la captura se procedio a la identificacion
con guias de campo de las especies de murciélagos (Medellin et al. 2008; Reid 2009), y
siguiendo la taxonomia de Simmons (2005). Se identifico el sexo y edad (por la osificacion
de la epifisis de las falanges y el desgaste dentario; Edythe 1988; Ortega y Arita 1999) en
los organismos capturados. Se determind la condicion reproductiva de las hembras por el
procedimiento de palpacion abdominal directa (discerniendo si estan embarazadas) o por la
observacion del desarrollo de los pezones (para saber si son lactantes o no; Racey 2009); a
los machos se les determind su condicion reproductiva basandose en la condicion de los
testiculos. Ademas, se midio la longitud del antebrazo con un vernier. El peso corporal se

tomo con una pesola de 100 g (precision: +/- 1 g).

A los individuos capturados se les tomaron muestras de polen en las regiones cefalica,
dorsal y ventral, de las extremidades posteriores y de las membranas alares (Caballero-
Martinez et al. 2009), utilizando un pincel humedecido que se frotaba contra el pelaje de
los murciélagos. Las muestras se depositaron en viales de plastico con etanol al 70% para el
posterior analisis en laboratorio, donde se compararon con granos de polen provenientes de
T. macropetala usando un microscopio estereoscéopico (40x Carl Zeiss, Germany) (Herrera
y Martinez-del-Rio 1998; Muchhala y Jarrin-V 2002). Del polen colectado se realizaron
seis preparaciones de cada murciélago (18 preparaciones en total) para tomar fotos de los
granos de polen (Técnica de Contraste de fases, con objetivo 25 y optovar 2.) y
compararlos con muestras acetolizadas (siguiendo a Kearns e Inouye 1993) de polen

proveniente de anteras frescas de T. macropetala.

Ademaés del porcentaje de fructificacion y nimero de semillas de los tratamientos en el
campo, se considerd la frecuencia de visitas de cada visitante (porcentaje de visitas de ese
visitante, en relacién con el total de visitas registradas; Schmid et al. 2011b), el nimero de
visitas en las que los visitantes polinizaban la flor (el porcentaje, de las visitas totales

efectuadas por esa especie de visitante, en las que hizo contacto con los Organos
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reproductores de la flor), y la conducta de cada visitante durante sus visitas a la flor (p. e.
consumo polen o pétalos, forma de aproximarse, el nimero de flores que visitaba y la

recompensa buscada; Montalvo y Ackerman 1986).

3.2 RESULTADOS

3.2.1 Fenologia y antesis floral

La floracion de T. macropetala en el sitio de estudio inici6 en la tercera semana de
diciembre y finaliz6 en la segunda semana de abril, tanto en 2011 como en 2012. El
alargamiento del boton comienza aproximadamente a las 16:00 h. Casi 2 h antes de la
antesis sobresale el estigma, y para cuando alcanza su largo maximo (12.90 + 1.51 cm, n =
12 flores) se abren los pétalos, dejando expuestos los estambres con anteras ya cubiertas
con polen. La antesis inicia alrededor de las 19:05 h (£ 34 min (promedio £ DS), rango:
18:20-21:40, n = 71 flores), coincidiendo con la hora en la que anochece en el sitio de
estudio (ca. 18:45-19:00 h). El polen se mantiene en las anteras hasta antes del amanecer
(ca. 06:00-07:00h; Figura 3.3). La receptividad del estigma es de ca. 18 h (n = 12 flores)
(Figura 3.3), aunque la presencia de mucilago se puede detectar incluso en flores que adn

no han abierto sus pétalos pero ya cuentan con un estigma visible.

La senescencia inicia cuando las estructuras florales pierden color y turgencia entre 20 y 24
h después (n = 109 flores), para constrefiir completamente la entrada de su caliz cerca de 34
h después del inicio de la antesis, momento en el cual comienza a perder partes florales
(pétalos y anteras). A 48 h de la antesis, generalmente el estigma y algunos estambres ya

opacos son las unicas estructuras florales que prevalecen en el caliz ya cerrado.

En promedio, la inflorescencia de un individuo tiene una duracion de 36.36 d (+ 9.51, n =
16 inflorescencias), con un promedio de 0.7 flores diarias £ 0.3, rango: 0 a 5 flores diarias
(n =282 flores en 14 individuos).
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3.2.2 Sistema reproductivo y efectividad de visitantes

La mayor fructificacion en el vivero se obtuvo en los tratamientos de Autogamia (34.78%)
y Xenogamia (34.48%). No se obtuvieron frutos por Apomixis y la fructificacion por

Autopolinizacion espontanea fue reducida, de apenas 13% (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Resultados de los tratamientos de polinizacion realizados a las flores de T. macropetala para
determinar el sistema reproductivo. EI nimero de semillas se muestra con el numero promedio * su
desviaciéon estdndar. Semillas promedio seguidas por el mismo simbolo en la columna son diferentes
estadisticamente entre si, a una P < 0.05. EI nimero de semillas se muestra con el nimero promedio + su
desviacién estandar. Semillas promedio seguidas por la misma letra en la columna son estadisticamente

iguales entre si, a una P < 0.05.

%
) NUmero de Numero de .. | Semillas promedio por
Tratamiento Fructificacio
Flores Frutos Fruto
n
Apomixis 24 0 0 0a
Auto-polinizacion
, 46 6 13.04 50.63 +138.52 b
espontanea
Xenogamia 29 10 34.48 154.06 + 225.64 b
Autogamia 23 8 34.78 148.00 + 215.09 b

En los tratamientos para evaluar la efectividad de los polinizadores diurnos y nocturnos
(Expuesto Diurno, Expuesto Nocturno, Expuesto Diurno Emasculado, Expuesto Nocturno
Emasculado), sélo las flores expuestas a visitantes nocturnos (Expuesto Nocturno,
Expuesto Nocturno Emasculado) desarrollaron fruto, ambos alcanzando alrededor de 40%

de fructificacion (Cuadro 3.2).
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Cuadro 3.2. Resultados de los tratamientos de polinizacién de T. macropetala para determinar la efectividad
de los polinizadores. Nombre de los tratamientos: ED: Expuesto Diurno, EN: Expuesto Nocturno, EDE:
Expuesto Diurno Emasculado, ENE: Expuesto Nocturno Emasculado. EI nimero de semillas se muestra con
el nimero promedio % su desviacion estandar. Semillas promedio seguidas por la misma letra en la columna

son estadisticamente iguales entre si, a una P < 0.05.

] NUmero de NUmero de % Semillas promedio por
Tratamiento L
Flores Frutos Fructificacion Fruto
ED 33 0 0 0a
EN 79 o5 3479 184.52 + 268.87 b
EDE 31 0 0 0a
ENE 57 29 38.59 199.36 +284.87 b

El tratamiento Expuesto Nocturno (EN) tuvo un porcentaje de fructificacion similar a los
tratamientos de Autogamia y Xenogamia, pero ca. 3% menor al porcentaje de fructificacion
de los tratamientos Expuesto Nocturno Emasculado (ENE) y Control. Tanto en los
tratamiento en el vivero como en el campo, existe una influencia del tipo de tratamiento en
el porcentaje de fructificacion (X?=37.169, df=4, P<0.05).

El tratamiento de polinizacion solo tuvo influencia en el nimero de semillas producidas en
el tratamiento Apomixis, que no desarrollé alguna (H=15.06, df=3, P<0.05; n = 122 flores
de seis plantas del vivero; Cuadro 3.2). De acuerdo al indice de Incompatibilidad
Autégama y al Indice de Autopolinizacion Autégama, T. macropetala es una especie
autocompatible (I1S1=0.96, 1AS=0.34 o0 34.20%), capaz de desarrollar semillas por polen

propio o foraneo.

El numero de semillas de los tratamientos en el campo indica que las semillas producidas
por los dos tratamientos que permitian la polinizacion por vectores nocturnos (Expuesto
Nocturno y Expuesto Nocturno Emasculado) no fue significativamente diferente al

tratamiento Control; sin embargo si existieron diferencias significativas entre la
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polinizacién natural y los tratamientos Expuesto Diurno y Expuesto Diurno Emasculado, ya
que estos no produjeron frutos, y por ende, no tuvieron semillas (H=22.14, df= 4, P<0.05; n
= 319 flores de 17 plantas; Cuadro 3.2).

El indice de limitacion de polen, usando tanto el nimero de semillas como variable (-0-17)
como porcentaje de fructificacion (-0.12) dio valores negativos, lo que indica un mayor
numero de frutos y semillas en el tratamiento de Control en relacion con el tratamiento

Xenogamia, lo cual indica que no hay limitacion de polen.

3.2.3 Tasa de produccion y concentracion de néctar

El volumen promedio del néctar de las flores de T. macropetala fue de 434.04 ul (+ 178.03,
rango: 0 a 314 pl, n = 21 flores de seis individuos), y la concentracion promedio de
azUcares disueltos fue de 7.43 °Brix (£ 6.34°, rango: 0° a 18°, n =21 flores). La produccién
de néctar se da por 12 h, a 36 pl/h. El volumen acumulado méas alto de néctar (147.02 +
97.38 pl) se presentd a las 22:00 h, y la produccion desciende a casi cero a las 08:00 h (1.03
+ 3.90 pl). La concentracion de azucar disuelto es mayor a las 20:00 h, con 15.26 °Brix (+
1.45) y luego desciende a cero 12 h después (Figura 3.3). En las flores a las que se le midid

el néctar acumulado, 12 h después de la antesis, se obtuvo un volumen de 561.49 + 56.85

pl.

Una correlacién de Pearson determind que existe una relacion negativa significativa entre la
hora a la que se extrajo el néctar (intervalos de 2 h) y el volumen (r=-0.72; P<0.05), asi

como entre la hora y la concentracion de azucares disueltos (r=-0.78; P<0.05).
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Figura 3.3. Volumen en pul (barras) y concentracion de azlcares ° Brix (linea) producido en las flores de T.

macropetala. Las lineas grises sobre ellas representan el error estandar. La barra verde indica la duracién de la

receptividad del estigma. La barra amarilla muestra la dehiscencia de las anteras y el tiempo que se encuentra

el polen en éstas. La linea negra marca la duracion aproximada de la noche en el sitio de estudio.

3.2.4 Observaciones y grabacion de visitantes florales

Se llevaron a cabo 107 h de observacion (29 durante el horario nocturno y 78 en el diurno)

en 158 flores de T. macropetala (53 en la noche y 105 durante el dia), en las cuales se

registraron 210 visitas (170 durante la noche, 40 en el dia) de nueve especies de visitantes

florales.
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3.2.4.1 Visitantes nocturnos

Se muestrearon murciélagos con redes cercanas a las inflorescencias de las bromelias en
seis noches no consecutivas, con un total de 1326 h/red, en las cuales se capturaron 33
individuos de seis especies: Anoura geoffroyi Gray, Artibeus lituratus Olfers, Carollia
sowelli Baker, Solari y Hoffmann, Diphylla ecaudata Spix, Myotis volans Allen y Sturnira
ludovici Anthony. Los Gnicos murciélagos con polen en el pelaje fueron tres individuos de
A. geoffroyi (Phyllostomidae: Glossophaginae). Esta especie cargaba polen en el hocico, en
la frente, antebrazos y membranas alares. A. geoffroyi también fue discernible en las
grabaciones, siendo la Unica especie de murciélago que se registré realizando visitas a T.

macropetala.

Todos los granos de polen encontrados en las preparaciones de polen provenientes del
pelaje de los A. geoffroyi capturados correspondieron a polen de bromelia de la subfamilia
Tillandsioideae (Halbritter 1992) (Figura 3.4).

Figura 3.4. Imagen de: A) grano de polen acetolizado de una antera de T. macropetala; B) grano de polen
obtenido del pelaje de A. geoffroyi. Técnica de Contraste de fases, con Objetivo 25, Optovar 2.
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Con respecto a las grabaciones, se filmaron 29 h, en las cuales se registraron 170 visitas de
tres especies, el murciélago A. geoffroyi, un raton Peromyscus sp. y una polilla nocturna
(Noctuidae) (Cuadro 3.3).

Anoura geoffroyi realiz6 158 visitas de aproximadamente 0.17 + 0.08 seg (n = 10 visitas)
de duracion. Las visitas iniciaban entre 30 min y una hora después del anochecer, y
continuaban durante todo nuestro periodo de grabacion (3 h), no obstante, la mayoria se
concentrd entre las 19:30 h y las 21:30 h. En todas las visitas, los murciélagos introducian
su cabeza en la flor, y en 152 ocasiones (96.20%) contactaron el estigma y el estambre,
moviendo la espiga entera por la fuerza con la que hacia contacto (Figura 3.5). Las seis
visitas en las que se observo que no polinizo la flor, fueron visitas a flores no frescas (al
menos 24 h después de su antesis). Las anteras hacian contacto con la cabeza, hombros y
alas del murciélago; el estigma tocaba el cuerpo del murciélago en las mismas zonas,
debido al largo similar entre el gineceo y el androceo (12.90 + 1.51 cm el primeroy 11.51 +
1.30 cm el segundo, n = 12 flores). En las grabaciones tipicamente se observd
acercamientos a las flores, frescas o de la noche anterior, que precedian a las visitas de las
flores frescas, tipico del forrajeo tipo “trap-lining”. So6lo se registraron intentos de visita a
flores no frescas en la segunda temporada (2012). Durante la primera temporada hubo 2.62

visitas/h o 8.8 visitas/planta, y en la segunda 43.5 visitas/h 0 9.66 visitas/planta.
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Figura 3.5. Imagen de: A) murciélago haciendo contacto con las anteras de T. macropetala durante su visita

(circulo amarillo); B) granos de polen de T. macropetala en el pelaje de un A. geoffroyi capturado con una red

de niebla (circulo rojo). Fotos por Pedro A. Aguilar-Rodriguez.

Un individuo de Peromyscus sp. fue registrado una noche en video, realizando 10 visitas a
al menos seis flores del individuo bajo grabacion, repartidas en dos momentos distintos en
la noche con ca. de 30 min entre la primera ronda de visitas (ocho visitas) y la segunda (dos

visitas; ver Capitulo 4).

Una polilla (Noctuidae) también se registré en la corola de T. macropetala en dos

ocasiones, pero en ninguna se registré que usara algin recursos floral o polinizara la flor.

3.2.4.2 Visitantes diurnos

En 78 h de observacion diurna se registraron 40 visitas (Cuadro 3.3). El visitante diurno
mas frecuente fue el colibri Lampornis amethystinus, que realizo 32 visitas a las flores de T.
macropetala. 28 de estas visitas ocurrieron entre las 06:30 h y 09:15 h, y cuatro visitas
entre 18:00 h y 19:00 h. Tipicamente el colibri llegaba volando a la flor de T. macropetala
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desde arriba de ésta, introducia su pico entre los pétalos, y retrocedia para alejarse de la
flor. La duracion de la visita fue de alrededor de 14 + 5 seg (n = 7 visitas). La forma de
aproximacion y de la visita, asi como la posicion de las anteras y el estigma, hacian que
dificilmente L. amethystinus contactara los 6rganos reproductivos de la flor. La visita del

colibri no provocaba movimiento en la espiga y tampoco en alguna otra parte de la flor.

Se registro a la especie de mariposa Dismorphia sp. en dos ocasiones tomando néctar de las
flores, introduciendo su espiritrompa en el espacio entre pétalos. También se observé a una
larva de lepidoptero tomando néctar derramado de los pétalos de la flor. Una abeja, un
abejorro, una avispa, una especie de hormiga, dos especies de grillos, dos especies de
chinches (Lygaeoidea), una larva de coledptero y una cucaracha también fueron registrados

consumiendo néctar de la flor de T. macropetala sin tocar las anteras ni el estigma.

Los aracnidos eran frecuentes en las espigas y flores de T. macropetala, representados por
cinco especies de arafias y al menos dos especies de Opiliones. Ademas, un gran nimero de
acaros eran encontrados en las anteras y estilo a la mafiana siguiente de la apertura de la

flor.
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Cuadro 3.3. Principales visitantes florales de T. macropetala registrados durante la observacion con camaras

de video y la observacion directa. Las especies con (*) fueron registradas fuera de los periodos de observacion

estandarizada descrita en la metodologia.

Periodo de £ ) Frecuencia Recompensa/Objeti | Categoria de
specie
actividad P Relativa (N) % Vo visita Visitante
Anoura geoffroyi . o
Nocturno o (158) 75.24 Néctar Polinizador
(Murciélago)
Peromyscus sp. )
Nocturno ] (2) 0.99 Polen Ladrén de polen
(Raton)
Lampornis
Diurno amethystinus (32) 15.84 Néctar Ladrén de néctar
(Colibri)
) Dismorphia sp. ) ; ;
Diurno ) (2) 0.99 Néctar Ladron de néctar
(Mariposa)
Noctuidae sp.1
Nocturno ) (1) 0.49 - -
(Polilla)
Larva sp.1*
Diurno (Larva - Néctar Ladron de néctar
lepiddptero)
Dermaptera sp.1* i
Nocturno N - Polen Ladron de polen
(Tijereta)
Dermaptera sp.2* Ladrén de polen
Nocturno . - Polen )
(Tijereta) y néctar
) Apis mellifera
Diurno ) (2) 0.99 - -
(Abeja)
. Bombus sp.1 ) ) )
Diurno ) (2) 0.99 Néctar Ladrén de néctar
(Abejorro)
. Vespidae sp.1 ) ) )
Diurno ] (1) 0.49 Néctar Ladron de nectar
(Avispa)
) Formicidae sp.1*
Diurno ) - Néctar Ladron de néctar
(Hormiga)
Diurno Gryllidae sp.1* - Néctar Ladron de néctar
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(Grillo)

Gryllidae sp.2*

Diurno ) - Néctar Ladron de néctar
(Grillo)
Larva sp.1*
Diurno (Larva - Néctar Ladrén de néctar

coleodptero)

Lygaeoidea sp.1*

Diurno ) - Néctar Ladron de néctar
(Chinche)
) Lygaeoidea sp.2* ) ) )
Diurno ) - Néctar Ladron de néctar
(Chinche)
. Blattaria sp.1 . ) )
Diurno (1) 0.99 Néctar Ladrén de néctar
(Cucaracha)

3.3 DISCUSION

Los resultados indican que T. macropetala en el sitio de estudio es una especie
autocompatible que, aun cuando cuenta con una antesis que abarca un periodo nocturno y
diurno, tiene un sistema de polinizacion especializado que se basa Unicamente en la
polinizacién por visitantes nocturnos, destacando el papel del murciélago como el Unico

polinizador nocturno confirmado durante este estudio.

Aunque esta bromelia es capaz de polinizarse con polen foraneo o propio (produciendo
igual nimero de semillas en cualquier caso), caracteristica que esta extendida en las
bromelias (Matallana et al. 2010), la diferencia en la fructificacion entre el tratamiento de
Autopolinizacion espontanea (13%) y el de Xenogamia y Autogamia (34.48% y 34.78%)
indica que aunque cuenta con el potencial de autopolinizarse, desarrolla mas frutos cuando
un agente externo transfiere el polen al estigma, probablemente por lo infrecuente de las
circunstancias que pueden permitir la autopolinizacion, especialmente considerando la
disposicion de las estructuras reproductoras de la flor (Figura 3.2). Ademas, en ninguno de

los tratamientos, tanto en el vivero como en el campo, T. macropetala alcanzo el 100% de
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fructificacion. Lo anterior parece indicar que incluso con polen foraneo aplicado
directamente en el estigma y con el servicio de los polinizadores naturales, T. macropetala

tiene un porcentaje de fructificacion bajo.

Esto hace suponer entonces que esta bromelia en vida libre requiere de la transferencia de
polen por un vector para lograr mayor fructificacion. Los tratamientos en el campo
mostraron que T. macropetala solo produce frutos por la visita de animales nocturnos, aun
cuando la flor dura al menos 24 horas con la mayoria de sus organos florales con
coloracién y turgencia similar a la del inicio de la antesis. La duracion de la receptividad
del estigma (ca. de 18 h, de las cuales nueve transcurren durante la noche) y el tipico
periodo en el cual el polen se encuentra cubriendo las anteras (ca. de 11 h, de las cuales
nueve transcurren durante la noche) hace mas factible que de ocurrir la polinizacion, ésta se

Ileve a cabo durante el periodo nocturno.

En lo que respecta a los murciélagos, solamente la especie Anoura geoffroyi fue grabada
haciendo visitas que polinizaron la flor de T. macropetala, al menos en 152 ocasiones (el
96.20% de sus visitas); en total, esta especie visité 158 veces los individuos de bromelia en
observacion, acumulando el 75.24% del total de visitas a T. macropetala. Cabe recordar
que los individuos capturados de esta especie de murciélago cargaban polen de T.
macropetala (Figura 3.5), determinado asi porque se identific6 como polen de
Tillandsioideae y esta especie de bromelia era la Unica con antesis nocturna durante este
trabajo (T. heterophylla florece meses después, ver Capitulo 2). Cargar polen de un solo
tipo es una evidencia de la tendencia de un animal a visitar repetidamente una sola especie
de planta, una caracteristica importante en un polinizador (“constancia floral”, Wilmer
2011). Tanto por visitarla en horario nocturno y que, salvo en seis visitas en la segunda
temporada, todas las visitas hayan sido a flores frescas (que abrieron en esa noche), el
murciélago tenia la oportunidad de polinizar la flor cuando habia polen disponible y el
estigma estaba receptivo (Figura 3.3), algo importante al momento de atribuir la

polinizacion de una flor a un visitante floral (Wilmer 2011).
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El patron de produccion de néctar, tanto en volumen como en la concentracion, es mayor en
las primeras horas de la noche y desciende hasta su minimo entre 06:00 h y 08:00 h. Asi, la
mayor recompensa esta disponible principalmente durante la noche, un rasgo identificado
en bromelias visitadas por murciélagos (Tschapka y von Helversen 2007). La excepcién
seria en aquellas flores que no hayan recibido visitas en este periodo. T. macropetala parece
que no reabsorbe el néctar (como si lo hace Ananas ananassoides al no recibir visitas; Stahl
et al. 2012) y, en ausencia de visitantes nocturnos, éste se acumula hasta derramarse entre
los pétalos. Al comparar el néctar acumulado 12 h luego de la antesis (561.49 + 56.85 ul; n
= 5 flores, de 4 individuos), éste fue similar al obtenido como promedio para la bromelia,
usando las mediciones por intervalos de hora (434.04 + 178.03 pl), lo que parece apoyar el

supuesto de que no hay reabsorcion de néctar.

Vuelos y acercamientos de reconocimiento, previos a la visita, se han identificado en otros
murciélagos (Sazima y Sazima 1988), probablemente con el fin de evaluar la condicion de
la flor antes de la visita (Sazima et al. 1989). La duracion de la visita de los murciélagos a
las flores, tal como ha sido reportado en otros trabajos (p.e. Muchhala 2006, Tschapka y
von Helversen 2007), es menor a 1 seg. Previamente se ha reportado la visita de A.
geoffroyi a Vriesea longiscapa en la selva baja del sureste de Brasil (Sazima et al. 1999), y
a Thecophyllum irazuense Mez y Wercklé en dos sitios de Costa Rica, por arriba de los
1800 msnm (Salas 1973).

Observaciones en las bromelias en el campo, temprano en la mafiana, demostraron que en
las ocasiones en las que habia visitas de murciélagos grabadas por la camara de video, era
frecuente encontrar polen en el estigma de las flores filmadas y las anteras sin polen
remanente. De esta manera, los visitantes que forrajeasen en las flores de T. macropetala,
ya visitadas por A. geoffroyi, probablemente tendrian poco o ningun efecto directo en la
produccién de semillas (Montalvo y Ackerman 1986). Por esto, s6lo A. geoffroyi fue
considerado como polinizador de T. macropetala, y se le atribuyeron a esta especie los
frutos y semillas derivados de los tratamientos en el campo Expuesto Nocturno, Expuesto

Nocturno Emasculado y Control.
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El predominio de los visitantes nocturnos en T. macropetala queda manifiesto en la baja
frecuencia de visitas que en conjunto tienen los visitantes diurnos, un 19.05% de las visitas
(51 visitas), de al menos cinco especies de grupos dispares (Cuadro 3.3), con sélo un
vertebrado, el colibri Lampornis amethystinus Swainson. Tanto estos como el resto de
visitantes diurnos que se registraron —matutinos y vespertinos-, conforman una amplia
gama de ladrones de néctar (sensu Irwin et al. 2010) (Cuadro 3.3), ya que ningun visitante

diurno realiz6 contacto con las anteras y/o el estigma al tomar el néctar.

La morfologia de la flor, actinomorfa y con corola helicoiforme y subsésil (Krémer et al.
2012; Figura 3.2), facilita que muchos animales accedan a la recompensa de la flor sin tocar
sus organos reproductivos. Los filamentos y estilo libres impiden que un artrépodo, por sus
dimensiones, pueda realizar en una sola visita contacto tanto con las anteras como con el
estigma; el colibri tiene la talla suficiente como para hacerlo, pero es su forma de
aproximacion y de visitar a la flor lo que impide la polinizacién (ver Muchhala 2006). Con
una corola ancha, los colibries transfieren menos polen que otros visitantes, como los
murciélagos (Muchhala 2007). Tal seria el caso de una flor actinomorfa con una corola
como la de T. macropetala. Existen ejemplos de flores actinomorfas que tienen una
polinizacién generalista y que son polinizadas tanto por colibries como por murciélagos
(Buzato et al. 1994; Sahley 1996; Fleming et al. 2001; Dar et al. 2006), sin embargo, en

ninguna de las observaciones de colibries se vio que éstos polinizara a T. macropetala.

Para el colibri, el néctar de T. macropetala es mas abundante y diluido (7.43° £ 6.34° Brix)
que el néctar tipico de bromelia que consumen estas aves (p.e. Tillandsia multicaulis: 2 a
12 pl  de volumen y 18% a 8% de azlcar; Ordano y Ornelas 2004), ademas de ser
dominante en hexosas, a diferencia del presente en bromelias troquilofilas, que son
dominantes en sucrosa (Kromer et al. 2008). Aun cuando es sabido que los colibries
pueden cambiar la preferencia de azucares en el néctar que consumen de acuerdo a la
concentracion de éste, tomando néctares mas ricos en hexosas en concentraciones bajas

(Schondube y Martinez-del-Rio 2003), los colibries no pueden aumentar su ingesta de
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néctar lo suficiente para mantener su balance energético, cuando se alimentan de néctar
muy diluido (Fleming et al. 2004). T. macropetala produce un promedio de 1.02 £ 3.90 pl
a las 08:00 h (n = 21 flores), momento que incluye el rango de horas de visitas de L.
amethystinus a las plantas observadas (ca. 07:00 h a 09:00 h), sin embargo, con un néctar
tan diluido, es mas probable que las flores de la bromelia hayan sido mas atractivas en
ocasiones en las que la flor no recibiese visitas en la noche, de esta forma habria mas néctar

para compensar la reducida cantidad de azucares diluido en este.

En cuatro ocasiones se observaron visitas de L. amethystinus en horario vespertino, justo
antes de anochecer (18:00 h a 19:00 h) y casi al inicio de la antesis de T. macropetala (ca.
18:20 h a 21:40 h). Aunque no se tomaron datos de néctar inmediatamente después de la
antesis (si no dos horas luego de ésta), se observO pequefias cantidades de néctar ya
presente en el céliz de la flor en el momento en que se separaban los pétalos. Este néctar,
aunque en menor cantidad al presente a las 20:00 h (131.40 £ 78.40 pl), podria tener mayor
concentracion de azucares (15.26° £ 1.45° Brix) que el valor presente a las 20:00 h, ya que
se comprobd que la concentracion, a diferencia del volumen que tiene un pico mas tarde en
la noche (a las 22:00 h), va disminuyendo con el paso de las horas. Las visitas vespertinas
de colibries a flores de antesis nocturna, pueden obligar a que las flores abran antes (Sazima
et al. 1994); esto también fue observado en dos de las cuatro visitas vespertinas de
colibries. Patrones similares de visita de matutina y vespertina de colibries, a flores de
floracion nocturna, se han encontrado en otros trabajos (p.e. Ramirez et al. 1984; Sazima y
Sazima 1988; Sazima et al. 1989; Buzato et al. 1994; Gribel y Hay 1993; Kay 2001;
Muchhala 2003; Tschapka y von Helversen 2007; Martén-Rodriguez y Fenster 2008).

La prediccion de las polillas como polinizador de T. macropetala puede explicarse porque
las caracteristicas que asociaron con el sindrome para polillas también pueden servir para
caracterizar el sindrome quiropteroéfilo (Tschapka y Dressler 2002; von Helversen y Winter
2003; Wilmer 2011).
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Aunque la morfologia floral de T. macropetala no concuerda con la flor grande,
zigomorfica y acampanada del sindrome de quiropterofilia (Tschapka y Dressler 2002), que
si es encontrada en Werauhia (Cascante-Marin et al. 2005; Kromer et al. 2007) o en
Vriesea (Vogel 1969), la antesis primordialmente nocturna, las caracteristicas y el patrén de
la produccion de néctar (Ramirez et al. 1984; Tschapka y von Helversen 2007), los
estambres y estilo extendidos, el color de los pétalos, y la fenologia y despliegue floral
(floracién anual, con una flor por noche por varias noches; Sazima et al. 1999; Wilmer
2011) si coinciden con lo esperado en una planta con flores quiropterofilas. En particular,
T. macropetala se ajusta a lo predicho por Kromer et al (2008), cuando la clasificaron —aln
como T. viridiflora- como una bromelia quiropterofila por la concentracién y composicion

de su néctar.

En comparacion con otras bromelias quiropterdfilas, el volumen acumulado de T.
macropetala es mayor (434.04 ul + 178.03) al registrado por Sazima et al. 1999 para
Vriesea longiscapa Ule y Vriesea bituminosa Wawra (116 a 235 pl), ademas de tener
mayor concentracion de azucares (7.43 °Brix) que Encholirium glaziovii Mez (4.6°Brix;
Sazima et al. 1989). Werauhia gladioliflora tiene 17% de azucar en el néctar y en promedio
1129 pl de volumen (Tschapka y von Helversen 2007), mayor que los valores en T.
macropetala. A su vez, Tillandsia heterophylla E. Morren produce menos néctar (82.21 pl
+ 48.13) que T. macropetala, y mas diluido en azlcares (6.33° + 4.90 °Brix) (Capitulo 2).
De manera general, la concentracion de azUcares del néctar de T. macropetala es menor a la
que se encuentra en miembros del género Guzmania, Vriesea y la mayoria de las especies
del género Werauhia que fueron clasificadas como quiropterofilas de acuerdo a Krémer et
al. (2008). Hay que hacer notar que, aunque se ha reportado un olor fuerte y desagradable
en el néctar de plantas con flores quiropterdfilas (p.e. Sazima et al. 1989; Sazima et al.
1999), el néctar de T. macropetala tiene un olor que no resulta facilmente distinguible —
para el humano-, pero en las primeras horas de la noche, con un mayor volumen de néctar,

se puede apreciar un aroma dulce muy tenue (P. A. Aguilar-Rodriguez, obs. pers.).
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Los murciélagos, como polinizadores, son legitimos, eficientes y efectivos (sensu Fleming
y Sosa 1994), por lo cual, es posible que la fructificacion reducida en esta bromelia pueda
derivarse de otros factores distintos a la eficiencia en la transferencia de polen en el
estigma. Una posibilidad, al menos en los individuos en el campo, es la infestacion de
avispas, que ovopositaban en las flores antes del desarrollo de los frutos. Las larvas se
comian las semillas de los frutos ya en desarrollo, por lo que se conservaba la capsula frutal
pero no las semillas; esto contribuy0 a que se repitieran los tratamientos en el campo en una
segunda temporada. La florivoria por avispas puede reducir el éxito reproductivo de las

bromelias, hasta en un 70% (Cascante-Marin et al. 2009).

La bromelia Werauhia gladioliflora (H. Wendland) J.R. Grant es una especie que ha sido
catalogada como quiropterofila en la selva de Costa Rica. Su morfologia floral,
caracteristicas nectarias y antesis nocturna (Cascante-Marin et al. 2005; Tschapka y von
Helversen 2007) concuerdan con el esperado sindrome de polinizacion de murciélagos
(Tschapka y Dressler 2002). Aunque la morfologia, el volumen y concentracion del néctar
no sean iguales a los de T. macropetala, otras caracteristicas son similares. La antesis de W.
gladioliflora es primordialmente nocturna, pero ésta dura 14 horas y abarca las primeras
horas de la mafiana siguiente a la antesis, momento en el que el estigma sigue receptivo
(Cascante-Marin et al. 2005), lo que ofreceria una posibilidad también para ser polinizada
por visitantes florales diurnos. Cascante-Marin et al. (2005) y Tschapka y von Helversen
(2007) indican que, por sus observaciones en el campo, es poco factible esto, aun cuando
Tschapka y von Helversen registraron regularmente la visita del colibri Amazilia tzacatl De
la Llave, tanto en horas vespertinas como matutinas. Tal es el caso de T. macropetala,
aunque en los trabajos de W. gladioliflora no se evalud el potencial como polinizador de los

visitantes diurnos.

Para W. gladioliflora (Cascante-Marin et al. 2005), al igual que para la mayoria de los
tratamientos que dieron frutos en T. macropetala no existen diferencias significativas entre
el nimero de semillas de los tratamientos con el Control, lo que significa que sin importar

el origen del polen (foraneo o propio), ambas bromelias desarrollan igual ndmero de
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semillas, aun cuando el nimero de semillas naturalmente producidas por W. gladioliflora es
mas de 10 veces el nimero que produce T. macropetala (1871-2018 semillas en la primera,
contra un promedio de 180 semillas en la segunda). Ambas especies desarrollan menos del
100% de sus frutos posibles, pero W. gladioliflora tiene un gran potencial para
autopolinizarse (Cascante-Marin et al. 2005). El total de fructificacion natural en el campo,
para W. gladioliflora en un bosque tropical himedo, puede deberse a una combinacion
tanto de la polinizacion por murciélagos, de al menos cuatro especies (Tschapka y von
Helversen 2007), como del mismo potencial de autopolinizacion de la bromelia. En T.
macropetala, la fructificacion natural es debida solamente a la visita de una especie de
murciélago (pese a que al menos tres murciélagos nectarivoros han sido registrados en la
zona; Sosa et al. 2008), lo que podria explicar las diferencias no s6lo en la fructificacion,

sino también en el nimero de semillas en comparacion con W. gladioliflora.

Es importante evaluar en un mayor nimero de afios, y dentro de cada temporada, el cambio
en el ensamble de polinizadores o en la conducta de éstos. La fluctuacion de la abundancia
de los visitantes florales provoca que un caracter fenotipico se beneficie unos afios y otros
no, dependiendo de su efecto sobre los polinizadores (Gomez 2002). Cascante-Marin et al.
(2005) descubrieron que hay un efecto significativo entre el nimero de frutos y la época de
fructificacion, siendo mayor en la segunda temporada de su estudio; ademas, Tschapka y
von Helversen (2007) indican que al principio de la temporada de floracion, los
murciélagos encuentran rapidamente las plantas que recién inician la floracién, y al avanzar

en la temporada, usan de manera mas frecuente las flores de los individuos restantes.

El sistema reproductivo de T. macropetala, en el que es autocompatible pero requiere de un
vector para lograr un mayor numero de frutos, hace que aunque tenga el potencial de
establecerse en habitats de sucesion secundaria (Opler et al. 1980), aun dependa de la
presencia de su polinizador para lograr un mayor éxito en la polinizacion (mayor nimero de
frutos). T. macropetala puede beneficiarse de la capacidad de los murciélagos de mover

material genético entre fragmentos (Young et al. 1996), especialmente en un paisaje tan
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antropizado como lo es el BMM del centro de Veracruz (Cruz-Angon et al. 2010; Toledo-
Aceves et al. 2011).

Los cambios en la estructura del paisaje se considera que es una de las causas que limita el
servicio de la polinizacion (Viana et al. 2012), y la disminucién y fragmentacién en la
cobertura de la vegetacion se ve ligada a efectos negativos en la polinizacion, fructificacion
y semilleo de las especies nativas (Quesada et al. 2003; Aguilar et al. 2006). Por lo tanto,
entender la dindmica entre esta planta y su polinizador puede aportar datos utiles para
estrategias de conservacion en la zona, especialmente por la fuerte presién humana a la que
se ven sometidas las bromelias (Ticktin 2004; Flores-Palacios y Valencia-Diaz 2007,
Haeckel 2008). Las bromelias epifitas que forman tanques tienen importantes funciones
ecosistémicas (como atenuar cambios medioambientales abruptos en el dosel y mantener un
rango de condiciones de humedad y recursos favorables, asi como acumular materia
orgéanica en descomposicion y humedad), que ademas incrementan la biodiversidad del
dosel (Benzing 1995; Richardson 1999; Wittman 2000; Kalko y Handley Jr. 2001; Nieder
et al. 2001; Armbruster et al. 2002; Castafio 2002; Herndndez-Sanchez y Garcia-Franco
2006), por lo que es importante mantener sus poblaciones y las interacciones ecoldgicas,
muchas de ellas desconocidas (como la florivoria, ver Capitulo 4), y que permiten la

subsistencia de estas plantas y todos los organismos asociados a ellas.
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CAPITULO 4
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4 CONSUMO DE POLEN DE Tillandsia macropetala POR RATONES

El polen es un gametofito masculino producido en las anteras de los estambres, que ademas
de su papel esencial en la reproduccion sexual de las plantas espermatofitas, constituye una
parte importante en la dieta de una gran variedad de animales (Kearns e Inouye, 1993),
como insectos (e. g. Coleoptera, Hymenoptera, Lepidoptera, Collembola, Tettigoniidae,
Thysanoptera y Diptera) (Labandeira 2002), marsupiales (Bradshaw y Bradshaw 1999;
Bradshaw y Bradshaw 2001) y murciélagos (Caballero-Martinez et al. 2009; MacSwiney et
al. 2012). En el caso de los mamiferos, es frecuente la ingestion completa de las flores (v.
gr. néctar, polen, y estructuras florales) sin importar su papel como polinizadores o

depredadores de la planta (van Tets, 1997; van Tets y Nicolson, 2001).

Pese a que es conocido que el polen ofrece nutrientes importantes a los visitantes florales
(insectos y aves principalmente) por su contenido de proteinas, nitrogeno, aminoacidos,
almidones, esteroles, lipidos solubles en agua (van Tets, 1997; Roulston y Cane 2000; van
Tets y Nicolson 2001), el polen ha sido desestimado como una recompensa importante para
los mamiferos, sugiriéndose que lo ingieren primordialmente durante el aseo, una vez que
se han alimentado del néctar (Wiens et al. 1983; Richardson et al. 1986). Ademas, se
considera dificil que el animal ingiera suficiente polen para que obtenga suficientes
nutrientes y que el polen puede ser deficiente en uno o mas aminoécidos esenciales
(Martinez-del-Rio 1994), o que la pared celular sea indigerible e impida la digestion del

citoplasma rico en nutrientes (Stanley y Linskens 1974).

Sin embargo, otras investigaciones indican que, por ejemplo, el polen es una parte
importante del balance nutricional del marsupial australiano Tarsipes rostratus
(Tarsipedidae) (Bradshaw y Bradshaw 1999; Bradshaw y Bradshaw 2001), en el cual, la
digestion de los granos de polen se incrementa al aumentar el tiempo que éstos pasan en el
tracto digestivo, principalmente en el intestino (Richardson et al. 1986). La importancia
nutricional del polen para suplementar una dieta nectarivora, baja en proteinas y en

nitrégeno, quizd se deba a los requerimientos de nitrdbgeno menores que presentan los
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animales primordialmente nectarivoros (Bradshaw y Bradshaw 2001; Tsahar et al. 2005;
Tsahar et al. 2006). El polen puede ser un recurso de nitrégeno importante para las aves
nectarivoras y algunas de estas especies pueden alcanzar su balance de nitrégeno mediante
el consumo de polen (p.e. Nectarinia chalybea, Nectariniidae; van Tets y Nicolson 2000);
en mamiferos, el polen puede satisfacer las necesidades de nitrégeno incluso mejor que una

dieta constituida por insectos (Cercartetus nanus, Burramyidae; van Tets y Hulbert 1999).

Los roedores son el orden de mamiferos mas numeroso y ampliamente distribuido, por lo
cual poseen una extensa dieta, que les confiere diferentes papeles ecol6gicos como
depredadores de frutos, semillas y plantulas (Rey et al. 2002; Schnurr et al. 2004; Lépez-
Barrera et al. 2005); hongos, moluscos e insectos (Golley et al. 1975; Mangan y Adler
2000; Hernandez-Betancourt et al. 2005), degradadores de materia acumulada en el suelo
(Golley et al. 1975), dispersores de semillas (Rey et al. 2002, Li y Zhang 2003) y
polinizadores (Lumer 1980, Lumer y Schoer 1986; Johnson et al. 2001; Kleisen et al.
2008).

Se sabe que los roedores consumen partes florales y polen, pero no siempre actdan como
polinizadores (Rourke y Wiens, 1977; Richards et al. 1984). En el sur de Africa se ha
comprobado que las flores son un elemento importante de la dieta de los roedores (van Tets
y Nicolson 2001; Fleming y Nicolson 2002). Hasta hace poco, el conocimiento del
consumo de polen por roedores se ha basado en la presencia de éste en las excretas,
quedando aun la duda si el consumo es accidental al comer otras partes florales, o bien, si
es consumido durante el aseo (p.e. Wester et al. 2009) o incluso mientras forrajean insectos
en las flores (Fleming y Nicolson 2003). Fleming y Nicolson (2002) descubrieron que la
dieta de Acomys subspinosus (Muridae) durante el invierno sudafricano estaba constituida
casi completamente de polen (de 33.5 + 27.5% y hasta 80% del volumen de las heces, el
resto constituido por bacterias, cebo, y materia vegetal). En este trabajo presentamos
evidencia de que los roedores buscan y consumen el polen de una bromelia como un

recurso adicional a su dieta en vida libre.
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El trabajo de campo se realizd de febrero a abril de 2011 en un fragmento de bosque
mesofilo de montafia que era cruzado por sendas, donde los arboles dominantes son
Liquidambar macrophylla y Quercus spp., ubicado en el Rancho “La Luciérnaga”
(19°31°12.9” N, 96°59°17.8” O), localizado en el pueblo “Rancho Viejo”, municipio de
San Andrés Tlalnelhuayocan, Veracruz, México. EI municipio se encuentra a una altitud
entre 1500-1700 msnm, con una precipitacién anual de 1650 mm y con 16°C como

temperatura promedio anual (Williams-Linera et al. 2002).

Se realizd un estudio de biologia reproductiva en una poblacion en floracion de Tillandsia
macropetala Wawra, una bromelia con antesis nocturna (para la descripcion de la especie
ver Kromer et al. 2012). Se grabaron los visitantes florales nocturnos entre el 9 de marzo y
el 16 de abril del 2011, utilizando una cdmara de video Sony DCR-SR65 con el modo de
visién nocturna (Sony Corporation, Japan), equipada con un flash con luz infrarroja HVL-
HILR (Sony Corporation, Japan) y colocada en un tripié a 1.3-1.5 m del suelo, dependiendo
de la altura de la flor. Las bromelias se encontraban a alturas variables en el sitio de
estudio, e incluso habia individuos en las bases de los arboles y al nivel del suelo, entre la
hojarasca. Se translocaron individuos en floracion a una altura de 1.5 m para facilitar la
grabacion con la cdmara de video, pero en arboles que ya contaban con individuos de esta

especie de bromelia.

Durante el curso de esta investigacion, los siete individuos de T. macropetala que eran
grabados mostraron signos de herbivoria, tanto en flores maduras como en botones florales
(Figura 4.1). Las primeras observaciones, aproximadamente la primera semana de abril,
revelaron a las anteras como la Unica parte de la flor depredada, mostrando los filamentos
con marcas de mordidas y quedando tanto anteras como sus fragmentos sin polen debajo de
la flor o en las hojas de las bromelias. Este patron se repitié incluso en los botones, donde
la depredacién se registré en la parte de los pétalos que cubria a las anteras, aun a 12 h

antes de que estos abriesen (Figura 4.1).
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3 cm

Figura 4.1. Estructuras florales de T. macropetala, comparando una flor no comida con aquellas que
sufrieron las sefiales mas comunes de florivoria. (A) Flor intacta. (B) Flor con las anteras depredadas,

mostrando solo los filamentos. (C) Botones florales con mordidas y las anteras removidas.

Durante una videograbacion realizada el 7 de abril se observo a un ratdn Peromyscus sp.
trepando la inflorescencia del individuo de T. macropetala bajo observacion. Durante el
periodo de grabacion (de las 19:30 h a las 22:40 h), el raton realizo dos visitas a las espigas
de la inflorescencia (Figura 4.2), pudiéndose observar que aunque consumia parte de los
filamentos, la mayoria de éstos eran descartados como alimento una vez que el ratén
consumia el polen de las anteras (Figura 4.1). El raton no consumio el néctar de las flores
que visitd aungue es abundante (61.6 £ 78.4 pL, n=21 flores). Las marcas dejadas por el
raton en las flores fueron consistentes con aquellas observadas en flores que sufrieron
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florivoria en las noches anteriores a esta grabacion; asi como en las que la presentaron en

noches subsecuentes (hasta el final del estudio el 16 de abril).

Figura 4.2. Peromyscus sp. alimentandose de las anteras de T. macropetala. Se aprecia un filamento en las

patas delanteras del roedor.

Para registrar las especies de roedores presentes en la localidad, se colocaron 12 trampas
Sherman en dos noches (9 y 15 de abril de 2011). Las trampas fueron cebadas con avena y
esencia de vainilla y colocadas al pie de los arboles donde se ubicaron las plantas méas
severamente depredadas. Se capturaron 10 individuos (cinco en cada noche), de al menos
cuatro especies: Reithrodontomys mexicanus Saussure 1860 (n=1), Peromyscus furvus
Allen y Chapman 1897 (n=1), P. leucopus Rafinesque 1818 (n=1) y P. beatae Thomas
1903 (n=7). Ejemplares de cada especie fueron depositados en la Coleccion Zoologica del
Instituto de Investigaciones Biologicas, Universidad Veracruzana, México. Una hembra
juvenil de P. beatae fue capturada al pie de un arbol donde se encontraba una bromelia que

registro florivoria en esa misma noche.

96



Con la finalidad de obtener mayor evidencia del consumo de polen, se colectaron muestras
del contenido gastrico y excretas del individuo de P. beatae para buscar rastros de polen
(Richards et al., 1984) y compararlo con muestras obtenidas de las anteras de una flor de T.
macropetala. Tanto las excretas como el contenido gastrico fueron preservadas en etanol al
70% (Kleizen et al. 2008), para después realizar preparaciones y observarlas bajo un
microscopio a 40x (Carl Zeiss, Germany). Se revisaron 12 preparaciones (seis de cada tipo

de muestra) y no se encontraron granos de polen en alguna de estas preparaciones.

Se conoce que especies del género Peromyscus son polinizadores de Blakea spp.
(Melastomataceae) que buscan el néctar como recompensa (Lumer y Schoer 1986). En
contraste, en el presente estudio, el raton no poliniza a la bromelia ya que en la grabacion
no se aprecia el contacto con el estigma y, la mayoria de los registros de consumo de
anteras fue en botones florales. Esto refuerza la idea que el raton sélo consume el polen

como recurso temporal.

Aungue se conoce que los animales cuya dieta incluye polen de forma regular pueden
digerir mas eficientemente su contenido que aquellos en los cuales su consumo es mas
infrecuente (Mancina et al. 2005), varios autores concuerdan en la alta eficiencia de los
roedores para extraer el citoplasma del polen, oscilando de un 50 a mas de 80% (Roulston y
Cane 2000). Esta eficiencia esta ligada a la especie de planta a la que pertenece el polen
(Bell et al. 1983) y a la composicién de aminoacidos del mismo (van Tets y Nicolson
2001). Se cree que en roedores, marsupiales y murciélagos, la extraccion del citoplasma del
polen se debe a la combinacion de una accion enzimatica y un shock osmotico (Richardson
et al. 1986; van Tets 1997). La ausencia de polen en el estbmago o en las heces del P.
beatae capturado pudo deberse a que todo grano consumido fue digerido por el raton antes
de su colecta, a que el individuo colectado no fue quien consumid el polen de la flor

depredada esa noche, o que en esta especie el polen no es un elemento frecuente en la dieta.

La floracion de T. macropetala en el sitio de estudio (de mediados de diciembre a

principios de abril; P. A. Aguilar-Rodriguez, obs. pers.) ocurre durante la época seca y fria
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del afio (Williams-Linera 1997). Este patron fenol6gico también se presenta en otras
especies de plantas cuyas flores sirven de alimento a roedores (p.e. Protea humiflora y
Massonia depressa van Tets 1997; Johnson et al. 2001; Fleming y Nicolson 2002). De
hecho, los roedores africanos (p.e. Aethomys namaquensis y Rhabdomys pumilio) que
polinizan a Protea spp. (Proteaceae) son nectarivoros estacionales ya que se alimentan de
follaje y semillas durante la mayor parte del afio (van Tets y Nicolson 2001), pero utilizan el
polen como recurso para mejorar su condicion corporal antes de la temporada de cria

(Fleming y Nicolson 2002).

La floracion T. macropetala en el sitio de estudio se extiende por varias semanas,
generalmente abriendo una flor por noche (ver Capitulo 3), lo que la convierte en una fuente
de recursos atractiva para ratones oportunistas. Las plantas con antesis nocturna, como T.
macropetala, coinciden con el patron de actividad de especies de roedores, ademas, que la
flor cuenta con un olor conspicuo que podria ayudar a su deteccion a larga distancia
(Kleizen et al. 2008).

El reconocimiento del polen como parte de la dieta de los vertebrados se ha incrementado
(Grant 1996; van Tets 1997; Herrera y Martinez-del-Rio 1998; van Tets y Nicolson 2001;
Caballero-Martinez et al. 2009), aungue en particular para los roedores, falta evaluar la
importancia del polen como recurso en ecosistemas ajenos a los africanos. En México, el
bosque mesoéfilo de montafia ocupa menos del 1% de la superficie del pais (Challenger
1998), pero contiene mas del 10% de las especies de angiospermas conocidas (Rzedowski
1993), por ello es necesario conocer la importancia que el polen y otros recursos florales
tienen en la dieta de roedores durante las épocas de baja productividad y/o durante la
reproduccion y desarrollo de las crias. De igual forma, es necesario conocer el impacto que
la florivoria puede tener en el éxito reproductivo de las plantas, ya que el consumo del
polen puede afectar su disponibilidad para la polinizacion (Bustamante et al. 2010), asi
como la destruccion de los botones puede impactar en el despliegue y visitas de los

polinizadores (Cruden 2000) y reducir la fecundidad de las bromelias (Winkler et al. 2005).
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CAPITULO 5
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5 DISCUSION GENERAL

En este trabajo se buscaba conocer la biologia floral y reproductiva de las bromelias epifitas
Tillandsia heterophylla y T. macropetala, con énfasis en la efectividad de sus visitantes
florales como polinizadores, en San Andrés Tlalnelhuayocan, centro de Veracruz, México.
La efectividad en la polinizacién se analizo a nivel de grupos designados por sus horarios
de actividad (visitantes diurnos y nocturnos), y se hizo considerando cinco caracteristicas
para medir el éxito de la polinizacion: frecuencia relativa de visita, nimero de visitas en las
que el visitante polinizaba, la conducta demostrada en la flor, porcentaje de fructificacion y
numero de semillas desarrolladas. Siendo las ultimas dos, los indicadores mas empleados

en trabajos de ecologia de polinizacion que tratan sobre efectividad de polinizadores.

Las hipdtesis planteadas fueron las siguientes: 1) El sindrome floral de ambas especies es
bimodal para visitantes diurnos y nocturnos, pero con antesis predominantemente nocturna.
2) Los visitantes nocturnos seran mas frecuentes y fungirdn como polinizadores maés

efectivos. 3) Los visitantes nocturnos mas efectivos serdn los murciélagos.

Usando la informacion obtenida sobre la fenologia floral (época de floracién, nimero de
flores por dia, hora de antesis, dehiscencia y presencia de polen en las anteras, duracién de
la receptividad del estigma) y caracteristicas del néctar (volumen y concentracién), se
concluyé que es durante las horas nocturnas cuando es mas probable que ambas especies
sean polinizadas, ademas de que en este horario las flores son mas atractivas para los
visitantes florales, ya que ambas bromelias tienen pétalos de color palido, el néctar se
secreta principalmente de noche y el olor que se identifico en el néctar de ambas especies
fue percibido durante la noche.

T. heterophylla es una bromelia autocompatible que es polinizada por visitantes nocturnos
y diurnos con similar efectividad. Esto cumple con lo esperado para un sindrome de
polinizacion bimodal, en el cual dos especies no relacionadas —o en este caso gremios de

visitantes con distinto horario de actividad- pueden polinizar efectivamente a la flor
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(Schmid et al. 2011a), gracias a caracteristicas de su sindrome floral que pueden
considerarse intermedias (antesis, produccion de néctar y receptividad de estigma que se
prolongan hasta la mafiana siguiente), o compartidas entre sindromes (p. e. las
caracteristicas en comudn entre la falenofilia y quiropterofilia). Esto cumpliria con la
hipotesis 1. Sin embargo, con las observaciones hechas en este trabajo no se puede decir
que los visitantes nocturnos (hipotesis 2) sean mas efectivos que los diurnos, porque el
porcentaje de fructificacion y el namero de semillas es similar (Cuadro 2.2). Una mayor
fructificacion en el campo, en contraste con la obtenida en el vivero, indica una buena
deposicién de polen por parte de los polinizadores naturales (Larson y Barret 2000) de la
bromelia T. heterophylla. No obstante, gran parte de la produccion de frutos/semillas es
debida a la alta capacidad que tiene T. heterophylla de ser polinizada por polen propio, y a

la facilidad de la flor de autopolinizarse con casi cualquier movimiento de su corola.

Sin embargo, hay que recordar que es durante la noche cuando es méas probable que sea
polinizada T. heterophylla, ya que la mayor parte de su antesis transcurre durante la noche.
Los visitantes diurnos (colibries y abejas Euglossa) tienen un reducido margen de horas
(ca. de 4 h) para efectuar la polinizacion antes de que la corola se cierre al marchitarse
durante la mafiana siguiente (ver Capitulo 2), y esto los catalogaria como polinizadores
secundarios funcionales. Ademas, la visita matutina de colibries y abejas propiciaria la
autogamia, la polinizacion con cargas de polen de distintas especies de bromelias que
fueron previamente visitadas, y la pérdida de polen por la colecta de las abejas. Mas
informacion seria necesaria para determinar con precision la efectividad de los visitantes
como polinizadores, incluyendo otros indicadores del éxito reproductivo, como el
porcentaje de germinacion, o incluso analizar la distancia de transferencia de polen, o la

diversidad genética de las semillas producidas por un grupo u otro de polinizadores.

De los visitantes nocturnos, el murciélago Anoura geoffroyi fue el visitante mas frecuente,
y que polinizd las flores en todas sus visitas, por lo que a nivel general, lo haria el visitante
nocturno mas efectivo (hipotesis 3), lo cual que confirma que las caracteristicas florales de

T. heterophylla atraian murciélagos. Este seria un ejemplo en el cual la composicion y
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concentracion del néctar en bromelias pueden predecir el visitante mas frecuente (Kromer
et al. 2008), aln mejor que otras caracteristicas morfolégicas (Gardner 1986) que pueden

ser compartidas entre distintos sindromes.

En el caso de T. macropetala, seria posible suponer un escenario similar al visto en T.
heterophylla. Incluso, a diferencia de la ultima, T. macropetala ofrece una mejor
recompensa (mayor néctar) y posee una morfologia floral que no restringe las visitas
durante toda la vida de la flor (T. macropetala no cierra sus pétalos hasta marchitarse
después de ca. 18 h) y deja expuesto el néctar (Figura 3.2). Estas caracteristicas
favorecieron que incluso con menos horas de observacién (107 h para T. macropetala vs.
167 h en T. heterophylla), las visitas registradas hayan sido al menos el doble que en T.

heterophylla (210 visitas en T. macropetala vs. 99 visitas en T. heterophylla).

Sin embargo, T. macropetala no es polinizada con igual efectividad por los dos gremios de
visitantes diurnos y nocturnos evaluados (en contraposicion a la hipotesis 1), aun cuando
otras caracteristicas sugieran un sindrome bimodal (ver Krémer et al. 2012; Capitulo 3). De
hecho, T. macropetala solamente fue polinizada por visitantes nocturnos (como lo
demuestran los frutos y semillas de los tratamientos en el campo), y sélo una especie de
murciélago (A. geoffroyi) realiz esta polinizacion en las 29 h de grabacion analizadas (lo
que si corresponde a lo planteado en las hipdtesis 2 y 3). Los visitantes diurnos no la
polinizan porque la morfologia floral, en combinacion con la conducta de aproximacion y
visita (colibries) o la talla corporal (insectos), les permite obtener néctar sin tocar los
organos reproductores de la flor; ademas, las visitas diurnas suceden en horas en las que
poco o0 nada de polen se encuentra en las anteras, o en las que el estigma ya puede

encontrarse con polen en su superficie.

Hay que recordar también que los tratamientos en el vivero sefialan que, aunque
autocompatible, el potencial de T. macropetala de autopolinizarse es limitado (ver Cuadro
3.1), a diferencia de lo que ocurre en T. heterophylla (ver Cuadro 2.1), o incluso con otra

bromelia quiropterofila (Werauhia gladioliflora; Cascante-Marin et al. 2005; Tschapka y
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von Helversen 2007). Asi, al menos en T. macropetala, los visitantes nocturnos son, no
solo los mas efectivos, si no los unicos polinizadores para esta bromelia, mientras que los
diurnos solamente constituyen ladrones de néctar. Ademas, al ser polinizada solo por una
especie de murciélago, T. macropetala puede ser descrita entonces como una especie con
un sistema de polinizacién especializado (M. Quesada, com. pers.), al menos en la region
de este estudio, en contraposicion a T. heterophylla, una especie con un sistema de

polinizacién generalista.

La bromelia W. gladioliflora también recibe visitas de colibries en antes del anochecer y en
la mafiana, pero Cascante-Marin et al. (2005) y Tschapka y von Helversen (2007)
coincidieron que, por la morfologia y forma de aproximacién a la flor, era poco probable
que los colibries polinizaran las flores, este puede ser también el caso de T. macropetala,
pero a diferencia de W. gladioliflora, T. macropetala no cierra su corola. Quiza en otros
sitios, con otra fauna de polinizadores, esta caracteristica sea Util para ser polinizada por

mas animales (Thompson 1994).

Al igual que con T. heterophylla, las caracteristicas del néctar (Krémer et al. 2008)
determinaron mejor que los caracteres morfologicos (Hietz y Hietz-Seifert 1994) el
visitante mas frecuente y polinizador de T. macropetala. Esto supone que, como algunos
autores sugieren (p. e. Gregory 1963; Waser 1978; San Martin-Gajardo y Sazima 2005;
Nicolson y Thornburg 2007; Martén-Rodriguez y Fenster 2008), los sindromes de
polinizacién deben ser estudiados con cautela y ser respaldados por observaciones de los
visitantes, y el empleo de medidas adecuadas del éxito reproductivo en la planta estudiada
(Wendt et al. 2001). Hay que recordar que ambas especies de bromelias tienen néctar con
aroma, siendo éste mas conspicuo en el caso de T. heterophylla, y este es otro rasgo que
debe ser investigado. Se sabe que las plantas quiropterdfilas tienen fragancias con

constitucion quimica particular que atrae a los murciélagos (von Helversen y Winter 2003).

Incluso si se comprobara que otros murciélagos nectarivoros presentes en la zona de

estudio tambien visitan y polinizan a T. macropetala, constituiria el Gnico caso hasta ahora
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de una bromelia totalmente quiropterdfila en este ecosistema (excluyendo quizd a su
especie hermana simpatrica Tillandsia viridiflora; T. Krédmer, com. pers.). Por esto, es mas
dependiente de la abundancia de murciélagos de lo que es T. heterophylla, y puede ser una
causa que explique las diferencias en la presencia y abundancia de ambas especies de
bromelias. Plantas con sistemas de polinizacion generalistas pueden ser mas resistentes a la
pérdida de algunos polinizadores (Johnson y Steiner 2000). La autopolinizacion, una gama
de polinizadores generalistas, la reproduccion vegetativa, y otros mecanismos
compensatorios, aseguran la permanencia de las plantas con flor en habitats en los que los
servicios de los polinizadores son impredecibles (Bond 1994). Probablemente esto ha
contribuido al éxito que tiene T. heterophylla para establecerse exitosamente en habitats
con vegetacion secundaria, plantaciones (p. e. cafetales y rodales), e incluso en parques
publicos dentro de la ciudad, siendo muy abundante en los sitios en los que se ha

establecido (P. A. Aguilar-Rodriguez, obs. pers.).

Aunque T. macropetala es abundante en los sitios cercanos al &rea de estudio,
principalmente en bosque con dosel abundante y en vegetacion cercana a corrientes de agua
(P. A. Aguilar-Rodriguez, obs. pers.), no es observada cerca de caminos o cultivos, donde
si es comun T. heterophylla. Con el cambio de uso de suelo que se da en el municipio y en
los alrededores de la ciudad de Xalapa (Toledo-Aceves et al. 2011), la vegetacion original,
donde T. macropetala mantiene sus poblaciones se encuentra amenazada. Los cambios en
la estructura del paisaje tiene una gran influencia en la sobrevivencia y en la capacidad de
dispersion de muchos polinizadores, ya que determina la disponibilidad de recursos y la

conectividad funcional del paisaje (Viana et al. 2012 y referencias en éste).

En conjunto, la floracion consecutiva de T. macropetala (diciembre a abril) y T.
heterophylla (mayo a julio) ofrece néctar con concentracion y composicion tipica de
bromelias quiropteréfilas (Kromer et al. 2008) por al menos ocho meses cada afio. Esto
puede constituir un recurso alimenticio importante para la poblacion de A. geoffroyi en la
zona. La evaluacion del néctar (patron de produccion, volumen y concentracion) de una

especie de bromelia quiropterofila (W. gladioliflora) se ha realizado, pero en un ecosistema
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de selva tropical en Costa Rica (Tschapka y von Helversen 2007), en el cual se pudo
determinar que el comportamiento de visita de los murciélagos (principalmente
Glossophaga commissarisi) parece estar moldeado por una combinacion de factores
fisioldgicos intrinsecos a los murciélagos nectarivoros y por la disponibilidad de néctar a lo

largo de la noche.

El presente trabajo constituye dos estudios de caso que no son generalizables en el tiempo y
espacio para otras poblaciones de estas mismas especies de bromelias que, por ejemplo,
también ocurren en la region de Los Tuxtlas, Veracruz (T. macropetala) y en el estado de
Puebla (T. heterophylla) (Kromer et al. 2012). Mientras que para el sitio de estudio se han
reportado al menos 26 especies de murciélagos, de las cuales tres son nectarivoros (A.
geoffroyi, Glossophaga soricina, y Choeroniscus godmani; Sosa et al. 2008), para la region
de Los Tuxtlas al menos existen 38 especies, y cuatro de éstas son nectarivoras (G.
soricina, C. godmani, Hylonycteris underwoodi y Leptonycteris yerbabuenae; Galindo
Gonzélez 2004).

Incluso hay que considerar que la fauna de visitantes en el sitio de estudio puede variar
entre afios y entre estaciones (Gémez 2002). También es posible que el traslado y
reubicacion de los individuos pudieran tener algin impacto en la fauna de visitantes. No
obstante, este Gltimo punto se intenté remediar al translocar bromelias a sitios donde
previamente habia individuos en floracion a alturas similares a las utilizadas para las

bromelias translocadas.

Pese a lo anterior, este estudio constituye la primera investigacion de este tema, ya que no
existen otros trabajos publicados sobre la biologia floral y reproductiva de especies de
Tillandsia con antesis nocturna. Con este trabajo se confirma que la quiropterofilia en
bromelias también esta presente en el género Tillandsia, e incrementa lo reportado por
Fleming et al. (2009), que s6lo menciona a los géneros Encholirium, Guzmania, Pitcairnia,

Puya, Vriesea y Werauhia como aquellos con especies quiropterdfilas. Es también la
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primera vez que se realiza un estudio de este tipo con bromelias que presenten una

floracién principalmente nocturna, en México. Y especialmente en el ecosistema del BMM.

Esta investigacion puede ser la linea base para trabajos ecoldgicos mas complejos en
alcance, que involucren otras especies similares (como las especies hermanas de las
bromelias estudiadas, Tillandsia grandis y T. viridiflora; Kromer et al. 2012) que ayuden a
explicar la ecologia reproductiva de las bromelias con floracion nocturna, que hasta el

presente son muy poco estudiadas.
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