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RESUMEN

La gran variedad de estrategias que utilizan las orquideas para atraer a los polinizadores
trasciende a la imaginacién del ser humano. Muchas orquideas han recurrido a la polinizacion
por engafio, donde se seduce al polinizador sin ofrecer recompensa. Por otra parte, la orquidea
debe hacer un balance entre atraer al polinizador e intentar ser evitada por los herbivoros. Los
herbivoros vertebrados depredan los tallos florales disminuyendo la supervivencia de la especie.
Por lo tanto, el éxito de este tipo de reproduccion depende en gran medida de la visita de los
polinizadores y del grado de depredacion. En este trabajo estudiamos las variables que afectan
al éxito reproductivo de Anacamptis longicornu (Poir.) R. M. Bateman, Pridgeon & M. W. Chase,
una orquidea con engafio alimentario del Mediterrdneo Occidental, en dos localidades de
Mallorca. Se evalu6 el éxito reproductivo en relacion al analisis métrico, al grado de depredacion
de individuos Control y al grado de exclusién de vertebrados (EV) o exclusién total (ET) mediante
el uso de jaulas de exclusién. Las variables que definen el éxito reproductivo son el cuajado de
fruto y la remocién de polinios. No se encontré ninguna relacion entre las caracteristicas
biométricas y el éxito reproductivo. No se encontraron diferencias en la depredacion entre
localidades y se mostré que las jaulas de exclusién redujeron drasticamente el grado de
depredacion. El tratamiento de ET resulté ser el de menor éxito reproductivo en ambas
localidades, demostrando que la supervivencia de A. longicornu depende en mayor medida de
la limitacién de polinizadores frente al ataque de depredadores. Finalmente, podemos concluir
que el tratamiento de EV resulta ser de gran utilidad para asegurar la supervivencia de la especie
en condiciones de dudosa densidad poblacional.

ABSTRACT

The wide variety of strategies that orchids use to attract pollinators is beyond the human
imagination. Many orchids have resorted to pollination by deception, where the pollinator is
seduced without offering any reward. On the other hand, the orchid has to strike a balance
between attracting the pollinator and trying to be avoided by the herbivores. Vertebrate herbivores
prey on the flower stems, diminishing the survival of the species. Therefore, the success of this
type of reproduction depends largely on the visit of pollinators and the degree of predation. In this
paper we study the variables affecting the reproductive success of Anacamptis longicornu (Poir.)
R. M. Bateman, Pridgeon & M. W. Chase, a food-deception orchid from the Western
Mediterranean, in two locations in Mallorca. Reproductive success was evaluated in relation to
metric analysis, the degree of predation of control individuals and the degree of vertebrate
exclusion (VE) or total exclusion (TE) by using exclusion cages. The variables that define
reproductive success are fruit set and pollinator removal. No relationship was found between
biometric characteristics and reproductive success. No differences in predation were found
between localities and exclusion cages were shown to drastically reduce predation rates. The
treatment of ET proved to be the one with the lowest reproductive success in both localities,
showing that the survival of A. longicornu depends more on the limitation of pollinators against
predator attack. Finally, we can conclude that the treatment of VE is very useful to ensure the
survival of the species in conditions of doubtful population density.



INTRODUCCION

Biodiversidad y distribucion de las orquideas

La familia Ochidaceae es la segunda familia mas abundante del reino vegetal (Jersakova et al.,
2006), alcanzando unas 25000 especies de orquideas en todo el mundo (Jonasson, 2015). La
clasificacion filogenética de Orchidaceae reconoce cinco subfamilias: Apostasioideae (con 2
géneros), Cypripedioideae (1 género), Epidendroideade (16 géneros), Orchidoideae (4 géneros)
y Vanilloideae (2 géneros) (Chase, 2015).

La morfologia de las orquideas es muy diversa, pero generalmente sus flores son complejas y
vistosas para atraer a los insectos polinizadores. Estas plantas terrestres tienen las hojas planas
y las flores se caracterizan por presentar ginostemo, una formacion a modo de columna que
aparece como una prolongacion del eje floral y lleva en su parte superior las anteras, separadas
por el rostelo (estigma estéril) y la superficie estigmatica receptiva. Ademas, el androceo
generalmente consta de un solo estambre en forma de polinios, esto es, una masa compacta
que forma el polen de cada teca. Las semillas de las orquideas tienen la particularidad de tener
un embrién sin cotileddn, puesto que es substituido por el protocormo, asociado con un hongo
que las nutre durante la primera fase de su ciclo vital (Jonasson, 2015). EIl tamafio de las
orquideas también es muy variable, abarca el rango de especies de tamafio milimétrico — como
algunas especies de los géneros Platysele y Bulbophyllum-, hasta el excepcional caso de
Sobralia altissima, que puede llegar a medir mas de trece metros (Sedano et al., 2015).

Se pueden encontrar especies de orquideas distribuidas por todo el planeta, excepto en los polos
o altitudes superiores a los 4500 metros. Un 76% de las orquideas son epifitas, las cuales son
propias de bosques tropicales humedos, secos o semi desérticos, abarcando altitudes desde el
nivel del mar hasta los 4000 m s.n.m, (Estevez, 2005). Sin embargo, las orquideas mediterraneas
son terricolas y se caracterizan por ser plantas herbaceas con un tubérculo radical, algunas
poseen pseudobulbo, con un ciclo de crecimiento en invierno y de latencia en verano (Blondel et
al., 2010). En la peninsula Ibérica existe una gran riqueza de la familia Orchidaceae debido a la
facilidad que tienen estas plantas para adaptarse al clima mediterraneo; en Extremadura se
encuentran una suma de 157 taxones y nothotaxones (Pardo, 2009) y tan sélo en las Islas
Baleares existen unas 40 especies de orquideas silvestres (del Prete et al., 1991).

La subfamilia Orchidoideae tiene 200 géneros. El género Anacamptis forma parte de esta gran
subfamilia y habita en matorrales, pastizales, claros de bosques y dunas. Se encuentra dispersa
en el Sur de Europa -Peninsula Ibérica, Sur de Francia, Italia, Peninsula Balcanica, y principales
islas mediterraneas-, Oeste de Asia — Chipre y costas mediterraneas de Turquia- y Norte de
Africa (alcanza desde Marruecos hasta Tunez y Ciernaica) (del Prete et al., 1991).

Mecanismos de polinizacién

La reproduccion sexual por polinizacién otorga al individuo y a la especie una gran ventaja de
recombinacidn genética. Asi pues, la gran diversidad de morfologias florales y las diversas
estrategias reproductivas promueven la polinizacién cruzada en orquideas (Singer, 2009). Los
mecanismos de polinizacion de las orquideas se han estudiado ampliamente (Van der Cingel,
2001; van der Pijl y Dodson, 1966). La reproduccion sexual de las orquideas es
predominantemente dependiente de los polinizadores (Neiland & Wilcok, 1998). Las plantas
emplean diversas sefales visuales y quimicas para atraer a los polinizadores, que en su mayoria
son los insectos (Grajales-Conesa, 2011), haciendo uso de la forma, el color, la estructura y
textura, el néctar y los aromas florales para su defensa y reproduccion (Raguso, 2004; Niemeyer
y Teillier, 2007; Pacini et al., 2008).

Un 65% de las especies de esta familia ofrecen recompensa a los polinizadores que las visitan
(Llabrés, 2015). El néctar ha constituido la recompensa florar mas extendida para atraer a los
polinizadores (Neiland & Wilcok, 1998). Sin embargo, las orquideas han desarrollado diversos
mecanismos de polinizacidon por engafio y se estima que hasta un tercio de las especies de
orquideas son polinizadas por engafio (Tremblay et al., 2005, Case and Bradford, 2009). Existe
el engafio sexual, como es el caso de Ophrys muscifera Huds., cuyas flores mimetizan a las



hembras de ciertos Hymenoptera (Ayasse, 2006; Pouyanne, 1917; Singer et al., 2006), o el caso
de dos especies simpatricas de Stelis (Pleurothallidinae, Orchidaceae) que emiten fragancias
similares a las hembras de los polinizadores (Albores-Ortiz, 2006). Otro tipo de engafio consiste
en el mimetismo, donde la estructura floral de la planta imita un lugar de cria o un refugio
(Jersékova et al., 2006). Finalmente, también existe el engafio alimentario, en el cual las plantas
exhiben los espolones que no segregan néctar. Numerosos trabajos apoyan la hipotesis que la
polinizacion por engafio favorece la polinizacion cruzada (Capé et al. 2019, De Jong et al. 1993;
Johnson y Nilsson 1999; Jersakova et al. 2006). Gaskett (2011) confirma que esta estrategia por
engafio es la mas evolucionada, resultado de un anterior mecanismo de polinizacion en que
ambas partes -insecto y planta- salian beneficiados. Esta evolucion se ha considerado paradojica
ya que varios estudios demuestran que las orquideas que utilizan estrategias de polinizacion por
engafio tienen el cuajado del fruto extremadamente bajo en comparaciéon con sus congéneres
que ofrecen recompensa (Gill, 1989; Neiland & Wilcock, 1998; Larson & Barrett, 2000). Por otra
parte, las orquideas que engafian a sus polinizadores poseen una forma florar similar a la de
especies que ofrecen recompensa (Dafni, 1983; Hagsater et al., 2005) y la co-ocurrencia con
especies que ofrecen recompensas con un color floral similar puede ser una llave ecolégica para
incrementar las visitas de los polinizadores al imitador (Gigord et al., 2002; Gumbert & Kunze,
2001).

Depredacion, exclusion y éxito reproductivo

El hecho de que el polen se encuentre agregado en forma de polinios conlleva a que sea
removido en su totalidad. La tasa de remocién de polinios es un parametro facil de medir para
evaluar el comportamiento masculino de la planta (Nilsson, 1992). Son pocos los estudios que
han evaluado el comportamiento masculino como un componente del éxito reproductivo (Nilsson
1992; Parra-Tabla et al. 2000; Tremblay y Ackerman 2007, Capé et al, 2019), ya que,
generalmente, la eficacia bioldgica de las plantas ha sido ampliamente investigada en términos
de comportamiento femenino, medido mayormente como el cuajado del fruto.

Las orquideas con polinizacién por engafio suelen producir sélo la mitad de frutos que aquellas
que no usan este tipo de polinizacion (Johnson & Bond, 1997; Neiland & Wilcock, 1998; Tremblay
et al., 2004; Jersakova et al., 2006). Sin embargo, la variacién de los rasgos florales es mas
comun en las especies con polinizacién por engafio que en las que recompensan con el néctar
(Ackerman et al., 2011). La produccion de néctar supone un gran gasto energético para la planta,
que se ve obligada a reducir o rehusar otras estructuras. Las plantas que utilizan engafio
alimentario no necesitan sacrificar otras estructuras, permitiéndose un crecimiento mayor o
incluso mayor namero de flores. Las especies con polinizacién por engafio cuentan con varios
factores que influyen en el rendimiento reproductivo, incluidos la altura de la planta, el tamafio
de la inflorescencia y el nimero de flores (Henneresse et al. 2017; Scopece et al. 2017). Asi, el
aumento del tamafio de la exhibicion floral aumenta la atraccion y las visitas de los polinizadores
(Peakall, 1989; Burd, 1995; Aragon & Ackerman, 2004; Grindeland et al., 2005; Li et al., 2011;
Sletvold & Agren, 2011).

Por otra parte, las plantas con tallos florales mas altos también son més visibles para los
herbivoros. Estos depredadores pueden afectar a las plantas al eliminar la biomasa, alterando
las interacciones competitivas y el medio ambiente abiético (Mulder & Ruess, 1998) y a la
reproduccién sexual de futuras generaciones (Whigham, 1990), por lo tanto, el éxito reproductivo
de las orquideas puede verse comprometido por fenémenos de depredacion de varas florales
(Fontarbel, 2002).

Ademas, varios autores han demostrado que la herbivoria de ciertas partes de la planta pueden
inducir cambios en su arquitectura y en algunos atributos florales (tiempo de floracion, tamafio
florar, produccion y calidad del néctar) relacionados con el atractivo para los polinizadores
(Strauss, 1997, Juenger & Bergelson, 2000, Elle & Hare, 2002, Strauss & Murch, 2004), pudiendo
perder el maximo natural de polinizadores en cuanto a nimero de visitas (Juenger & Bergelson,
1997) y disminuir la duracion de éstas (Strauss et al., 1996).

En la naturaleza debe haber una seleccién positiva sobre los individuos que simultaneamente
desarrollen caracteres que optimicen la polinizacion y reduzcan la herbivoria (Herrera et al.,
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2002). En el estudio de Capé et al. (2019) -cuya especie de estudio coincide con la de este
trabajo, Anacamptis longicornu (Poir.) R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase-, se observo que
el uso de jaulas en el tratamiento de exclusién total, no solo se excluyeron a los herbivoros, sino
que con el tiempo también a los polinizadores, disminuyendo de forma significativa los
parametros de éxito reproductivo, tanto masculinos como femeninos. Asi pues, se debe tener en
cuenta el tamafio de exclusién de la red, para que las orquideas puedan lidiar con esta relacién
de mutualismo y antagonismo, con la finalidad de encontrar un balance equilibrado y que
garantice su éxito reproductivo.

Objetivos

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron las jaulas de exclusién instaladas en el trabajo de
Capé et al. (2019), pero en este caso, el estudio se amplia a una segunda localidad. Los objetivos
de este trabajo son i) evaluar si existe correlacidon entre las caracteristicas biométricas y el éxito
reproductivo; ii) evaluar la exclusién de herbivoros vertebrados (especialmente conejos y
tortugas) y la exclusioén total (incluye, ademas, invertebrados y pequefios vertebrados) sobre el
éxito reproductivo de A. longicornu; iii) evaluar si dichos efectos se mantienen en las dos
localidades de estudio. El éxito reproductivo se evalué en términos de la aptitud femenina
(cuajado del fruto y viabilidad de las semillas) y la aptitud fisica masculina (tasa de remocion de
las polinias). La hipotesis del trabajo es que los distintos grados de exclusion afectan al éxito
reproductivo de las orquideas, siendo menor el éxito reproductivo en el tratamiento de exclusién
total de herbivoros dado que también se reduce la llegada de los polinizadores. Por otra parte,
se espera que estas tendencias se observen en las dos localidades de estudio.

MATERIAL Y METODOS

Especie de estudio

La clasificacion de Anacamptis longicornu (Poir.) R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase ha sido
muy discutida a lo largo del tiempo. En un principio se incluy6 en el género Orchis, bajo el nombre
de Orchis longicornu Poiret (Poiret, 1789). Posteriormente, se cambié al género Anacamptis,
adoptando el nombre de A. longicornu (Bateman, 1997). Ademas, esta especie presenta un
parecido morfolégico con la especie Orchis moiro L. (Linnaeus, 1775) pese a que se localice en
diferentes regiones (Corrias et al., 1991). Anacamptis longicornu es una especie mediterranea
que se distribuye por las principales islas continentales (Sicilia, Cerdefia, Cércega y Baleares) y
el norte de Africa (Zitari et al., 2011). En Baleares hay varias poblaciones de esta especie en
Mallorca y Menorca.

La especie de estudio es un gedfito cuya época de floracidon corresponde a los meses de febrero,
marzo y abril, y la época de fructificacién tiene lugar entre abril, mayo y junio; el resto del afio
permanece bajo tierra (Capo6, 2014). Tiene entre 5y 7 hojas basales, en roseta, y la inflorescencia
puede llegar a tener hasta veinte flores (Capd, 2014) de 6 a 9 milimetros (Vazquez et al., 2015).
El color de las flores es variable entre individuos; los hay con las flores completamente blancas
hasta el color de un rosa vino, aunque generalmente, las flores son de color rosado blanquecino,
a excepcion de los I6bulos laterales que son purpuras (Fotografia 1; véase Anexo). La forma del
espoldn, cilindrico y ligeramente arqueado hacia arriba, fue de inspiracién para su nombre vulgar
en catalan, “abellera banyuda”.

Zona de estudio

La zona de estudio corresponde con el tipico habitat de A. longicornu, es decir, comunidades de
Oleo-ceratonion, donde convive con otras especies de matorral mediterraneo, como son Cistus
monspeliensis L., Pistacia lentiscus L., Cneorum tricoccon L., 0 Rosmarinus officinalis L. (Llorens

et al., 2007).

El estudio se llevo a cabo en dos localidades bien distantes de la isla de Mallorca (Figura 2). La
primera poblacion de estudio corresponde con la finca de Son Doblons (Santa Margarita)
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(39°41'N, 3°11’E). La zona de estudio es llana, de campo agricola abandonado (cultivo de
almendro de secano), que ha evolucionado hacia un prado con matorrales dispersos y ausencia
de estructura arbdrea. Ademas, cabe destacar que esta area sufrié un incendio en el afio 2015
y todavia se encuentra en parcial recuperacién. La segunda localidad corresponde a la finca Son
Mut Nou (Llucmaijor) (39°27°N, 2°49’E). La vegetacion de esta zona podria describirse como una
garriga de matorral de 0,5-2 m de altura, con predominio de Olea europaea var. sylvestris y Cistus

Spp.

-2-| 438631 4427234 Metres (ETRS89 UTM31N) A

1 : 1.000.000 aprox.

Figura 2. Mapa de la isla de Mallorca donde se sitlan las dos localidades de estudio: (1) Son Doblons
(Santa Margarita), (2) Son Mut Nou (Llucmajor). Imagen obtenida por IDEIB visor.

Exclusion de herbivoros

Los principales vertebrados herbivoros en las zonas de estudio son conejos, liebres y tortugas.
De hecho, se detectaron heces pertenecientes a conejos y liebres en ambas localidades, ademés
de avistamientos de caracoles y tortugas. Los distintos herbivoros tienen preferencia a la hora
de alimentarse, escogiendo la parte de la planta mas tierna y accesible segun las capacidades
de cada especie. Los herbivoros mamiferos son menos abundantes que los invertebrados, pero
afectan negativamente a mayor area de la planta (Gowda, 2014). En el campo se observa que
los insectos fitéfagos se alimentan de las flores ya que tienen la facilidad de volar hasta el apice
de la inflorescencia. Por otra parte, los herbivoros vertebrados se alimentan de toda la vara floral
de la planta (Fotografia 2 y 3; véase Anexo). Para poder evaluar estas diferencias en el grado de
herbivoria sobre el éxito reproductivo de la especie, el trabajo experimental se llevd a cabo
durante el periodo de floracion y fructificacién de A. longicornu. Todo el trabajo de campo se
desarroll6 entre los meses de febrero y abril de 2018.

Para clasificar los distintos tipos de herbivoros se usaron tres tratamientos: un tratamiento de
exclusion total (ET), un tratamiento de exclusién de vertebrados (EV) y un tratamiento control.
Para los tratamientos de exclusion de herbivoros se utilizaron jaulas de 1 m de altura 'y 1 m? de
superficie (Fotografia 4). En cada localidad, para el tratamiento ET se utilizaron 5 jaulas de malla
fina con redes electrosoldadas de 13x13 mm? de diametro, que no permiten el paso de ningun
tipo de animal, mientras que en el tratamiento EV se utilizaron 5 jaulas con alambre de red de
10x12 cm? de dimension de malla hexagonal (Faast y Facelli, 2009), para asegurar la entrada
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exclusiva de insectos (Capé et al., 2019). Finalmente, los individuos control se localizaron en el
exterior, sin jaula, en condiciones de polinizacion abierta.

Caracteristicas biométricas

El andlisis biométrico tuvo lugar en Son Doblons, donde se tomaron datos de 100 individuos
Control. En las salidas del mes de febrero y marzo se midieron los parametros de longitud del
tallo (cm) (medida a partir de la base del tallo florecido hasta la primera flor de la inflorescencia),
longitud de la inflorescencia (cm) (medida a partir de la flor basal hasta el apice) y nimero de
flores de la inflorescencia. La longitud del individuo (cm) se conoce mediante el sumatorio de la
longitud del tallo y la longitud de la inflorescencia.

Evaluacién del éxito reproductivo

Funcionalidad de las flores: cuajado del fruto y remocién de los polinios

En el laboratorio se examinaron las muestras de flores procedentes de los tres tratamientos bajo
la lupa para conocer la funcionalidad de la flor y el nUmero de polinias exportadas. La flor puede
actuar como femenina (si la flor ha fructificado), masculina (si sus polinios han sido exportados),
0 ambos. Ademas, cada flor posee dos polinios, normalmente el insecto exporta ambos polinios
tras su visita, pero hay casos en que puede llevarse sélo un polinio.

Las variables que se evaluaron fueron nimero de flores por inflorescencia, numero de frutos por
inflorescencia, cuajado del fruto, nimero de polinios exportados, nimero de polinios totales y
produccion total de semillas por fruto, siguiendo los mismos criterios de evaluacion que en el
estudio de Capo et al. (2019).

Conociendo el nimero de flores y el nUmero de frutos en cada inflorescencia, se calculé el
cuajado del fruto de todos los individuos para cada tratamiento:

. nimero frutos
Cuajado del fruto = ——————
nimero flores

numero polinios exportados

Ratio remocion polinios = ~ —
numero polinios totales

Anadlisis de la produccion total de semillas y viabilidad de las semillas por fruto

Para calcular la produccion total de semillas por cada fruto, se escogieron al azar 15 frutos
procedentes de 15 individuos control de cada localidad. Las muestras de frutos permanecieron
conservadas en placas de Petri a temperatura ambiente hasta el dia del andlisis en el laboratorio
(Fotografia 5; véase Anexo). A la hora de comenzar el andlisis, se realizé previamente una
muestra homogénea de las semillas. Para ello, en una placa de Petri se abrid el fruto y se
extrajeron todas las semillas, con la ayuda de agua destilada proveniente de una probeta de 50
ml, pinzas y bisturi. Pipeteando el contenido se paso6 la mezcla a un vaso de plastico de
laboratorio. Se afiadié 1 ml de Tween para romper la tensidn superficial del agua y se realiz6 el
vacio con la maquina millipore durante 15 min. Se centrifugd la muestra homogénea en el
agitador magnético con la ayuda de un iméan y se pipete6 1 ml de mezcla, que se deposité en un
portaobjetos. Para cada muestra se realizaron 5 pseudo réplicas de 1 ml. Se dejaron secar los
portaobjetos durante 24 h a temperatura ambiente. Finalmente, se realizo el recuento de todas
las semillas por cada fruto. Se obtuvo una media de las pseudoréplicas y se realiz6 un factor de
conversion segun el volumen total utilizado para cada muestra. Finalmente, se calcul6 la media
de las réplicas para conocer la produccién total de las semillas por fruto en cada localidad.

Para conocer la viabilidad de las semillas en cada fruto (también conocido como porcentaje de
embridn positivo de cada fruto), es decir, el porcentaje de semillas que tienen embridn respecto
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al total de semillas formadas, se seleccionaron al azar, entre todos los tratamientos, 25 frutos de
cada localidad. Para abrir el fruto se utilizaron el bisturi y las pinzas, posteriormente, se
depositaron todas las semillas en una placa de Petri y se esparcieron de forma homogénea. De
cada muestra se seleccionaron 5 pseudoréplicas- es decir, 5 zonas distintas de la placa- y con
la ayuda de un contador, se realiz6 el recuento de la cantidad de semillas con embrion y la
cantidad de semillas sin embrién, y con estos datos se calcul6 el porcentaje de semillas viables
de cada fruto (Suetsugu et al., 2015).

namero de semillas con embrion
Viabilidad semillas (%) = - , x 100
namero total de semillas

Depredacion y éxito reproductivo

En la localidad de Son Mut Nou y Son Doblons se evaluaron 5 zonas y 4 zonas de individuos
control, respectivamente. A partir de la media de cada poblacion, se estim6 la depredacion (%)
y el nimero de semillas viables perdidas en cada localidad ocasionada por la depredacion por

parte de herbivoros. Con los datos obtenidos anteriormente se realizaron los siguientes calculos
para cada localidad:

Estimacion frutos depredados = namero tallos depredados X X nimero frutos por individuo

Estimacién semillas perdidas = estimacion frutos depredados X X produccion total
de semillas por fruto

Semillas viables perdidas = X viabilidad semillas X estimacion semillas perdidas

Analisis estadistico

Todos los tests estadisticos se realizaron mediante el programa R version 3.2.5 (R Core Team,
2018). Para evaluar la influencia de las caracteristicas biométricas sobre el éxito reproductivo en
los individuos control, se realiz6 un test de correlacion entre las variables longitud individuo (cm),
longitud inflorescencia (cm), numero de flores, cuajado del fruto y remocién de las polinias.
Debido a la falta de normalidad, se realizé un test no paramétrico de Spearman.

Para evaluar el grado de depredacion en el tratamiento control sobre el éxito reproductivo en
cada localidad, se realiz6 un andlisis estadistico GLM con una estructura de error binomial para
las variables cuajado fruto y remocién polinias, y quasibinomial para la variable depredacién. En
los tres casos se aplicéd la funcién de enlace logit. La variable explicativa fue localidad y las
variables respuesta fueron cuajado fruto, remocién polinias y depredacion. Como los resultados
para la variable depredacion fueron marginales se realizd, debido a la falta de normalidad, un
test no paramétrico Wilcoxon-Mann-Whitney. Para observar diferencias entre localidades en el
numero de semillas viables perdidas, se aplico el test de Wilcoxon-Mann-Whitney.

Para evaluar el efecto de los tratamientos de exclusion de herbivoros sobre el éxito reproductivo
se realiz6 un andlisis GLM aplicando una estructura de error binomial y funcién de enlace logit.
Las variables explicativas fueron tratamiento, localidad y la interaccion tratamiento: localidad. Las
variables respuesta fueron cuajado fruto y remocién de polinios.

RESULTADOS

Caracteristicas biométricas

Las correlaciones entre los parametros biométricos y el éxito reproductivo se muestran en la
Tabla 1. Las variables méas correlacionadas fueron longitud del individuo vs. longitud de la



inflorescencia (q¥2 0.78, p<0.001) y longitud de la inflorescencia vs. nimero de flores (q% 0.79,
p<0.001). Por otra parte, existe una correlacion marginalmente significativa entre la longitud del
individuo con el cuajado del fruto (q¥2 0.17, p-valor = 0.084) y la remocion de polinios (q% 0.17,
p-valor = 0.097) y entre la longitud de la inflorescencia y el cuajado de fruto (p-valor = 0.017).
También se encontr6 una correlacién significativa positiva entre los parametros del éxito
reproductivo (q¥4 0.63, p<0.001).

Longitud Longitud Numero Cuajado Remocién
individuo inflorescencia flores fruto polinios
Longitud 0.78 0.60 0.17 0.17
individuo
Longitud <0.001 0.79 0.24 0.14
inflorescencia
NUmero <0.001 <0.001 0.121 0.00
flores
Cuajado 0.084 0.017 0.232 0.63
fruto
Remocion 0.097 0.174 0.895 <0.001
polinios

Tabla 1. Correlacion de parametros biométricos e indicadores de éxito reproductivo en Anacamptis
longicornu en la localidad de Son Doblons. Los coeficientes de correlacion de rango de Spearman se indican
por encima de la diagonal, y los p valores se muestran por debajo de la diagonal. Todos los parametros
estudiados se introdujeron en la misma matriz.

Evaluacion del grado de depredacion frente al éxito reproductivo en cada localidad

Tras estudiar diferentes parametros en el tratamiento control (Figura 1), se encontraron
diferencias significativas entre localidades para las variables cuajado del fruto (p-valor < 0.001)
y remocion de polinios (p-valor = 0.0169). Ambas variables resultaron ser mayores en la localidad
de Son Doblons (37.9% + 1.55, 38.6% + 1.1, respectivamente). Por otra parte, tras realizar el
test de Wilcoxon-Mann-Whitney, se revel6 que no existian diferencias significativas en la
depredacion entre localidades (p-valor = 0.73). En la localidad de Son Mut Nou el grupo control
fue depredado en un 33.9% (+12.05 , n=5) mientras que en la localidad de Son Doblons el grupo
control fue depredado en un 32.95% (+16.18 , n=4).

100

90

80

70

60

50

40 a

Porcentaje (%)

T
0
Son Mut Nou Son Doblons

B Cuajado fruto Remocidn polinias Depredacion

Figura 1. Exito reproductivo de los individuos control en las dos localidades de estudio. Las variables de
cuajado fruto (columnas azules), remocion polinias (columnas naranjas) y depredacion (columnas grises)
se compararon entre las localidades Son Mut Nou y Son Doblons. Las barras de error indican el error
estandar. Las letras indican diferencias entre localidades para cada parametro segun el analisis post hoc
de Tukey para las variables cuajado fruto y remocidn polinias, mientras que para la variable depredacion se
muestran los resultados del analisis Wilcoxon-Mann-Whitney.



Se revelaron diferencias significativas entre las medias de semillas viables perdidas en ambas
localidades (p-valor = 0.034), siendo la media de semillas viables perdidas mayor en la localidad
de Son Doblons (6689381 + 3693109) frente a la localidad de Son Mut Nou (168152 + 150167.1).

Exclusion y éxito reproductivo

Respecto a los resultados del porcentaje de cuajado del fruto (Figura 2), no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos de EV (p-valor = 0.515) ni de ET (p-valor = 0.563)
en ambas localidades, siendo el porcentaje de cuajado de fruto mayor para el tratamiento de EV
(31.23% + 1.84 para la localidad de Son Mut Nou y 26.78% + 1.8 para la localidad de Son
Doblons). En cambio, el porcentaje de cuajado de fruto fue menor en el tratamiento de ET en
ambas localidades (8.22% + 1.61 para la localidad de Son Mut Nou y 11.87% * 1.3 para la
localidad de Son Doblons). El tratamiento con mayor porcentaje de cuajado de fruto fue el Control
de la localidad de Son Doblons (37.95% + 1.55), el cual no obtuvo diferencias significativas con
el tratamiento de EV de Son Mut Nou (p-valor = 0.066).

En cuanto a los porcentajes de remocién de los polinios (Figura 2), no se observaron diferencias
entre en ambas localidades en el tratamiento de ET (p-valor = 0.674) ni en el Control (p-valor =
0.168). El porcentaje menor de remocion de polinios fue en el tratamiento de ET de la localidad
de Son Doblons (24.1% + 1.14), mientras que el tratamiento con mayor porcentaje de remocion
de polinios se encontré en la localidad de Son Mut Nou para el tratamiento de EV (44.1% + 1.28),
superando los resultados del tratamiento Control de ambas localidades (32.6% + 2.2 para la
localidad de Son Mut Nou y 38.6% + 1.1 para la localidad de Son Doblons).

Finalmente, en cuanto la depredacion, se observaron los siguientes resultados: en la localidad
de Son Mut Nou, la depredacion fue del 0.8% * .0374 para el tratamiento EV y 0.245% + 0.245
para el tratamiento ET; para la localidad de Son Doblons, la depredacién observada fue del 1%
+ 0.316 para el tratamiento EV y 0.6% + 0.4 para el tratamiento ET. Ademas, no se observaron
diferencias entre ambas localidades en el tratamiento EV (p-valor = 0.694) ni en el tratamiento
ET (p-valor = 0.811). Ademas, tampoco se observaron diferencias entre estos dos tratamientos
(p-valor = 0.871), pero ambos tratamientos, tanto el de EV como el de ET, si que difieren del
tratamiento Control (p-valor < 0.001 en ambos casos) (Figura 2).
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Figura 2. Resultado del porcentaje del cuajado del fruto, remocién de polinias y depredacion para cada
tratamiento (Control, EV y ET) en la localidad de Son Mut Nou y Son Doblons. Las barras de error indican
el error estandar. Las letras mindsculas indican diferencias entre tratamientos y localidades para cada
variable de estudio. Para el estudio del cuajado de fruto, remocién de polinios y depredacion en la localidad
de Son Mut Nou, en todos los tratamientos n =5; mientras que en la localidad de Son Doblons, n=5 en los
tratamientos de EV y ET y n=4 en el tratamiento control.



Finalmente, se observaron diferencias significativas entre todas las interacciones entre las
variables explicativas del analisis GLM de exclusién, es decir, que para las medidas de cuajado
de fruto y de remocién de polinias hubo diferencias entre tratamientos, entre localidades y entre
la interaccion tratamiento y localidad (en todos los casos, p-valor < 0.001).

DISCUSION

Caracteristicas biométricas y éxito reproductivo

En este estudio se observé una correlacion entre algunas caracteristicas biométricas con el éxito
reproductivo. En otros estudios sobre Ancamptis morio L. también se confirmé una correlacion
del éxito reproductivo con la altura del espolén (Zitari et al., 2011) y con el brillo y contraste floral
(Sletvold et al., 2016). Los resultados observados en este trabajo van en linea con los resultados
del estudio de Capod et al. (2019), ya que se mostré que el tamafio de la inflorescencia -
caracteristica relacionada con el atractivo para el polinizador- esta correlacionado con el cuajado
de fruto (Totland, 2001); también se mostré una correlacion entre la altura del individuo con el
éxito reproductivo. En otros estudios sobre orquideas también se observa que la altura de la
planta afecta al éxito reproductivo a través del atractivo para los polinizadores de orquideas
(O’Connel & Johnston, 1998, Aragén & Acherkman, 2004), sin embargo, hay trabajos donde no
se han observado estas relaciones (Handel & Peakall, 1993; Jacquemyn & Brys, 2010; Calvo,
1990). Esta variedad e incongruencia de resultados sugieren que la seleccion de los
polinizadores sobre el tamafio de la inflorescencia y la altura de la planta a través de la produccion
de frutos es débil, probablemente por la limitacién del bajo nivel de visitas (Calvo, 1990;
Jacquemyn & Brys, 2010).

Evaluacion de la depredacion vy la exclusion frente al éxito reproductivo en cada localidad

En los tratamientos de EV y ET no hubo diferencias en la depredacion entre localidades (p-valor
= 0.73), mientras que en el tratamiento control se observa una mayor depredacion. Podemos
confirmar que el grado de depredacion disminuye drasticamente con el uso de jaulas de exclusion
(Sigcha et al., 2018; Herrera, 2000; Capé et al., 2019). En cuanto a las tasas de depredacién de
los individuos control en la localidad de Son Mut Nou (33.9% * 12.05), se puede observar una
variedad temporal con respecto a los resultados de Cap6 et al. (2019), donde se pudo apreciar
un aumento de la depredacion (57.44% + 7.13). En el estudio de Cap6 et al. (2019) se observo
que el intensivo ataque del conejo europeo (Oryctolagus cuniculus (Linnaeus, 1758)) originario
de la cuenca mediterrdnea (Jaksic & Soriguer, 1981), de los caracoles (Helix aspersa (Mdiller,
1774), Allognathus balearicus (Rossmassler, 1838)) y de las tortugas (Testudo hermanni
(Gmelin, 1789)) fueron la causa de la herbivoria de las varas florales de muchas orquideas. Una
depredacion elevada por parte de los herbivoros puede indicar carencia o escasez de
depredadores, o bien, una baja abundancia de los recursos alimentarios de la zona (Jones,
2000).

La cantidad de semillas viables perdidas se midié a partir de la relacién entre la cantidad de
semillas viables y la tasa de depredacion de cada localidad. La cantidad de semillas viables
perdidas fue mucho mayor en la localidad de Son Doblons. La pérdida de superficie foliar debido
a la depredaciéon se traduce en una estrecha disminucion de la produccion de semillas
(Mothershead & Marquis, 2000). Sin embargo, estos resultados no pueden explicarse mediante
una mayor tasa de depredacion entre localidades, ya que no se observaron diferencias en la
depredacion. En el estudio de Capd et al. (2019) se observo que la autopolinizacion reduce la
viabilidad de las semillas, pese a que los resultados en el cuajado de fruto con respecto a la
polinizacién cruzada fueron similares, de hecho, en el trabajo de Ackerman & Montalvo (1990),
el conjunto de semillas perdidas aumentdé cuanto mayor fuera el cuajado de fruto. Estos
resultados indican que la aptitud femenina esta estrechamente relacionada con la fertilizacién
cruzada, tipico de orquideas que utilizan estrategias de engafio (Jersakova et al., 2006). Estos
resultados refuerzan la hipotesis de que las estrategias de engafo favorecen la reproduccion
mediante polinizacién cruzada (De Jong et al., 1993; Johnson & Nilsson, 1999).
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Se observé una alta variacion espacial en el éxito reproductivo, también registrado en otras
especies (Conner et al., 2003; Borras, 2018). Sin embargo, llama la atencion el resultado tan bajo
del cuajado de fruto en la localidad de Son Mut Nou para el tratamiento control, que puede
explicarse por las condiciones del habitat. Cabe destacar que la localidad de Son Mut Nou se
trata de una zona de ocasional pastoreo donde el habitat se encuentra fraccionado por caminos
de tierra y areas de cultivo. La fragmentacion del habitat puede provocar una disminucion del
cuajado de los frutos en las poblaciones de plantas silvestres (Cunningham, 2000). Ademas, la
densidad poblacional de la localidad de Son Mut Nou fue mucho menor que en la localidad de
Son Doblons (observacion personal). Este hecho también podria ser explicado por el tipo de
habitat, conclusion que se refuerza en el trabajo de Parra-Sanchez (2013), donde se evidencio
una disminucién del tamafio poblacional de orquideas en zonas con cobertura de pasturas.
Existen otros factores que pueden explicar esta diferencia entre localidades, como la
composicién de la fauna polinizadora entre poblaciones (Capé et al., 2019), la competencia de
dicha fauna debido a la variabilidad floristica (Johnson et al., 2003), la heterogeneidad espacial
del habitat (Gargano et al., 2017) o incluso también pueden afectar los factores meteoroldgicos.
Ademas, en todos los tratamientos en ambas localidades, la tasa de remocién de polinios fue
superior al cuajado de fruto. Estos resultados estan en linea con los resultados de Capo et al.
(2019). también se observaron altos niveles de remocién de polinos en otros estudios sobre
orquideas con reproduccion por engafio (Scopece et al., 2017; Pellegrino et al., 2005). El hecho
de que la mayor proporciéon de las flores actien como masculinas, pero no como femeninas,
puede deberse a que extraer los polinios sea mas facil que dejarlos puestos sobre el estigma
(Cozzolino et al., 2005). Las orquideas con sistemas de reproduccién por decepcién sacrifican
una mayor formacion de frutos con tal de recibir mas cantidad de visitas de polinizadores, los
cuales viajan largas distancias; de esta forma, potenciando la aptitud masculina de las flores, se
aseguran la variabilidad genética de la descendencia y una mejor calidad de los frutos (Borras,
2018). Estos resultados refuerzan la conclusién de que el éxito reproductivo en especies que
utilizan estrategias de engafio alimentario depende en gran medida por la limitacién de la
interaccion de polinizadores (O’Connell & Johnston, 1998; Neiland y Wilcock 1998; Tremblay
2005). En la literatura no se muestran datos de polinizadores para A. longicornu, sin embargo,
en el trabajo de Cap6 et al. (2019) se registré una visita de Apis mellifera (Linnaeus, 1758) con
un polinio adherido. También se han registrado otros himendépteros para el género Anacamptis,
como Bombus sp., Episyrphus balteatus y Sphaerophoria scripta, ademas de aracnidos,
coledpteros y lepidépteros, como Colias sp., Zygaena sp., Ochlodes venatus (Pardo, 2009),
algunos de los cuales fueron vistos en ambas localidades.

El tratamiento con menor éxito reproductivo se observé en el de ET. Esto se explica porque el
diametro de malla del tratamiento de ET no sélo evita la depredacion, sino que también limita la
polinizacién. En el trabajo de Sanguinetti (2016) también se comprueba que las especies
engafosas dependen de polinizadores para fructificar. Por otra parte, los resultados de cuajado
de fruto y remocion de polinios en el tratamiento EV siempre fueron mas elevados que en el
tratamiento ET, estos resultados también se observaron en el trabajo de Valdivia & Simonetti
(2018). Por lo tanto, las medidas de exclusién optimas dependeran de las dimensiones de la
jaula y las medidas de la malla (Faast & Facelli, 2009).

Actualmente, debido a las perturbaciones en el habitat natural, entre otros factores, cada vez es
mas probable que las plantas se enfrenten a la presion selectiva relacionada con los mutualistas
(agentes polinizadores) y antagonistas (herbivoros) (Fonturbel & Murua, 2014; Valiente-Banuet
et al., 2015). El uso de jaulas de exclusion para la depredacién se ha realizado en otros estudios
donde el ataque de los herbivoros y la baja regeneracion natural ejercen una gran presién en la
supervivencia de la especie (Jones, 2000). Los resultados del éxito reproductivo de los individuos
control de Son Doblons, indican que en zonas donde la supervivencia de la especie no se ve
amenazada por el tipo de habitat, el uso de jaulas de exclusién limita mas el éxito reproductivo
que no una fuerte depredacion. Por otra parte, en zonas donde existe fragmentacion del habitat,
como es el caso de Son Mut Nou, un elevado grado de depredacion (tratamiento Control) y una
fuerte limitacion al acceso de polinizadores (tratamiento ET) afectan practicamente en igual
medida a la disminucién del cuajado de fruto y remocién de polinios, siendo el tratamiento EV el
mas eficaz para asegurar el éxito reproductivo de la especie.
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CONCLUSIONES

A partir de la recolecciéon de datos tratados en este trabajo, podemos concluir los siguientes
puntos:

1. La aptitud reproductiva esta relacionada con caracteristicas biométricas como la altura
de la planta y el tamafio de la inflorescencia.

2. Debido a que A. longicornu es una especie que utiliza un mecanismo engafioso de
reproduccién, el cuajado de fruto es generalmente bajo y la limitacion del polen es
elevada.

3. Debido a que la reproduccion de A. longicornu es fuertemente dependiente de
polinizadores, el uso de jaulas de exclusién total reduce la capacidad de éxito
reproductivo de esta especie en todos los casos. Sin embargo, en poblaciones que se
puedan ver amenazadas por factores como la fragmentacion del habitat, el uso de jaulas
de exclusion de vertebrados es la mejor alternativa para asegurar el éxito reproductivo
de la especie

Sin embargo, el estudio sobre el éxito reproductivo de A. longicornu no debe cesar, ya que los
parametros relacionados con la supervivencia de esta especie son muy amplios y dependen, en
gran medida, de las variaciones espacio — temporales. Cabe destacar también, la importancia de
identificar los vectores polinizadores para esta especie, que ayudarad enormemente a comprender
el estudio del éxito reproductivo de esta orquidea.
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ANEXO FOTOGRAFICO

THILE B

Fotografia 1. Ejemplares de Anacamptig Ibngicdr_ﬁu'donde puede apreciarse el color y de las

flores y su arquitectura.
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Fotografia 2. Individuos Control de Anacamptis longicornu con el tallo depredado por herbivoros
vertebrados. En el interior del circulo rojo puede apreciarse la inflorescencia en el suelo.

Fotografia 3. Primer plano de un individuo Control con el tallo depredado por el ataque de
herbivoros vertebrados.
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Fotografia 4. Disposicion de algunas de las parcelas para los tratamientos de exclusion de
herbivoros vertebrados y exclusion total en la localidad de Son Doblons.

Fotografia 5. Fruto de Anacamptis longicornu con sus semillas en una placa de Petri.
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