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RESUMEN

La fragmentacion del habitat es considerada como uno de los factores contemporaneos de
perturbacion mas importantes que afectan de manera negativa la diversidad biologica en
las comunidades naturales. Sus efectos pueden expresarse a través de la erosion de la
variabilidad geneética o la extincion local de poblaciones o especies. Para examinar el
efecto de la fragmentacion sobre la variacion genética, el presente estudio tuvo como
objetivo determinar el efecto de la fragmentacion sobre la estructura genética de la
herbacea perenne (clonal), Heliconia uxpanapensis en la regién de Los Tuxtlas,
Veracruz. Se emplearon 4 primers de marcadores moleculares nucleares (ISSR) para
evaluar los efectos de la fragmentacion en la diversidad y estructura genética en 3
poblaciones de la selva (sitios no fragmentados cercanos a la Estacion de Biologia
Tropical), y en 4 poblaciones ubicadas en fragmentos de diferentes tamafios (37.4-114.6
ha). Se encontrd que 60.2% de un total de 60 loci fueron polimorficos. La heterocigosis
esperada promedio para la especie fue de 0.27 £ 0.1. Se encontraron mayores niveles de
variacion genética en los fragmentos (He = 0.29 + 0.15; | = 0.43 £ 0.19) que en la selva
(He = 0.23 £ 0.17; 1 = 0.34 £ 0.23). La diferenciacion genética (&) global fue de 0.18 +
0.02, y no se encontraron diferencias significativas entre poblaciones de selva (6= 0.22 +
0.04) y fragmentos (€ = 0.15 + 0.02). El valor promedio de Nm fue de 0.83, en los
fragmentos (Nm = 1.0) y en la selva continua (Nm = 0.61). La distancia genética (Nei)
entre pares de poblaciones varid entre 0.0203 y 0.0916. El anélisis de varianza molecular
reveld que 77.08% de la variacion genética se encuentra dentro de las poblaciones. En
este estudio no se detectd un efecto negativo de la fragmentacion en la distribucion de la

variacion genética poblacional de H. uxpanapensis.



1. INTRODUCCION

Fragmentacion

La fragmentacion es un proceso a nivel de paisaje en el que una gran extension del
habitat es transformada en parches aislados de vegetacion, que se encuentran rodeados
por una matriz de tierras agricolas y otras formas de uso de suelo (Saunder et al., 1991;
Turner, 1996; McGrarical y Cushman, 2002). En este proceso el tamafio del parche, el
grado de aislamiento y el tiempo de inicio de la fragmentacién influyen directamente en
la biodiversidad. Sus efectos son altamente eclécticos e incluyen cambios en la riqueza,
la abundancia de especies, la dindmica del bosque, la estructura tréfica comunitaria, y
los procesos ecoldgicos (Turner, 1996; Laurance et al., 2002). Mas aun, puede reducir la
variacion genética de las poblaciones, afectando en un futuro el potencial de las especies
para adaptarse a los cambios ambientales e incluso llevarlas a la extincion local. Es por
ello que la fragmentacion del hébitat es considerada una amenaza para la diversidad
bioldgica en las comunidades naturales (Turner, 1996; Young et al., 1996, Saunders et
al., 1991; Debinski y Holt, 1999; Harrison y Bruna, 1999). El aislamiento y la reduccién
poblacional producto de la fragmentacion modifican la demografia y la estructura
genética de las poblaciones a través de cambios en las interacciones con los
polinizadores, el efecto de borde, la disminucion de flujo génico, la deriva génica, y la
depresion endogamica (Young et al., 1996; Honnay et al., 2005; Cuartas-Hernandez y
Nufez-Farfan, 2006).

El efecto de borde es un mecanismo clave en la dinamica de los fragmentos que
causa la pérdida de funciones ecoldgicas. Los efectos fisicos del borde se caracterizan
por alterar el microclima, incrementando la luz y el viento, aumentando la caida de
arboles, la cantidad de lianas, la acumulacion de hojarasca, y la reduccion de la

humedad (Harrison y Bruna, 1999; Laurance et al., 2002 ver referencias). La



fragmentacion también puede afectar la actividad de los polinizadores y las
interacciones entre plantas e insectos. En consecuencia puede modificar el éxito
reproductivo y los sistemas de apareamiento de las plantas (Quesada et al., 2004;
Chacoff y Morales, 2004).

Existe controversia con respecto a la influencia de la fragmentacion del habitat
en la biodiversidad (Helm et al., 2006). Algunos estudios sugieren que la fragmentacion
del habitat es una amenaza para la biodiversidad principalmente porque puede provocar
la extincion local de las especies ademas de reducir la diversidad genética y la
adecuacion de las especies en poblaciones remanentes (Turner, 1996; Young et al.,
1996; Saunders et al., 1991; Harrison y Bruna, 1999; Laurance et al., 2002). Sin
embargo, para otros investigadores la fragmentacion per se (es decir, la particion del
habitat sin pérdida de habitat) tiene efectos débiles (tanto positivos como negativos)
sobre la biodiversidad (Fahrig, 2003).

Las selvas tropicales se caracterizan por tener la mayor diversidad de plantas en
el mundo y por presentar las mayores tasas de destruccion (Myers et al., 2000; Dirzo y
Raven, 2003). Las actividades antropogénicas han provocado la deforestacion,
fragmentacion y pérdida del habitat en los ecosistemas tropicales (Schmuki et al.,
2006). México es reconocido como una de las regiones megadiversas del mundo
(Mittermeier y Mittermeier, 1992; Ramamoorthy et al., 1993). Sin embargo, la selva
tropical mexicana ocupa una pequefia proporcién del territorio nacional. De acuerdo con
el Inventario Nacional Forestal (SAHR 1994) 29% del territorio nacional (56.5 millones
de ha), esta cubierto por bosques y selvas, de los cuales 26.3 millones de ha (46%) son
selvas y bosques tropicales (Barton y Merino, 2005). Las tasas de deforestacion de este

ecosistema son las mas altas en todo el pais (2% por afio) (Masera et al., 1997).En la



region de los Tuxtlas se ha perdido el 84% de la selva original reduciéndola a
fragmentos de diferentes tamafios (Dirzo y Miranda, 1991).

Se ha propuesto que las plantas son sensibles a las consecuencias genéticas de la
fragmentacion (Young et al., 1996). En particular, se ha planteado que las plantas del
sotobosque son sistemas ideales para investigar las consecuencias de la fragmentacion,
como es el caso de Heliconia acuminata (Bruna et al., 2002). Esto se debe a que las
herbaceas crecen en el sotobosque en donde la mayoria de los procesos fisicos
(temperatura del suelo, flujo de viento, humedad y luz) son draméaticamente alterados en
los fragmentos, ademas de ser féciles de manipular experimentalmente (ver referencias
en Bruna et al., 2002). Actualmente hay pocos estudios sobre las consecuencias de la
fragmentacion en la estructura genética de herbaceas tropicales. En la reserva de los
Tuxtlas existe una gran diversidad en la comunidad de herbéceas del sotobosque siendo
la forma de crecimiento mas representada (30%). La mayoria de las especies son
perennes, longevas, y algunas tienen la capacidad de reproducirse clonalmente. En
términos de su cobertura las herbaceas monocotiledoneas presentan altos valores de
importancia (Ibarra-Manriquez et al., 1997; Honnay et al., 2005). Debido a la
importancia de este grupo de plantas y a la creciente fragmentacion de su habitat en los
Tuxtlas, se desarrollo este trabajo con el objetivo de evaluar el impacto de la
fragmentacion en la estructura genética de la herbacea monocotiledonea Heliconia
uxpanapensis. Para ello, se compararon dos escenarios: uno de ellos es la selva continua
(zona con escaso nivel de perturbacién) y el otro escenario que corresponde a los
fragmentos de los alrededores, inmersos en una matriz de tierras dedicadas a la

ganaderia.



Consecuencias de la fragmentacion en la estructura genética

La estructura genética de las poblaciones se refiere a la distribucion de la variacion
genética dentro y entre las poblaciones (Loveless y Hamrick, 1984). Es usualmente
afectada por procesos evolutivos como el sistema de apareamiento, el flujo génico, la
seleccion natural, la mutacion y la deriva génica (Loveless y Hamrick, 1984; Hamrick y
Godt, 1989). Las predicciones tedricas sobre los efectos genéticos de la fragmentacion
se basan en que el aislamiento espacial y la reduccion del tamafio efectivo de la
poblacion pueden provocar la erosion de la variacion genética e incrementar la
diferenciacion genética poblacional aumentando la importancia relativa de la deriva
geénica, la endogamia y el aislamiento (flujo génico) (Young et al., 1996; Hedrick, 1999;
Ledig, 1992; Templeton et al., 1990; van Treuren et al., 1991). A pesar de las posibles
implicaciones genéticas de la fragmentacion, ain no hay suficiente evidencia empirica
de este fenomeno (Keyghobadi et al., 2005).La variacion genética puede observarse en
al menos dos niveles: Intrapoblacional (Porcentaje de loci polimorficos (P),
Heterocigosis (H), riqueza de alelos (A)); e Interpoblacional (Gs, Distancias genéticas
de Nei (D), medidas de similitud de Jaccard (F), estadisticos F de Wright y Gs).

La capacidad de las especies para responder a la seleccion impuesta por los cambios
inducidos por la fragmentacion depende de la presencia de variacion genética a todos
los niveles. Tedricamente, los efectos de la fragmentacion pueden provocar la reduccion
o0 pérdida de la variacion, generando especies sin capacidad adaptativa para responder a
las perturbaciones ambientales, lo que finalmente podria llevarlas a la extincion
(Frankel et al., 1995, Lowe et al., 2004).  Desafortunadamente, existen pocos estudios
sobre fragmentacion relacionados con la disminucion de la heterocigosidad y la
adecuacion (Young et al., 1996, Honnay et al., 2005). Algunos de estos estudios han

confirmado la reduccidn en la variacion genética de las poblaciones pequefias asociadas



a la fragmentacion, como es el caso de las herbaceas Salvia pratensis, Scabiosa
columbaria y Gentiana pneumonanthe (van Treuren et al., 1991; Raijmann et al., 1994;
Young et al., 1996). En la herbacea Dieffenbachia seguine, se ha encontrado una
riqueza genotipica significativamente menor en las poblaciones de fragmentos con
respecto a la de la selva (Cuartas-Hernandez y Nufiez-Farfan, 2006). Sin embargo, en
Trillium camschatcense y Primula elatior no se ha detectado esta relacién (van Rossum
et al., 2002; Tomimatsu y Ohara, 2003).Una vez que las poblaciones son fragmentadas
la deriva y la endogamia son fuerzas evolutivas determinantes e importantes en la
estructura genética (Young et al., 1996). La deriva génica reduce la variabilidad
genética produciendo cambios al azar en las frecuencias alélicas mediante la pérdida de
alelos, la disminucion de heterocigos y en Gltima importancia la fijacion de alelos,
incrementando asi la diferenciaciéon entre las poblaciones (Crow y Kimura, 1970;
Ellstrand y Elam, 1993). Sus efectos dependen de la magnitud de la reduccién en el
tamafio poblacional y del nimero de generaciones en el que una poblacion permanece
pequefa (Young et al, 1996). Como resultado de la deriva se ha reportado la erosién de
la variacion genética en poblaciones pequefias y fragmentadas de herbaceas perennes:
Armeria martima (Weidema et al., 1996), Salvia pratensis, Scabiosa columbaria (van
Treuren et al., 1991), Gentiana pneumonanthe (Raijmann et al., 1994), Arnica montana
(Luijten et al., 2000), asi como la diferenciacion en poblaciones fragmentadas de
Primula elatior (van Rossum et al., 2002). La endogamia, es resultado del incremento
de apareamiento entre individuos emparentados genéticamente (fecundacion no
azarosa). No modifica las frecuencias alélicas, pero causa una reorganizacion de los
alelos dentro de los genotipos. En una poblacién con endogamia, aumenta la frecuencia
de homocigotos y se reducen los heterocigotos (Hedrick, 1999). Se ha encontrado un

déficit de heterocigos en poblaciones pequefias y fragmentadas de Viola pubescens;



atribuido al aumento de la endogamia (Culley y Grubb, 2003). En Trillum
camschatcense, la heterocigosidad y la endogamia no estan relacionadas con el tamafio
poblacional, pero algunas de sus poblaciones fragmentadas mostraron coeficientes de
endogamia relativamente altos (Tomimatsu y Ohara, 2003).

La fragmentacion del habitat puede aumentar la diferenciacion genética entre las
poblaciones a través de los efectos de la deriva (Young et al., 1996, Cabe y Alstad,
1994). Sin embargo, el flujo génico entre los fragmentos puede reducir sus efectos
evitando la fijacién de alelos. Cuando la cantidad de flujo génico entre los fragmentos
es alta, la variacion genética se homogeniza. Por el contrario, al reducirse el flujo génico
entre las poblaciones la deriva génica, la seleccion, e incluso la mutacién pueden
producir la diferenciacion genética entre los fragmentos (Hedrick, 1999). Es por ello,
que la cantidad de heterocigotos dentro de los fragmentos asi como su diferenciacion
genética, dependera del balance entre la deriva y el flujo génico (Keyghobadi et al.,
2005). El flujo génico es suficiente para mantener una baja diferenciacion en las
poblaciones fragmentadas de T. camschatcense (Tomimatsu y Ohara, 2003).
Inversamente, el escaso flujo génico en las poblaciones de Anemone nemorosa se refleja
en una alta diferenciacion poblacional (Stehlik y Holderegger, 2000). También se ha
sugerido que como consecuencia del reducido flujo génico, las poblaciones
fragmentadas de Dieffenbachia seguine en la region de los Tuxtlas son propensas a la

deriva y a la endogamia (Cuartas, 2002).



2. OBJETIVO

El objetivo general de este trabajo es describir la estructura genética de las poblaciones
de Heliconia uxpanapensis en zonas de fragmento y selva continua de los Tuxtlas, con
la intencion de evaluar el impacto de la fragmentacion en la estructura genética de la

especie.

En particular se plantearon las siguientes preguntas:

(1) ¢ Tiene la fragmentacion del habitat un efecto negativo en la variabilidad genética en

las poblaciones de H. uxpanapensis?

(2) ¢Existe mayor diferenciacion poblacional entre las poblaciones fragmentadas que

entre las poblaciones de selva continua de H. uxpanapensis?



1. MATERIAL Y METODO

Marcadores Moleculares

Se han desarrollado una gran variedad de técnicas y marcadores moleculares
para estimar la diversidad genética en las poblaciones. Los marcadores moleculares han
contribuido ampliamente en el estudio de la biologia evolutiva y la conservacion de las
poblaciones naturales (Mueller y Wolfenbarger, 1999; Sunnucks, 2000). Tal es el caso
de los ISSR (secuencias Inter—Simple Sequence Repeats) (Zietkiewicz et al., 1994) que
se utilizan como marcadores moleculares de DNA para detectar polimorfismos dentro
de las poblaciones (Bornet ef al., 2001) en regiones adyacentes a microsatélite (SSRs).
La técnica de los ISSR consiste en la amplificacion de secuencias de DNA delimitadas
por dos microsatélites. Regularmente la técnica amplifica productos entre 200 a 2000
pb. El uso de estos marcadores semiarbitrarios dominantes no requiere del conocimiento
previo de las secuencias de los SSR, y tienen la ventaja de ser altamente reproducibles
debido a la longitud del primer y a las altas temperaturas de alineaciéon. También
presentan altos niveles de polimorfismo y han sido utilizados en diversos estudios para
determinar la estructura genética poblacional de varias especies (Zietkiewicz et al.,
1994; Li et al., 2006).

Las amplificaciones de PCR se realizan con un solo primer (16 a 25 pb)
compuesto de una secuencia complementaria a una region del SSR o micro, con o sin
un extremo anclable (Bornet et al., 2002). Usualmente, los primers incluyen de 1 a 4
nucleotidos extra en el extremo 3°, que sirven de anclas (por ejemplo R. Y.) permitiendo
que se de la amplificacion solo cuando el primer se une al extremo 5° del microsatélite.
Con ello se asegura que la amplificacién siempre se inicie del extremo 5 y que el
primer se una a la misma region del locus, evitando asi el deslizamiento a lo largo de la

region (Zietkiewicz et al., 1994; Hassel, 2003; Eguiarte ef al., 2003) (Figura 1).
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Fig. 1. Representacion esquematica de una region ISSR, con el primer (CA)s RY

(Zietkiewiez et al., 1994)

Debido a que son marcadores dominantes, se interpreta que cada banda es un
locus dialélico. La presencia de la banda indica el genotipo dominante (AA o Aa),
mientras que la ausencia de la banda representa el genotipo homocigo recesivo (aa)
(Gonzales, 2005). La ausencia de bandas puede deberse a la pérdida de locus por
delecion, a inserciones en las regiones amplificadas, a la no existencia de un sitio de
uniéon completo debido a una mutacion, asi como rearreglos estructurales en los

cromosomas (Wolfe y Liston, 1998).

Descripcion de la especie

Las heliconias son herbaceas monocotiledoneas que pertenecen al orden de las
Zingiberales y cominmente se les conoce como “platanillo” (Tomlinson, 1969). Se
propagan vegetativamente y presentan inflorescencias compuestas por bracteas que
rodean a las flores hermafroditas y a los frutos en desarrollo, regularmente estas
bracteas contienen agua de lluvia y fluidos que le sirven como defensa a las flores
contra las larvas de herbivoros (Seifert y Seifert, 1976; Daniels y Stiles, 1979; Kress,
1983; Bronstein, 1986; Berry y Kress ,1991) (Figura 2). Se ha observado un alto grado

de especializacion en las interacciones colibri-planta en algunas especies de heliconias
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(Strong, 1977). Ademas, las heliconias son el huésped de un grupo de coledpteros
hispinos de hoja enrollada que habitan y consumen las hojas inmaduras de las heliconias
(Strong, 1977; Temeles y Kress, 2003). En la zona de los Tuxtlas, Veracruz, habitan tres
especies de heliconias: Heliconia lathispatha, Heliconia schiediana y Heliconia
uxpanapensis (Figura3) (Ibarra-Manriquez y Sinaca Colin, 1997). Esta ultima es el
objeto de estudio de este trabajo ya que es la unica que habita tanto en zonas de selva
como de fragmento. H. uxpanapensis, se caracteriza por seguir el borde de los arroyos y
preferir los claros. En la selva continua no alcanza alturas muy elevadas a diferencia de
las zonas con mayor luz en las que presenta mayor altura y gran cantidad de ramets. Su
época de floraciéon comienza aproximadamente en los meses de agosto y septiembre.
Las inflorescencias son rojas y tienen entre 12-17 bracteas con flores amarillas y frutos
azules, cada fruto contiene dos semillas, y cada inflorescencia puede llegar a producir
200 semillas. Las bracteas también contienen un gran numero de larvas de dipteros y

otros tipos de invertebrados detritivoros.

Hojas alargadas

Inflorescencia

Figura 2. Esquema de una heliconia
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Figura 3. Heliconia uxpanapensis
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Area de estudio

El presente estudio se llevo a cabo en la Reserva de la Biosfera de los Tuxtlas,
ubicada en la planicie costera del Golfo de México, al sur del estado de Veracruz. Esta
area, estd conformada por una serie de montafias de origen volcanico con direccion
NW-SE, localizadas entre los paralelos 18°00° a 18°43° de latitud norte y los
meridianos 94°40° a 95°30° de longitud oeste. La region constituye una importante
barrera climatica que cuenta con cinco variantes del grupo de climas célido himedos; la
temperatura media anual alcanza valores entre 26-24° C, y se le considera una de las
regiones mas lluviosas del pais, ya que en promedio llueven 4700 mm. Actualmente la
selva alta perennifolia es el ecosistema predominante en la mayor parte de la regioén
(Dirzo et al., 1997; Soto y Gama, 1997). Los Tuxtlas es una zona de gran importancia
debido a que su biota es extremadamente rica, en ella concurren especies de origen
templado (norte) y tropical (centro y sur de América). Forma el limite boreal de la selva
htiimeda tropical en el continente y en ella se encuentra la Estacion de biologia tropical
de la UNAM, en donde parte de este estudio se llevd a cabo (Dirzo y Miranda, 1991;
Dirzo y Garcia, 1992). Las actividades humanas han reducido a la selva original de los
Tuxtlas en pequefios fragmentos que se localizan en la punta de los cerros y en las
canadas, los cuales estan rodeados por potreros, acahuales y cultivos. Este estudio se
llevo a cabo en un area de 70 km® aproximadamente, incluyendo la Estacion de

Biologia.

13



Colecta de campo

Se colectaron muestras de tejido foliar de 28 a 32 individuos en cuatro
fragmentos diferentes (Ruiz Cortines, Dos Amates, Cerro Borrego, Cola de Pescado) y
en tres sitios dentro de la selva continua (Estacion, Selva I, Darwin) (Figura 4 y Tabla
1). Debido a que las heliconias se reproducen vegetativamente se procurd colectar
muestras de plantas que estuviesen separadas por al menos 5 metros de distancia.
Después de la colecta el tejido se etiquetd y conservd en nitrogeno liquido para ser

almacenado a -80° C.

Golfo de Meéxico

m -~ Latunade
F2 Bontecomapan

Catetnaco

Banta hMartha

Figura 4. Mapa de la Reserva de la Biosfera de Los Tuxltas en el estado de Veracruz,
Meéxico. Las poblaciones de H. uxpanapensis colectadas en fragmentos (F) y en selva
(S). Se senalan los sitios experimentales: F1 (Cola de Pescado), F2 (Dos Amates), F3

(Cerro Borrego), F4 (Ruiz Cortines), S1 (Darwin), S2 (Estacion), S3 (Selva II).
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Tablal. Nombre y habitat de las poblaciones colectadas de Heliconia uxpanapensis en

la region de los Tuxtlas, Veracruz.

Habitat Poblacion No. de muestras
Coordenadas

Fragmentos F1 Cola de pescado  18°39.792 N, 95°08.754W 31
F2 Dos Amates F2 18 °29.129 N, 95°03.620W 32

F3 Cerro Borrego 18°37.739 N,95°05.157W 28

F4 Ruiz Cortines 18° 36. 730 N,95°05.821W 32

Selva Sl Darwin 18°35. 041 N,95°05.270W 30

S2 Estacion 18°35. 240 N,95°04.620W 30

S3 Selva Il 18°35. 245 N,95°05.912W 30
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2. PROTOCOLO

Extraccion de ADN

Se utilizo el protocolo “mini-prep” de CTAB (Doyle y Doyle, 1987; Vazquez
Lobo, 1996) en el tejido foliar de cada individuo. En los primeros pasos de este
protocolo el detergente catidnico bromuro de cetiltrimetil amonio (CTAB) solubiliza las
membranas y promueve la formaciéon de un complejo con los &4cidos nucléicos
(Milligan, 1992); a su vez comienza la inhibiciéon enzimatica por el Tetracetato de
Etilendiamina (EDTA). Posteriormente, la solucion de cloroformo/octanol y el uso de la
centrifuga separan las membranas, las proteinas desnaturalizadas, asi como la mayoria
de paredes celulares y polisacaridos (Milligan, 1992). Finalmente, se precipita el ADN
con isopropanol frio y se asegura la limpieza del ADN a través de lavados con etanol al

70%.

Cuantificacion de ADN

Una vez extraido el ADN se realiz6 una estimacion cualitativa de la cantidad de
ADN mediante el uso de geles de agarosa al 1%. Posteriormente se estimé la
concentracion de ADN de cada muestra utilizando un biofotometro (BioPhotometer,
Eppendorf), que proporciona mediciones directas de la concentracion en
microgramos/ml calculando la absorbancia del ADN a 260 nm. Se hicieron alicuotas de
ADN con concentraciones entre 40-75 pg/ml con las cuales se montaron los sistemas
optimos para los ISSRs. Se garantizé un respaldo con el resto del ADN concentrado y

fue refrigerado a -80 °C.
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Seleccion de marcadores ISSRs

Se realizaron pruebas con 10 primers de ISSRs (intersimple sequence repeats)
con el objeto de evaluar su eficiencia en la amplificacion de fragmentos (loci)
polimorficos. De éstos, se eligieron cuatro primers repetibles con la mejor resolucion

(853, 846, 808 y 857).

Pruebas de PCR

Para las reacciones de PCR se utiliz un programa de amplificacion especifico
(Tabla 2) en dos termocicladores Thermo PX2 con las condiciones Optimas para cada
primer (Tabla 3). Cada reaccion contenia una mezcla de los siguientes componentes:
buffer amortiguador 1X (Tris-HCL 20 mM, pH 8.4 y KCL 50mM), MgCl, (30 mM) (2
ply 3 pul), dNTPs 0.2mM c/u, Taq 1 u, 1uM de primer (Biogenica), ADN entre 40-75
ug/ ml, en un volumen final de 20 pl. En cada PCR se incluia un control positivo que
contenia todos los elementos anteriores exceptuando el ADN.

Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 2.0 %, se
tefilan con bromuro de etidio a una concentracion de 10 mg/ml. Los geles fueron
fotografiados con una camara BioDoc-IT'™ Imaging system. Se calcul6 el tamafio de los
fragmentos amplificados (bandas) con el programa DOC-It ® LS Image Analysis
Software y el uso de dos marcadores de peso molecular (ladder): 100 pb (Fermentas,
Life Science) y @ x 174RF Hae III fragments (Invitrogene). Posteriormente, se hizo una
matriz de presencia ausencia para cada banda o loci amplificado en los individuos

analizados.
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Tabla 2. Programa de amplificacion del PCR

Etapa Fase Temperatura °C Tiempo # de Ciclos
| Desnaturalizacion inicial 94 4 min. 1
1 Desnaturalizacion 94 30 seg. 32 ciclos
Alineacion Tabla 3 45 seg
Polimerizacion 72 45 seg.
1 Extension 72 7 min. 1
Vi Final 4 00 ——--

Tabla 3. Condiciones de amplificacion y secuencia de cada primer

Primer T°. de MgCl, Secuencia de cada primer
alineacion [30 mM]
853 55.0 HI2 TCTCTCTCTCTC TC TCRT
846 54.5 2 CA CA CA CA CACA CACART
857 54.2 3 AG AG AG AG AG AG AG AGTG
808 54.3 2 AG AG AG AG AG AG AG AGC
R=A6G
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Analisis de datos

Variacion genética

Dado que los marcadores moleculares (ISSR) son dominantes, se us6 la
correccion propuesta por Lynch & Milligan (1994) para calcular las frecuencias alélicas

- 2 _ J12
X=q,p=X

(donde x es la frecuencia de la ausencia de bandas y q = 1-p). El
programa TFPGA (Miller, 1997) utiliza esta correccion para calcular las frecuencias
alélicas de aquellas bandas con frecuencias menores a 1-(3 / N), evitando utilizar loci
con altas frecuencias de alélos nulos. Con el objeto de describir la cantidad de variacion
genética se calculd la heterocigosis esperada H, (Nei 1978), y el niimero de loci
polimorficos (P) por poblacion con un intervalo de confianza del 95% y el indice de
diversidad de Shannon (/). A diferencia de la heterocigosis esperada de Nei, el indice de
Shannon no supone que las poblaciones se encuentren en equilibrio de Hardy-
Weinberg. La heterocigosis esperada de Nei y el indice de Shannon cuantifican los
niveles de diversidad genética de tal forma que las poblaciones con frecuencias alélicas
intermedias presenten valores altos de diversidad. Por otro lado, las poblaciones con alta
frecuencia alélica para un locus dado presentan baja diversidad (Lowe et al., 2004).
Estos datos se calcularon con el programa TFPGA el programa POPGENE. Para
identificar diferencias significativas entre las zonas de fragmento y selva se realiz6 una

estimacion de los limites de confianza 95% (p = 0.05) con el modelo “t” de Student en

el programa JMP 5.1.2 .

Prueba de neutralidad
Para comprobar que ninguno de los primers estuviera sujeto a seleccion y
verificar que no se repitiera el genotipo de las plantas colectadas, se realiz6 un analisis

de neutralidad de Tajima (1989,1996), con 1000 simulaciones en el programa Arlequin

19



3.01, que calcula el estadistico D bajo la hipotesis de neutralidad selectiva y el

equilibrio poblacional. Los valores D cercanos a cero indican neutralidad.

Diferenciacion poblacional

Para describir la estructura genética y la variabilidad entre las poblaciones se
estimo el estadistico Fsr de Wright’s (1951) a través del método de Weir & Cockerham
(1984) (TFPGA) que calcula Fsz, Fisy Frcon los estimadores 6, f, y F por medio de
una ANOVA de las frecuencias genéticas. Es un método estadistico poderoso basado en
la estructura jerarquica de la diversidad entre las poblaciones, individuos entre
poblaciones y alelos entre individuos. Supone que las poblaciones estan en equilibrio
mutacion-deriva y que comparten el mismo tiempo de divergencia del ancestro; de esta
manera los estimadores 6, f, y F son coeficientes de coancestria (Lowe et al., 2004). La
f es analoga a la medida de correlacion de genes entre los individuos de la poblacion
(Fis de Wright, 1951) y teta 8 es similar al estadistico Fis7, el cual mide la cantidad de
diferenciacion entre las poblaciones. El programa TFPGA gener6 intervalos de
confianza al 95% para € con el método de remuestreo en todos los loci utilizando 1000
iteraciones. En conjunto, se hizo un analisis de varianza molécular (AMOVA) que
puede considerarse como una extension del analisis de varianza de Cokerham de las
frecuencias génicas (1969). E1 AMOVA se realiz6 en el programa Arlequin 3.1 tal
como los describe Excoffier et al. 2006.

Un AMOVA realiza un andlisis jerarquico de la distribucion de la variacion
genética entre las poblaciones y regiones, a través de la estimacion de los estadisticos
Dsr @cr 'y Psc que son analogos a los estadisticos F (Cokerham 1969,1973). Cada uno
de ellos significa: @gr (correlacion de las muestras dentro de las poblaciones), @cr

(correlacion de las muestras entre regiones), y @sc (correlacion de las muestras entre las
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poblaciones dentro de las regiones) (Excoffier et al., 1992; Lowe et al., 2004). El
analisis se basa en el calculo de una matriz de distancias genéticas utilizando un sistema
métrico de distancias. Los niveles de significancia del AMOVA se obtienen con
permutaciones no paramétricas de los datos con 1000 iteraciones. También, es una
prueba poderosa ampliamente utilizada en el anélisis de marcadores dominantes ya que
no supone equilibro H-W en los loci y no estima las frecuencias alélicas (Lowe et al.,

2004).

Distancias genéticas

Se utiliz6 el programa TFPGA para cuantificar el grado de similitud genética y
obtener una matriz de distancias genéticas entre las poblaciones a través del algoritmo
(D) propuesto por Nei (1972, 1978), el cual estima la distancia genética estdndar. Se
basa en la probabilidad de escoger dos alelos idénticos al azar en dos poblaciones
diferentes, midiendo el niumero de cambios individuales independientemente de las
poblaciones. Las ventajas de esta medida son: que acumula nimeros de substituciones
genéticas por locus, se relaciona linealmente con el tiempo evolutivo cuando la tasa de
sustitucion genética por unidad de tiempo es constante, y en algunos modelos de
migracion se relaciona linealmente con las distancias geograficas del area (Lowe et al.,
2004). Posteriormente, el programa utilizd la matriz de distancias genéticas de Nei y
una matriz de distancias geograficas en km (Bogan 1998-2006) para construir un
fenograma con el algoritmo UPGMA (Unweighted pair group of cluster andlisis using

arithmetic averages).
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Flujo génico (Nm)

Se puede inferir la cantidad de flujo génico (Nm) examinando la distribucién de
la variacion genética entre las poblaciones. En este trabajo se estimo (Nm) a partir de (6,
equivalente a Fs7) a través de la formula propuesta por Wright (1951) para el modelo de
islas, con la correccion de Crown y Aoki (1984).

0=1/4Nm(k/(k-1)>+1

Donde k es el nimero de poblaciones. Ademas del flujo génico, la deriva puede cambiar
las frecuencias alélicas dentro de las poblaciones dependiendo del tamaiio efectivo de la
poblacion. En general, se ha planteado que un migrante (Nm > 1) por generacion es
suficiente para prevenir los efectos de la deriva (Wright 1943, 1946). Para saber si el
patrén de flujo génico sigue un modelo de aislamiento por distancia, es decir si existe
una relacion entre las distancias geograficas y las distancias genéticas, se realiz6 una
prueba de Mantel en el programa IBDWS Version 3.01 con base en el contraste de la

matriz de distancias genéticas y geograficas.
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5. RESULTADOS

La amplificacion de ADN se llevé a cabo con cuatro primers de ISSR repetibles
y polimorficos (Figura 5) que produjeron bandas con un rango de peso entre 250 y 2000
pares de bases (Tabla 4). En ninguno de los primers se encontrd evidencia de seleccion
natural por lo que la variacion observada es consistente con la hipotesis de neutralidad
(Tabla 5). EI nimero de individuos muestreados fue igual al nimero de genotipos
encontrados luego del anélisis de los geles. Por lo tanto, a pesar de que H. uxpanapensis
forma parches grandes donde es dificil distinguir a los individuos no existe evidencia
para suponer que un genotipo fue muestreado mas de una vez. Todos los primers

utilizados presentaron valores similares del indice de Shannon (I), heterocigosis

esperada (H.) y el porcentaje de loci polimdrficos (%P) (Tabla 6).

846 857

853 s808
Figura 5. Representacion de cada uno de los primers utilizados en H. uxpanapensis en

los Tuxtlas, Veracruz.



Tabla 4. Numero de loci y peso de las bandas que amplifica cada uno de los primers

utilizados en H. uxpanapensis.

Primer No. de loci Rango de tamaiio de loci
(pb)
853 8 480 — 2000
846 16 230 - 1900
808 17 200 - 800
857 19 250 — 1140
No. total de loci 60

Tabla 5. Estadistico D de Tajima para cada primer empleado en H. uxpanapensis.

Primer D Tajima P
853 0.147 0.596
857 0.268 0.619
808 0.115 0.583
809 0.157 0.635

Tabla 6. Heterocigosis esperada (H.), porcentaje de loci polimérficos (%P) e indice de
Shannon (/) ( POPGENE 1.32) para cada uno de los cuatro primers utilizados. En

paréntesis se presenta la desviacion estandar de los heterocigos esperados.

Primer H, %P T
853 0.23 (0.05) 64.2 0.40
846 0.23 (0 .05) 66.9 0.40
808 0.19 (0.06) 51.2 0.43

857 0.22 (0.07) 58.6 0.40




Variacion genética
El nivel de variacion poblacional total de la especie se calculé utilizando el programa
TFPGA con la correccion Lynch y Milligan (1994). Se encontro que el promedio a nivel
global para el % de loci polimorficos, el indice de Shannon y la heterocigosis esperada
fue %P =60.2 %, 1 =0.32£0.26 y H, = 0.22, respectivamente (Tabla 7).
El valor de diversidad genética estimado a partir de (%P, He, I) se calculd utilizando
todos los loci de todos los individuos (213) en las zonas de fragmento (123) y selva (90)
(Apéndice 5). Se agruparon todos los individuos en una sola poblacién de fragmento y
en una sola poblacién de selva debido a que no se encontrd evidencia de diferenciacion
genética entre las poblaciones de ambos sitios (ver Diferenciacidn genética).

El porcentaje de loci polimdrficos fue mayor en la zona de fragmentos (86.6)
que en la selva (70). Los resultado indicaron diferencias significativas entre las
poblaciones de selva y fragmentos para la heterocigosis esperada (¢ = 2.07, p = 0.003, N

= 213) y el indice de Shannon (¢ = 2.21, p = 0.028, N = 213) (Tabla 8).



Tabla 7. Heterocigosis esperada (H,), porcentaje de loci polimdrficos (%P, criterio del

95%) vy el indice de Shannon (/) por habitat y poblacion.

Habitat Poblacion N H, % P 1
Fragmento
Cola de 31 0.18 46.66 0.27
pescado
Dos Amates 32 0.31 76.66 0.45
Cerro Borrego 28 0.27 80.00 0.40
Ruiz Cortines 32 0.22 58.33 0.33
Selva
Darwin 30 0.17 50.00 0.25
Estacion 30 0.18 48.33 0.26
Selva Il 30 0.20 61.66 0.30
Global 30.4 0.22+0.05 60.2 + 13.5 0.32+0.26
Total 213 0.27+0.11 73.7+33.0 0.58+0.04

Tabla 8. Promedio de: heterocigosis esperada (.) e indice de Shannon (Z) en las

poblaciones de selva y fragmentos de H. uxpanapensis. DE = Desviacion estandar.

Selva DE Fragmentos DE

H, 0.23 0.17 0.29 0.15

1 0.34 0.23 0.43 0.19




Diferenciacion genética

Para comparar las frecuencias alélicas de todos los loci en todas las poblaciones
se utilizo la prueba exacta de Fisher (1954) y se encontrd que de los 60 loci utilizados,
44 resultaron significativamente diferentes entre todas las poblaciones (Apéndice 3).
Para las poblaciones de fragmento, 34 loci fueron significativamente diferentes y para
las poblaciones de la selva continua 20 loci (Prueba de verosimilitud, ¥° = 3.67, P =
0.054) (Apéndice 4).

Se encontr6 que la diferenciacién global entre las poblaciones es del 18% de la
variacion genética total (¢ = 0.18). El estimador del valor promedio de & (equivalente a
Fsr) para todas las poblaciones con un intervalo de confianza del 95% (1000
iteraciones) mostro que el valor promedio de 6 difiere significativamente de cero. No se
encontraron diferencias significativas con respecto a la diferenciacion genética entre las
poblaciones de fragmento (6 = 0.1541) y selva (6 = 0.2292) (Tabla 9). Utilizando la
férmula de Wright (1951) con la correccion de Crow y Aoki (1984) se calculd la
magnitud de flujo génico entre las poblaciones de fragmentos (Nm = 1.00), selva (Nm =
0.61), y global (Nm = 0.83) (Tabla 9).

Para analizar la distribucion genética en componentes jerarquicos se utilizé el
analisis de varianza molecular (AMOVA) en el programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al.,
2006). El analisis de varianza molecular (AMOVA) revel6 que 77.08 % de la variacion
genética estd dentro de las poblaciones con un valor @gr = 0.22 (equivalente a Fisr)
(Tabla 10). El 0.09 % de la variacion se encuentra entre habitats (selva vs. fragmentos).
El resto de la variacion genética (22.84 %) se encuentra entre las poblaciones dentro de
los hébitats. Las diferencias entre los valores de 6 y @ se deben a los diferentes métodos

matematicos que se utilizan para calcular cada uno de ellos.



Tabla 9. Coeficiente de coancestria @ (F'sy) obtenido con el método de remuestreo sobre
todos los loci en las poblaciones de fragmento y selva continua de H. uxpanapensis.

DE = Desviacion estandar

0 Promedio DE IC 95% Nm
Inferior Superior
Fragmentos 0.15 0.02 0.10 0.21 1.00
Selva 0.22 0.04 0.15 0.31 0.61
Global 0.18 0.02 0.13 0.22 0.83

Tabla 10. Analisis de varianza molecular (AMOVA, Excoffier et al. 2006) para evaluar
la distribucion de la variacion genética en H. uxpanapensis entre regiones (selva vs
fragmentos), entre poblaciones dentro de regiones y dentro de las poblaciones. El
habitat 1 agrupa a las poblaciones pertenecientes a los fragmentos (Cola de pescado,
Dos Amates, Borrego y Ruiz Cortines) y el habitat 2 agrupa a las poblaciones de la

selva (Darwin, Estacion y Selva I1).

Fuente de variacion g L Suma de % dela Estadistico @
cuadrados variacion

Entre habitats 1 53.50 0.09 0.00087*

Entre poblaciones 5 265.06 22.84 0.22856**

dentro de los habitats

Dentro de las 206 1090.24 77.08 0.22923**
poblaciones
Total 212 1408.81

* p<0.001, ** p < 0.00001.



Distancias genéticas

El promedio de las distancias genéticas de Nei (1978) entre las poblaciones fue
de 0.059 £ 0.017. La distancia genética mas baja (D = 0.023) se encontro entre las
poblaciones de Ruiz Cortines y la Estacion; mientras que el valor mas alto (D = 0.093)
esta entre las poblaciones de Darwin y Dos Amates. No se encontré una relacion
significativa entre las distancias genéticas y las geograficas (Tabla 9). El fenograma
realizado con el algoritmo UPGMA produjo 6 nodos. El 1° incluye a las poblaciones de
Ruiz Cortines y Estacion, el 2° (las dos anteriores y Darwin), el 3° (Cola de pescado y
Borrego), el 4° (Ruiz Cortines, Estacion, Darwin, Cola de pescado y Cerro Borrego), el
5° (las cinco anteriores y Selva Il), y 6° (todas las anteriores y Dos Amates) (Figura 6).
La suposicién de aislamiento por distancia fue descartada con la prueba de Mantel
(1000 replicaciones, Z = -21.81, r = 0.18, p = 0.24) (Figura 7). Finalmente, el
fenograma y la prueba de Mantel sugieren que existe poca relacion entre las distancias
genéticas y geograficas o entre habitats.
Tabla 9. Matriz de distancias geogréaficas y genéticas de Nei (1978) entre las
poblaciones de selva y fragmento. Debajo de la diagonal se presentan las distancias
genéticas y por encima de la diagonal las distancias geograficas (Km) obtenidas con el

programa de Larry Bogan (1998-2006).

Poblacion Colade Dos Borrego Ruiz Darwin Estacion  Selva I1
Pescado  amates Cortines

Cola Pescado 20.5077 7.0209 7.6429 11.7671 11.7159 10.2653
Dos amates 0.0876 21.1115 15.3481 11.1060 11.5272 12.2438
Borrego 0.0446 0.0659 2.69446 5.82171 5210102  5.65361
Ruiz Cortines  0.0524 0.0662  0.0510 4.2814 4.09045 3.36172
Darwin 0.0534 0.0931  0.0609 0.0448 0.95675 1.97461
Estacion 0.0555 0.0675  0.0656 0.0203 0.0614 2.60936
Selva 11 0.0650 0.0916  0.0659 0.0892 0.0774 0.0711




1 1 1
i I

0.100 0.075 0.050 0.025 0.000

0.0244 Buiz Cortines F4

0.0569 0.916 Estacion 52
0355 '
o 0.435 0.0499 Cola de Pescado F1
0.394 0.422 Cerro Borrego F3
00844

1— Selva Il 83

Dos Amates F2

Figura 6. Fenograma UPGMA de las siete poblaciones de Heliconia uxpanapensis de
fragmento y selva (subrayadas), basado en las distancias genéticas de Nei (1978) se
muestran en la parte superior de las ramas y debajo de las ramas el valor de bootstrap
(1000 permutaciones) indice de consistencia = 0.58.
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Figura 7. Relacidn entre las distancias genética y geografica de las poblaciones de H.

uxpanapensis. El ajuste lineal no fue significativo (p = 0.24).



6. Discusion

En Heliconia uxpanapensis N0 Se encontré evidencia de que la fragmentacion
disminuyé la variacion genética dentro de las poblaciones e incremento la
diferenciacion entre poblaciones. Ademas, se observo un mayor nimero de loci cuyas

frecuencias difieren entre las poblaciones de fragmentos con respecto a las de selva.

Variacion genética

A nivel global las poblaciones de H. uxpanapensis presentan niveles de variacion
genética relativamente altos (H, = 0.27, % P = 73.7) comparables con otras herbaceas
tropicales y clonales como Heliconia bihai (Meléndez-Ackerman et al., 2005) y
Dieffenbachia seguine L. (Cuartas-Hernandez y Nufiez-Farfan, 2006).

En algunas herbaceas de ambientes fragmentados o poblaciones reducidas se ha
reportado una disminucion en la diversidad genetica (Cuadro 1). En otras como
Microseris lanceolata, Rutidosis leptorrhynchoides Yy Dieffenbachia seguine 1as
poblaciones fragmentadas ain conservan altos niveles de variacion genética (Prober et
al., 1997, Young et al., 1997; Cuartas Hernandez y Nufiez Farfan, 2006) (Cuadro 1). Sin
embargo, .hay pocos estudios que evalien los efectos de la fragmentacion en la
estructura genética de herbaceas, principalmente en ecosistemas tropicales. Las
poblaciones de plantas clonales pueden mantener cantidades considerables de
diversidad genética (Eckert y Barret, 1993; Widen et al., 1994). Algunas herbaceas
tropicales aumentan su reproduccion clonal en respuesta a altos niveles de luz (Villegas,
2001), uno de los cambios fisicos producto de la fragmentacion en el sotobosque es el
incremento en la incidencia de luz. Por lo anterior, es posible que H. uxpanapensis
incremente la cantidad de clones y flores en los fragmentos en repuesta al aumento de la

incidencia de luz. En H. uxpanapensis la reproduccion clonal podria permitir la



persistencia poblacional cuando el ciclo reproductivo no pueda ser completado (por
ejemplo, la produccion de semillas, germinacion y reclutamiento) (Eriksson, 1996). En
otra especie de heliconia (H. acuminata) se han encontrado cambios en los procesos
demogréficos relacionados con la germinacion de semillas en areas fragmentadas en el
Amazonas (Bruna, 1999; Bruna et al., 2002). Sin embargo, actualmente no hay estudios
que evallen el efecto de la clonalidad sobre la variacion genética de H. uxpanapensis.
Contrariamente a lo esperado, en H. uxpanapensis las plantas del area fragmentada
fragmentada presentaron mayor diversidad genética en comparacién con las de la selva
continua. Esto puede ser resultado de dos hipoétesis principales: 1) Interaccion con el

polinizador, 2) Tamafo del &rea muestreada

1) Interaccion H.uxpanapensis- polinizador (colibries)
Las heliconias son uno de los recursos mas importantes de néctar para los colibries en la
Selva de los Tuxtlas, a su vez los colibries funcionan como polinizadores primarios de
la heliconias porque las visitan frecuentemente, tienen contacto frecuente con las anteras
y el estigma mientras se alimentan, y transportan polen en su cuerpo o pico (Linhart,
1973). Se sabe que los patrones de forrajeo de los colibries pueden tener efectos en la
dispersion del polen (Schlising y Turpin 1971) y que puede ser dependiente de la
cantidad de néctar y la competencia intro-inter especifica por el recurso (néctar) de los
colibries (Linhart, 1973). Los colibries regularmente utilizan dos patrones de forrajeo, el
primero involucra el comportamiento territorial en el que se alimentan y defienden un
area especifica; el segundo se caracteriza por la amplia basqueda de alimento (Linhart,
1973; Toledo, 1975; Temeles et al., 2004; Temeles et al., 2005). En Los Tuxtlas,
Heliconia uxpanapensis €s el recurso alimenticio mas importante para los colibries en

virtud de sus caracteristicas fenoldgicas, y ecoldgicas como son: un largo y sostenido
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periodo de floracién, una abundante produccion de flores y una distribucion de sus
individuos formando grandes clones o parches. En esta area existen varias especies de
colibries que presentan los dos patrones antes descritos (Toledo, 1975). Se ha reportado
que algunas especies de colibries del sotobosque pueden persistir y fomentar el flujo de
polen en una matriz de fragmentos (Stouffer y Bierregaard, 1995; Borgella et al., 2001).
Dado que los colibries visitan frecuentemente zonas de disturbio como los fragmentos,
los bordes y claros que se caracterizan por tener mayor abundancia de flores a
comparacion del bosque con menor grado de disturbio (Stiles, 1975; Linhart et al.,
1987), es posible que la mayor diversidad genética en el area fragmentada se debe a un
mayor flujo de genes entre las poblaciones, también se ha observado que los colibries
pueden viajar cientos de metros entre las flores que visitan (Linhart, 1973; Stiles, 1980;
Stouffer y Bierregaard, 1995). Dada la persistencia de los colibries en éareas
fragmentadas es posible que el aumento en la variacion genética en los fragmentos se
deba a la mayor abundancia de flores y a una baja competencia de los colibries por el
néctar. Estudios futuros deberian examinar la interaccion planta-colibri en ambientes

fragmentados para confirmar o descartar la explicacion propuesta.
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Especie Efecto de la Indice de No. de poblaciones Lugar/ Caracteristicas de la Marcador Referencia
fragmentacion diferenciacion habitat especie molecular
Fragmentos Continuo Fragmentos Continuo
Salvia pratensis ~ Reduccion de G,,=0.181* 11* Pastizales, Perenne, diploide, ginodioica. Isoenzimas van Treuren et al.,Heredity.
riqueza alélica. dunas 1991.
Scabiosa Reduccion de G,=0.115* 12* Pastizales, Perenne, diploide, ginodioica. Isoenzimas van Treuren et al.,Heredity.
columbaria riqueza alélica. suelos 1991.
calcareos
Gentiana Ausencia de alelos F,=0.19* 25* Pastizales Perenne, vida larga, Isoenzimas Raijmann et al., Conserv.
pneumonanthe raros. autoincompatible. Biol. 1994,
Armeria martima  Reduccion de F,=030* F,=0.17* 17* Bosque Perenne, vida larga, Isoenzimas Weidema et al.,
diversidad genética. templado autoincompatible. Hereditas.1996.
Rutidosis Pérdida de alelos F,=0.17 16 Pastizales Perenne, endémica. Isoenzimas Young et al., Conserv. Biol.
leptrorrynchoides  raros. 1997.
Microseris Disminucién G, =0.27 16 Bosques y Perenne, autoincompatible. Isoenzimas Prober et al., Conserv.
lanceolada genética gradual pastos Biol. 1997.
Arnica montana Variacion genética F,,=0.14* 26* Pastizales Perenne, vida larga, Isoenzimas Luijten et al., Conserv.
baja. autoincompatible. Biol. 2000
Trillium Pérdida de alelos F,,=0.13 12 Bosque Perenne, vida larga, Isoenzimas Tomimatsu y Ohara.
camschatcense raros. templado exogamica, Conserv.
autoincompatible. Biol. 2002.
Swainsona recta  Variacion genética = - 17 Pastizales Perenne, endémica. Isoenzimas Buza et al., Biol. Conserv.
baja. 2000.
Primula elatior Reduccion de Gy, = 0.02*%* g** Bosque Perenne, vida larga, Isoenzimas van Rossum et al., Conserv.
riqueza alélica. templado exogamica obligada. Biol 2002.
Viola pubescens ~ Reduccién de 0=0.34 9 Bosque Perenne, no clonal, Isoenzimas Culley y Grubb, Mol. Ecol.
riqueza alélica. templado cleistogama. 2003.
Heliconia bihai*** Reduccion de F,=0.39" F,=0.22" 4 4 Selva tropical ~ Perenne, rep. sexual y AFLP Meléndez-Ackerman et al.,
diversidad genética. vegetativa, posiblemente Int.J.Plant Sci.2005.
autoincompatible.
Heliconia Mantiene su F,=023" F,=0.29" 4 6 Selva tropical ~ Perenne, rep. sexual y ISSR Este estudio
uxpanapensis diversidad (H,) vegetativa, posiblemente
autoincompatible
Dieffenbachia Reduccion riqueza Fy,=031" F,=0.31" 6 4 Selva tropical ~ Perenne, rizomatosa, clonal, Isoenzimas Cuartas Hernandez y Nufiez
seguine genotipica. cruzamiento mixto. Farfan, Evol. Ecol.
Research .2006.
Carex davalliana Reduccion de Fy,=0.0" F,=0.0" 12 6 Ciénegas Dioica, anemofilia. Isoenzimas Hooftman et al.

diversidad (4 y H,).

Conserv.Biol 2003.

Cuadro 1. Estudios realizados en herbaceas en ambientes fragmentados
Resultados no significativos.
®El estudio no indica si la diferencias son significativas.

*tamafos poblacionales grandes y pequefios.

**Diferentes tamafios poblacionales, densidad y aislamiento
***No es un estudio de fragmentacion
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2) Tamario del area muestreada
Ademas, es importante considerar que en total el a&rea muestreada de los fragmentos en
este estudio es mayor que el area muestreada de la selva. Por lo tanto, es razonable
pensar que podria existir una mayor probabilidad de encontrar alelos diferentes en el
area fragmentada y asi explicar el aumento en la variacion genética en los fragmentos.
Sin embargo la ausencia de diferenciacién poblacional entre las poblaciones de
fragmento no apoya esta hipotesis. Estudios posteriores podrian considerar el efecto del

area muestreada para minimizar este efecto potencial.

Diferenciacion genética

En comparacién con la especie Heliconia bihai (Fsy = 0.39) (Meléndez-
Ackerman et al., 2005), Dieffenbachia seguine L (Fsr = 0.30) (Cuartas-Hernandez y
Nlfez-Farfan, 2006) y el valor reportado (Gsr) en promedio para especies
monocotiledoneas autocompatibles (Gsr = 0.41; Harmick y Godt, 1996), los niveles de
diferenciacion genética entre las poblaciones de H. uxpanapensis son moderados (0 =
0.15-0.22).
Pese al fuerte proceso de deforestacion en la region (Dirzo y Miranda, 1991) no se
encontraron diferencias significativas en la distribucion de la variacion genética entre
las poblaciones fragmentadas y las de selva continua. Es importante mencionar que la
subdivisién en la selva de los Tuxtlas ocurrié recientemente (a partir de los afios 60)
(Dirzo, 1991) y que posiblemente los altos niveles de variacion encontrados dentro de
las poblaciones (77.08%) de H. uxpanapensis estén relacionados con la estructura
original del paisaje. Mientras que la cantidad de variacion entre las poblaciones

(22.84%) se relacione con la estructura del paisaje actual (Keyghobadi et al. 2005). El
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mayor namero de loci cuya frecuencia difiere entre las poblaciones de fragmento con
respecto a las poblaciones de la selva nos sugiere que la fragmentacion esta cambiando
la estructura genética poblacional de H. uxpanapensis. ES posible que un incremento en
la reproduccion clonal, el nimero de genotipos y una fuerte conexion entre las
poblaciones expliquen la ausencia de divergencia genética poblacional entre las

poblaciones de fragmento y selva continua de H. uxpanapensis.

Distancias genéticas

En comparacion con la herbécea tropical Dieffenbachia seguine L. (D = 0.043-
0.491) los estimados de las distancias genéticas entre las poblaciones de H.
uxpanapensis son pequeiios (D = 0.023-0.093). Esto quiere decir que las poblaciones
comparten la mayoria de los alelos, debido a que los valores de D son préximos a cero,
sugiriendo que las poblaciones mantienen un alto grado de conexion genética a través
del flujo de polen o semillas. En la zona de los Tuxtlas las heliconias representan uno de
los recursos de néctar mas importantes para los colibries (Toledo, 1975) y algunas
especies de colibries pueden persistir y fomentar el flujo de polen en una matriz de
fragmentos (Stouffer y Bierregaard, 1995; Borgella et al., 2001). Sin embargo, los
valores de flujo génico en las poblaciones de H. uxpanapensis son bajos, incluso dentro
de la selva. Por lo que es importante considerar que el comportamiento territorial de los
polinizadores asociado a la fragmentacion también podria afectar (Linhart, 1973). Las
semillas de heliconia son dispersadas por aves (Berry y Kress, 1991), y el
comportamiento y abundancia de las aves frugivoras responde fuertemente a las
modificaciones antropogénicas del paisaje (Restrepo et al., 1999; Ortiz-Pulido et al.,
2000). El paisaje fragmentado de los Tuxtlas cuenta con una cantidad importante (60%)

de especies frugivoras que contribuyen a la dispersion de las semillas (Estrada et al.,
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1993). Probablemente la baja diferenciacion poblacional de H. uxpanapensis se deba en
parte a una alta dispersion a través de varias especies frugivoras, como en el caso de la
herbacea Maianthemum bifolium (Honnay et al., 2005) y en las poblaciones pequefias
de Trillium camschatcense (Tomimatsu y Ohara, 2003). EI fenograma UPGMA muestra
que no existe correlacion entre las distancias genéticas y geograficas, ya que las
poblaciones no se agrupan en fragmentos y selva, sino de manera independiente. Esto es
consistente con los resultados de la prueba de Mantel que descarta un patron de
aislamiento por distancia. En conjunto, la ausencia de aislamiento y la baja
diferenciacion poblacional sugieren que los sitios fragmentados podrian mantener
niveles significativos de flujo de genes con las poblaciones de selva. Sin embargo, los
niveles observados de flujo génico se encontraron cercanos al valor umbral para suponer

que éste es reducido.

Implicaciones para la conservacion

La fragmentacion afecta los procesos demograficos y genéticos de las
poblaciones remanentes (Tomimatsu y Ohara, 2006). Algunos factores pueden ser
indicadores de susceptibilidad de las poblaciones a la erosiobn genética y la
diferenciacién, por ejemplo: la reduccion en la produccion y geminacion de semillas, la
disminucion del reclutamiento, la capacidad de dispersién y la extension de la
reproduccion clonal (Bruna, 2003; Honnay et al., 2005; Tomimatsu y Ohara, 2006).
Para comprender y evitar las consecuencias negativas de la fragmentacion es necesario
contar con estudios que relacionen los cambios demogréficos y genéticos de las
poblaciones fragmentadas. En el caso de H. uxpanapensis, €S necesario contar con

mayor informacién sobre los procesos demograficos, el sistema de apareamiento, los
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mecanismos de dispersion, los polinizadores, la reproduccion vegetativa y la progenie,
en conjunto con informacion sobre su estructura genética.

Una de las metas principales de la conservacion deberia ser mitigar la
fragmentacion de habitats naturales, para incrementar el tamafio y conectividad de las
poblaciones (Hooftman y Diemer, 2002). EIl ser una especie comin no es una garantia
de supervivencia a largo plazo en hébitats fragmentados. Es por ello que los esfuerzos
de conservacion tienen que incluir a especies ampliamente distribuidas del estrato
herbaceo para evitar colapsos poblacionales y la consecuente declinacion de la especie
(van Rossum et al., 2001). Dado que H. uxpanapensis €s una planta comin en la zona
de los Tuxtlas con altos niveles de variacion genética, su estudio puede ayudar a disefiar

précticas de conservacion y de restauracion en sistemas tropicales fragmentados.
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7. Conclusiones
e Globalmente las poblaciones de H. uxpanapensis tienen niveles de variacion
genética relativamente altos
e La fragmentacion del habitat no parece haber afectado negativamente la
variacion genética de la poblaciones de H. uxpanapensis.
e No se detectd divergencia genética poblacional entre fragmentos y selva

continua.
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APENDICE 1

Extraccion de ADN en Plantas.
METODO “MINI-PREP"

1. En un mortero moler alrededor de 1g de tejido y moler con nitrogeno liquido hasta
obtener un polvo fino, eliminar el maximo de fibras.

2. Moler el equivalente a una punta de espatula de tejido pulverizado (= 0.2 g) junto
con 1 ml de buffer CTAB 2X (Tris-HCI 100 mM pH 8, NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM,
CTAB 2% y b-Mercaptoetanol 0.3%, que se agrega solamente cuando se va a
utilizar el buffer).

3. Recuperar todo en un tubo eppendorf de 1.5 ml y centrifugar a 10 000 rpm durante 8
minutos a 4° C.

4. Eliminar el sobrenadante y resuspender con 600 ul de CTAB 2X (agitar, hasta
despegar el tejido). Incubar en un bafio a 60° C durante 10 minutos (agitar los tubos
cada 3 min.).

5. Agregar a cada tubo 600 pl de cloroformo: octanol 24:1, agitar hasta homogeneizar
y centrifugar a 7000 rpm durante 12 minutos a 4° C (10 a 15 minutos, hasta que el
sobrenadante quede transparente).

6. Trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo (con una pipeta de 200 pl). Este paso es
fundamental para obtener un ADN limpio, se debe evitar recuperar material de la
difase que se forma.

7. Precipitar el ADN con 2/3 del volumen final (500 pl aprox.) de isopropanol frio.
Dejar reposar de 30 minutos a 12 horas a -20° C.

8. Centrifugar a 9000 rpm durante cinco minutos a 4° C. Eliminar el sobrenadante.

9. Limpiar el pellet agregando 1 ml de etanol al 70% frio y centrifugando a 7000 rpm
durante 5 minutos a 4° C.

10. Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet con 200 ul de agua.
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Reactivos:

Buffer de extraccién CTAB 2X
e Tris-HCI 100 mM pH 8

e NaCll4M
e EDTA 20 mM pH 8
e CTAB2%
e b-mercaptoetanol 0.3% (no agregar este reactivo hasta el momento de usar el
buffer).
Stocks

Tris-HCl para 1 1t
Tris PM 121.1 gr.
e 121.1 grde Tris
e 800 ml de agua bidestilada
e Agitar y agregar HCL hasta que el pH = 8 (aforar a 1 It)

NaCl5 M

e Disolver 292.2 gr de NaCl en 800 ml de agua, la solucioén se satura y cuando
esto suceda agregar un poco mas de agua sin excederse para no cambiar la
concentracion.

e Ajustar a 1 litro con agua. Esterilizar en autoclave y almacenar en botella de
cristal a temperatura ambiental.

EDTA 0.5 M (500 ml)
e 93.05 gr. De EDTA sal sodica
e 400 ml de agua
e Ajustar el pH a 8 con NaOH. Medir el pH mientras se disuelve y llevarlo a pH 8
(asi se disuelve por completo)
e Aforar a 500 ml con agua y almacenar en botella de cristal a temperatura
ambiente

Para hacer 100 ml de buffer CTAB 2X
e 4 mlde EDTA 0.5M
10 ml de Tris-HCL pH 8 1M
28 ml de NaCl 5SM
CTAB 2g
300 pl de 2-mercaptoetanol (para que esté al 0.3%) justo antes de usar el buffer.

52



APENDICE 2

Frecuencias alélicas por loci para cada una de las poblaciones y primer, py q

Locus

O X0 I AN KW~ OOINDND WD~

FRAGMENTOS
Cola de pescado
p q
1.0000  0.0000
1.0000  0.0000
1.0000  0.0000
0.2789  0.7211
0.6767  0.3233
0.2358 0.7642
1.0000  0.0000
0.1562  0.8438
0.4860  0.514
0.2151  0.7849
0.0000  1.0000
0.0000  1.0000
0.0325  0.9675
0.0325  0.9675
0.0000  1.0000
0.0000  1.0000
0.5898 0.4102
0.7957  0.2043
0.4272  0.5728
0.1011  0.8989
0.7957  0.2043
0.1011  0.8989
0.6767  0.3233
0.0000  1.0000
1.0000  0.0000
0.0161  0.9839
0.7957  0.2043
0.5525  0.4475
0.0000  1.0000
0.6307  0.3693
0.7957  0.2043
0.0325  0.9675
0.6307 0.3693
1.0000  0.0000
0.7302  0.2698
1.0000  0.0000
0.0000  1.0000
0.0000  1.0000
0.0000  1.0000
0.0000  1.0000
0.0000 1.0000

Dos amates

p
0.6818

0.6365
0.5595
0.0476
0.6365
0.0000
0.6365
0.0000
0.7989
0.6365
0.2901
0.0808
0.0476
0.2076
0.0476
0.0000
0.6818
0.7344
0.1694
0.0000
0.3590
0.2274
0.2901
0.0156
0.0782
0.0305
0.642
0.3227
0.2196
0.6866
0.7385
0.642
0.6023
0.6866
0.4447
0.7385
0.2005
0.2005
0.2196
0.0462
0.0000

q
0.3182

0.3635
0.4405
0.9524
0.3635
1.0000
0.3635
1.0000
0.2011
0.3635
0.7099
0.9192
0.9524
0.7924
0.9524
1.0000
0.3182
0.2656
0.8306
1.0000
0.6410
0.7726
0.7099
0.9844
0.9218
0.9695
0.358
0.6773
0.7804
0.3134
0.2615
0.358
0.3977
0.3134
0.5553
0.2615
0.7995
0.7995
0.7804
0.9538
1.0000

Borrego

Y
0.6600

0.6600
0.7851
0.1125
0.7851
0.0735
1.0000
0.1125
0.4277
0.4932
0.1327
0.0928
0.4277
0.0735
0.0179
0.0000
0.6600
0.7851
0.2185
0.0928
0.7163
0.1533
1.0000
0.1745
1.0000
0.0735
0.4277
0.1533
0.1327
1.0000
0.7851
0.0546
0.6116
0.7163
0.7851
0.6116
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

q
0.3400

0.3400
0.2149
0.8875
0.2149
0.9265
0.0000
0.8875
0.5723
0.5068
0.8673
0.9072
0.5723
0.9265
0.9821
1.0000
0.3400
0.2149
0.7815
0.9072
0.2837
0.8467
0.0000
0.8255
0.0000
0.9265
0.5723
0.8467
0.8673
0.0000
0.2149
0.9454
0.3884
0.2837
0.2149
0.3884
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000

Ruiz Cortines

p
0.6818

0.6365
0.7989
0.2076
0.7989
0.0000
1.0000
0.0978
0.3123
0.2477
0.1509
0.0978
0.0315
0.0641
0.0156
0.0156
0.5595
0.7344
0.4643
0.0978
0.6365
0.3590
0.5962
0.2076
0.0000
0.0000
1.0000
0.3863
0.0000
0.7344
0.3123
0.0000
0.5257
1.0000
0.6365
0.5257
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

q
0.3182

0.3635
0.2011
0.7924
0.2011
1.0000
0.0000
0.9022
0.6877
0.7523
0.8491
0.9022
0.9685
0.9359
0.9844
0.9844
0.4405
0.2656
0.5357
0.9022
0.3635
0.6410
0.4038
0.7924
1.0000
1.0000
0.0000
0.6164
1.0000
0.2656
0.6877
1.0000
0.4743
0.0000
0.3635
0.4743
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000
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1 0.5181 0.4819 0.4941 0.5059 0.3414 0.6586 0.5257 0.4743
2 1.0000 0.0000 0.7344 0.2656 0.7163  0.2837 1.0000 0.0000
3 0.7957 0.2043 0.6818 0.3182 0.6600 0.3400 1.0000 0.0000
4 0.4860 0.5140 0.6818 0.3182 0.4594 0.5406 0.4093 0.5907
5 1.0000 0.0000 0.6818 0.3182 0.7163 0.2837 0.6818 0.3182
6 1.0000  0.0000 1.0000 0.0000 0.7851 0.2149 0.7989 0.2011
7 0.0325 0.9675 0.2274 0.7726 0.0546 0.9454 0.0315 0.9685
8 0.3014 0.6986 0.5595 0.4405 0.3414 0.6586 0.7989 0.2011
9 0.3488 0.6512 0.4093 0.5907 0.3151 0.6849 0.1151 0.8849
10 1.0000 0.0000 0.6365 0.3635 0.6600 0.3400 1.0000 0.0000
11 0.7302 0.2698 0.7344 0.2656 1.0000 0.0000 0.7989 0.2011
12 0.0000 1.0000 0.0476 0.9524  0.000 1.0000  0.0000 1.0000
13 1.0000 0.0000 0.7344 0.2656 0.7163 0.2837 1.0000 0.0000
14 0.0161 09839 0.0156 0.9844 0.0546 0.9454 0.0641 0.9359
15 1.0000 0.0000 0.7344 0.2656 0.7851 0.2149 1.0000 0.0000
16 0.0662 09338 0.0641 0.9359 0.0735 0.9265 0.0315 0.9685
17 1.0000 0.0000 0.4941 0.5059 0.7851 0.2149 1.0000 0.0000
18 0.5898 0.4102 0.5962 0.4038 0.2897 0.7103  0.5595 0.4405
19 0.3247 0.6753 0.1328 0.8672  0.0000 1.0000 0.0476 0.9524
SELVA
Locus Darwin Estacion Selva Il
q p p q
1 0.7923 0.2077 0.7258 0.2742 0.6715 0.3285
2 0.7923 0.2077 0.7258 0.2742 0.6715 0.3285
3 0.7923 0.2077 1.0000 0.0000 1.0000 0.0000
4 0.0864 0.9136 0.1233 0.8767 0.1818 0.8182
5 1.0000 0.0000 1.0000 0.0000 1.0000 0.0000
6 0.4178 0.5822 0.0167 0.9833 0.1818 0.8182
7 1.0000 0.0000 1.0000 0.0000 1.0000 0.0000
8 0.0000 1.0000 0.0509 0.9491 0.1233 0.8767
1 0.0864 0.9136 0.3636 0.6364 0.3136 0.6864
2 0.1233 0.8767 0.2023 0.7977 0.0864 0.9136
3 0.0685 0.9315 0.1046 0.8954 0.0509 0.9491
4 0.0864 0.9136 0.0000 1.0000 0.0336 0.9664
5 0.0000 1.0000 0.0336 0.9664 0.0000 1.0000
6 0.0509 0.9491 0.0000 1.0000 0.0167 0.9833
7 0.0336 0.9664 0.0000 1.0000 0.0167 0.9833
8 0.0000 1.0000 0.0000 1.0000 0.0000 1.0000
9 0.5452 0.4548 0.7258 0.2742 0.6247 0.3753
10 0.7923 0.2077 0.7923 0.2077 1.0000 0.0000
11 0.3381 0.6619 0.2670 0.7330 0.0509 0.9491
12 0.0864 0.9136 0.1046 0.8954 0.1618 0.8382
13 1.0000 0.0000 0.7258 0.2742 0.6715 0.3285
14 0.1618 0.8382 0.1233 0.8767 0.2670 0.7330
15 0.7258 0.2742 0.5831 0.4169 1.0000 0.0000
16 0.0336 0.9664 0.0000 1.0000 0.0000 1.0000
1 0.2546 0.7454 0.0000 1.0000 0.7258 0.2742
2 0.1476 0.8524 0.0000 1.0000 0.1818 0.8182
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13
14
15
16
17

SOOI RN B W —

11
12
13
14
15
16
17
18
19

0.6659
0.0000
0.7888
1.0000
0.7212
0.0172
1.0000
0.6659
0.7212
1.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0527
0.0000
0.6247
1.0000
1.0000
0.4178
1.0000
1.0000
0.0000
0.7258
0.0336
1.0000
0.7923
0.0000
1.0000
0.0167
1.0000
0.0000
1.0000
0.5452
0.2023

0.3341
1.0000
0.2112
0.0000
0.2788
0.9828
0.0000
0.3341
0.2788
0.0000
1.0000
1.0000
1.0000
0.9473
1.0000
0.3753
0.0000
0.0000
0.5822
0.0000
0.0000
1.0000
0.2742
0.9664
0.0000
0.2077
1.0000
0.0000
0.9833
0.0000
1.0000
0.0000
0.4548
0.7977

1.0000
0.5452
0.1084
0.6715
0.3381
0.0167
1.0000
1.0000
0.6715
1.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.5831
1.0000
0.7258
0.2670
0.6247
0.7923
0.0336
0.6715
0.0000
0.7923
0.7923
0.0000
1.0000
0.0000
1.0000
0.0000
1.0000
0.5831
0.0000

0.0000
0.4548
0.8916
0.3285
0.6619
0.9833
0.0000
0.0000
0.3285
0.0000
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000
0.4169
0.0000
0.2742
0.7330
0.3753
0.2077
0.9664
0.3285
1.0000
0.2077
0.2077
1.0000
0.0000
1.0000
0.0000
1.0000
0.0000
0.4169
1.0000

1.0000
0.7923
0.2023
0.7923
1.0000
0.7923
0.6715
0.1424
0.7923
1.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0509
0.3381
0.1562
1.0000
0.6767
0.3738
0.6767
0.7957
0.0662
0.5898
0.1950
1.0000
1.0000
0.0000
0.6767
0.0161
1.0000
0.1754
0.7957
0.7957
0.0492

0.0000
0.2077
0.7977
0.2077
0.0000
0.2077
0.3285
0.8576
0.2077
0.0000
1.0000
1.0000
1.0000
0.9491
0.6619
0.8438
0.0000
0.3233
0.6262
0.3233
0.2043
0.9338
0.4102
0.8050
0.0000
0.0000
1.0000
0.3233
0.9839
0.0000
0.8246
0.2043
0.2043
0.9508
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APENDICE 3

Frecuencias alélicas por locus para el total de las poblaciones P < 0.05

loci p q P de Fisher <0.05

—

0.7747 0.2552 0.5453 £ 0.0152
0.7318 0.2682 0.3767 £ 0.0144
0.8479 0.1520 0.0055 +0.0016
0.1483 0.8517 0.0083 + 0.0030
0.8424 0.8517 0.0635 + 0.0062
0.1322 0.8677 0.0000 £+ 0.0000
0.9480 0.0519 0.0013 + 0.0006
0.0772 0.9227 0.0000 £+ 0.0000
0.3983 0.6016 0.0000 £ 0.0000
10 0.2863 0.7164 0.0000 + 0.0000
11 0.1139 0.8860 0.0000 £ 0.0000
12 0.0559 0.9440 0.0125 +0.0029
13 0.0818 0.9181 0.0000 £ 0.0000
14 0.0636 0.9363 0.0000 + 0.0000
15 0.0187 0.9812 0.4792 + 0.0127
16 0.0022 0.9977 1.0000 £+ 0.0000
17 0.6266 0.3733 0.7339 +0.0151
18  0.8048 0.1951 0.9506 + 0.0039
19  0.2764 0.7235 0.0000 £ 0.0000
20 0.0920 0.9079 0.0470 + 0.0073
21 0.7006 0.2993 0.0000 £ 0.0000
22 0.1989 0.8010 0.0118 £ 0.0023
23 0.6959 0.3040 0.0000 £ 0.0000
24 0.0214 0.9786 0.0000 £+ 0.0000
25  0.4369 0.5630 0.0000 £ 0.0000
26 0.0642 0.9357 0.0000 + 0.0000
27 0.7901 0.2098 0.0000 £ 0.0000
28 0.3931 0.6072 0.0000 £+ 0.0000
29  0.2074 0.7926 0.0000 £ 0.0000
30  0.7879 0.2120 0.2159 £ 0.0105
31  0.6701 0.3298 0.0000 £ 0.0000
32 0.2221 0.7778 0.0000 £+ 0.0000
33 0.7202 0.2797 0.0000 £ 0.0000
34 0.7445 0.2555 0.0000 £+ 0.0000
35  0.6830 0.3169 0.0217 + 0.0046
36 0.8394 0.1606 0.0007 + 0.0004
37  0.0286 0.9713 0.0000 £ 0.0000
38  0.0286 0.9713 0.0000 £+ 0.0000
39 0.0313 0.9686 0.0000 £ 0.0000
40 0.0214 0.9786 0.0256 + 0.0038
41  0.0483 0.9517 0.0000 £ 0.0000
42 0.4633 0.5366 0.0000 £+ 0.0000
43 0.9215 0.0784 0.0679 + 0.0038
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44 0.7914 0.2085 0.2382 + 0.0082
45 04421 0.5578 0.0129 +0.0038
46  0.7687 0.2314 0.1855+0.0126
47  0.8817 0.1182 0.7748 £ 0.0070
48  0.0636 0.9363 0.0000 + 0.0000
49  0.5697 0.4302 0.0000 = 0.0001
50  0.2024 0.7975 0.0000 + 0.0002
51  0.8698 0.1301 0.0084 + 0.0032
52 0.8354 0.1645 0.8317 + 0.0068
53 0.0068 0.9932 0.0155 +0.0026
54 0.8753 0.1246 0.0697 + 0.0038
55 0.0261 0.9738 0.2682 + 0.0104
56  0.9313 0.0686 0.1701 £0.0101
57  0.0586 0.9413 0.0001 + 0.0001
58  0.8678 0.1321 0.0000 £+ 0.0000
59  0.5656 0.4344 0.0018 +0.0014
60  0.1080 0.8919 0.0000 + 0.0000

APENDICE 4

Prueba de Fisher para todos los loci en las poblaciones de fragmento y selva P < 0.05

FRAGMENTO SELVA
Locus P ES Locus P ES
1 0.2796 0.0107 1 0.3768 0.0064
2 0.1842 0.0062 2 0.3689 0.0074
3 0.0161%* 0.0034 3 0.2538 0.0048
4 0.0019* 0.0008 4 0.4090 0.0112
5 0.4357 0.0057 5 1.0000 0.0000
6 0.0000%* 0.0000 6 0.0001* 0.0001
7 0.0118* 0.0022 7 1.0000 0.0000
8 0.0025* 0.0008 8 0.0156* 0.0021
9 0.0000%* 0.0000 9 0.0126* 0.0025
10 0.0000%* 0.0000 10 0.2026 0.0135
11 0.0000%* 0.0000 11 0.7443 0.0067
12 0.0445%* 0.0032 12 0.0070* 0.0012
13 0.0000%* 0.0000 13 0.3378 0.0056
14 0.0147* 0.0032 14 0.0318* 0.0015
15 0.3369 0.0083 15 0.1187 0.0029
16 1.0000 0.0000 16 1.0000 0.0000
17 0.6922 0.0091 17 0.7498 0.0047
18 1.0000 0.0000 18 0.7169 0.0061
19 0.0013* 0.0006 19 0.0006* 0.0003
20 0.0302* 0.0028 20 0.4034 0.0119
21 0.0004* 0.0002 21 0.3607 0.0085
22 0.0023* 0.0006 22 0.1648 0.0130
23 0.0000* 0.0000 23 0.0768 0.0033
24 0.0000%* 0.0000 24 0.0575 0.0024
25 0.0000* 0.0000 25 0.0000* 0.0000



26 0.0838 0.0053 26 0.0364*  0.0057
27 0.0035* 0.0009 27 0.0131*  0.0017
28 0.0003* 0.0002 28 0.0000*  0.0000
29 0.0000* 0.0000 29 0.0000*  0.0000
30 0.5874 0.0081 30 0.4468 0.0045
31 0.0000* 0.0000 31 0.0002*  0.0001
32 0.0000* 0.0000 32 0.0000*  0.0000
33 0.7194 0.0103 33 0.0000*  0.0000
34 0.0719 0.0089 34 0.0000*  0.0000
35 0.0727 0.0052 35 0.5679 0.0069
36 0.0028* 0.0013 36 1.0000 0.0000
37 0.0000* 0.0000 37 1.0000 0.0000
38 0.0000* 0.0000 38 1.0000 0.0000
39 0.0000* 0.0000 39 0.0595 0.0030
40 0.0578 0.0047 40 0.0000*  0.0000
41 1.0000 0.0000 41 0.0000*  0.0000
42 0.2649 0.0136 42 1.0000 0.0000
43 0.2601 0.0066 43 0.3601 0.0058
44 0.2068 0.0071 44 0.0958 0.0080
45 0.0915 0.0065 45 0.3238 0.0086
46 0.3415 0.0091 46 1.0000 0.0000
47 0.6109 0.0077 47 0.1845 0.0052
48 0.0010* 0.0006 48 0.6230 0.0087
49 0.0000* 0.0000 49 0.0000*  0.0000
50 0.0036* 0.0015 50 1.0000 0.0000
51 0.0241* 0.0026 51 0.3340 0.0051
52 0.7264 0.0078 52 1.0000 0.0000
53 0.0612 0.0030 53 0.3340 0.0051
54 0.2462 0.0087 54 1.0000 0.0000
55 0.3773 0.0097 55 0.0567 0.0045
56 0.3063 0.0075 56 0.5139 0.0058
57 0.7690 0.0075 57 1.0000 0.0000
58 0.0001* 0.0001 58 0.0000*  0.0000
59 0.0057* 0.0014 59 0.5817 0.0058
60 0.0000* 0.0000 60 0.0000*  0.0000
APENDICE 5

Heterocigosis esperada en fragmentos y selva por locus

Locus Selva Fragmentos
1 0.391 0.3979
2 0.3901 0.4235
3 0.2128 0.3852
4 0.228 0.268
5 0 0.3995
6 0.3092 0.1334
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

0.304
0.1631
0.5013
0.4703
0.2411
0.1258
0.1993
0.1704
0.0403
0.0081
0.4702
0.3505
0.4315
0.1334
0.4841
0.3312
0.4956
0.1704

0.427
0.0562
0.4507
0.4523
0.1557
0.3995

0.48
0.2547
0.4841
0.3291
0.4702
0.4426
0.0953
0.0953

0.103
0.0243

0.5006
0.304
0.369
0.502

0.3852

0.2358

0.1557

0.5006

0.4129
0.369

0.3291

0.0243
0.304

0.0719

0.2737

59



57
58
59
60

0.1082

0.2128
0.468

0.1494

0.1106
0.3995
0.502
0.2134

60
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