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RESUMEN

Uno de los procesos de mayor impacto sobre la pérdida de la biodiversidad y la
reduccidon del tamafo de las poblaciones, es la fragmentacion del hébitat; este
proceso influye en el cambio de las condiciones ambientales y las interacciones
bidticas, afectando la supervivencia de las especies y el establecimiento, asi
como otros eventos.

En este estudio se evalu6 el efecto de la fragmentacién en dos aspectos de la
biologia de Sideroxylon portoricense: 1) El efecto de la masa de la semilla como
variable determinante en la supervivencia y establecimiento de la plantula en
dos contextos: la selva no perturbada y en fragmentos de la misma; 2) El
efecto de la fragmentacion del héabitat sobre la estructura genética de la
especie.

Se pesaron y germinaron semillas de diez familias de Sideroxylon portoricense
(Sapotaceae), un arbol del dosel superior, y se transplantaron a zonas
continuas y fragmentadas. Se realizaron censos periodicos registrando:
supervivencia, tasa de crecimiento, area foliar, nidmero de hojas y dafio por
herbivoros y patdgenos. El analisis de la estructura genética se realiz6 con el
uso de marcadores moleculares dominantes ISSR’s.

Los datos de campo indican que el porcentaje de germinacion fue de 16.65%.
La masa promedio de la semilla para la especie es de 0.917 g, teniendo un
efecto positivo en la supervivencia de plantulas en la selva. El porcentaje de
supervivencia de plantulas en fragmentos (39.94 %), fue significativamente
mayor que en las zonas de selva (13.42%). La produccién de hojas y el ataque
por patégenos y herbivoros también es mayor en zonas fragmentadas.

La heterocigosis esperada (H.) para la especie fue de 0.3524 (#+ 0.1248) vy la
diferenciacion genética global (6) fue alta (0.3708 = 0.0289); el analisis de
varianza molecular revel6 que 58.08% de la variacion genética se encuentra
dentro de las poblaciones. No se encontré relacién entre la distancia genética y
la distancia geografica, por lo que se descarté la hipdtesis de aislamiento por
distancia.

Los resultados sugieren que la fragmentacibn aun no ha afectado
negativamente la variacibn genética de las poblaciones adultas de S.
portoricense, mientras que la masa de la semilla y la luz en zonas continuas
podria ser un factor determinante en el establecimiento de plantulas.



1. INTRODUCCION

Los bosques tropicales son los ecosistemas mas diversos del planeta a pesar de
que so6lo forman parte del 7% de la masa terrestre y son el hogar de mas de la
mitad de especies de plantas y animales que alberga la Tierra (Bierregaard et
al., 1992). Actualmente es uno de los ecosistemas mas afectados por el
desmonte de vegetacion realizado en los ultimos cuarenta afos. Este fendmeno
ha aumentado exponencialmente y se estima que la tasa de deforestacion
excede los 15 millones de hectareas de bosque anualmente, dando como
resultado la fragmentacion del habitat (Bierregaard et. al., 1992; Laurence

et al., 1998;).

El fenébmeno de fragmentacion ocurre mediante la remocién total o parcial de
areas continuas de bosque, resultando de ello la formacion de mosaicos de
vegetacion, potreros, campos agricolas, bosques secundarios y remanentes
primarios en donde los procesos bidticos y abidticos se ven fuertemente
afectados, teniendo un impacto negativo sobre la biodiversidad y la amenaza
de extinciones actuales (Nason y Hamrick, 1997; Guevara et al., 2004). Los
tamanos poblacionales se ven reducidos y la distribucion de las especies se
vuelve irregular, quedando aisladas en los nuevos remanentes que podrian

resultar una barrera geogréfica para la dispersion (Laurence et. al., 1998).

Los estudios realizados sobre los efectos de la fragmentacidon y sus posibles
consecuencias a nivel ecolégico y genético, no predicen claramente las
consecuencias que este fendmeno pudiera tener sobre los ecosistemas
(Bierregaard et al., 1992). Pocos estudios estan dedicados a analizar el éxito

reproductivo de las plantas y la mayoria de estos estdn enfocados a las



herbaceas de climas templados o regiones subtropicales (Cascante et al.,

2002).

En las comunidades vegetales del bosque tropical se ha observado que gran
parte de las alteraciones que sufren las especies, estan dadas por el efecto de
borde (Tabarelli et al., 2004), el cual afecta las condiciones microclimaticas del
fragmento teniendo como consecuencia el aumento de la temperatura, la
disminuciéon de la humedad del aire y el suelo, cambios en las condiciones de
luz e incidencia del viento (Murcia, 1995). Esto provoca cambios en la
estructura del bosque, modificando la abundancia y establecimiento de las
especies vegetales y las interacciones con depredadores, polinizadores vy

dispersores de semillas en los fragmentos (Lovejoy, 1983).

Estas pérdidas, tanto en depredadores como en polinizadores, pueden provocar
un efecto desestabilizador en las poblaciones de dispersores de semillas,
afectando la composicion de especies arbdéreas en los bosques. Esto da como
resultado que los fragmentos aislados no puedan ser colonizados por muchas
especies de plantas que potencialmente podrian vivir ahi (Bierregaard et al.,

1992).

Estas alteraciones incrementan la vulnerabilidad de las comunidades de arboles
tropicales (Camargo y Kapos, 1985), ya que presentan ciertas caracteristicas
demogréficas y reproductivas como las bajas densidades de algunas especies,
interacciones con polinizadores especificos, altas tasas de entrecruzamiento y
sistemas de apareamiento complejos como la autoincompatibilidad (Cascante

et al., 2002).



Una de las causas mas importantes de la tasa de mortalidad de arboles en los
fragmentos se debe también al efecto de borde, ya que gran numero de
individuos quedan expuestos a una mayor turbulencia originada por el viento,
incidencia de luz solar, caida de hojarasca y estrés hidrico. Estos cambios
suelen ser amortiguados gran parte del tiempo por los arboles del dosel, sin
embargo esto puede afectar a las especies que se encuentran cerca de los
bordes provocando la mortalidad y desecacion de especies sensibles a la

entrada de luz en el sotobosque (Laurence et al., 1998).

La luz en el borde de un fragmento o la formacion de un claro, puede beneficiar
el crecimiento de ciertas especies, y esta respuesta difiere de gran forma entre
especies tolerantes y pioneras, ya que el desarrollo y establecimiento de las
plantulas en las primeras semanas, esta fuertemente ligado con la incidencia

de luz y las reservas iniciales de la semilla (Augspurger, 1984).

Por otro lado, la caida de hojarasca aumenta en los fragmentos conforme se
acerca al borde (Laurence et al., 1998). Esta capa de vegetacion comienza a ser
abundante y a formar parte del dosel primario, lo que impide la entrada de luz
en ciertas zonas del sotobosque incrementando la mortalidad de plantulas
(Benitez-Malvido, 1998), mientras que la acumulacion de hojarasca en el
sotobosque puede afectar el desemperfio y establecimiento de las plantulas, ya
sea ocultando las areas fotosintéticas de la plantula, favoreciendo la infeccion
de plantulas por la caida de hojas infectadas de arboles adultos y/o propiciando
un microclima humedo y sombrio adecuado para el establecimiento y ataque de
patégenos y herbivoros (Xiong y Nilsson, 1997; Garcia-Guzman y Benitez-

Malvido, 2003).



Todos estos cambios que trae consigo la fragmentaciéon afectan el potencial
reproductivo de las especies del bosque, en el caso de los arboles tropicales,
existe una disminucion en la produccién, el tamafio y la calidad de las semillas,
lo que puede limitar la germinacion, el establecimiento y reclutamiento de
especies nativas (Benitez-Malvido, 1998). Existen diferentes factores que
afectan los tamanos de semillas en arboles tropicales, tal es el caso de los sitios
de bosque con poca luz 6 de sucesion tardia, donde las especies producen
semillas mas grandes, mientras que en los sitios iluminados y abiertos 6 de
sucesion primaria, en donde las condiciones climaticas de temperatura y
humedad varian constantemente, los tamafios de semillas son mas pequefios o
se ven influenciados constantemente por estos cambios ambientales (Thompson

y Hodkinson, 1998).

El tamafio de las semillas es uno de los caracteres de historia de vida mas
importantes para el establecimiento y supervivencia de las plantulas en sus
primeras etapas de vida. Este caracter esta mediado por la madre y el ambiente
en el que esta habita, es por eso que un arbol madre determina la cantidad de
recursos asignados a la semilla; la calidad de esta, determinara en gran medida
la capacidad de germinacion, establecimiento, crecimiento y supervivencia de
la progenie (Mousseau y Fox, 1998). Se considera que este caracter esta
fuertemente ligado a la adecuacién y al potencial evolutivo de las especies, por
lo que algunas alteraciones a nivel ecoldgico podrian modificar la estructura y

diversidad genética de las poblaciones.



Las alteraciones ecolbgicas causadas por la fragmentacion del habitat reducen
constantemente los bosques en pequefios remanentes de vegetacion, dando
como resultado la reduccion en el tamafno efectivo de las poblaciones. Esta
disminucibn en el numero de individuos reproductivos, representa un
decremento en el nimero de donadores de polen, dispersores de semillas y
polinizadores (Hamrick y Godt, 1996; Cascante et al., 2002), lo que trae
consigo la formacion de “cuellos de botella”, ya que los individuos restantes
presentan una pequefia muestra del acervo genético inicial (Young et al.,
1996). El nimero de genotipos disponibles decrece respecto al original, hay
pérdida de variabilidad genética y aumenta la probabilidad de apareamientos
entre individuos emparentados, lo que lleva a las poblaciones a presentar
tendencias hacia la endogamia (Cascante et al., 2002). Después de esta pérdida
de variacion, las poblaciones fragmentadas y aisladas, continGan perdiendo
alelos debido a la deriva génica dada la ausencia de individuos migrantes y la

diferenciacién genética entre poblaciones aumenta (Young et al., 1996).

Para las plantas, los efectos genéticos de la fragmentacion suelen ser mas
complejos debido a los habitos sésiles que estas presentan, la diferencia en la
longevidad, el tiempo generacional, la amplia variedad en sus sistemas
reproductivos, flujo génico por dispersion de polen o semillas, el
almacenamiento de semillas como material genético, y su interaccidn con
polinizadores y dispersores, los cuales pueden ser afectados por este fenédmeno
(Young et al., 1996). Esto hace que las comunidades vegetales tiendan a
mantener diferentes niveles de variaciéon genética y se encuentre distribuida

entre y dentro de sus poblaciones (Hamrick y Godt, 1996).



A pesar de que la mayoria de las selvas tropicales se encuentran actualmente
convertidas en mosaicos de vegetacion rodeadas de potreros y pastizales, aun
forman parte del refugio de muchas especies vegetales y animales y son el
reservorio de una gran porciéon de la diversidad genética del planeta. La tasa de
deforestacion en areas de selva tropical en México es muy elevada y se ha
planteado la necesidad de hacer un gran esfuerzo por conservar zonas con alta
diversidad bioldgica (Guevara et al., 2004). La selva de los Tuxtlas, ubicada al
sureste del estado de Veracruz es una de las zonas en donde converge un gran
niamero de especies tropicales endémicas y representa el limite norte de

distribucién de las selvas altas perennifolias en América (Dirzo et al., 1997).

Dado el alto grado de perturbacién de esta zona, se estima que en la region de
los Tuxtlas se ha perdido el 84% de la cobertura vegetal original, dando lugar a
la formacion de parches de diversos tamafios (Dirzo y Miranda, 1991), sin
embargo aun se conservan dos grandes zonas de bosque continuo que rodean
el volcAn San Martin y volcan Santa Martha (Guevara et al., 2004), lo que
genera un escenario propicio para el estudio de las consecuencias ecoldgicas y
genéticas de la fragmentacién y las tendencias evolutivas en las especies mas

importantes del ecosistema con fines de conservacion y restauracion.

Por ello, el desarrollo de este trabajo, tiene como objetivo conocer los efectos a
nivel ecoldgico que pudieran tener las poblaciones de Sideroxylon portoricense
en algunos de los caracteres de historia de vida como la supervivencia, el
establecimiento y las interacciones con sus depredadores y/o enemigos
naturales, asi como evaluar el posible impacto que ha tenido la fragmentaciéon a

nivel genético en este arbol tropical en ambientes perturbados y conservados.



2. OBJETIVO

En este estudio se describe como se modifican algunos caracteres de historia
de vida en las poblaciones de plantulas cuando se fragmenta el habitat, asi
como detectar si existen cambios a nivel genético en las poblaciones adultas del
arbol tropical Sideroxylon portoricense (Sapotaceae) causados por la

fragmentacion de la selva alta perennifolia en la zona de los Tuxtlas, Veracruz.

Objetivos particulares
Ecoldgicos
v' Determinar el efecto de la fragmentacibn en la  supervivencia y
caracteres de historia de vida como la tasa de crecimiento (altura), el

area foliar y el nUmero de hojas producidas en las plantulas.

v' Detectar el efecto de la variacion intraespecifica en la masa de la semilla
sobre el establecimiento y desempefio de las plantulas bajo diferentes

condiciones ambientales.

v Comparar las diferencias de dafio causado por herbivoros y patégenos
en plantulas establecidas en zonas de selva continua y en zonas

fragmentadas.

Genéticos
v' Describir la variacion y estructura genética inter e intrapoblacional en
arboles adultos de Sideroxylon portoricense en sitios de selva continua y

en zonas fragmentadas.



Predicciones
v La fragmentacion del habitat tiene un efecto negativo sobre la
supervivencia y caracteres de historia de vida de las comunidades de
plantulas, ya que S. portoricense es un arbol que se encuentra en selva
madura y las condiciones podrian resultar méas favorables para la

supervivencia, establecimiento y vigor.

v" La masa de la semilla tiene un efecto positivo en la supervivencia de las
plantulas y el establecimiento, ya que en esta se encuentran los recursos
necesarios que aporta el arbol madre para un buen desempefio del
individuo y son de suma importancia en este primer estadio de vida

donde las plantulas suelen ser muy vulnerables.

v' La diversidad genética de las comunidades vegetales de S. portoricense
aun no es afectada por el fendbmeno de fragmentacion, ya que el tiempo
de vida de los individuos adultos es mayor al tiempo de perturbacion del
habitat en la selva de Los Tuxtlas. De esta forma se espera encontrar un
nivel similar de diversidad genética en las poblaciones continuas y
fragmentadas, asi como poca diferenciacion entre poblaciones debido a

un constante flujo génico entre las poblaciones.



3. MATERIAL Y METODOS

Sitio de estudio

La sierra de Los Tuxtlas se encuentra ubicada en la planicie costera del Golfo
de México al sur del estado de Veracruz (Figura 1), entre los 18° 05’ y 18° 45’
de latitud norte y 940 35’ y 950 30’ de longitud oeste. La region se extiende

sobre una superficie cercana a 3.300 km?.

Golfo de México

|
F4 Sontetormaparl

Lago de
Catemaco

Figura 1. Mapa de la regién de Los Tuxtlas, ubicada al sureste del estado de
Veracruz en el Golfo de México. Las areas grises corresponden a la superficie
de selva continua que aun conserva la zona.

La formacion montafiosa se origina a partir de los 200 msnm hasta los 1750
msnm (Guevara et al., 2004). Las elevaciones mas sobresalientes son el volcan
San Martin con una altitud de 1780 msnm, el volcdn Santa Martha con una

altura de 1660 msnm y el volcan San Martin Pajapan con 1245 msnm (Dirzo et

al., 1997).



El sistema de desplazamiento de los vientos, la cercania a la costa y la
topografia de la zona, influyen de gran manera en las condiciones climaticas.
Esta regidon se ve fuertemente afectada por dos fendmenos meteoroldgicos
importantes que son los ciclones y los “nortes”. Esto propicia que sea una de las
zonas mas lluviosas en el pais con una precipitacion media anual de 4,000
mm. Existe una estacionalidad marcada, una temporada de lluvias de junio a
febrero y una temporada de secas de marzo a mayo, siendo mayo el mes mas
seco y septiembre el mas hiumedo. El clima de la regién es calido humedo vy la
temperatura media anual oscila entre 24 y 26° C para las zonas con altitudes
menores a los 200 msnm. La mayor temperatura se presenta en mayo,
mientras que enero es el mes mas frio para la region y el estado (Dirzo et al.,

1997; Guevara et al., 2004).

La vegetacién predominante en la sierra de Los Tuxtlas es la selva alta
perennifolia, aunque existen algunas variantes de selva mediana, selva baja,
manglar, vegetacién costera y bosque mesdfilo en las partes mas altas.
Presenta una estructura muy variada, en donde se pueden encontrar arboles de
diferentes tallas, lianas, trepadoras, epifitas, palmas, arbustos, hierbas y
estranguladores (Miranda y Hernandez, 1963). El dosel de la selva tiene una
altura de 30 a 35 m, aunque hay algunos arboles que pueden alcanzar los 40
m de altura, como algunos Ficus spp. y Ceibas spp., siendo comun la presencia
de contrafuertes. Entre las especies del dosel destacan algunas especies de las
familias Lauraceae, Moraceae y Sapotaceae. Bajo el dosel existe un gran
numero de especies arbdreas que alcanzan los 20 m de altura, asi como un
gran numero de herbaceas y palmas en el sotobosque (Dirzo et al, 1997,

Guevara et al., 2004).



Debido a la historia biogeografica y las condiciones climaticas de la region,
esta zona presenta una alta heterogeneidad ambiental y una gran diversidad de
especies teniendo un gran numero de endemismos. Actualmente comparte
alrededor del 70% de las especies con la flora centroamericana y el resto de las
especies es compartido con Suramérica. Como resultado del cambio de uso de
suelo en regiones originales de este ecosistema, gran parte del area se
encuentra convertido en acahuales que rodena sitios de selva continua, en
donde la vegetacion se ha reducido 56% en los Ultimos afios y la tasa de

deforestacion anual es del 4.3% (Dirzo et al., 1997; Guevara et al., 2004).

Descripcion de la especie

Sideroxylon portoricense subs. Minutiflorum (Pittier) Sapotaceae, es un arbol
del dosel superior, con alturas hasta de 40 metros y de baja densidad. Presenta
ramas simples muy delgadas, con corteza de color grisaceo blanquecino a café
oscuro, la cual puede ser lisa en arboles jovenes, pero en arboles adultos
presenta grietas profundas de delgadas a gruesas (Pennington, 1990). Las
flores son monoicas, miden de cinco a veinte cm. y aparecen en la axila de cada
brote; son fragantes de color verdoso a blanco y los frutos maduros son de
color violeta muy oscuro con abundante latex blanco. Estos miden de 1.6 a 2.5
cm. de largo, presentan forma ovoide con textura lisa y suave. Cada fruto tiene
generalmente una semilla y en pocas ocasiones dos. Las semillas miden de 1.2
a 1.5 mm. de largo, tienen una forma elipsoide globosa con una testa muy
dura, lisa y brillosa y son depredadas por aves (Figura 2). El pico de floracion
es de junio a septiembre y el periodo de fructificacién de octubre a diciembre

(Pennington, 1990).
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Figura 2. Sideroxylon portoricense. Hojas (E); flores (G); corte transversal de
la flor (F); semillas (H). (Tomado de Pennington, 1990)



La distribucién de esta especie en México se da en zonas bajas de la selva
tropical cerca del mar y en montafas con altitudes alrededor de los 500 m. En
el pais se distribuye en la selva tropical del estado de Veracruz, en la zona de
las lagunas de Monte Bello en Chiapas y en el estado de Jalisco. Algunos
nombres locales en México son: “Apipi”, “Piochi” y “Pionche” en Veracruz y

“"Maneicillo” en el estado de Jalisco (Pennington, 1990).

<+

S

Figura 3. Mapa de distribucién geografica de Sideroxylon portoricense en México
y Centroamérica (e).

También se encuentra en zonas humedas de Guatemala, El Salvador,
Nicaragua, Costa Rica y Panama; también puede encontrarse bajo condiciones
de humedad (cafiones empinados o la orilla de rios) en regiones secas con un

clima estacional marcado (Pennington,1990)



Caracteres de historia de vida

Colecta de campo

En marzo del 2005 se colectaron frutos de diez arboles de Sideroxylon
portoricense distribuidos en la selva continua y en fragmentos (Figura 4). La
colecta fue aproximadamente de 500 frutos por arbol y éstos fueron colectados
del suelo bajo el arbol madre después de la temporada de fructificacién; estos
arboles fueron marcados con una etiqueta de metal, en la cual se registré |a

posicion geografica y el nombre del sitio (Figura 4).

Arbol 4

Laguna Escondida

Arbol 10
Domingo
Arbol 1

Arbol|6

Arbol 5

©)

Arbol 7

m
B,
Estacion Los Tuxtlas

Arbol 8

Figura 4. Mapa de la distribucion geografica de los arboles madre de
Sideroxylon portoricense utilizados para la germinacion de las semillas

colectadas. (http://earth.google.com).
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Diseino experimental

Se limpiaron los frutos y se retiré el endospermo hasta obtener semillas
limpias. Las semillas se lavaron con agua y fueron seleccionadas bajo un
criterio de flotacion. El método se basa en que las semillas flotantes estan
vacias debido a que no han desarrollado por completo el embridn y el
endospermo; asimismo se excluyeron de la siembra las semillas con cualquier

tipo de dafno; las semillas viables se dejaron secar a temperatura ambiente.

Se registréo la masa humeda de cada una de ellas, utilizando una balanza
analitica y se sembraron en almacigos que contenian suelo de la selva; cada
almacigo fue etiquetado registrando el nimero de arbol (familia) y el sitio de
colecta. Se sembraron 520 semillas de siete arboles, 200 de la “familia ocho”,
480 para la “familia nueve” y 140 para la “familia diez” debido a Ia
disponibilidad de semillas. Los almacigos fueron colocados de forma aleatoria
dentro del invernadero de la “Estacion de Biologia Tropical”, con la finalidad de
evitar el dafno por depredadores y garantizar condiciones experimentales

homogéneas.

Las semillas se regaron continuamente para evitar la desecacién, ya que en
esta temporada disminuyen las lluvias en la regidon. Una vez germinadas 800
plantulas (después de seis meses), se realizd el primer censo en octubre del
2005 registrando los siguientes atributos: supervivencia, longitud del tallo y
nimero de hojas. Asimismo se registro el largo y el ancho de cada hoja, con la
finalidad de obtener el area foliar total de cada plantula y observar cambios a
través del tiempo. El area foliar se estim6 utilizando un modelo de regresion

lineal (rea foliar original = 0.6697819 + 0.5575322 (L x A); R?> = 0.9944, P =



<0.0001, n = 64). Las hojas utilizadas para el modelo de regresion lineal fueron
medidas en un Analizador de Imagen Digital (WinDias Basic; Delta-T Devices

LTD, Cambridge. UK).

Con el fin de contrastar el dafio causado por patdégenos y herbivoros entre los
sitios de selva continua y en fragmentos, se registré el dano por herbivoros y/o
patdgenos de cada hoja por plantula. El método que se utilizd para categorizar
el dafio por herbivoros y patégenos incluye seis niveles: 0= sin dafo; 1= 1-
5%; 2= 6-12%; 3=13-25%; 4=26-50%; 5=51-100% (Dominguez y Dirzo,
1995). Estas categorias fueron asignadas a cada hoja, segun su proporcién de
dafio y la suma de dano de todas las hojas fue utilizado para definir el indice de

dafio por patégenos y herbivoros (IH; IP) de cada plantula:

IH; IP = 3" (X;n;)/ N
i= 0
Donde. Xjn;= numero de hojas con dafo en la categoria i

N= numero total de hojas

Cada plantula fue etiquetada con el niumero de familia a la que pertenecia y el
numero de individuo. Posteriormente se realizaron los transplantes en cuatro
sitios experimentales, dos de selva continua ubicados en la Estacion “Los
Tuxtlas” (18° 35.240°N; 95° 04.62 W) y dos en fragmentos: “Cerro Borrego”
(18° 39.958°N; 95° 05.164°W) y “Cola de Pescado” (18° 39.792°N; 95°

08.754 W) (Figura 5).
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Figura 5. Mapa de los sitios experimentales en fragmentos y selva continua
utilizados para el establecimiento de plantulas de S. portoricense en la regién
de los Tuxtlas, Veracruz. (http://earth.google.com)

En cada uno de los sitios se establecieron dos bloques aleatorios (2.30 m x
0.70 m) en donde se distribuyeron plantulas de las diez familias, teniendo un
total de 100 plantulas aproximadamente por bloque; los censos se realizaron
cada 45 dias en promedio, durante un periodo de once meses, registrando los

caracteres ya mencionados.

Se midid la cantidad de luz que incidia sobre el sotobosque en cada uno de los
bloques para los dos sitios de cada habitat. El sensor de luz se colocd en el
sotobosque y se tomaron diez puntos aleatorios dentro de los bloques,
teniendo un total de 40 mediciones de luz para cada habitat. Estas mediciones
se realizaron con un sensor “LI-COR Quantum”, el cual mide la radiacion

fotosintéticamente activa en una onda de 400 a 700 nm y la unidad de medida
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es de micromoles por segundo por metro cuadrado (pmol s* m™). También se
registré la temperatura que existia dentro de cada uno de los bloques con un
termometro digital de alta sensibilidad. Esta fue tomada del haz de veinte
hojas distribuidas aleatoriamente dentro de cada uno de los bloques, teniendo

en total 80 mediciones de temperatura para cada habitat.

Genética de poblaciones

Marcadores Moleculares

El PCR (polymerase chain reaction) es una de las técnicas moleculares mas
utilizadas en los Uultimos afnos, la cual ha facilitado las investigaciones y trabajos
relacionados con los acidos nucleicos. La mayor aportacion de esta técnica ha
sido la simplicidad con la que se pueden amplificar miles de copias de

fragmentos especificos de ADN (Wolfe, 1998).

Sin embargo, existen otras técnicas que complementan la amplificacion del ADN
por PCR, ya que cada una de estas depende de diversos factores como la
especie de estudio, el analisis que se realiza, el desarrollo de la técnica, la

reproducibilidad, el grado de polimorfismo y los costos, entre otros.

En este trabajo se utilizaron los marcadores moleculares llamados “Inter Simple
Sequence Repeats” (ISSR’s) los cuales presentan ventajas en contraste con
otros marcadores, como los AFLPs que presentan una baja reproducibilidad y
un alto costo, o la necesidad de conocer la secuencia especifica para amplificar

el fragmento de los SSRs o microsatélites (Pradeep et al., 2002).
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Los ISSR’s son una técnica basada en la amplificacion de un segmento de ADN
dentro de una distancia amplificable que se encuentra en regiones internas de
dos microsatélites dispuestos en posiciones opuestas. Esta técnica permite
identificar los niveles de variacién que existen en diferentes regiones del
genoma y registrar polimorfismos a nivel individual convirtiéndolo en un

sistema multilocus (Zietkiewicz et al., 1993; Pradeep et al., 2002).

La amplificaciéon se realiza con “primers” pequenfos (de 16 a 25 pb) e
hipervariables, los cuales pueden ir desde dos hasta cinco nucledtidos y a veces

presentan bases en los extremos que sirven de anclaje (Zietkiewicz, et al.,

1993).
5 ADN 3
| TCICTCTCTCTCTCICICTC |
y NNGAGAGAGACAGAGAGA]
| .Mmmrﬂfﬁrm-&rw’ - .
[ CTCTCTCTICTCTCTCTCTCTCT |
3 Producto amplificado

Figura 6. Representacion de una reaccién de PCR con ISSR’s con un solo
“primer” anclado en la terminaciéon 3’ con dos nucleétidos extras (NN) alineado
en regiones especificas del ADN, los cuales producen bandas claras (tomado de
Pradeep et al., 2002).

El “primer” suele ser complementario a una regién microsatélite blanco y el

|\\

nucleodtido extra permite que el “primer” se ancle al extremo 5’ del microsatélite
y comience la amplificacion del ADN, generando una banda de tamafio y peso
especifico para ese locus, representando la region del genoma hallada entre

esos dos microsatélites (Bornet y Branchard, 2001).
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Generalmente se encuentran muchas regiones microsatélites pareadas a lo
largo del genoma, por lo que es comun reproducir bandas de diferentes
tamanos en una sola reaccion de PCR (Bornet y Branchard, 2001). Esta
reproducibilidad también se logra con altas temperaturas de alineacion, en
donde alrededor del 92 al 95% de los fragmentos de ADN registrados pueden

ser repetidos (Pradeep et al., 2002).

Estos marcadores se consideran semiarbitrarios y dominantes (Bornet vy
Branchard, 2001), por lo que las bandas obtenidas son interpretadas como el
genotipo dominante (ya sea homocigo o heterdcigo), mientras que la ausencia
de una banda puede interpretarse como el genotipo homébcigo recesivo,

suponiendo un sistema dialélico.

La fuente de variacidon de los ISSR’s puede deberse a diferentes causas o a la
combinacidon de algunas de las siguientes: mutaciones, rearreglos estructurales
en los cromosomas, la pérdida de algun alelo y/o inserciones o deleciones

dentro de las regiones microsatélites (Wolfe, 1998; Pradeep et al., 2002).

Esta técnica ha sido utilizada principalmente en estudios de diversidad genética
y analisis filogenéticos, los cuales han permitido estimar la variacion genética
entre y dentro de poblaciones naturalmente cercanas en diferentes especies de

cultivo como el trigo, el arroz y el camote (Nagaoka y Ogihara, 1997).
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Colecta de campo

La colecta se realizd en siete sitios de la zona de los Tuxtlas, tres sitios de
selva continua, ubicados dentro de “La Estacién los Tuxtlas” y cuatro en los
fragmentos “Laguna Azul”, “Laguna Escondida”, “Domingo” y “Ruiz Cortinez".
Se colectd tejido foliar de arboles adultos y se registrd el nimero de individuo y
el nombre del sitio de colecta (Figura 7, tabla 1). Se colectaron de diez a veinte
individuos por poblacién dada la baja densidad poblacional en los sitios
muestreados. El material fue embolsado y conservado en nitrégeno liquido
para su transporte a la ciudad de México, en donde se almacend en un ultra
congelador a -80° C para ser usado posteriormente en extracciones de ADN

nuclear.

Ruiz Cortinez

L1

LagunalEscondida

Faguna Azul
Selva 2

Selva 1

Figura 7. Mapa de las poblaciones de adultos de Sideroxylon portoricense
colectados para obtener la estructura genética en la zona de los Tuxtlas,
Veracruz (Tabla 1) (http://earth.google.com).
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Tabla 1. Nombre y ubicacién geografica de las poblaciones colectadas de
arboles adultos de Sideroxylon portoricense para obtener la estructura genética
de sitios de selva y de fragmento en la zona de los Tuxtlas, Veracruz (Figura 7).

Habitat Poblacion Individuos Ubicacion
Selva
“Selva 1” 13 18° 35" 07" N. 95° 04’ 29"W
“Selva 2” 19 180 35" 12” N. 95° 04’ 40" W
“Selva 3” 12 180 35" 05” N. 95° 05’ 00" W
Fragmento
“Laguna Azul” 10 180 35" 22" N. 95° 05" 37" W
“Laguna Escondida” 9 180 35’ 28” N. 950 05’ 20" W
“Ruiz Cortinez” 14 1809 35" 33” N. 950 04’ 52" W
“Domingo” 12 180 36’ 33” N. 950 05" 44" W

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN del tejido foliar de Sideroxylon portoricense, se
probaron diferentes protocolos de extraccion, ya que las hojas de esta especie
presentan una gran cantidad de polisacaridos y taninos, los cuales pueden

dificultar la obtencion de ADN de calidad para experimentos de amplificacion.

Después de probar diferentes protocolos de extraccién de ADN para plantas,
resulté oOptimo el protocolo de “Miniprep” modificado por Valera (2007)
(Apéndice 1). Este protocolo utiliza detergentes agresivos que rompen las
membranas y paredes celulares y eliminan las impurezas como sales y
polisacaridos, utilizando al mismo tiempo protectores de ADN y antioxidantes
que ayudan a conservar el ADN asi como agrupar los acidos nucleicos en la

primera fase de extraccién. En la segunda fase se utilizan enzimas que
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fragmentan el RNA y desactivan las proteinas para evitar que se inhiba la
reaccion de PCR. Se extraen lipidos, proteinas y sales, separandolos del ADN en
diferentes fases. La Ultima fase incluye un mayor nimero de ciclos y limpiezas
con alcohol que ayudan a eliminar tejidos celulares y posibles sales restantes,

purificando el ADN (Vazquez-Lobo, 1996).

Cuantificacién de ADN

El ADN extraido se estimd cualitativamente cargando 15ul de la muestra junto
con colorante en geles de agarosa al 1% y se corrieron en electroforesis para
verificar la presencia y la calidad de ADN. Posteriormente se realizé una
medicion cuantitativa utilizando un biofotdmetro (Eppendorf, BioPhotometer), el
cual calcula la absorbancia de ADN en nanogramos sobre microlitros (ng/ul) de

una muestra dada a una longitud de onda de 260 nm.

Para realizar los experimentos, se diluyé la mitad de la muestra de ADN a una
concentracion final de 30 ng/ul. La otra mitad de la muestra se almacend en un

ultra congelador a -80° C.

Pruebas de optimizacion del sistema

La estructura genética de S. portoricense se analiz6 utilizando los marcadores
dominantes ISSR’s (Inter Simple Sequences Repeats). Se probaron 17
“primers” disefiados por Nucleic Acid-Protein Services Unit (University of British
Columbia, Canada). Resultaron O6ptimos seis “primers,” que fueron
seleccionados por la calidad y niumero de bandas, asi como por la repetibilidad

que presentaron (Tabla 2).
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Tabla 2. Secuencia de los “primers” utilizados para el analisis de la estructura
genética de individuos adultos de Sideroxylon portoricense de la region de los
Tuxtlas, Veracruz.

“Primer” Secuencia

808 AGA GAG AGA GAG AGA GC
811 GAG AGA GAG AGA GAG AC
835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC
842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG
861 ACC ACC ACC ACC ACC ACC
888 BDB CAC ACA CAC ACA CA

B=Co6GOT.

D=A6GOT.

Y=CoOT.

Se realizaron diferentes modificaciones a la reaccion de PCR y al programa de
amplificacion para ajustar el sistema y finalmente obtener el mayor numero de
polimorfismos posibles. Cada reaccion de PCR estaba compuesta por los

siguientes elementos, teniendo un volumen final de 30 pl:

*Buffer 10X para PCR: 3 pl ( Tris- HCI 20 mM. pH 8.4 y KCI 50 mM).

*dNTP’s: 1.8 pl a una concentracién final de a 10 mM (mezcla de los cuatro
nucleodtidos: dATP, dCTP, dGTP, dTTP).

**Primer”: 1.5 pl a 10 mM.

*MgCl, : 2.5 pl de a 30 mM.

*Taq polimerasa: 0.2 pl (5 u/ul).

*ADN: 2 yl a una concentracidon aproximada de 30 ng/ pl.

*Agua ultrapura: 19 pl.
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La mitad del producto de PCR se utilizd para correr los geles y la otra mitad se
almacendé como respaldo. El paquete de Taqg polimerasa, Buffer 10 X y MgCl,

utilizado fue de la marca “Biogénica”, los “primers” y los dNTP’s de “Invitrogen”

Las condiciones de la reaccion de PCR anterior fueron las mismas para todos
los “primers”. En cada PCR realizado se incluia un control negativo, el cual
contenia todos los elementos de la reaccidn a excepcién de ADN; este control
negativo sirve para verificar que ninguno de los reactivos de la reaccidon esté
contaminado con ADN externo y que el ADN amplificado sea el correspondiente

de cada individuo.

La obtencién de ISSR’s se realizd en un termociclador Thermo PX2. Las
condiciones del programa de amplificacion fueron las mismas para todos los

“primers” utilizados en el experimento (Tabla 3).

Tabla 3. Programa de amplificacion del PCR utilizado en la generacion de datos
moleculares para el analisis de la estructura genética de S. portoricense de la
region de los Tuxtlas, Veracruz.

Fase No. de ciclos Tiempo  Temperatura
1) Desnaturalizacién inicial 1 4 min. 940 C
2) Desnaturalizacion 35 30 seg. 940 C
Alineacion 35 segq. 55° C
Polimerizacion 2 min. 720 C
3) Extensién 1 7 min. 72 oC
4) Estabilizaciéon L (o) 4 oC
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Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al 2% previamente
tefidos con bromuro de etidio (10 mg/ ml de “Invitrogen”) y se separaron por
electroforésis. Para medir el tamafo del producto de PCR obtenido, se corridé un
marcador de peso molecular de 100 pares de base (Gene Ruler 100pb ADN
Ladder Plus de Fermentas), el cual estima el peso molecular de las bandas

obtenidas para cada individuo.

Los fragmentos obtenidos fueron visualizados en un transluminador con luz
ultravioleta y se registraron con una camara digital Bio Doc-It (Imaging System
de UVP). Para generar los datos moleculares se analizaron los geles con el
programa Bio Doc-It LS Analysis Software, estimando el tamafo de las bandas
amplificadas y registrando la presencia o ausencia de estas. Con los datos
anteriores se realizaron matrices de “presencia-ausencia” (*0” y “1”) de las
bandas encontradas por individuo para cada poblacién por cada uno de los

“primers”.
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Analisis de datos

Caracteres de historia de vida

Los analisis de supervivencia, vigor y dano por patdégenos y herbivoros fueron

realizados utilizando el paquete estadistico JMP 5.1 (SAS Institute, 2004)

Supervivencia

Para evaluar la supervivencia de las plantulas durante la realizacién del
experimento se utilizd el Modelo de Cox (1972) de riesgos proporcionales
(Proportional hazards), el cual es un método de regresidon semiparamétrico que
permite analizar el riesgo de mortalidad o la supervivencia en funciéon de otras

variables explicativas.

Este modelo no sdélo analiza la relacidon entre la tasa de supervivencia y el
tiempo, sino también la posible relacidn de otras variables registradas para cada
individuo como habitat, sitio, masa de la semilla y familia; esto permite calcular
la tasa de mortalidad como funcién del tiempo y de las variables explicatorias

(Vittinghoff et al., 2005).
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Vigor

Para evaluar las diferencias entre habitats en el desempefio de las plantulas a
través del tiempo, se analizaron caracteres como la tasa de crecimiento, el
namero de hojas y el area foliar de cada uno de los individuos mediante un

analisis de varianza multivariado de medidas repetidas (MANOVA).

Las modificaciones de este analisis estan basadas en el ANOVA y permiten
evaluar cambios en mas de una variable dependiente en donde éstas no pueden
ser combinadas de forma simple; asimismo evalla si los cambios en las
variables independientes afectan de forma significativa las variables
dependientes, identificando el grado de interaccion entre las variables
independientes y la relaciéon con las variables dependientes (Quinn y Keough,
2002). Cuando un modelo de este tipo es aplicado a datos longitudinales, se
supone que las medidas son multiples variables que estan relacionadas en los
mismos individuos (altura, niumero de hojas, area foliar). Este tipo de modelo
se basa en los componentes dados entre grupos y/o individuos del analisis,
explicando la varianza de las variables dependientes en funcion de las

diferencias que existen entre los individuos de diferentes grupos.

El MANOVA predice la distribucién de las medias, considerando las covarianzas
de cada grupo como errores aleatorios que no se explican por pertenecer a
determinado grupo. Debe sefialarse que el MANOVA define la estructura entre
sujetos de los valores de observaciones dadas sin que éstos se relacionen con
las posibles interacciones entre variables, teniendo como objetivo modelar los

perfiles de las respuestas promedio en el tiempo (Arnau y Balluerka, 2004).
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Dafio por patégenos y/o herbivoros

El dafio causado por patdgenos o por herbivoros en plantulas de S. portoricense
se evalué mediante un analisis de varianza (ANOVA), el cual compara los
valores de un grupo de datos respecto a otro y analiza las diferencias
significativas que éstos presentan basado en la varianza global observada de

cada uno de los grupos (Vittinghoff et al., 2005).

Al mismo tiempo se evalud el dano de plantulas atacadas por patdégenos y
herbivoros simultdneamente. Se realizd una tabla de contingencia para obtener
los datos sdélo de las plantulas que presentaban el ataque por ambos
organismos en el mismo censo. Esto fue evaluado con un analisis de regresion
logistica, el cual predice como afecta en la probabilidad de aparicién de un
evento dicotdmico, la presencia o ausencia de diversos factores y el nivel de los

mismos (Vittinghoff et al., 2005).

Las variables evaluadas para los tres analisis anteriores fueron el sitio, el
bloque, el censo y la familia, teniendo como tratamiento el habitat (fragmento y
selva); los valores de dafio registrados originalmente fueron obtenidos en
porcentajes y fueron transformados con raiz cuadrada del arcoseno para

normalizar los datos.
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Genética de poblaciones

Frecuencias alélicas

Los ISSR’s son marcadores moleculares de tipo dominante en donde no se
puede estimar el nUmero de individuos heterdcigos, por lo que las frecuencias
alélicas se estiman a partir de las frecuencias de los genotipos recesivos (g2)

(i.e., individuos que no presentan banda).

Para calcular las frecuencias alélicas de esta forma, en donde la poblacion se
encuentra bajo el supuesto de equilibrio de Hardy- Weinberg, partimos de que

la frecuencia del alelo recesivo es la raiz cuadrada de la frecuencia de las

2 V2

ausencias, es decir: x= g 4, siendo g= x ”, mientras que p= 1-g para las
frecuencias de los alelos dominantes (Lynch y Milligan, 1994). Sin embrago este
calculo puede arrojar estimaciones sesgadas, por lo que se utilizd la correccion
propuesta por Lynch y Milligan (1994) para marcadores dominantes utilizando
el programa TFPGA (Tools for Populations Genetics Analysis, version 1.3; Miller,
1997). Esta correccion sugiere ignorar las muestras en donde el nimero de
individuos homadcigos nulos sean menores a tres, e igualmente recomienda
realizar el analisis utilizando las bandas con frecuencias menores a 1 - (3/ N),

esto con el fin de evitar utilizar loci con altas frecuencias de alelos nulos (Lynch

y Milligan, 1994).

Las diferencias significativas entre las frecuencias alélicas de cada poblacién
fueron calculadas mediante una prueba de probabilidad combinada de Fisher, la
cual realiza simulaciones al azar con cadenas de Markov. Esta prueba no
presenta sesgo, aun cuando se analizan muestras pequefias o bajas frecuencias

alélicas. Los valores de probabilidad menores a 0.05 indican diferencias
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significativas entre las frecuencias alélicas (Raymond y Rousset, 1995). Esta
prueba fue realizada utilizando el programa TFPGA. Asimismo se realizo una
prueba de verosimilitud (X?) para hallar las posibles diferencias estadisticas

entre las frecuencias alélicas de cada habitat.
Variacion genética

La heterocigosis (H.) explica la variacion genética y representa la frecuencia
media de individuos heterdcigos de una poblaciéon, ademas de ser una de las
formas mas amplias de diversidad genética (Hedrick, 2000). Para este estudio,
se calculd la heterocigosis suponiendo un sistema dialélico con la correccién de
Lynch y Milligan (1994), que reduce el sesgo estadistico dado por los

marcadores dominantes a partir de la siguiente férmula:

He= 2q (1-q) + 2 Var(q)

en donde Var(q) =(1-x) , g= x '/2[ 1- Var(x)] 1y “x”esla
4N 8

proporcion de N individuos que presentan alelos nulos (Lynch y Milligan, 1994).

Ademas se calculé el porcentaje de loci polimérficos (P), en donde se realiza un
conteo del nimero de loci polimérficos totales y se calcula la proporcidon que
éstos representan sobre el nimero de loci totales examinados para una
poblacion. Se consideré como loci polimérficos aquellos en donde el alelo mas
comun presentaba frecuencias < 0.95 (Hedrick, 2000). La heterocigosis y el
porcentaje de loci polimérficos para cada poblacion y especie fueron calculados

en el programa TFPGA. Para hallar diferencias significativas en el grado de
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heterocigosis entre habitat de selva y fragmento, se realizd una estimacién de
los limites de confianza al 95 % con el modelo de Student con el programa JMP

5.1 (SAS Institute, 2004).

El indice de Shannon (I), es otro estimador de diversidad genética que fue
utilizado para conocer el grado de variacion. Este indice reduce la abundancia
de valores mediante el uso de un logaritmo natural, ya que éste presenta
valores de cero a infinito y el limite mayor estd dado por el nimero de loci

examinados:

I=-2p; In (p)

donde p;es la proporcion de i alelos en la poblacién.

Shannon no supone el supuesto de H-W, sin embargo, éste calcula la
diversidad mediante la presencia y ausencia de bandas y el estimado de
diversidad genética se aproxima a los realizados por los coeficientes de similitud
de bandeo. Shannon asigna altos niveles de diversidad a las poblaciones que
presentan frecuencias alélicas intermedias, mientras que aquellas que
presentan frecuencias alélicas altas muestran bajos niveles de diversidad (Lowe
et al., 2004). Shannon fue utilizado como un estimador alternativo para
describir la diversidad genética sin tener que suponer los supuestos de H-W y
poder comparar el nivel de variacibn con otras especies que presenten
sistemas multialélicos. Para interpretar el valor de este indice y compararlo es
importante considerar el tamafio de la muestra, nimero de loci y los datos
faltantes que existen entre cada una de las poblaciones y entre especies (Lowe

et al., 2004). Las diferencias estadisticas entre habitats fueron analizadas con
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el modelo de Student y el indice de Shannon fue calculado en el programa

POPGENE Versién 1.31 (Yeh et al., 1999)

Estructura genética

Para conocer el grado de diferenciacion genética, se calculd el coeficiente de
coancestria, Theta (6), el cual esta definido como la probabilidad de que dos
alelos tomados al azar de la misma poblacién sean idénticos por descendencia,
este se ve incrementado en el tiempo y nos dice que tan diferenciadas se
encuentran las poblaciones entre si (Reynolds et. al., 1983). Theta describe la
relacién existente entre pares de alelos dentro de una poblacién respecto al
total poblacional y esta no puede ser calculada soélo para una poblacion debido a

gue hace referencia a la variacién de un proceso evolutivo (Weir y Hill, 2002).

La diferenciacion poblacional fue calculada mediante el algoritmo propuesto por
Weir y Cockerham (1984) en el programa TFPGA, el cual analiza la varianza
entre las frecuencias alélicas de las poblaciones y la correlacion de éstas en las
poblaciones respecto al total. El cdlculo de los intervalos de confianza se hizo
mediante un bootstrap con 1000 repeticiones y un nivel de confianza al 95%.
Este es un método con alto poder estadistico utilizado para sistemas dialélicos y
estd basado en la estructuracién jerarquica de las poblaciones; éste supone que
las poblaciones se encuentran en equilibrio mutacidn-deriva, donde las
poblaciones comparten el mismo tiempo de divergencia del ancestro comun

(Lowe et al., 2004).
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Esta variacidon jerarquica se divide en tres niveles: total poblacional (F;7),
subpoblacional (Fsr) e individual (F;s), estadisticos de Wright, de los cuales
existen los coeficientes analogos 6, f y F propuestos por Weir y Cockerham
(1984), asi como los estadisticos ®sr (correlacion de las muestras dentro de las
poblaciones), ®c (correlacién de las muestras entre regiones) y s
(correlacién de las muestras entre las poblaciones dentro de las regiones) que
sugiere Excoffier et al. (1992) para el calculo de la estructuracidn genética

mediante un andlisis de varianza molecular (AMOVA).

El AMOVA se considera una extension a los estudios de Weir y Cockerham
(1984) y se hizo con la finalidad de conocer la distribuciéon de la varianza
genética en diferentes niveles. Este analisis fue realizado en el programa
Arlequin ver. 2.0 (Schneider, 2000) en donde se asignaron los datos con la
siguiente division: habitat de selva subdividido en tres poblaciones y habitat de

fragmento subdividido en cuatro poblaciones.

Este método realiza correlaciones de la diversidad haplotipica en diferentes
niveles jerarquicos basado en el uso de matrices de distancia genética
repartiendo la varianza entre y dentro de los grupos predefinidos. La ausencia
de supuestos requeridos para hacer el andlisis permite que sea un método
ampliamente aplicable a diferentes tipos de datos moleculares incluyendo datos
de marcadores dominantes, sin modificar la estructura basica del analisis

Excoffier et al., 1992; Lowe et al., 2005)
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Flujo génico

El flujo génico esta definido por la proporcién de nuevos genes que migran
hacia el interior de una poblacion mediante la dispersién y logran un
establecimiento exitoso (Lowe et al., 2005). La estimacién del flujo génico se
realizé6 con un método indirecto a partir de Theta (equivalente a Fsr) y esta
dado por el nUmero de migrantes (Nm) por generacion hacia una poblacion.

Este método fue propuesto por Slatkin y Barton (1989), quien sugiere que 6 es
un buen estimador para muestras grandes y niveles de flujo génico
intermedios; este método estd basado en el modelo de Islas de Wright y el
calculo del flujo génico se obtiene mediante el despeje de la férmula para 6, la

cual incluye una correccion propuesta por Crow y Aoki (1984):

6= 1 , en donde el despeje de Nm es: Nm= 1 1 _g
4 Nmao + 1 4o

siendo a= [ n ] 2 y n= numero de poblaciones estudiadas.
n-1

Se considera que si Nm> 1, existe un alto intercambio de flujo génico entre las

poblaciones y este valor puede ser suficiente para evitar la diferenciacién

genética dada por deriva (Slatkin y Barton, 1989).
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Distancia Genética

Se define como distancia genética el grado de divergencia entre dos poblaciones
emparentadas, y se puede calcular por medio del nimero de cambios en un
codén por gen o el numero de diferencias genéticas por locus. Este método
puede ser aplicado a cualquier par de poblaciones, especies o géneros, (Nei,

1972, 1978).

Nei (1978), plantea tres medidas de distancias genéticas diferentes: distancia
minima (D, numero de diferencias de codones entre dos poblaciones);
distancia estandar (D, numero de diferencias individuales independientes en las
dos poblaciones asumiendo la misma tasa de cambio; distancia maxima (D’,
realiza el mismo cdlculo que D, suponiendo que el numero de diferencias en

todos los loci es diferente).

En este estudio se calculd la distancia genética estandar (D) para las siete

poblaciones muestreadas por medio del algoritmo propuesto por Nei (1972):

D= - log.l

En donde I=__ Jxy siendo Jx= 2x;°y Jy= 3 y;% endondeJxyJy
V' Ix Jy

representan la probabilidad de identidad de dos genes tomados al azar de la
poblacion X y de la poblacién Y, siendo x; y y;, respectivamente, la frecuencia

promedio de i alelos para cada poblacion.
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La expresidon Jxy representa la identidad genética promedio de las poblaciones,
en donde Jxy= 2Xxy;, siendo x;y; el producto de las frecuencias promedio de i

alelos paratodos los loci en las poblaciones X'y Y.

La distancia estandar supone que la tasa de diferencias genéticas por locus es
la misma para cada loci. Asimismo propone que si la tasa de diferencias es
constante se relaciona linealmente con la tasa de divergencia de las poblaciones
y con la distancia geografica en algunos modelos de migraciéon (Nei, 1972). D
toma valores de cero cuando las poblaciones tienen frecuencias alélicas iguales
hasta infinito cuando las poblaciones no comparten ningun alelo (Hedrick,

2000)

Las distancias genéticas fueron calculadas en el programa TFPGA, utilizando la
correccion de Lynch y Milligan (1994). Con la matriz de distancias genéticas, el
programa realizé un dendograma con el algoritmo UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic mean). Este dendograma muestra de forma
grafica la cercania de las poblaciones analizadas asi como el porcentaje de loci
que soportan cada una de las ramas, este fue realizado con 10,000

permutaciones de bootstrap.

Aislamiento por distancia

Se realiz6 la prueba de Mantel (1967) para conocer el grado de aislamiento por

distancia de las poblaciones muestreadas. Esta prueba realiza el calculo de la

correlacién lineal entre dos matrices de proximidad (Sokal y Rohlf, 1995), en

este caso, utiliza la matriz de distancias genéticas de Nei (1972) y la matriz de
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distancias geograficas entre pares de poblaciones, obtenida mediante el calculo

a partir de las coordenadas geograficas de cada poblacién (Bogan, 2006).

La prueba se realizé en el programa TFPGA el cual hizo comparaciones de
matrices mediante 10,000 permutaciones. El programa arrojé una grafica la
cual muestra la distribucion espacial por pares de las poblaciones, el estadistico

Z y la significancia de la prueba.
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4. RESULTADOS

Caracteres de historia de vida

Germinacion

Se sembraron 4460 semillas de diez arboles madre de Sideroxylon
portoricense, de las cuales germiné el 16.45% (734 plantulas) en condiciones
de invernadero, en un periodo de tres a siete meses. La masa promedio de las
semillas sembradas de Sideroxylon portoricense fue de 0.94 gramos y de las

semillas germinadas fue de 0.918 gramos (Tabla 4).

Tabla 4. Niumero y masa promedio de las semillas sembradas y germinadas
para cada familia de Sideroxylon portoricense en el invernadero de la “Estacion
de Biologia Tropical Los Tuxtlas”.

Ndmero de Masa promedio Semillas Masa promedio
Familia semillas de las semillas germinadas de las semillas
sembradas sembradas (%0) germinadas
@ @
1 520 0.63 10.5 0.63
2 520 1.01 14.0 1.03
3 520 1.22 5.1 1.31
4 520 0.67 29.0 0.68
5 520 0.84 15.5 0.85
6 520 0.92 8.6 0.94
7 520 1.24 17.8 1.24
8 200 0.87 52.5 0.92
9 480 0.92 18.3 0.91
10 140 1.02 37.1 1.08
Total 4460 16.45 %o

Promedio 0.94+ 0.27 0.918+ 0.23




Masa de la semilla.

Se encontraron diferencias significativas en la masa promedio de las semillas
de las plantulas supervivientes entre familias (Figura 8). La particion de la
varianza (Tabla 5) sugiere que existe un componente genético en las diferencias
entre familias para la masa de la semilla.

Tabla 5. Andlisis de varianza para la masa de las semillas colectadas de los diez
arboles madre de Sideroxylon portoricense.

Var. Prop.
Fuente a.l. S. C. C. M P Fen. Var.

Familia 9 183.748 20.4164 <0.0000 0.0462 56.876

Error 4449 155.8712 0.035 0.035 43.124

Total 4458  339.6193 0.0812 100
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Figura 8. Masa promedio de las semillas por familia de las plantulas
supervivientes de Sideroxylon portoricense en la regién de los Tuxtlas,
Veracruz. Las diferentes letras indican diferencias significativas en la masa de la
semilla entre familias. Prueba de comparaciones multiples de Tukey, (SPSS 16).



Se encontré que el promedio de la masa de las semillas de las plantulas
supervivientes en selva fue de 1.01 g, siendo significativamente mayor que el

promedio de la masa de las semillas de las plantulas supervivientes en

fragmento (0.89 g) (Figura 9, tabla 6).

1.01¢g
1.0
0.89 g
D
3 0.9
£
©
o 0.8
o/
@®©
0
@© 0.7
>
0.6
0.5 S
Fragmento Selva
Habitat

Figura 9. Masa promedio de las semillas de las plantulas supervivientes de
Sideroxylon portoricense para habitat de selva y fragmento en la region de los
Tuxtlas, Veracruz.

Tabla 6. Analisis de varianza de la masa de las semillas de las plantulas
supervivientes de Sideroxylon portoricense sembradas en selva continua y
fragmento en la regién de los Tuxtlas, Veracruz.

Fuente g.l. S.C. F P

Familia 9 7.1616 50.7248 <0.0001

Habitat 1 0.1168 7.4495 0.007
Habitat x familia 9 0.1835 1.2999 0.2399




De la misma forma, el analisis que se realizO para comparar la masa de las
semillas de plantulas vivas y muertas en la selva, mostr6 que existen
diferencias significativas entre el promedio de las plantulas vivas (1.01 g) y el
de las plantulas muertas (0.89 g) (Figura 10, tabla 6); mientras que para los
fragmentos no existen diferencias significativas entre los promedios de la masa

de las plantulas vivas y muertas ( Figura 10, tabla 8).

1.1

Plantulas vivas
Plantulas muertas

Masa (gramos)

Selva Fragmento

Habitat

Figura 10. Masa promedio de las semillas de las plantulas vivas y muertas de

Sideroxylon portoricense para habitat de selva y fragmento en la regién de los
Tuxtlas, Veracruz.



Tabla 8. Analisis de varianza de la masa de las semillas de las plantulas
muertas de Sideroxylon portoricense en la regiéon de los Tuxtlas, Veracruz.

Fuente g.l. S.C. F P

Habitat 1 0.0199 1.0903 0.2969

Familia 9 19.6764 119.7599 <0.0001
Habitat x familia 6 0.1610 0.9803 0.4552




Supervivencia

Las 734 plantulas germinadas que sobrevivieron en el invernadero, fueron
transplantadas equitativamente en cuatro sitios experimentales, dos de selva
continua y dos de fragmentos, de las cuales sdlo sobrevivié el 26.37% en
ambos habitats hasta el final del experimento que tuvo una duracion de 313

dias.

La proporcion de plantulas supervivientes mostré diferencias significativas entre
habitats, sitios y bloques, teniendo 13.42 % de supervivencia en selva y

39.94% en fragmentos (Figura 11, tabla 9).
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Figura 11. Supervivencia de plantulas de Sideroxylon portoricense para héabitat
de selva continua y de fragmento a través del tiempo en la regién de los
Tuxtlas, Veracruz.



La supervivencia registrada entre sitios presenta diferencias significativas entre
cada uno de ellos, manteniendo la misma tendencia en la supervivencia del

habitat (Figura 12, tabla 9).
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Figura 12. Supervivencia de plantulas de Sideroxylon portoricense por sitio en
habitat de selva y fragmento a través del tiempo en la region de los Tuxtlas,
Veracruz.

Tabla 9. Analisis de supervivencia de plantulas de S. portoricense en sitios de
selva y fragmento a través del tiempo en la region de los Tuxtlas, Veracruz.

Fuente g.l. X2 P

Habitat 1 81.7870 <0.0000
Sitio (habitat) 2 20.4808 <0.0000
Bloque (Sitio x habitat) 4 11.5755 <0.0208
Familia 9 5.0511 0.8298
Familia x habitat 9 4.2768 0.8923




No se encontraron diferencias significativas en la proporciéon de plantulas
supervivientes en cada una de las familias a través del tiempo, estas mostraron
una tendencia similar en la supervivencia sin importar la varianza familiar

(Figura 13, tabla 9).
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Figura 13. Supervivencia de plantulas de selva y fragmento de Sideroxylon
portoricense para cada familia a través del tiempo en la region de los Tuxtlas,
Veracruz.



Altura

En cuanto a la altura promedio para cada habitat, no se encontraron diferencias
significativas en el tiempo total del experimento, sin embargo cuando esta se
analiza a partir de los cien dias de establecimiento y hasta el final, se puede
encontrar que la altura difieren significativamente entre las plantulas de sitios
fragmentados respecto a las de selva continua (P= 0.0458) (Figura 14). Para el
caso de cada una de las familias de Sideroxylon portoricense se hallaron

diferencias significativas en el crecimiento a lo largo del tiempo (Figura 15,

tabla 10)
14 [
~
£ 13 |-
@)
o/
he)
e
o
E 12 -
e
[
o}
®
5 —1— Fragmento
= 11 -
< —— Selva
10 I T T I T I I 1

50 100 150 200 250 300 350

Tiempo (dias)

Figura 14. Altura promedio de plantulas de Sideroxylon portoricense en zonas
de selva continua y fragmentos a través del tiempo en la regién de los Tuxtlas,
Veracruz.



Tabla 10. Andlisis de varianza de medidas repetidas (MANOVA) para la altura
de plantulas de Sideroxylon portoricense en zonas de selva continua y
fragmentos a través del tiempo en la regiéon de los Tuxtlas, Veracruz.

Fuente g.l. F P

Habitat 1 2.6135 0.1018
Familia 9 4.2403 <0.0001
Familia x habitat 9 1.2461 0.2714
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Figura 15. Altura promedio de plantulas de Sideroxylon portoricense para cada
familia a través del tiempo en la region de los Tuxtlas, Veracruz.
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Numero de hojas.

La produccioén foliar muestra diferencias significativas entre habitats (Tabla 11).
El numero de hojas producidas por las plantulas en las zonas fragmentadas fue
significativamente mayor respecto a la produccién de hojas en la selva continua
a lo largo de todo el experimento, tambien se hallaron diferencias significativas
en el niumero de hojas producidas entre cada censo para ambos habitats (Figura

16.a).

En cuanto a la produccién en el numero de hojas por familia, se observé que las
plantulas establecidas en las zonas de fragmento tienen una mayor produccién
respecto a las plantulas de las zonas de selva. Estas diferencias fueron
significativas en los fragmentos para la mayoria de las familias (Tabla 11,

figura 16 b).

Tabla 11. Andlisis de produccion foliar de plantulas de Sideroxylon portoricense
en sitios de selva y fragmento a través de tiempo en la regiéon de los Tuxtlas,
Veracruz.

Fuente g.l S.C. F P

Habitat 1 97.7244 392.0631 <0.0001
Sitio (habitat) 2 2.6971 5.5818 0.0038
Bloque (sitio x habitat) 4 2.2047 2.2813 0.0584
Censo 6 158.8121 109.5535 <0.0001
Habitat x censo 6 45.737 31.5508 <0.0001
Familia 9 11.5703 5.3211 <0.0001
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Figura 16.a. Numero de hojas producidas por plantulas de Sideroxylon
portoricense para habitat de selva y fragmento a través del tiempo. Figura 16.b.
produccion foliar por familia en sitios de selva continua y fragmentos en la
regiéon de los Tuxtlas, Veracruz.
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Area foliar

Este caracter mostr6 diferencias significativas entre habitats a través del tiempo
(Tabla 12). Los sitios de selva continua presentaron una fuerte disminucion en
la produccion de area foliar, mientras que en los fragmentos ésta se mantuvo

fluctuante sin que el area producida fuera significativa al final del experimento

(Figura 17).
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Figura 17. Area foliar promedio de plantulas de Sideroxylon portoricense en
sitios de selva continua y fragmentos a través del tiempo, en la zona e los
Tuxtlas, Veracruz.

Tabla 12. Andlisis de varianza de medidas repetidas (MANOVA) para el area
foliar de plantulas de Sideroxylon portoricense en zonas de selva continua y
fragmentos.

Fuente g.l. F P
Habitat 1 14.0452 0.0003
Familia 9 1.2549 0.2699
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Dafio por patégenos

El ataque por patégenos fue significativamente mayor para las plantulas
establecidas en fragmentos respecto a los sitios de selva (Figura 18.a, tabla
13). Estas diferencias significativas también se hallaron a través del tiempo en

cada censo y para las familias establecidas en fragmentos (Figura

18.b).
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Figura 18.a. Dafio por patégenos en plantulas de S. portoricense en habitat de
selva y fragmento a través del tiempo. Figura 18.b. Dafio por patdogenos para
cada familia en sitios de selva continua y fragmentos en la regién de los
Tuxtlas, Veracruz.
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Tabla 13. Andlisis de varianza de la proporcion de dafio por patdégenos en
plantulas de Sideroxylon portoricense en la regiéon de los Tuxtlas, Veracruz.

Fuente g.l S.C F P

Habitat 1 0.3753 18.0089 <0.0001
Sitio (habitat) 2 0.1209 2.9023 <0.0551
Bloque (habitat x sitio) 4 0.1374 1.6488 0.1593
Censo 6 4.8742 46.7737 <0.0001
Habitat x censo 6 0.5686 5.4571 0.0001
Familia 9 0.7649 3.6701 <0.0001

Herbivoros

El dafo registrado por herbivoros, muestra la misma tendencia que el dafio por
patégenos, en donde las plantulas establecidas en fragmentos son mas
atacadas respecto a las plantulas de la selva (Figura 19.a). Estas diferencias
son significativas para el habitat, los sitios dentro de habitats y entre cada uno
de los censos (Tabla 14). El dafio por herbivoros para cada una de las familias
también fue significativamente mayor en las plantulas establecidas en

fragmentos (Figura 19.b, tabla 14).
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Figura 19.a. Dafo por herbivoros en plantulas de S. portoricense en héabitat de
selva y fragmento a través del tiempo. Figura 19.b. Dafio por herbivoros para
cada familia en sitios de selva continua y fragmentos en la regién de los

Tuxtlas, Veracruz.

Tabla 14. Analisis de varianza de la proporciéon de dafio por herbivoros en
plantulas de Sideroxylon portoricense en la region de los Tuxtlas, Veracruz.

Fuente g.l S.C F P

Habitat 1 0.4508 27.3548 <0.0001
Sitio (habitat) 2 0.6443 19.5491 <0.0001
Bloque (habitat x sitio) 4 0.0183 0.2778 0.8925
Censo 6 3.7449 37.8732 <0.0001
Habitat x censo 6 0.4013 4.059 0.0005
Familia 9 0.7896 5.3237 <0.0001
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Dafo por patégenos y herbivoros

Se encontré que la proporcion de plantulas dafiadas al mismo tiempo por
patégenos y herbivoros (Tabla 15) es significativamente mayor en los sitios de
fragmento respecto a los sitios de selva a través del tiempo. También se
muestran diferencias significativas en la proporcion de plantulas atacadas entre

un censo y otro (Figura 19, tabla 16).

Tabla 15. Criterio utilizado para obtener la proporcién de plantulas atacadas de
S. portoricense por patégenos y herbivoros al mismo tiempo (1,1), en bosque
continuo y fragmentado en la regién de los Tuxtlas, Veracruz. El “0” indica la
ausencia de patégenos y/o herbivoros y el “1” indica presencia.

0] 1
0
0 0,0 1,0 e
)
(@)
2
1 0,1 1,1 ]
o}
Herbivoros
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0.3 EJ Fragmento

# Selva

0.2

Proporciéon de plantulas dafadas
por herbivoros y patégenos

0 47 104 148 200 261 313

Dias

Figura 19. Proporcion de plantulas de Sideroxylon portoricense dafiadas por
patégenos y herbivoros a través en el tiempo para las zonas de selva y de
fragmentos. El numero de dia corresponde al niumero de censo realizado en el
campo.

Tabla 16. Analisis de varianza de la proporcion de plantulas dafiadas por
patégenos y herbivoros en habitat de selva y fragmento en la region de los
Tuxtlas, Veracruz.

Fuente g.l. X P

Habitat 1 28.9723 <0.0000
Censo 6 50.3338 <0.0000
Herbivoria 1 97.39 <0.0000
Habitat x Censo 6 20.0706 0.0027
Habitat x herbivoria 1 5.2176 0.0224
Censo x herbivoria 6 85.201 <0.0000
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Luz

Se encontré6 que el promedio de la cantidad de luz que incide sobre las
plantulas de Sideroxylon portoricense es significativamente mayor en los
fragmentos respecto a las zonas de selva. De la misma forma, el promedio en
la cantidad de luz que incide en cada uno de los sitios de fragmento presenta

diferencias significativas respecto a los sitios de selva (Figura 20, tabla 17).

8
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Fragmento Selva F1 F2 S1 S2
Habitat Sitio

Figura 20.Incidencia de luz sobre las plantulas de Sideroxylon portoricense en
habitat de selva y fragmento y para cada uno de los sitios dentro del habitat, en
la region de los Tuxtlas, Veracruz.

Tabla 17. Analisis de varianza de la cantidad de luz al interior de los sitios de
selva continua y fragmentos.

Fuente g.l S.C F P
Habitat 1 9.1773 79.7647 <0.0001
Sitio (habitat) 2 4.5553 19.7966 <0.0001
Bloque (sitio x habitat) 4 0.8042 1.7476 0.149
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Genética de poblaciones

Extraccion de ADN

Se extrajo ADN de 89 individuos adultos de Sideroxylon portoricense
correspondientes a siete poblaciones, tres de selva y cuatro fragmento,
obteniendo un promedio de 300 ng/ pl que sirvié para hacer diluciones y

realizar el experimento (Figura 21)

Individiins

Ladder
— __-100pb-—o——l*-———-—
1 2 3 4. 858 6 7 S0 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 21. Gel de extracciones de ADN total de individuos de poblaciones
adultas de Sideroxylon portoricense de la region de los Tuxtlas, Veracruz.

A partir de los seis “primers” utilizados (Figura 22.a y 22.b), se obtuvo un total
de 86 bandas polimoérficas consideradas cada una como un locus, con un rango

de peso molecular de 210 a 1600 pares de base (Tabla 18).

Tabla 18. Numero de loci y peso molecular de los “primers” utilizados para la
amplificacion de ADN de S. portoricense de la region de los Tuxtlas, Veracruz.

Primer No. de loci Peso molecular (pb)

808 16 1100- 220

811 14 920- 230

835 17 1230- 210

842 12 1200- 210

861 16 1600- 240

888 11 1200- 230
locus 86
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808

811

835

Figura 22.a. Fotografias de los geles de ISSR’s amplificados de individuos
adultos de Sideroxylon portoricense de la region de los Tuxtlas; “primer” 808
(16 loci; bandas de 1100 a 220 pb), 811 (14 loci; bandas de 920 a 230 pb) y
835 (17 loci; bandas de 1230 a 210 pb.)
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888

Figura 22.b. Fotografias de los geles ISSR’s amplificados de individuos adultos
de Sideroxylon portoricense de la regiéon de los Tuxtlas, Veracruz; “primer” 842
(12 loci; bandas de 1200 a 210 pb), 861 (16 loci; bandas de 1200 a 240 pb) y
888 (11 loci; bandas de 1200 a 230 pb).
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Variacion genética

El calculo de las frecuencias alélicas entre poblaciones de S. portoricense,
mostro diferencias significativas (Apéndice 2), teniendo 72 de 86 loci diferentes.
No se hallaron diferencias significativas en el calculo de las frecuencias alélicas
de poblaciones de selva respecto a las poblaciones de fragmento (prueba de
verosimilitud, X°= 0.0796, P= 0.7777). Las frecuencias alélicas de cada una

de las poblaciones de S. Portoricense pueden consultarse en el Apéndice 3 y 4.

Los niveles de heterocigosis, porcentaje de loci polimdrficos e indice de
Shannon hallados para la especie fueron los siguientes: H.= 0.3524 *+ 0.1248;
%P =100; I= 0.5264 == 0.1457 (Tabla 19). Asimismo se encontré que los
indices de variacibn mas altos en las poblaciones de S. portoricense estan
representados en el continuo “Selva 2”7 (He.= 0.3078; %P= 80.23; I= 0.4501),
mientras que los valores mas bajos se encuentran en el fragmento “Laguna

Escondida” (He= 0.1731; %P= 46.51; I= 0.2436) (Tabla 19).

Los indices de variaciéon también fueron calculados para cada habitat, en donde
se utilizaron los loci de todos de los individuos de selva para un grupo (44) y
los loci de todos los individuos de fragmento para el otro grupo (45). Se
encontré que los niveles de variaciéon son mas altos para las poblaciones de
selva (He= 0.3491 =+ 0.1355; %P= 94.18; I= 0.5297 + 0.1680) en contraste
con las poblaciones de fragmento (H.= 0.3105 * 0.1513; %P= 89.53; I=
0.4795 % 0.1893) (Tabla 19), sin que estos muestren diferencias significativas
(He: t= 1.61, p= 0.1092; I: t=1.84, p= 0.0675). La heterocigosis para cada

locus por hébitat se muestra en el apéndice 5.
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Tabla 19. Indices de variacién genética para cada una de las poblaciones de
Sideroxylon portoricense en habitat de selva y fragmento de la regiéon de los
Tuxtlas, Veracruz. Tamafio de la poblacion (N); heterocigosis esperada (He);
porcentaje de loci polimorficos (% P, criterio del 95%) e Iindice de Shannon (I).

Habitat Poblacion N H. %P I
Selva
“Selva 1” 13 0.2422 58.13 0.3457
“Selva 2” 19 0.3078 80.23 0.4501
“Selva 3” 12 0.2145 53.48 0.3061
Selva 44 0.3491 94.18 0.5297
(£ 0.1355) (= 0.1680)
Fragmento
“Laguna Azul” 10 0.2082 54.65 0.2944
“Laguna Escondida” 9 0.1731 46.51 0.2436
“Ruiz Cortinez” 12 0.2152 52.32 0.3210
“Domingo” 14 0.2485 68.60 0.3747
Fragmento 45 0.3105 89.53 0.4795
(x 0.1513) (= 0.1893)
Especie 89 0.3524 100 0.5264)
(= 0.1248) (£ 0.1457)

De la misma forma se calcularon los indices de variacion para cada uno de los
“primers” utilizados para S. portoricense, siendo el primer 842 el que present6
mayor nivel de variacion (H.= 0.3966 + 0.1005; I= 0.5813 *x 0.1128) vy los

niveles de variacibn mas bajos se presentaron en el “primer” 835 (H.=

0.3206+ 0.1438; I= 0.4887 = 0.1726) (Tabla 20).
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Tabla 20. indices de variacion genética de los seis “primers” utilizados para
Sideroxylon portoricense con los datos de todas las poblaciones. Heterocigosis
esperada (H.); numero de loci polimérficos por primer (n.l.); porcentaje de loci
polimorficos (% P, criterio del 95%) e Indice de Shannon (I).

“Primer” H. n.l. %P I
808 0.3246 (= 0.1344) 16 100 0.4956 (* 0.1585)
811 0.3779 (£ 0.1145) 14 100 0.5592 (£ 0.1304)
835 0.3206 (= 0.1438) 17 100 0.4887 (+ 0.1726)
842 0.3966 (% 0.1005) 12 100 0.5813 (£ 0.1128)
861 0.3464 (*+ 0.1217) 16 100 0.5226 (* 0.1425)
888 0.3555 (+ 0.1201) 11 100 0.5335 (£ 0.1394)

Estructura genética

Se encontré que existe una diferenciacion global alta entre las poblaciones de S.
portoricense (6= 0.3708 + 0.0289). El intervalo de confianza del 95% (1000
repeticiones) para 6 de todas las poblaciones es de 0.3184 - 0.4237, por lo
cual el valor promedio de @ difiere significativamente de cero. También se
estimoé la diferenciacidon genética para cada habitat, en donde theta fue menor
para los sitios de selva (6= 0.3518) en contraste con los sitios fragmento (6=
0.3745) sin diferir significativamente (Tabla 21). Los valores promedio de 6 de

para cada locus en todas las poblaciones pueden consultarse en el apéndice 6.

A partir de 6 (equivalente a Gst) (Hedrick, 2000), se calculé el namero de
migrantes efectivos por generacion (Nm) para la especie y para cada habitat.
Se encontré que el valor de Nm para Sideroxylon portoricense es de 0.3118,
mientras que el valor de Nm para selva es de 0.2047 y de 0.2358 para los sitios

de fragmento (Tabla 21).
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Tabla 21. Diferenciacion genética de S. portoricense obtenida mediante el
algoritmo del coeficiente de coancestria (Weir y Cockerham, 1984) para héabitat
de selva y fragmento en la regién de los Tuxtlas, Veracruz. Diferenciacion
genética (0); intervalo de confianza (IC 95%); estimacion del flujo génico
(Nm).

Habitat e IC 95% Nm
Inferior Superior

Selva 0.3518 *= 0.0342 0.2797 0.4160 0.2047
Fragmento 0.3745 = 0.0367 0.3023 0.4467 0.2358
Global 0.3708 = 0.0289 0.3184 0.4237 0.3118

Se encontrdé que el 58.08% de la variacion genética de S. portoricense esta
dentro de cada una de las poblaciones con un valor de ®@Fsr = 0.4192 (valor
equivalente a 0). El 40.04% de la variaciébn genética se encontré entre las
poblaciones dentro de las habitats, mientras que el resto de la variaciéon
genética para la especie, se encuentra entre los habitats y no resulté ser

significativa (1.88%) (Figura 23, tabla 22).
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Tabla 22. Analisis de varianza molecular (AMOVA, Excoffier et al. 2005) para las
poblaciones adultas de Sideroxylon portoricense en la regiéon de los Tuxtlas,
Veracruz (*= P< 0.05). Se consideraron dos habitats: selva y fragmento, en
las cuales estan representadas tres poblaciones de selva y cuatro poblaciones
de fragmento.

Fuente g.l. S.C Comp. Var. %%var. D
Entre habitats. 1 123.297 0.3409 1.88 0.0188
Entre poblaciones 5 502.663 7.2464 40.04* 0.4080
dentro de los
habitats.

Dentro de las 82 862.085 10.5132 58.08* 0.4192

poblaciones.

Entre habitats:

Entre
poblaciones
dentro de los
habitats:

40.04%

Dentro de las
poblaciones:

58.08 %o

Figura 23. Representacion grafica de la distribucion de la variacion genética
jerarquicamente en las poblaciones adultas de Sideroxylon portoricense, en la
region de los Tuxtlas, Veracruz.
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Distancias genéticas y aislamiento por distancia

La distancia genética promedio (D) entre todos los pares de poblaciones para
S. portoricense fue de 0.2065 = 0.0463. Las poblaciones con menor similitud
genética fueron dos fragmentos, “Laguna Azul” y “Laguna Escondida” con un
valor de 0.0510, mientras que las poblaciones méas emparentadas fueron
“Selva 3” y “Laguna Escondida” con una distancia genética de 0.2821 (Tabla
23).

Tabla 23. Matriz de distancias genéticas (D) (Nei, 1978) y geograficas (Km.)
(Bogan, 2006) entre las poblaciones de selva y fragmento de Sideroxylon

portoricense en la region de los Tuxtlas, Veracruz. Las distancias geograficas se
muestran sobre la diagonal, mientras que las genéticas por debajo de ella.

Laguna Laguna
Poblacion Selval Selva 2 Selva 3 Azul Escondida Domingo Praxedes
Selva 1 0.3572 1.0887 2.0463 1.6287 1.0458 3.4389
Selva 2 0.1773 0.801 1.6992 1.2717 0.7353 3.1181
Selva 3 0.2141 0.2577 1.2041 0.9186 0.8922 2.3931
Lag. Azul 0.2134 0.2141 0.2304 0.5314 1.3619 2.1926
Lag. Esc. 0.2309 0.2456 0.2821 0.0510 0.8351 2.1187
Domingo 0.2190 0.1513 0.2256 0.2037 0.2305 2.3931

Praxedes 0.2042 0.2177 0.1953 0.1634 0.2048 0.2140

Se realiz6 un dendograma mediante el algoritmo UPGMA utilizando un
bootstrap de 10,000 permutaciones para visualizar graficamente la relaciéon
genética de las poblaciones (Figura 24). La prueba de Mantel no resultd
significativa (Z= 6.7145, r= 0.1158, p= 0.2940). No existe una correlacion
entre la distancia genética y la distancia geografica y se rechaza la hip6tesis de

aislamiento por distancia (Figura 25).
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Figura 24. Dendograma de las poblaciones de S. portoricense realizado con el
algoritmo UPGMA. En la parte superior de cada nodo se muestra la distancia
genética (Nei, 1972) y por debajo el valor del bootstrap que lo soportan.

Figura 25. Prueba de Mantel. Analisis de aislamiento
poblaciones de Sideroxylon portoricense en la region de
El ajuste lineal no resulté significativo (r= 0.1158; P=

0.30
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representa un par de poblaciones (Tabla 23).
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5. DISCUSION.

Caracteres de historia de vida.

Los fragmentos presentan caracteristicas ambientales que propician el
establecimiento y supervivencia de las plantulas de S. portoricense, de la
misma forma los caracteres de vigor presentan ventajas en las plantulas que
logran establecerse en los fragmentos debido a las condiciones de luz que estos

presentan.

Masa de semilla.

La masa de las semillas representa la cantidad de recursos que el arbol madre
le aporta a cada plantula para la supervivencia y el éxito en el establecimiento
en esta primera fase (Kitajima, 2000). La masa promedio de las semillas que
produce S. portoricense es de 0.91 gramos (masa en peso seco de 0.46 gr.),
las cuales pueden ser consideradas como semillas pequefias respecto a las
producidas por otros arboles tropicales (Holl y Lulow, 1997). En general, las
semillas grandes le confieren mayores ventajas de supervivencia a las plantulas
en sitios cerrados o donde la luz esta limitada, mientras que las semillas
pequefas suelen tener mayor éxito en el crecimiento de las plantulas en sitios
abiertos (Paz y Martinez-Ramos, 2003). En este estudio se encontré que la
masa de la semilla tiene una relacibn positiva sobre a la supervivencia y
establecimiento de las plantulas en selva, mientras que para las zonas de
fragmentos la masa de la semilla no juega un papel determinante y cualquier

tamarfo de semilla puede establecerse al interior de los fragmentos.

De la misma forma, se observé que existe varianza genética entre la masa de la

semillas de cada una de las familias sin encontrar una relacion respecto al
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habitat de donde proviene el arbol madre. Lo anterior sugiere que la masa de la
semilla determina la supervivencia s6lo en condiciones de estrés ambiental
como la falta de luz y que la varianza genética de las semillas se encuentra bajo

seleccidn en estas condiciones.

Supervivencia.

Se encontré una mayor supervivencia de plantulas en fragmentos respecto al
bosque continuo, esta diferencia mostré ser significativa para el habitat. Las
condiciones que presentan los fragmentos, como mayor incidencia de luz en el
sotobosque, permiten que el establecimiento y supervivencia de las plantulas
sea mayor en los fragmentos respecto a los sitios de bosque continuo, en dénde
existe una menor entrada de luz al sotobosque. Estos resultados pueden ser
apoyados con las mediciones de luz que se registraron para ambos habitats, en
donde se muestra una diferencia significativa en la cantidad de luz incidente al
interior de fragmentos en comparacion con los sitios de selva continua. Un
estudio realizado por Augspurger (1984), con 18 especies tropicales de arboles
con diferentes grados de tolerancia a la luz en Barro Colorado, muestra que la
mayoria de las especies germinan mas rapido y tienen una mayor supervivencia
bajo condiciones de luz, ya que esta suele ser fundamental en las primeras
etapas de la plantula. De la misma forma en un estudio realizado en Costa Rica,
con cuatro especies de arboles tropicales en zonas de bosque, sombra vy
potrero, S. portoricense mostr6 una mayor supervivencia en las zonas de
potrero, donde las cantidades de luz y la temperatura fueron significativamente
mayores (Loik y Holl, 1999). Lo anterior nos sugiere que S. portoricense se
comporta como una especie medianamente tolerante, ya que puede llegar a
establecerse en sitios con bajas cantidades de luz y zonas abiertas. Es

importante sefalar que las plantulas de este arbol se encuentran en muy bajas
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densidades dentro de los continuos y su establecimiento puede verse afectado.
De esta forma, la supervivencia de S. portoricense depende en gran medida de
factores fisicos y de los cambios que pueda sufrir el ambiente través del tiempo,
como la apertura de claros o formacién de remanentes y por otro lado, la
varianza genética de las semillas puede ser seleccionada so6lo bajo ciertos
ambientes; esto hace que la supervivencia este determinada por la

heterogeneidad ambiental.

Vigor.

El crecimiento de las plantulas y la produccion foliar fue significativamente
mayor en los fragmentos, debido a que estas zonas presentan rangos de luz
mayores respecto a los continuos. La luz determina gran parte del vigor de las
plantulas, ya que esta representa un recurso importante en el crecimiento de
plantulas provenientes de semillas pequefas (Paz y Martinez- Ramos, 2003) asi
como en la produccién y el tamafio de las hojas. Estos caracteres suelen verse
beneficiados cuando las plantulas tienen una mayor capacidad para capturar
luz, debido a que las plantulas establecidas en los fragmentos tienen una mayor
tasa de fotosintesis y produccion de area foliar. Al mismo tiempo se ha visto
que las plantulas que se logran establecer en sitios cerrados tienen mayor
dificultad para captar energia solar, ya que esta se encuentra reducida y el flujo
de luz suele ser variable en el tiempo y en el espacio (Delagrange et al., 2006).
La entrada de luz permite que las hojas se mantengan vivas y la produccion de
estas continde. En los continuos se observé que la mayoria de las plantulas
presentaban una hoja en promedio o s6lo mantenian el tallo en pie sin ninguna

hoja, ya que la luz necesaria para mantener las hojas era limitada.
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Los resultados obtenidos en este trabajo pueden ser apoyados por un estudio
de Loik y Holl (1999) realizado al sureste de Costa Rica, en donde el nUmero de
hojas, el area foliar y el grosor de las hojas de plantulas de S. portoricense,
resultdé ser mayor en potreros y bajo la sombra de arboles aislados en
comparacion con el bosque continuo. Lo anterior nos sugiere que estos
caracteres se ven beneficiados cuando las plantulas se establecen en zonas
abiertas como claros, potreros o bordes de fragmentos en donde la incidencia

de la luz incrementa el vigor de las plantulas de S. portoricense.

Dafio por patéogenos y herbivoros.

El bosque tropical es uno de los ambientes mas comunes en donde las
interacciones entre herbivoros y plantas se favorecen frecuentemente
Cualquier tipo de tejido puede convertirse en un recurso esencial para los
herbivoros y los patégenos, como hojas jévenes, tallos, raices y/o semillas

(Dominguez y Dirzo, 1995).

El dafio por patégenos y herbivoros registrado en tallos y hojas en plantulas de
S. portoricense fue mayor en fragmentos. Muchas veces los cambios en el
ambiente, como la formacion de bordes en los fragmentos permiten el flujo de
organismos, incluyendo patégenos y herbivoros (Benitez- Malvido y Lemus
Albor, 2003). Los dafos causados por depredadores en plantulas de S.
portoricense en fragmentos, podrian deberse a oportunistas o generalistas que
consumen hojas jévenes y tallos en el caso de los herbivoros, mientras que el
dafio por patégenos podria estar dado por especies que se encuentran en la
hojarasca del sotobosque e infectan las plantulas cercanas (Garcia-Guzman y
Benitez-Malvido, 2003). Por otro lado, la baja densidad de plantulas en los

continuos permite que S. portoricense escape de los posibles depredadores que
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se encuentren en el bosque, a pesar de que se considera que la densidad de
una especie no siempre esta relacionada con el ataque por sus depredadores
(Coley y Barone, 1996). También es importante sefialar que la densidad de
plantulas “con hojas” en los continuos era muy baja respecto a los fragmentos,
lo que hace que la proporcidon de ataque por patdégenos y herbivoros en los sitos
de bosque sea mucho menor vy significativa, ya que en estos sitios la cantidad

de recursos para los oportunistas y/o generalistas era menor.
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Estructura genética

Los resultados obtenidos sobre diversidad y estructuraciéon genética de arboles
de S. portoricense no indican que exista un efecto negativo de la fragmentacion
sobre las poblaciones que se encuentran en remanentes y continuos, sin
embargo se hallé6 una diferenciacion genética entre las poblaciones de esta

especie que sugiere ciertas tendencias evolutivas.

Diversidad genética

S. portoricense es una especie que presenta niveles de variacion altos (He=
0.3524) en poblaciones adultas, en comparacion con los niveles de variacion
encontrada para algunas herbaceas y arboles tropicales (Eguiarte et al., 1992;
Hall et al., 1994; Lovvett y Haq, 2000). No se encontraron diferencias
significativas en los niveles de variacibn entre poblaciones de continuos y
remanentes, lo que sugiere que la diversidad genética no se modifica con el
habitat. Probablemente la variacibn genética se encontraba distribuida de la
misma forma en un continuo de vegetacion antes de la fragmentacion del
habitat ocurriera, fendbmeno que comenzdé en los Ultimos cuarenta afos
(Bierregaard et al., 1992), tiempo menor a la edad reproductiva de estos
arboles, por lo que se podria suponer que el bosque tropical de la region de los
Tuxtlas aun no ha sido afectado negativamente en su estructura genética por el

fendbmeno de la fragmentacion.
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Es posible que estos altos niveles de variacion estuvieran dados por un flujo
constante de alelos, en donde las poblaciones reciben genotipos externos
mediante la dispersion de frutos por aves, las cuales suelen tener una gran
capacidad de dispersion (Martinez-Garza y Gonzalez-Montagut, 2002),
provocando el intercambio de genes y con esto el mantenimiento de la

diversidad genética.

Diferenciacion genética.

S. portoricense  presenté una diferenciacion global alta (6=0.3708), en
comparacion con otros estudios de especies tropicales realizados con ISSR’s
(Nybom, 2004; Suarez-Montes, 2007; Zhao et al., 2007; Le Roux et al., 2008),
también se encontré que esta diferenciacion no es significativa entre habitats
(6= 0.3518 en selva y 0.3745 en fragmentos). Esta diferenciacion podria estar
dada por la pérdida de alelos a causa de la disminucion en los tamafos
poblacionales como consecuencia de la reducciéon del habitat, lo que hace que
las poblaciones tiendan al aislamiento y la diferenciacion aumente (Young et al.,
1996). Asimismo esta alta diferenciacion genética puede resultar discordante
con la distancia geogréafica pequefia entre las poblaciones (3.5 km.), sin
embargo, se considera que esta estructuracion no esta relacionada con la
distancia, si no con la reduccion del flujo génico entre las poblaciones debido a
la falta de polinizadores ¢ la disminucion en la dispersion de frutos por aves

(Dominguez et al., 2005).

La distribucion de la varianza genética resultd ser mayor dentro de las
poblaciones (58.08%) y entre las poblaciones dentro de los habitats (40.04%),

siendo significativa esta distribucion, mientras que sélo el 1.88% se encuentra
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distribuida entre habitats. Esta estructuracién genética puede deberse a que la
especie crece en pequefos parches o zonas determinadas por la incidencia de
luz, en donde los individuos establecidos presentan diferencias alélicas respecto
a otras poblaciones, sin que estos tiendan a la endogamia y sean diversos
genéticamente. Es importante sefialar que los tamafos poblacionales de S.
portoricense suelen ser muy bajos, lo que representa un problema demogréfico
mas que genético; sin embargo los tamafos efectivos de esta especie podrian

llevar a las poblaciones a la deriva génica.

Flujo génico y distancia genética

El flujo génico (Nm) es considerado como uno de los elementos mas
importantes en la estructura genética de las poblaciones, ya que mediante este
ocurre el intercambio de alelos que determina el comportamiento evolutivo de
las poblaciones y las especies (Slatkin, 1994). El nivel de flujo génico hallado
para S. portoricense fue de 0.3118, valor que refleja un bajo intercambio de
alelos entre las poblaciones de esta especie en comparacion con otros estudios
realizados con ISSR’s en especies tropicales (Suarez-Montes, 2007; Aguilar-
Amezquita, 2008) y herbaceas perennes (Zhao et al., 2007), ya que se
considera que si Nm es mayor a uno, las poblaciones presentan menor
probabilidad de diferenciacion y te6ricamente no hay deriva génica, pero si este
valor es menor a uno, entonces la deriva génica actida sobre cada una de las
poblaciones haciéndolas evolucionar independientemente (Slatkin, 1994). Este
valor de flujo génico concuerda con el valor de estructuracion global (6=
0.3708) encontrado para S. portoricense, ya que muestra una alta
diferenciacion poblacional debido a un bajo nivel de flujo génico entre ellas, en

donde la deriva génica podria comenzar a actuar no solo por un bajo

37



intercambio genético, si no por la baja densidad poblacional de esta especie
debido a su historia de vida. Es importante sefialar que la estimacion del flujo
génico para este estudio es indirecto y depende de la estimaciéon de la
estructura genética de cada poblacién, calculo que pude verse afectado por las

suposiciones bajo las que se encuentran las frecuencias alélicas.

Las poblaciones de S. portoricense presentan una distancia genética promedio
moderada (0.2065 =+ 0.0463) en comparaciéon con otros estudios de plantas
(Gbnzalez, 2004; Suarez-Montes, 2007; Aguilar-Amezquita, 2008;) lo que
significa que cierta proporcion de los alelos son compartidos entre las
poblaciones y no estan altamente emparentadas, lo que evidencia la alta
estructuracion genética de la especie. No se encontr6é evidencia de que exista
relacion entre la distancia genética de las poblaciones y la distancia geogréfica a
la que se encuentra cada una de estas, por lo que la hip6tesis de aislamiento
por distancia fue descartada. Es importante sefialar que la escala de distancia
geografica entre poblaciones es muy pequefia (3.5 km.), y podria ser que para
observar el efecto de aislamiento por distancia se requiera una mayor escala
geografica entra las poblaciones estudiada. Teniendo una escala geogréafica tan
pequefia no importa si los individuos pertenecen a poblaciones diferentes en
hébitats distintos ya que todas las poblaciones podrian estar formando una
metapoblacién, tomando en cuenta que la variacibn genética se encontraba
distribuida en todas las poblaciones como un continuo antes de Ila
fragmentacion del habitat. Esto reafirma que las poblaciones no se han
erosionado genéticamente de forma significativa y que quizd la relacion
genética que estas presentan, esta relacionada por el flujo de genes. De la
misma forma, el dendograma realizado para ver de forma grafica el grado de

relacion genética de las poblaciones no muestra una clara agrupacion entre las
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poblaciones de selva y las poblaciones de fragmento; sin embargo podria
comenzar a observarse una tendencia en donde las poblaciones se agrupen por
habitat en un futuro préximo, en donde la fragmentacién provoque la erosion

genética.
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6. CONCLUSIONES

e La supervivencia de plantulas de Sideroxylon portoricense se ve beneficiada
en sitios de fragmentos dado por las condiciones de luz en el sotobosque,
mientras que la masa de la semilla juega un papel importante en la
supervivencia, establecimiento y los caracteres de vigor como la tasa de
crecimiento, el area foliar y la producciéon de hojas, sélo cuando las plantulas
se someten a condiciones ambientales de estrés como la falta de luz en sitios
cerrados de bosque maduro, lo que hace que la supervivencia depende en

gran medida de la heterogeneidad ambiental.

e Existe una alta variacibn genética asociada al alto porcentaje de
polimorfismo en las poblaciones adultas de S. portoricense; asimismo hay
una alta estructuracion genética de las poblaciones sin importar el habitat al
que estas pertenezcan, ya que la mayor parte de la variacion genética se

encuentra dentro de las poblaciones.

e S. portoricense presenta un bajo nivel de flujo génico entre sus poblaciones
asociado a la alta estructuracion poblacional y probablemente a la baja

densidad demografica que presenta esta especie.

e La distancia genética de esta especie es moderada entre sus poblaciones ya
gue aun existe un bajo intercambio genético; no se encontré aislamiento por

distancia dado que la escala geogréafica entre poblaciones es pequefia.



Lo anterior nos sugiere que el efecto de la fragmentacién del habitat alin no ha
erosionado de forma significativa la diversidad genética de las poblaciones de
esta especie, mientras que algunos eventos fisicos asociados a la modificacion
del habitat benefician la supervivencia y el establecimiento de las plantulas de
algunas especies como S. portoricense que puede establecerse en zonas con
mayores cantidades de luz. Esta especie presenta cierto potencial para
regenerar las zonas perturbadas de selva o sitios fragmentados y aumentar su
densidad demografica en el bosque tropical. Esto ayudaria a que los tamafos
poblacionales fueran mayores, se conservara la variacidon genética y existiera un
mayor intercambio genético para evitar que las poblaciones de esta especie
tiendan a la deriva génica o se vean sometidas en cuellos de botella, donde

potencialmente tienen lugar las extinciones locales.

Es de gran importancia entender como se comportan las poblaciones a nivel
genético y ecoldgico cuando ocurren cambios continuos en el ambiente y el
habitat se ve fragmentado, ya que gran parte de las especies de arboles
tropicales suelen ser altamente susceptibles a estas modificaciones y la

estructura del bosque depende en cierta medida de ellos.

Estos estudios en conjunto, son un herramienta basica para entender lo que
sucede en las selvas tropicales y con esto ayudar mediante planes de manejo a
restaurar y rescatar gran parte de las selvas mexicanas que actualmente se
encuentran convertidas en mosaicos de vegetacion formados por acahuales,
potreros, fragmentos y continuos, los cuales aun son refugio de un gran numero
de especies y gran parte de la diversidad genética se encuentra en las selvas

tropicales.



7. APENDICES

Apéndice 1.

Protocolo de extraccion de ADN de plantas mini-prep.

1.- Moler 500 mg de tejido en un mortero con nitrégeno liquido hasta pulverizar

y eliminar el méximo de fibras.

2.- Agregar 500 ul de buffer de extraccion CTAB y 500 ul de STE hasta

homogeneizar. Recuperar el extracto crudo en un tubo eppendorf de 1.5 ml.

3.- Centrifugar a 10,000 rpm (revoluciones por minuto) durante 8 minutos y

eliminar el sobrenadante obtenido. Si el sobrenadante resulta de un color

intenso, se recomienda repetir los pasos 2 y 3.

4.- Resuspender el precipitado obtenido con 500 ul de CTAB 2X y 500 ul de STE.

5.- Centrifugar a 10,000 rpm durante 8 min a 4° C.

6.- Eliminar el sobrenadante y resuspender el precipitado con 600 ul CTAB 2X.

7.- Agregar 50 unidades de RNAsa.

8.- Agregar 15 ul de proteinaza K e incubar a -20° C durante 20 minutos.

Mezclar por inversion e incubar en hielo durante 5 minutos.



9.- Agregar a cada tubo 600 ul de la mezcla cloroformo-octanol (24:1), agitar

con vortex hasta homogeneizar (no exceder la agitacion).

10.- Centrifugar a 9,500 rpm durante 12 minutos. En caso de que el
sobrenadante no sea transparente, repetir el paso anterior con el sobrenadante

resultante de la primera centrifugacion.

11.- Recuperar la fase acuosa (superior) en un tubo nuevo. Este paso es
fundamental para obtener un ADN limpio, se debe evitar recuperar el material

de la fase intermedia que contiene principalmente proteinas.

12.- Agregar 600 pl de isopropanol frio a -20° C para precipitar el ADN.

13.- Incubar durante 2 horas a -20° C.

14.- Centrifugar a 9,000 rpm durante 5 minutos a 4° C. Eliminar el
sobrenadante. Se observara un pequefio botdn al final del tubo, este es el ADN
que debe ser de color blanco translucido. Si este es muy blanco y muy grande
es posible que este sucio, muestras de este tipo es conveniente eliminarlas o

volverlas a limpiar con alcohol.

15.- Lavar el ADN agregando 1ml de etanol al 70% a -20° C, mezclar por
inversion hasta observar que el botdén se desprende. Incubar durante 5 minutos

a temperatura ambiente y centrifugar a 10,000 rpm durante 5 minutos.

16.- Eliminar el sobrenadante sin perder de vista el botén y resuspender el ADN

con 50 ul de agua ultra pura .



Buffers de extraccion.

Buffer de extraccion CTAB 2X:
*Tris-HCL 100mM pH 8

*NaCl 1.4 M

*EDTA 20mM pHS8

*CTAB 2%

*B-mercaptoetanol 0.3% (agregar justo al momento de usarse)

Buffer de extraccion CTAB:
*Tris-HCL 100mM pH 8
*NaCl 1.5 M

*EDTA 20mM pHS8

*CTAB 4%

*PVP40 4%

*Acido ascérbico 0.1%
*DIECA 0.1%

*B-mercaptoetanol 0.3% (agregar al momento de usarse)

Buffer de extraccion STE:
*Tris-HCL 100mM pH 8
*EDTA 50mM pHS8

*NaCl 100mM

*B-mercaptoetanol 0.3% (agregar al momento de usarse)



Apéndice 2.

Frecuencias alélicas promedio por locus para Sideroxylon portoricense
(** =P< 0.05)

Locus p q P<0.05 SE

0.1286 0.8714 |0.0011* 0.0006
0.1759 0.8241 |0.0007* 0.0003
0.1027 0.8973 |0.0000* 0.0000
0.1091 0.8909 |0.0000* 0.0000
0.2115 0.7885 |0.0000* 0.0000
0.5553 0.4447 |0.0000* 0.0000
0.0530 0.9470 |0.0598 0.0056
0.1971 0.8029 |0.0000* 0.0000
0.1971 0.8029 |0.0000* 0.0000
10 0.4310 0.5690 |0.0000* 0.0000
11 0.1553 0.8447 |0.3394 0.0096
12 0.4838 0.5162 |0.0000* 0.0000
13 0.3293 0.6707 |0.0000* 0.0000
14 0.4950 0.5050 |0.0000* 0.0000
15 0.2719 0.7281 |0.0000* 0.0000
16 0.0775 0.9225 |0.0000* 0.0000
17 0.2349 0.7651 |0.2320 0.0147
18 0.3627 0.6373 |0.0000* 0.0000
19 0.0879 0.9121 |0.0141* 0.0040
20 0.1255 0.8745 |0.0750 0.0061
21 0.3284 0.6716 |0.0184* 0.0051
22 0.5603 0.4397 |0.0000* 0.0000
23 0.5733 0.4267 |0.0577 0.0066
24 0.4577 0.5423 |0.0000* 0.0000
25 0.1582 0.8418 |0.0001* 0.0001
26 0.1921 0.8079 |0.0000* 0.0000
27 0.5356 0.4644 |0.0087 0.0024
28 0.1582 0.8418 |0.4073 0.0101
29 0.3284 0.6716 |0.7864 0.0089
30 0.2571 0.7429 |0.0955 0.0135
31 0.1384 0.8616 |0.0000* 0.0000
32 0.0697 0.9303 |0.0000* 0.0000
33 0.1003 0.8997 |0.0000* 0.0000
34 0.0577 0.9423 |0.0006* 0.0003
35 0.0577 0.9423 |0.0064* 0.0036
36 0.3284 0.6716 |0.0000* 0.0000
37 0.1515 0.8485 |0.0000* 0.0000
38 0.0941 0.9059 |0.0250* 0.0027
39 0.3120 0.6880 |0.0000* 0.0000
40 0.5356 0.4644 |0.0000* 0.0000
41 0.5236 0.4764 |0.0000* 0.0000
42 0.2276 0.7724 |0.0001* 0.0001
43 0.3039 0.6961 |0.0000* 0.0000
44 0.3715 0.6285 |0.0000* 0.0000
45 0.2724 0.7276 |0.0000* 0.0000
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Locus p q P<0.05 SE
46 0.3715 0.6285 |0.0000* 0.0000
47 0.1648 0.8352 |0.0030* 0.0016
48 0.4210 0.5790 |0.0000* 0.0000
49 0.1759 0.8241 |0.0000* 0.0000
50 0.4310 0.5690 |0.0055* 0.0016
51 0.1091 0.8909 |0.0002* 0.0002
52 0.2564 0.7436 |0.0000* 0.0000
53 0.5553 0.4447 |0.2071 0.0164
54 0.2261 0.7739 |0.0000* 0.0000
55 0.5553 0.4447 |0.0540 0.0088
56 0.1621 0.8379 |0.0000* 0.0000
57 0.3293 0.6707 |0.0001* 0.0001
58 0.3466 0.6534 |0.0027* 0.0008
59 0.7116 0.2884 |0.0579 0.0067
60 0.1128 0.8872 |0.0002* 0.0002
61 0.0577 0.9423 |0.0398* 0.0047
62 0.2204 0.7796 |0.0000* 0.0000
63 0.2571 0.7429 |0.0000* 0.0000
64 0.2422 0.7578 |0.0000* 0.0000
65 0.5120 0.4880 |0.0000* 0.0000
66 0.1852 0.8148 |0.0000* 0.0000
67 0.1784 0.8216 |0.0000* 0.0000
68 0.4474 0.5526 |0.0000* 0.0000
69 0.5603 0.4397 |0.0103* 0.0015
70 0.1128 0.8872 |0.0000* 0.0000
71 0.2422 0.7578 |0.0000* 0.0000
72 0.2132 0.7868 |0.0000* 0.0000
73 0.3453 0.6547 |0.0000* 0.0000
74 0.4178 0.5822 |0.0000* 0.0000
75 0.1191 0.8809 |0.0000* 0.0000
76 0.2801 0.7199 |0.0000* 0.0000
77 0.0818 0.9182 |0.0000* 0.0000
78 0.1852 0.8148 |0.0000* 0.0000
79 0.1582 0.8418 |0.0001* 0.0001
80 0.1852 0.8148 |0.0000* 0.0000
81 0.4083 0.5917 |0.0000* 0.0000
82 0.4083 0.5917 |0.0000* 0.0000
83 0.3202 0.6798 |0.0000* 0.0000
84 0.7149 0.2851 |0.0789 0.0097
85 0.8791 0.1209 |0.6196 0.0200
86 0.4178 0.5822 | 0.0000* 0.0000




Apéndice

3.

Frecuencias alélicas promedio por locus para habitat de selva y
fragmento de Sideroxylon portoricense (** =P< 0.05).

SELVA FRAGMENTO

6] q P<0.05 SE Locus P q P<0.05 SE
0.1732 0.8268|0.0007* 0.0002 1 0.0845 0.9155 [0.2830 0.0052
0.1870 0.8130(0.0021* 0.0009 2 0.1637 0.8363 [0.0552 0.0037
0.0463 0.9537|0.1938 0.009 3 0.1637 0.8363 |0.0000* 0.0000
0.1596 0.8404 | 0.0000* 0.0000 4 0.0596 0.9404 |0.0143* 0.0017
0.1332 0.8668 |0.0000* 0.0000 5 0.2990 0.7010 [0.0412* 0.0062
0.4957 0.5043|0.0002* 0.0001 6 0.6196 0.3804 [0.1236 0.0091
0.0825 0.9175(0.1457 0.0033 7 0.0234 0.9766 |[0.1515 0.0066
0.2446 0.7554|0.0000* 0.0000 8 0.1500 0.8500 |0.0262* 0.003
0.3235 0.6765|0.0000* 0.0000 9 0.0845 0.9155 [0.0008* 0.0004
0.2298 0.7702|0.0002* 0.0002| 10 |0.7707 0.2293 |0.5537 0.0077
0.1596 0.8404|0.0383* 0.0030| 11 |0.1500 0.8500 |1.0000 0.0000
0.6240 0.3760|0.0084* 0.0015| 12 |0.3684 0.6316 |0.0001* 0.0001
0.1332 0.8668|0.0417* 0.0040| 13 |0.6196 0.3804 |0.5210 0.0083
0.3404 0.6596 |0.0000* 0.0000| 14 |0.7252 0.2748 |0.5421 0.0082
0.4738 0.5262|0.0006* 0.0002| 15 |0.1101 0.8899 |0.0067* 0.0015
0.1332 0.8668|0.0000* 0.0000| 16 |0.0234 0.9766 |0.1305 0.0052
0.2751 0.7249(0.2133 0.0091| 17 |0.1960 0.8040 |0.3115 0.0080
0.4325 0.5675|0.0555 0.0046| 18 |0.2988 0.7012 |0.0000* 0.0000
0.0703 0.9297|0.2453 0.0061| 19 |0.1050 0.8950 |0.0052* 0.0009
0.1202 0.8798|0.0045* 0.0010| 20 |0.1300 0.8700 |1.0000 0.0000
0.3756 0.6244|0.0380* 0.0045| 21 |0.2832 0.7168 |0.0704 0.0032
0.7733 0.2267|0.0656 0.0046| 22 |0.4194 0.5806 |0.0011* 0.0005
0.5186 0.4814|0.0165* 0.0024| 23 |0.6281 0.3719 |0.6061 0.0084
0.4957 0.5043(0.8341 0.0051| 24 |0.4194 0.5806 |0.0000* 0.0000
0.1075 0.8925(0.2345 0.0080| 25 |[0.2099 0.7901 |0.0000* 0.0000
0.2446 0.7554|0.0005* 0.0003| 26 |0.1428 0.8572 |0.0007* 0.0004
0.5186 0.4814|0.0356* 0.0040| 27 |0.5478 0.4522 |0.0124* 0.0021
0.2010 0.7990|0.7856 0.0049| 28 |0.1174 0.8826 |0.2785 0.0085
0.2751 0.7249|0.9255 0.0020| 29 |0.3825 0.6175 |0.7977 0.0087
0.2751 0.7249|0.5440 0.0075| 30 |0.2383 0.7617 |0.0305* 0.0037
0.1463 0.8537|0.0012* 0.0003| 31 |0.1300 0.8700 |0.0000* 0.0000
0.0229 0.9771|0.7335 0.0028| 32 |0.1174 0.8826 |0.0000* 0.0000
0.1332 0.8668|0.0000* 0.0000| 33 |0.0687 0.9313 |0.0083* 0.0020
0.1075 0.8925|0.0041* 0.0008| 34 |0.0111 0.9889 |1.0000 0.0000
0.0703 0.9297|0.0032* 0.0009| 35 |0.0452 0.9548 |0.1472 0.0048
0.2597 0.7403|0.0000* 0.0000| 36 |0.4007 0.5993 |0.0000* 0.0000
0.1870 0.8130|0.0000* 0.0000| 37 |0.1174 0.8826 |0.0000* 0.0000
0.0703 0.9297|1.0000 0.0000| 38 |0.1174 0.8826 |0.0070* 0.0016
0.3756 0.6244|0.0000* 0.0000| 39 |0.2530 0.7470 |0.0000* 0.0000
0.3940 0.6060 |0.0000* 0.0000| 40 |0.7314 0.2686 |0.2524 0.0049
0.7283 0.2717|0.3468 0.0083| 41 |0.3825 0.6175 |0.0000* 0.0000
0.1202 0.8798|0.0769 0.0054| 42 |0.3477 0.6523 |0.0236* 0.0030
0.5186 0.4814|0.0683 0.0048| 43 |0.1428 0.8572 |0.0031* 0.0011
0.4527 0.5473|0.0007* 0.0003| 44 |0.2988 0.7012 |0.0054* 0.0018
0.1596 0.8404|0.0000* 0.0000| 45 |0.4007 0.5993 |0.0000* 0.0000




SELVA FRAGMENTO

P q P<0.05 SE Locus |p q P<0.05 SE

0.4129 0.5871|0.0000* 0.0000| 46 |0.3310 0.6690 |0.0011* 0.0008
0.1732 0.8268|0.0036* 0.0010| 47 |0.1558 0.8442 |0.0475* 0.0044
0.5131 0.4869|0.2021 0.0088| 48 |0.3404 0.6596 |0.0000* 0.0000
0.2990 0.7010|0.0004* 0.0004| 49 |0.0703 0.9297 |0.0205* 0.0024
0.4899 0.5101|0.2806 0.0064| 50 |0.3756 0.6244 |0.0052* 0.0014
0.0972 0.9028|0.0196* 0.0025| 51 |0.1202 0.8798 |0.0001* 0.0001
0.3157 0.6843|0.0002* 0.0001| 52 |0.2010 0.7990 |0.0095* 0.0018
0.5904 0.4096|0.1048 0.0065| 53 |0.5186 0.4814 |0.3666 0.0140
0.2359 0.7641|0.0002* 0.0002| 54 |0.2152 0.7848 |0.0041* 0.0015
0.5374 0.4626|0.0934 0.0045| 55 |0.5681 0.4319 |0.0675 0.0036
0.3504 0.6496|0.4330 0.0092| 56 |0.0114 0.9886 |1.0000 0.0000
0.2990 0.7010|0.1447 0.0048| 57 |0.3578 0.6422 |0.0000* 0.0000
0.4259 0.5741|0.0004* 0.0002| 58 |0.2751 0.7249 |0.5369 0.0082
0.6196 0.3804|0.1034 0.0049| 59 |0.8283 0.1717 |0.4133 0.0088
0.2298 0.7702]0.4310 0.0065| 60 |0.0111 0.9889 |0.6884 0.0110
0.0825 0.9175|0.1483 0.0037| 61 |0.0337 0.9663 |0.0297* 0.0037
0.3404 0.6596 |0.0000* 0.0000| 62 |0.1174 0.8826 |0.6017 0.0116
0.1870 0.8130|0.0016* 0.0007| 63 |0.3310 0.6690 |0.0003* 0.0002
0.3235 0.6765|0.0000* 0.0000| 64 |0.1690 0.8310 |0.0000* 0.0000
0.4527 0.5473]0.0000* 0.0000| 65 |0.5729 0.4271 |0.0000* 0.0000
0.2909 0.7091|0.0000* 0.0000| 66 |0.0927 0.9073 |0.0000* 0.0000
0.0000 1.0000|1.0000 0.0000| 67 |0.4007 0.5993 |0.0000* 0.0000
1.0000 0.0000|1.0000 0.0000f 68 |0.2240 0.7760 |0.0000* 0.0000
0.4527 0.5473]0.0313* 0.0025| 69 |0.6931 0.3069 |0.4981 0.0070
0.1332 0.8668|0.0371 0.0026| 70 |0.0927 0.9073 |0.0000* 0.0000
0.2152 0.7848|0.0000* 0.0000| 71 |0.2679 0.7321 |0.0005* 0.0003
0.3235 0.6765|0.0000* 0.0000| 72 |0.1174 0.8826 |0.0000* 0.0000
0.2010 0.7990|0.0000* 0.0000| 73 |0.5240 0.4760 |0.0000* 0.0000
0.4527 0.5473|0.0000* 0.0000| 74 |0.3825 0.6175 |0.0000* 0.0000
0.1732 0.8268|0.0000* 0.0000| 75 |0.0687 0.9313 |0.0080* 0.0014
0.2751 0.7249|0.0000* 0.0000| 76 |0.2832 0.7168 |0.0032* 0.0010
0.0345 0.9655|0.3434 0.0059| 77 |0.1300 0.8700 |0.0000* 0.0000
0.2010 0.7990|0.0002* 0.0001| 78 |0.1690 0.8310 |0.0000* 0.0000
0.1596 0.8404|0.0016* 0.0005| 79 |0.1558 0.8442 |0.0006* 0.0003
0.2446 0.7554|0.0000* 0.0000| 80 |0.1300 0.8700 |0.0003* 0.0002
0.1596 0.8404 |0.0000* 0.0000| 81 |1.0000 0.0000 |1.0000 0.0000
0.5186 0.4814|0.0000* 0.0000| 82 |0.3147 0.6853 |0.0000* 0.0000
0.2152 0.7848|0.0000* 0.0000| 83 |0.4388 0.5612 |0.0000* 0.0000
0.7733 0.2267|1.0000 0.0000| 84 |0.6591 0.3409 |0.0385* 0.0029
0.8283 0.1717|0.5607 0.0080| 85 |1.0000 0.0000 |1.0000 0.0000
0.3940 0.6060]0.0000* 0.0000| 86 ]0.4388 0.5612 |0.0000* 0.0000




Apéndice 4.

Frecuencias alélicas por locus para cada una de las poblaciones de
Sideroxylon portoricense

SELVA
Locus Estacion 1 Estacion 2 Estacion 3
P q P a P q
1 0.3701 0.6299 | 0.0263 0.9737 | 0.2305 0.7695
2 0.1644 0.8356 | 0.0534 0.9466 | 0.4839 0.5161
3 0.1204 0.8796 | 0.0263 0.9737 | 0.0000 1.0000
4 0.0385 0.9615 | 0.0263 0.9737 | 0.6740 0.3260
5 0.0000 1.0000 | 0.0263 0.9737 | 0.5693 0.4307
6 1.0000 0.0000 | 0.2355 0.7645 | 1.0000 0.0000
7 0.0000 1.0000 | 0.1099 0.8901 | 0.1310 0.8690
8 0.0000 1.0000 | 0.5296 0.4704 | 0.1792 0.8208
9 0.5859 0.4141 | 0.0812 0.9188 | 0.5693 0.4307
10 0.1204 0.8796 | 0.0812 0.9188 | 1.0000 0.0000
11 0.2601 0.7399 | 0.0534 0.9466 | 0.2305 0.7695
12 0.3701 0.6299 | 0.7398 0.2602 | 1.0000 0.0000
13 0.2108 0.7892 | 0.1703 0.8297 | 0.0000 1.0000
14 | 0.5037 0.4963 | 0.1099 0.8901 | 0.6740 0.3260
15 0.2108 0.7892 | 0.7398 0.2602 | 0.4839 0.5161
16 0.0000 1.0000 | 0.3452 0.6548 | 0.0000 1.0000
17 0.2108 0.7892 | 0.3861 0.6139 | 0.1792 0.8208
18 0.6865 0.3135|0.3861 0.6139 | 0.2854 0.7146
19 0.1204 0.8796 | 0.0812 0.9188 | 0.0000 1.0000
20 0.0385 0.9615 | 0.0534 0.9466 | 0.3449 0.6551
21 0.3701 0.6299 | 0.5296 0.4704 | 0.1792 0.8208
22 1.0000 0.0000 | 1.0000 0.0000 | 0.5693 0.4307
23 0.5859 0.4141 | 0.3452 0.6548 | 1.0000 0.0000
24 | 0.5037 0.4963 | 0.5296 0.4704 | 0.4104 0.5896
25 0.0385 0.9615| 0.1703 0.8297 | 0.0852 0.9148
26 0.0000 1.0000 | 0.3067 0.6933 | 0.4839 0.5161
27 0.6865 0.3135|0.5882 0.4118 | 0.2854 0.7146
28 0.1644 0.8356 | 0.2355 0.7645 | 0.1792 0.8208
29 0.3129 0.6871 | 0.2702 0.7298 | 0.2305 0.7695
30 0.2108 0.7892 | 0.3452 0.6548 | 0.2305 0.7695
31 0.0000 1.0000 | 0.3067 0.6933 | 0.0852 0.9148
32 0.0000 1.0000 | 0.0263 0.9737 | 0.0417 0.9583
33 0.0000 1.0000 | 0.3452 0.6548 | 0.0000 1.0000
34 | 0.1644 0.8356 | 0.0000 1.0000 | 0.2305 0.7695
35 0.0000 1.0000 | 0.0263 0.9737 | 0.2305 0.7695
36 0.6865 0.3135| 0.0534 0.9466 | 0.2854 0.7146
37 0.0000 1.0000 | 0.5296 0.4704 | 0.0000 1.0000
38 0.0785 0.9215| 0.0812 0.9188 | 0.0417 0.9583
39 0.6865 0.3135|0.1396 0.8604 | 0.5693 0.4307
40 0.0000 1.0000 | 0.6563 0.3437 | 0.6740 0.3260
41 1.0000 0.0000 | 0.7398 0.2602 | 0.5693 0.4307
42 0.1644 0.8356 | 0.1703 0.8297 | 0.0000 1.0000
43 0.3701 0.6299 | 0.4774 0.5226 | 1.0000 0.0000
44 | 0.4330 0.5670 | 0.7398 0.2602 | 0.1792 0.8208
45 0.0385 0.9615 | 0.0263 0.9737 | 0.6740 0.3260




Locus Estacion 1 Estacion 2 Estacion 3
] q p q P q
46 0.6865 0.3135|0.5882 0.4118 | 0.0417 0.9583
47 0.1644 0.8356 | 0.3067 0.6933 | 0.0000 1.0000
48 0.3701 0.6299 | 0.5169 0.4831 | 0.6740 0.3260
49 0.3701 0.6299 | 0.5169 0.4831 | 0.0000 1.0000
50 0.4330 0.5670 | 0.4145 0.5855 | 0.6740 0.3260
51 0.0385 0.9615 | 0.2148 0.7852 | 0.0000 1.0000
52 0.5037 0.4963 | 0.0859 0.9141 | 0.5693 0.4307
53 0.4330 0.5670 | 0.5771 0.4229 | 1.0000 0.0000
54 |0.2108 0.7892 | 0.4633 0.5367 | 0.0000 1.0000
55 0.5037 0.4963 | 0.4145 0.5855 | 1.0000 0.0000
56 0.3129 0.6871 | 0.2879 0.7121 | 0.4839 0.5161
57 0.2601 0.7399 | 0.2148 0.7852 | 0.4839 0.5161
58 0.6865 0.3135| 0.5169 0.4831 | 0.1310 0.8690
59 0.6865 0.3135| 0.4633 0.5367 | 1.0000 0.0000
60 0.1644 0.8356 | 0.3067 0.6933 | 0.1792 0.8208
61 0.0000 1.0000 | 0.1099 0.8901 | 0.1310 0.8690
62 0.0000 1.0000 | 0.4299 0.5701 | 1.0000 0.0000
63 0.4330 0.5670| 0.1703 0.8297 | 0.0000 1.0000
64 | 0.3129 0.6871 | 0.6563 0.3437 | 0.0000 1.0000
65 0.6865 0.3135| 1.0000 0.0000 | 0.0000 1.0000
66 0.0000 1.0000 | 0.3067 0.6933 | 1.0000 0.0000
67 0.0000 1.0000 | 0.0000 1.0000 | 0.0000 1.0000
68 1.0000 0.0000 | 1.0000 0.0000 | 1.0000 0.0000
69 0.3701 0.6299 | 0.6563 0.3437 | 0.2854 0.7146
70 0.2108 0.7892 | 0.1703 0.8297 | 0.0000 1.0000
71 1.0000 0.0000 | 0.0534 0.9466 | 0.0852 0.9148
72 0.0000 1.0000 | 0.4774 0.5226 | 0.5693 0.4307
73 0.0000 1.0000 | 0.5882 0.4118 | 0.0000 1.0000
74 1.0000 0.0000 | 0.1703 0.8297 | 1.0000 0.0000
75 1.0000 0.0000 | 0.0263 0.9737 | 0.0000 1.0000
76 0.0000 1.0000 | 0.3861 0.6139 | 0.4839 0.5161
77 0.0000 1.0000 | 0.0263 0.9737 | 0.0852 0.9148
78 0.4330 0.5670 | 0.2022 0.7978 | 0.0000 1.0000
79 0.2108 0.7892 | 0.0263 0.9737 | 0.3449 0.6551
80 0.0000 1.0000 | 0.5882 0.4118 | 0.1310 0.8690
81 0.0000 1.0000 | 0.0263 0.9737 | 1.0000 0.0000
82 0.0000 0.0000 | 0.2702 0.7298 | 1.0000 0.0000
83 0.0000 1.0000 | 0.6563 0.3437 | 0.0000 1.0000
84 | 0.6865 0.3135|0.7398 0.2602 | 1.0000 0.0000
85 0.6865 0.3135| 1.0000 0.0000 | 1.0000 0.0000
86 1.0000 0.0000 | 0.0812 0.9188 | 1.0000 0.0000




Frecuencias alélicas por locus para cada una de las poblaciones de
Sideroxylon portoricense

FRAGMENTO
Laguna
Locus| Laguna Azul Escondida Ruiz Cortinez Domingo
P q p q P q p q
1 0.0000 1.0000| 0.0556 0.9444 | 0.1114 0.8886 |0.1588 0.8412
2 0.3555 0.6445| 0.0556 0.9444 | 0.1942 0.8058 |0.0500 0.9500
3 0.0000 1.0000| 0.0000 1.0000 | 0.6006 0.3994 |0.0500 0.9500
4 0.0500 0.9500| 0.0000 1.0000 | .00000 1.0000 [0.2189 0.7811
5 0.2839 0.7161| 0.0556 0.9444 | 0.4533 0.5467 |0.3555 0.6445
6 0.6437 0.3563| 0.5045 0.4955 | 1.0000 0.0000 [0.4358 0.5642
7 0.1028 0.8972| 0.0000 1.0000 | 0.0000 1.0000 [0.0000 1.0000
8 0.2189 0.7811| 0.0000 1.0000 | 0.2865 0.7135 |0.0500 0.9500
9 0.0500 0.9500| 0.0000 1.0000 | 0.0000 1.0000 |0.3555 0.6445
10 |0.6437 0.3563| 1.0000 0.0000 | 1.0000 0.0000 [0.6437 0.3563
11 |0.1588 0.8412| 0.1146 0.8854 | 0.1518 0.8482 [0.1588 0.8412
12 |0.5292 0.4708| 0.0000 1.0000 | 0.5214 0.4786 [0.4358 0.5642
13 |0.5292 0.4708| 0.5045 0.4955 | 0.6006 0.3994 |1.0000 0.0000
14 |0.6437 0.3563| 0.6250 0.3750 | 1.0000 0.0000 [0.6437 0.3563
15 |0.2839 0.7161| 0.1778 0.8222 | 0.0000 1.0000 [0.0500 0.9500
16 |0.1028 0.8972| 0.0000 1.0000 | 0.0000 1.0000 |0.0000 1.0000
17 10.2839 0.7161| 0.0556 0.9444 | 0.2390 0.7610 |0.1792 0.8208
18 |0.3555 0.6445| 1.0000 0.0000 | 0.3375 0.6625 |0.0000 1.0000
19 |0.0000 1.0000| 0.0000 1.0000 | 0.1114 0.8886 [0.2854 0.7146
20 |0.1028 0.8972| 0.1146 0.8854 | 0.1518 0.8482 |0.1310 0.8690
21 |0.2839 0.7161| 0.4062 0.5938 | 0.1114 0.8886 |0.4104 0.5896
22 |0.5292 0.4708| 1.0000 0.0000 | 0.4533 0.5467 |0.1310 0.8690
23 |0.6437 0.3563| 1.0000 0.0000 | 0.5214 0.4786 |0.5693 0.4307
24 |0.5292 0.4708| 1.0000 0.0000 | 0.6976 0.3024 |0.0000 1.0000
25 |0.1028 0.8972| 0.0000 1.0000 | 0.1518 0.8482 [0.6740 0.3260
26 |0.2189 0.7811| 0.4062 0.5938 | 0.0000 1.0000 |0.0852 0.9148
27 |0.4358 0.5642| 1.0000 0.0000 | 0.3375 0.6625 |1.0000 0.0000
28 |0.1588 0.8412| 0.0000 1.0000 | 0.1114 0.8886 |0.1792 0.8208
29 |0.3555 0.6445| 0.5045 0.4955 | 0.3375 0.6625 |0.3449 0.6551
30 [0.2839 0.7161| 0.2463 0.7537 | 0.3926 0.6074 |0.0417 0.9583
31 |0.0000 1.0000| 0.4062 0.5938 | 0.0000 1.0000 |0.2305 0.7695
32 |0.0000 1.0000| 0.5045 0.4955 | 0.0357 0.9643 |0.0852 0.9148
33 |0.0000 1.0000| 0.0000 1.0000 | 0.0357 0.9643 |0.2305 0.7695
34 |0.0000 1.0000| 0.0000 1.0000 | 0.0357 0.9643 |0.0000 1.0000
35 |0.0000 1.0000| 0.0000 1.0000 | 0.0357 0.9643 |0.1310 0.8690
36 |1.0000 0.0000| 0.6250 0.3750 | 0.0357 0.9643 |0.5693 0.4307
37 |0.0000 1.0000| 0.0000 1.0000 | 0.4533 0.5467 |0.0000 1.0000
38 |0.0000 1.0000| 0.0000 1.0000 | 0.2865 0.7135 |0.1310 0.8690
39 ]0.6437 0.3563| 0.6250 0.3750 | 0.0000 1.0000 |0.1310 0.8690
40 |1.0000 0.0000| 0.6250 0.3750 | 1.0000 0.0000 |0.5693 0.4307
41 |0.0000 1.0000| 0.1778 0.8222 | 0.6976 0.3024 |1.0000 0.0000
42 |0.3555 0.6445| 0.1146 0.8854 | 0.6006 0.3994 [0.2854 0.7146
43 |0.0000 1.0000| 0.0000 1.0000 | 0.2390 0.7610 [0.2854 0.7146
44 10.2839 0.7161| 0.2463 0.7537 | 0.6006 0.3994 [0.0852 0.9148
45 [1.0000 0.0000| 1.0000 0.0000 | 0.1518 0.8482 |0.2854 0.7146
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Laguna

Locus| Laguna Azul Escondida Ruiz Cortinez Domingo
P q p q P q p q
46 |0.1028 0.8972| 0.1146 0.8854 | 0.6976 0.3024 |0.4104 0.5896
47 |0.0000 1.0000| 0.1146 0.8854 | 0.2865 0.7135 [0.1792 0.8208
48 |0.0000 1.0000| 0.0000 1.0000 | 0.6976 0.3024 |1.0000 0.0000
49 |0.0000 1.0000| 0.1294 0.8706 | 0.0000 1.0000 [0.1792 0.8208
50 |0.1588 0.8412| 0.2019 0.7981 | 0.6976 0.3024 [0.4104 0.5896
51 |0.0000 1.0000| 0.0000 1.0000 | 0.3926 0.6074 [0.0417 0.9583
52 |0.1588 0.8412| 0.2817 0.7183 | 0.0357 0.9643 [0.4104 0.5896
53 |0.4358 0.5642| 0.6030 0.3970 | 0.3926 0.6074 [0.6740 0.3260
54 10.4358 0.5642| 0.3713 0.6287 | 0.0357 0.9643 [0.1792 0.8208
55 |0.5292 0.4708| 1.0000 0.0000 | 0.6976 0.3024 |0.3449 0.6551
56 |0.0000 1.0000| 0.0000 1.0000 | 0.0357 0.9643 |0.0000 1.0000
57 ]0.3555 0.6445| 0.6030 0.3970 | 0.0357 0.9643 |1.0000 0.0000
58 |0.3555 0.6445| 0.3713 0.6287 | 0.2390 0.7610 [0.1792 0.8208
59 |0.6437 0.3563| 1.0000 0.0000 | 1.0000 0.0000 |1.0000 0.0000
60 |0.0000 1.0000|0.0000 1.0000 |0.0000 1.0000 |0.0417 0.9583
61 |0.0000 1.0000|0.0000 1.0000 |0.0000 1.0000 |0.1310 0.8690
62 |0.0500 0.9500| 0.1778 0.8222 | 0.1518 0.8482 |0.0852 0.9148
63 |0.1588 0.8412| 0.2463 0.7537 | 0.2390 0.7610 [1.0000 0.0000
64 |0.0000 1.0000| 0.0000 1.0000 [1.0000 0.0000 |[0.0000 1.0000
65 |1.0000 0.0000| 1.0000 0.0000 [1.0000 0.0000 [0.1792 0.8208
66 |0.0000 1.0000| 0.0000 1.0000 | 0.0000 1.0000 [0.4104 0.5896
67 |1.0000 0.0000| 1.0000 0.0000 | 0.4533 0.5467 {0.0000 1.0000
68 |0.0000 1.0000| 0.0000 1.0000 | 1.0000 0.0000 [0.1792 0.8208
69 |1.0000 0.0000| 1.0000 0.0000 | 0.6006 0.3994 |0.5693 0.4307
70 |0.0000 1.0000| 0.0000 1.0000 | 0.0000 1.0000 [0.4104 0.5896
71 |0.3555 0.6445| 0.6250 0.3750 | 0.2865 0.7135 [0.0000 1.0000
72 |0.0000 1.0000| 0.0000 1.0000 | 0.3926 0.6074 [0.0417 0.9583
73 |0.5292 0.4708| 1.0000 0.0000 | 1.0000 0.0000 [0.1792 0.8208
74 |1.0000 0.0000| 0.5045 0.4955 |0.0000 1.0000 [0.6740 0.3260
75 |0.1588 0.8412| 0.1778 0.8222 |0.0000 1.0000 [0.0000 1.0000
76 |0.1028 0.8972| 0.0556 0.9444 | 0.4533 0.5467 [0.4839 0.5161
77 |0.1588 0.8412| 0.5045 0.4955 |0.0000 1.0000 |[0.0417 0.9583
78 |0.0000 1.0000| 0.5045 0.4955 |0.0000 1.0000 [0.3449 0.6551
79 |0.0000 1.0000| 0.0000 1.0000 | 0.3375 0.6625 [0.2305 0.7695
80 |0.1028 0.8972| 0.0556 0.9444 | 0.0000 1.0000 [0.4104 0.5896
81 |1.0000 0.0000| 1.0000 0.0000 [1.0000 0.0000 |[1.0000 0.0000
82 |0.0000 1.0000| 0.0000 1.0000 |1.0000 0.0000 [0.5693 0.4307
83 |1.0000 0.0000|1.0000 0.0000 | 0.0000 1.0000 [1.0000 0.0000
84 |1.0000 0.0000|1.0000 0.0000 | 0.6976 0.3024 [0.4104 0.5896
85 |1.0000 0.0000|1.0000 0.0000 | 1.0000 0.0000 |[1.0000 0.0000
86 |1.0000 0.0000|1.0000 0.0000 | 0.0000 1.0000 [1.0000 0.0000
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Apéndice 5.

Heterocigosis esperada por locus para habitat de selva y fragmento en
Sideroxylon portoricense.

Locus Selva Fragmento
1 0.2897 0.1565
2 0.3075 0.2770
3 0.0893 0.2770
4 0.2714 0.1134
5 0.2335 0.4242
6 0.5057 0.4769
7 0.1531 0.0462
8 0.3738 0.2580
9 0.4427 0.1565
10 0.3580 0.3576
11 0.2714 0.2580
12 0.4747 0.4709
13 0.2335 0.4769
14 0.4542 0.4032
15 0.5044 0.1983
16 0.2335 0.0462
17 0.4034 0.3187
18 0.4965 0.4237
19 0.1322 0.1900
20 0.2140 0.2287
21 0.4744 0.4105
22 0.3547 0.4925
23 0.5050 0.4724
24 0.5057 0.4925
25 0.1940 0.3354
26 0.3738 0.2475
27 0.5050 0.5010
28 0.3249 0.2095
29 0.4034 0.4777
30 0.4034 0.3671
31 0.2526 0.2287
32 0.0452 0.2095
33 0.2335 0.1293
34 0.1940 0.0222
35 0.1322 0.0873
36 0.3889 0.4857
37 0.3075 0.2095
38 0.1322 0.2095
39 0.4744 0.3822
40 0.4830 0.3974
41 0.4003 0.4777
42 0.2140 0.4587
43 0.5050 0.2475
44 0.5012 0.4237
45 0.2714 0.4857
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Locus Selva Fragmento
46 0.4904 0.4479
47 0.2897 0.2660
48 0.5055 0.4542
49 0.4242 0.1322
50 0.5057 0.4744
51 0.1776 0.2140
52 0.4372 0.3249
53 0.4893 0.5050
54 0.3648 0.3417
55 0.5030 0.4964
56 0.4606 0.0227
57 0.4242 0.4648
58 0.4948 0.4034
59 0.4769 0.2878
60 0.3580 0.0222
61 0.1531 0.0659
62 0.4542 0.2095
63 0.3075 0.4479
64 0.4427 0.2840
65 0.5012 0.4949
66 0.4173 0.1701
67 0.0000 0.4857
68 0.0000 0.3515
69 0.5012 0.4302
70 0.2335 0.1701
71 0.3417 0.3967
72 0.4427 0.2095
73 0.3429 0.5045
74 0.5012 0.4777
75 0.2897 0.1293
76 0.4034 0.4105
77 0.0674 0.2287
78 0.3249 0.284
79 0.2714 0.2660
80 0.3738 0.2287
81 0.2714 0.0000
82 0.5050 0.4362
83 0.3417 0.4980
84 0.3547 0.4544
85 0.2878 0.0000
86 0.4830 0.4980
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Apéndice 6.

Diferenciacion genética (0) por locus para todas las poblaciones de
Sideroxylon portoricense (** =P< 0.05).

Locus () P<0.05
1 0.3726 |0.0023*
2 0.3729 0.0018*
3 0.3704 |0.0000*
4 0.3702 0.0000*
5 0.3721 0.0000*
6 0.3693 0.0000*
7 0.3718 0.0556
8 0.3724 0.0000*
9 0.3711 0.0000*
10 0.3657 0.0000*
11 0.3737 0.3806
12 0.3718 |0.0000*
13 0.3704 0.0000*
14 0.3713 0.0000*
15 0.3712 0.0000*
16 0.3714 0.0000*
17 0.3747 0.2161
18 0.3718 |0.0000*
19 0.3723 0.0193*

20 0.3729 0.0741

21 0.3749 0.0228*
22 0.3691 0.0000*
23 0.3730 0.0580

24 0.3724 0.0000*
25 0.3716 0.0000*
26 0.3727 0.0000*
27 0.3721 0.0045*
28 0.3738 |0.4291

29 0.3759 0.7546

30 0.3748 0.1059

31 0.3724 0.0000*
32 0.3711 0.0000*
33 0.3718 |0.0000*
34 0.3717 0.0003*
35 0.3717 0.0071*
36 0.3691 0.0000*
37 0.3704 0.0000*
38 0.3724 0.0222*
39 0.3713 0.0000*
40 0.3698 0.0000*
41 0.3690 |0.0000*
42 0.3731 0.0000*
43 0.3703 0.0000*
44 0.3730 |0.0000*
45 0.3663 0.0000*
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Locus theta P

46 0.3721 |0.0000*
47 0.3734 |0.0053*
48 0.3701 |0.0000*
49 0.3718 |0.0000*
50 0.3747 |0.0091*
51 0.3720 |0.0001*
52 0.3730 |0.0000*
53 0.3743 |0.1853

54 0.3732 |0.0000*
55 0.3728 |0.0508

56 0.3722 |0.0000*
57 0.3707 |0.0000*
58 0.3742 |0.0035*
59 0.3713 |0.0538

60 0.3724 |0.0006*
61 0.3719 |0.0426*
62 0.3688 |0.0000*
63 0.3700 |0.0000*
64 0.3661 |0.0000*
65 0.3650 |0.0000*
66 0.3676 |0.0000*
67 0.3643 |0.0000*
68 0.3622 |0.0000*
69 0.3728 |0.0164*
70 0.3720 |0.0000*
71 0.3682 |0.0000*
72 0.3715 |0.0000*
73 0.3665 |0.0000*
74 0.3656 |0.0000*
75 0.3663 |0.0000*
76 0.3734 |0.0000*
77 0.3713 |0.0000*
78 0.3723 |0.0000*
79 0.3729 |0.0000*
80 0.3712 |0.0000*
81 0.3607 |0.0000*
82 0.3649 |0.0000*
83 0.3628 |0.0000*
84 0.3725 |0.0782

85 0.3710 |0.6276

86 0.3615 |0.0000*
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