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RESUMEN

La fragmentacién de los bosques es una caracteristica dominante de los paisges
actuales, convirtiéndose en uno de los principales problemas que enfrentan los bosques
tropicales secos del mundo. La reduccion en la cantidad de hébitat y € aumento en el
aisamiento entre parches de hébitat tienen consecuencias negativas sobre la
reproducciéon de las plantas. En general, se espera una reducciéon de la diversidad
genética y un aumento de la endogamia en las especies que habitan en los bosques
fragmentados. Este aumento en la endogamia se reflgja en un bajo desempefio de la
progenie, comprometiendo la regeneracion y sobrevivencia de las poblaciones naturales.
Las plantas dioicas, al ser obligatoriamente exocruzadas, pueden ser méas vulnerables a
la fragmentacion del habitat. No obstante, los efectos de la fragmentacion en estas
plantas han sido poco estudiados en los bosques tropicales. En este trabgjo se evalla €
efecto de la fragmentacion del hébitat sobre la proporcién sexual, la estructura genética
y e desempefio temprano de la progenie de Brosimum alicastrum en la Reserva de la
Biosfera Chamela-Cuixmala, México. Se compararon sitios de bosgue continuo con
fragmentos de bosgue. Los resultados muestran que no existen sesgos en la proporcion
sexual esperada (1:1) en relacion a la condicién del habitat. Los valores de diversidad
genética son altos, la diferenciacién poblacional bajay no difieren entre condiciones de
habitat. Tampoco observamos evidencia de endogamia en las frecuencias genotipicas.
Las estimaciones de flujo de polen a partir de asignaciones de paternidad de semillas,
muestran que la frecuencia de apareamiento es mayor entre arboles cercanos, sin
embargo, también se detectaron apareamientos a larga distancia, sobretodo en los sitios
fragmentados. El nimero efectivo de donadores de polen fue mayor en los arboles de
bosgue continuo gque en los de bosgue fragmentado. EI desempefio temprano de la
progenie no tuvo diferencias significativas entre condiciones de habitat, ni en la
probabilidad de germinacién, ni en el tiempo de emergencia. Sin embargo, las progenies
de arboles de bosque continuo presentaron significativamente una mayor altura, un
mayor nimero de hojas y biomasa seca que las de bosque fragmentado. Nuestro trabajo
demuestra efectos negativos de la fragmentacion sobre el nimero efectivo de donadores
de polen y el desempefio temprano de las progenies.



ABSTRACT

Forest fragmentation is a dominant feature of today’s landscapes, becoming one of the
main problems facing the tropical dry forests of the world. The reductions in the amount
of habitat and increased isolation between habitat patches have negative consequences
on plant reproduction. Overall, a reduction in genetic diversity and increases in
inbreeding levels in species living in fragmented forest are expected. Such increase in
inbreeding is reflected in low progeny performance, compromising the regeneration and
survival of wild populations. Dioecious plants, are obligate outcrossers and thus more
vulnerable to habitat fragmentation; nevertheless, the effects of fragmentation on these
plants have been little studied in tropical forests. We evaluated the effect of habitat
fragmentation on population sex ratio, genetic structure and progeny performance of
Brosimum alicastrum in the region of Chamela-Cuixmala Biosphere Reserve, México,
comparing sites of continuous forest with populations of fragmented forest. Results
show unbiased sexual ratios (1: 1) in relation to habitat condition. The genetic diversity
values were high, the genetic differentiation between populations was low and those did
not differ between habitat conditions. We did not detect evidence of inbreeding in the
genotypic frequencies. Pollen flow estimates based on paternity assignments show that
the mating frequency is higher among nearby trees, but aso long-distance matings were
detected, especidly in fragmented sites. The effective number of pollen donors was
greater in trees living in continuous forest in comparison to those in fragmented forest.
Progenies performed equally between habitat conditions in the probability of
germination and in the onset of seedling emergence, however progeny produced in
continuous forests attained higher height, produce more leaves and higher dry biomass
than seedlings from fragmented forest. Finally, this study detected negative effects of
fragmentation on the effective number of pollen donors and on early progeny

performance.



INTRODUCCION

En la actualidad es casi imposible encontrar ecosistemas naturales que no hayan sido
modificados por e ser humano. Se estima que 83% de |la superficie de la tierra ha sido
afectada por la influencia humana, ya sea directa o indirectamente (Sanderson et al.,
2002). Los bosques tropicales secos se consideran los ecosistemas naturales méas
amenazados del planeta y su mayor amenaza es el cambio en e uso de suelo. A nivel
mundial, aproximadamente 48.5% de estos bosques ha sido convertido a otras formas de
uso (Hoekstra et al., 2005), principalmente para agricultura y asentamientos humanos
(Murphy & Lugo, 1986; Maass, 1995; Murphy & Lugo, 1995). Tan solo en |os trépicos,
en € periodo de 1980 a 2000, méas del 55% de |os nuevos campos agricolas provenian de
bosgues intactos (Gibbs et al., 2010). Como consecuencia de estas actividades se ha
producido una alta fragmentacion de los bosgues.

El proceso de fragmentacién implica la reduccién en el tamafio del bosque y €
aislamiento espacial entre los remanentes de bosque, lo cual produce cambios en la
estructura de las poblaciones y comunidades de plantas y animales (Saunders et al.,
1991), dterando las interacciones bidticas que mantienen estos organismos, como la
polinizacion (Aizen & Feinsinger, 1994; Didham et al., 1996; Tscharntke & Brandl,
2004) y dispersion de semillas (Markl et al., 2012; McConkey et al., 2012). Debido a
esto, la fragmentacion del habitat es uno de los principales problemas que enfrentan los
bosgues tropicales (Saunder et al., 1991; Fahrig, 2003; Quesada & Stoner, 2004).

A nivel poblacional los efectos de la fragmentacion del hébitat no pueden ser
generalizados ya que las especies pueden responder de manera diferencial, dependiendo
de sus caracteristicas bhioldgicas especificas (Kolb & Diekmann, 2005). Se ha sugerido
gue los arboles tropicales son un grupo susceptible a los efectos de la fragmentacion,
debido a gque tienen lentas tasas de crecimiento, su ocurrencia es en bajas densidades, sus
periodos reproductivos estan adaptados a una marcada estacionalidad climatica, ademas
de que los sistemas reproductivos y de apareamiento, en un porcentgje considerable,
estan restringidos a la polinizacion cruzada, por € emplo, en estas plantas € dioicismo
esta bien representado (Bawa et al., 1985; Bullock, 1985; Murphy & Lugo 1986;
Hamrick & Murawski 1990; Quesada et al., 2001).



El diocismo es un sistema reproductivo que obliga a exocruzamiento, al
presentarse las funciones masculinay femenina en individuos separados. Si bien, en las
angiospermas €l dioicismo representa poco mas del 6 %, en los tropicos se estima que
hasta € 27% de los arboles son dioicos (Bawa & Opler, 1975; IbarraManriquez &
Oyama, 1992). Diversos factores vuelven a las plantas dioicas més vulnerables al
disturbio, por giemplo, en plantas dioicas la expresiéon sexual se reduce ala mitad, por 1o
gue reducciones en e tamafio y densidad poblacionales a causa de la fragmentacion,
podrian afectar su reproduccion a afectar € numero de individuos del sexo opuesto
presentes en los parches (Kramer et al., 2008). Ademas, es probable que la
sobrevivencia en ambientes perturbados sea diferencial entre sexos, provocando cambios
en la proporcién sexual de la poblacion (Gehring & Linhart, 1993), afectando asi €l
tamario efectivo poblacional.

Los cambios en e tamarfio efectivo poblacional y la alteracién de las relaciones
bidticas se espera que tengan consecuencias negativas en la genética de poblaciones de
las plantas dioicas. Por gemplo, |a teoria de la genética de poblaciones predice que si la
disminucion del tamafio de los parches afecta directamente el tamafio y las densidades
poblacionales, se tendria como consecuencia inmediata una pérdida de riqueza aélica,
generandose un “cuello de botella” donde permanece sélo una pequefia parte del “pool”
génico original, y aungue algunos individuos de las poblaciones originales pueden
permanecer por varias generaciones, € incremento en el aislamiento espacia puede
restringir la conectividad entre los fragmentos, debido a alteraciones en el movimiento
tanto de polen como de semillas entre los parches (Young et al., 1996). Ademés, a
disminuir €l nimero de individuos reproductivos se limita la disponibilidad de polen'y se
incrementa la probabilidad de endogamia en especies autoincompatibles, o se reduce €l
nimero de fuentes de polen involucradas en la produccion de semillas, particularmente
en especies exocruzadas ( Templeton et al., 1990; Ellstrand & Elam, 1993; Cascante et
al., 2002; Fuchs et al., 2003; Lowe et al., 2005; Aguilar et al., 2008). En €l largo plazo,
la fragmentacion del habitat puede causar la pérdida de variabilidad genética en las
poblaciones remanentes, debido a la deriva génica o a altos niveles de endogamia, asi
como también favorecer e incremento en la diferenciacion genética (Menges, 1991,
Young et al., 1996; Sork & Smouse, 2006). En general, se espera que en Ultima



instancia, la pérdida de variacion genética puede reducir la capacidad de las poblaciones
para responder a cambios ambientales futuros, asi como incrementar la probabilidad de
extincion local (' Young et al., 1996; Nason & Hamrick, 1997). Sin embargo, también se
propone que la combinacidén de caracteristicas como la longevidad, alta diversidad
genéticay el potencial para altas tasas de flujo génico, pueden hacer a muchas especies
de érboles resistentes ala extincion y ala pérdida de diversidad genética en condiciones
ambiental es cambiantes (Hamrick, 2004).

Ademas de | os efectos que |a fragmentacion puede tener sobre las poblaciones de
adultos, también se podrian presentar cambios en |as progenies debido a aumentos en los
niveles de endogamia producto del cruzamiento entre individuos emparentados (Aguilar
et al., 2008). Por gemplo, se ha observado que las tasas de exocruzamiento en sitios
fragmentados son significativamente menores, mientras que el coeficiente de endogamia
de la progenie es mayor en comparacion a las poblaciones de sitios de bosque continuo
(Aguilar et al., 2008; Eckert et al., 2010) lo que puede producir un decremento en la
cantidad y calidad de la progenie (Cascante etal., 2002), factores clave en €
reclutamiento y supervivencia de las poblaciones (Aguilar et al., 2012).

Revisiones cuantitativas de la literatura a través de meta-andlis, indican que hay
poca informacién sobre las consecuencias genéticas de la fragmentacion sobre plantas
dioicas (Aguilar et al., 2008; Vranckx et al., 2012). El presente trabajo se centra en el
estudio de las consecuencias genéticas de la fragmentacién en poblaciones del arbol
tropical dioico Brosimun alicastrum (Moraceae), en términos de afectaciones a la
diversidad genética, a los patrones de flujo génico y e desempefio temprano de la

progenie.



OBJETIVOS

1. Comparar la proporcién sexual de las poblaciones del arbol Brosimun alicastrum
en bosque continuo y en fragmentos de bosques.

2. Comparar la diversidad genéticay estructura genética de B. alicastrum, tanto en
individuos adultos como en su progenie, en sitios continuos y en fragmentos de
bosgue.

3. Comparar los patrones de flujo génico via polen entre sitios de bosque continuo y
fragmentados.

4. Comparar € desempefio temprano entre progenies provenientes de bosque
continuo y fragmentado.



ANTECEDENTES

La fragmentacion del hébitat es una caracteristica dominante de los paisgjes modernos
por lo que se ha convertido en un tema de importancia para la conservacion de los
bosgues, especialmente los mas amenazados, generando un creciente interés en el
estudio de sus consecuencias.

Tedricamente, se espera que la fragmentacion erosione la variabilidad genética e
incremente la divergencia genética inter-poblacional de las plantas debido a procesos
como deriva génica, endogamiay areducciones en € flujo génico (Aguilar et al., 2008).
Sin embargo, la evidencia empirica de la literatura provee resultados contrastantes,
implicando que no todos los episodios de fragmentacion necesariamente resultan en la
erosion genética de las poblaciones de plantas (Young et al., 1996; Collevatti et al.,
2001; Kettle et al., 2007; Lowe, 2005). Se ha reportado que s se mantienen niveles
naturales de flujo de polen a través del paisge, los efectos de la fragmentacién del
habitat sobre la diversidad genética pueden ser mitigados (Hamrick, 2012). En este
aspecto, algunos estudios no encuentran una reduccion en la diversidad de la nube de
polen después de un proceso de fragmentacion (O’ Connell et al., 2006), otros incluso
han demostrado un incremento (Bacles et al., 2005), asocidndolo con una mejor
dispersion del polen y mayor éxito reproductivo de |los arboles remanentes, posiblemente
debido a reducciones en la competencia por recursos y una mayor dispersion de polen
por el viento (Smouse & Sork, 2004).

En las Ultimas décadas ha habido un creciente interés en la evaluacion de las
consecuencias genéticas de la fragmentacion del hébitat sobre las plantas ( Young et al.,
1996; Lowe, 2005; Ouborg et al., 2006; Honnay & Jacquemyn, 2007), y esto ha
permitido realizar andlisis cuantitativos mediante meta-andlisis de este aspecto (Aguilar
et al., 2008; Vranckx et al., 2012), que indican que la diversidad genética de las plantas
es afectada negativamente por la fragmentacion del hébitat. Especificamente se observa
una reduccion en € nimero de loci polimorficos, en el nimero de alelos, en las tasas de
exocruzamiento y en menor proporcion en la heterocigosidad. Sin embargo, la
intensidad de los efectos negativos de la fragmentacion del habitat dependen de varias

caracteristicas de la historia de vida, tales como el sistema de apareamiento, la



longevidad y distribucion de las especies. En arboles, por gemplo, se sugiere que los
sistemas de apareamiento y |os mecanismos de dispersion de polen y semillas de algunas
especies, pueden ayudar a mitigar la pérdida de diversidad genética en los paisajes
fragmentados (Dick, 2001; White et al., 2002; Hamrick, 2004).

Aunque la dioecia promueve el exo-cruzamiento y potencialmente promueve el
flujo de polen (Ellstrand & Elam, 1993), las especies dioicas son las mas vulnerables a
los efectos de la fragmentacion del habitat (Murcia, 1996) ya que al disminuir € tamafio
y las densidades poblacionales, la expresion sexual se reduce alamitad y pueden ocurrir
desviaciones en la razén sexual de las poblaciones (Field et al., 2013). En condiciones
naturales, los argumentos tedricos clasicos predicen una proporcion esperada de 1:1
(Fisher, 1930; Edwards, 2000). Sin embargo, desviaciones de esta proporcion son
comunmente reportadas en la literatura. Delph (1999) reporta que sblo 29% de las
especies muestran poblaciones con proporciones sexuales iguales, mientras que en mas
de la mitad (59%) las proporciones sexuales se encuentran sesgadas hacia los arboles
masculinos. En arboles tropicales es posible encontrar poblaciones sin sesgo, pero
también se han encontrado poblaciones sesgadas hacia uno u otro sexo, siendo mas
frecuente que lo estén hacia el sexo masculino, (Opler & Bawa 1978; Armstrong &
Irvine 1989; Ackerly et al., 1990; Thomas & LaFrankie 1993; Nicotra 1998; Osunkoya
1999; Lenza & Oliveira 2005; Queenborough et al., 2007; Gao et al., 2012; Riba-
Hernandez et a., 2014). Bgjo €l contexto de la fragmentacion del habitat, en la especie
Diospyros montana en la India, Somanathan & Borges (2000) encuentran desviaciones
en la proporcién sexual en condiciones naturales y fragmentadas, estando sesgada hacia
el sexo masculino en los sitios conservados y sesgada hacia hembras en la poblacién en
el habitat fragmentado.

Aunque se espera que los efectos de la fragmentacion del habitat sobre la
diversidad genética sean més severos en especies auto-incompatibles y en especies
dioicas (Leimu et al., 2006), en estas Ultimas han sido poco evaluados (Aguilar et al.,
2008; Vranckx et al., 2012). En poblaciones silvestres de la especie Carica papaya,
Chévez-Pesqueira et al., (2014) encuentran que las poblaciones de los fragmentos
muestran menor diversidad genética y mayor diferenciacion poblacional que las
poblaciones de bosgue continuo. Por otra parte, también se ha observado que el



coeficiente de endogamia de la progenie es significativamente mayor en comparacion
con las poblaciones en sitios continuos, mientras que en los individuos adultos no hay un
efecto (Aguilar et al., 2008; Vranckx et al., 2012). Tales resultados sugieren cambios en
los patrones de apareamiento de las poblaciones de plantas en hébitat fragmentado a
través de la autopolinizacion en plantas auto-compatibles y/o apareamientos entre
parientes, incrementando asi |a probabilidad de endogamia.

La perdida de variabilidad genéticay e aumento en la endogamia pueden tener
un efecto sobre e desempefio de la progenie como un resultado de la depresion por
endogamia (Cascante et al., 2002). En Samanea saman, Cascante et al., (2002)
demostraron que las semillas producidas en &rboles de poblaciones continuas tuvieron
una mayor probabilidad de germinar y producir mayor érea foliar y biomasa que las
plantulas de la progenie de arboles aislados, 1o cua puede derivar en limitaciones en €l
reclutamiento afectando directamente la supervivencia de las poblaciones naturales. La
evaluacion del desempefio de las progenies junto con medidas de diversidad genética,
son importantes para entender los efectos genéticos de la fragmentacion sobre el
potencial de reclutamiento (Gonzdlez-Varo et al., 2010).

El presente trabajo plantea responder |as siguientes preguntas con €l arbol dioico
B. alicastrum ¢Cudl es €l efecto de la fragmentacion sobre las proporciones sexuales?
¢Cudl es d efecto de la fragmentacion sobre la diversidad genética de individuos adultos
y su progenie? ¢Existen cambios en € nimero de donadores de polen entre sitios de
bosgue continuo y fragmentado? ¢La fragmentacion afecta el desempefio temprano de la

progenie?.



METODOLOGIA

Sitio de estudio

Este estudio fue realizado dentro y en zonas aledafias a la Reserva de la Biosfera Chamela-
Cuixmala, localizada en la costa oeste de México, en el estado de Jalisco. La reserva tiene
una extension de 13,200 ha. La vegetacion predominante es bosque tropical caducifolio y
también se presenta en algunas areas, principalmente asociada a los arroyos, selva mediana
subcaducifolia (Lott et al., 1987). El régimen de precipitacion sigue un patron estacional
muy marcado, la mayoria de la lluvia ocurre durante finales de Junio a Octubre y
Noviembre a Junio se caracteriza por ser una época muy seca. El promedio anual de lluvia
es de 750 mm y la temperatura promedio es de 25°C (Bullock, 1986). Esta reserva es una
de las pocas areas naturales protegidas de bosque tropical seco en México (Ceballos &
Garcia, 1995).

Especie de estudio

Brosimum alicastrum Swartz, es un arbol de la familia Moraceae. Puede alcanzar hasta 40
m de altura y didmetro a la altura del pecho (DAP) de hasta 1.5 m. Se distribuye desde el
norte de México a través de Centroamérica, hasta Colombia, Peru, Venezuela y en las islas
del Caribe: Cuba, Jamaica y Trinidad (Batis el al. 1999). Se reporta como una especie
dioica o monoica (Berg, 1972; Pennington y Sarukhan 1998). Sin embargo, observaciones
realizadas para el presente trabajo indican que para el sitio de estudio las poblaciones son
dioicas. Las flores unisexuales se encuentran en cabezuelas axilares de 1 cm de diametro y
presentan un dimorfismo marcado entre flores de distinto sexo. En los arboles masculinos,
las flores se presentan en cabezuelas verdosas, las cuales consisten de muchas flores
masculinas, cada una compuesta por un perianto rudimentario y un solo estambre. Las
flores femeninas, rodeadas por numerosas bracteas ovadas, verde amarillentas; consisten en
un perianto grueso y tubular terminado en cuatro Iébulos pubescentes y un ovario
semiinfero que contiene un Ovulo; el estigma es bifurcado y completamente expuesto
(Pennington & Sarukhan, 2005). Carecen de pétalos, nectarios o fragancias (Peters, 1989).
Los frutos consisten de una drupa que puede ser verde, amarilla o naranja. Normalmente

contienen una semilla (Figura. 1). Se reporta polinizacion anemdfila, aunque se han
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observado visitas ocasionales de trips, moscas y pequefias abejas, que parecen funcionar
méas como robadores de polen (Peters, 1989).

B. alicastrum tiene un papel importante en la estructura de la vegetacion asi como
para la comunidad de animales. Su semilla y dulce pericarpio representan un porcentaje
importante de la dieta de muchos animales, tanto en e dosel como en € suelo (Estrada &
Coates-Estrada, 1986; Sanchez-Cordero & Martinez-Gallardo, 1998, Vazquez-Yanes et al.,
1999). De esta especie puede aprovecharse practicamente todo, por gemplo, las semillas y
el follgje constituyen un recurso importante en la alimentacion del ganado vacuno, caprino,
equino, porcino y aves, principamente en la época seca (Pardo-Tejeda et al., 1976; Mufios
& Hernandez, 1994.) Ademas sus frutos, hojas, |&tex y corteza tienen usos farmacéuticos en
varias partes de México (Pardo-Tejeda & Sanchez-Muriios, 1980; Vazquez-Y afies et al.,
1999; Schlesinger, 2001).

En el bosgue tropical seco, B. alicastrum se encuentra asociada a habitats riberefios,
areas consideradas elementos clave para la conservacion de la biodiversidad del bosgue
tropical seco, debido a que contienen importantes recursos para € mantenimiento y
conectividad de los rangos hogarefios de muchas especies animales, particularmente

durante la época seca cuando los recursos son limitados (Sanchez-Azofeifa et al., 2009)
¥ - "'.' p - "v"\} \“

Figura 1. Brosimum alicastrum. a) Individuo adulto; b)Flor femenina; ¢) Flor masculing; d) Frutos; c) Semillas.

11




Seleccion de sitios

Para determinar el efecto de la fragmentacion del habitat sobre la proporciéon sexual,
variacion genética, patrones de flujo génico y vigor de la progenie de B. alicastrum, se
compararon tres sitios en bosque continuo con tres sitios de bosque fragmentado (Figura.2).
Como se menciond anteriormente B. alicastrum es una especie que ocurre en hébitats
riberefios del bosgue tropical seco, los cuaes en algunas ocasiones son mantenidos en el
paisge por su importancia para € forrgjeo del ganado, por o que pueden representar
importantes remanentes en la conectividad de las poblaciones. Se consideraron sitios de
bosgue continuo aguellos sitios de bosque maduro (Chamela, Careyes y Caiman) que se
encuentran ubicados dentro de la Reserva de la Bidsfera Chamela-Cuixmala 'y como sitios
fragmentados pequefios remanentes menores a 10 ha (Arroyo Seco, Tecuan y Zapata). El
nimero minimo de individuos en la poblacion fue 11 en la poblacion Tecuén (Tabla 1).
Estas areas se caracterizan por estar rodeadas por una matriz diferente a la original,

generalmente terrenos agricolas 0 zonas de pastoreo.

Tabla 1. Poblaciones muestreadas en bosque continuo y en fragmentos de bosque .

Condicion de

Habitat Poblacién N
Chamela 52

Bosqgue continuo Careyes 99
Caiman 134
Total 285
Arroyo Seco 43

Bosque Tecudn 11

fragmentado

Zapata 14

Total 68
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Figura 2 Ubicacion geogréfica de los sitios de estudio.

Muestreo y analisis de desempefio de la progenie

Se localizaron y georreferenciaron todos los individuos adultos en cada poblacion. Cada
individuo fue etiquetado y se midié el didmetro a la altura del pecho como un estimador de
tamafo. Mediante la observacion directa de flores y frutos, se realizé la determinacion del
sexo de los individuos reproductivos y se colect6 tejido foliar para el analisis genético. En
total se genotipificaron 186 individuos adultos, el nimero minimo de individuos analizados
fue diez para las poblaciones Tecuan y Zapata, y el nimero maximo fue 56 en la poblacion
Careyes. De los individuos femeninos que presentaron frutos se colectaron de 15 a 20
semillas sanas (no abortos, ni depredadas). En total se colectaron semillas de 45 arboles
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femeninos (32 en bosque continuo y 13 en los fragmentos). En las plantulas obtenidas a
partir de estas semillas se colectd tejido foliar para los andlisis de diversidad genética de la
progenie y de flujo génico via polen. Un total de 592 plantulas fueron genotipificadas, 378
plantulas provenientes de bosque continuo y 214 provenientes de fragmentos de bosque
(Tabla 2).

El desempefio de la progenie fue medido en este mismo ensayo en términos de germinacion
y crecimiento en condiciones de invernadero. Las semillas fueron mantenidas bajo las
mismas condiciones ambientales, cada una se sembré a una profundidad de 0.5 cm en una
bolsa que contenia una mezcla de turba, agrolita y arena (2:1:4) y fueron colocadas en filas
al azar, en un invernadero en el Instituto de Investigaciones en Ecosistemas. Se regaron dos
veces a la semana. Se registré el dia de germinacion, el nimero de hojas después de un mes
de germinacion y después de un afio se realizd una cosecha destructiva y se obtuvo el
numero de hojas total, altura, didmetro basal y area foliar. Finalmente, cada plantula fue
secada a 60° por 72 horas para obtener la biomasa seca total.

Uso de mar cadores molecularesy deter minacion de genotipo

La variacion genética fue estimada en las seis poblaciones de B. alicastrum ubicadas (tres
en sitios de bosque continuo y tres en fragmentos de bosque) usando ocho loci de
microsatélites disefiados para la especie (Tabla 2). EI ADN fue extraido usando el Kit
comercial “DNEasy™ Plant Mini Kit” (QIAGEN), siguiendo las especificaciones del
fabricante. Las reacciones de amplificacion fueron realizadas en un volumen total de 8.3 pl
que contenian 0.3 pl de templado de ADN, 0.83 pl de primers (0.2 uM), 3 pl de H,O y 4.16
de Multiplex PCR Master Mix (QIAGEN). Los PCRs fueron realizados en un
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied-Biosystems) usando una temperatura
inicial de desnaturalizacion a 95°C por 15 min, seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion y
extension por 30 s a 95°C, un ciclo de 30 s a 60°C, un ciclo de 1 min a 72°C y un periodo
final de elongacion a 72°C durante 10min. Los productos de la PCR fueron visualizados en
un secuenciador ABI PRISM 3100 Sequencer (Applied Biosystems). Los tamarios de los
fragmentos fueron determinados usando GeneScan Liz 500 (Applied Biosystem). Los
alelos fueron marcados manualmente usando el programa GeneMarker V 2.4.0
(SoftGenetics). Se uso el programa MICROCHECKER (Van Oosterhout et al., 2004) para
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evaluar la presencia de alelos nulos.

Tabla 2. Namero de é&rboles y pléntulas genotipadas en cada sitio

Condicion del Poblacion Arboles Plantulas
hébitat genotipados genotipadas

Chamela 33 67

Bosque continuo Careyes 56 211
Caiman 55 100

Total 144 378

A. seco 23 77

Bosgue fragmentado Tecuan 10 63
Zapata 10 74

Total 42 214

Tabla 3. Primers de microsatélites nucleares de B. alicastrum utilizados.

Secuencia NUumerode  Tamafo
Microsatélite repetida Secuenciadel primer 5- 3 alelos (pb)

Broll (ca)10 F TTGATTCCCAACCCCACTAA 7 107-133
R TTGCCATTTGATGTTACGACA

Bro7 (ga)16 F TTGCCATAAAGCAATTTCCA 13 215-243
R CACGTGTGAGAGGTGATGATG

Bro28 (tg)21 F CGGCTTGCAGAGAACAGAAT 11 104-148
R CGCAGATCGACATTTGGAAT

Brol3 (ca)11 F GAGTTCGCCTGTGTTTGGTT 6 175-199
R CCTTCCCCATCTTATTCTTTGA

Brol0 (ag)19 F GTACTACTCACATCGTCACATA 13 122-144
R ATTGTTTGTCATTTTGCTTC

Brol5 (tg)11 F TCCAGTCAACCCAAAAAGAA 7 107-121
R CAGGCTTTTCCTGATCTTGC

Brol7 (ga)13 F ATCCGGTTCCTTCTCACCTC 8 196-210
R CCTGCTTGTTGCTCAATTCC

Bro20 (ag)14 F TCGGATTGTCACTTGGAGAA 10 199-221
R TCCCTCCAACGTCTTTTGAC

Andlisis genéticos
Diversidad genéticay estructura genética

La diversidad genética de adultos y su progenie fue cuantificada en términos de riqueza
alélica (A), heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He), e indice de
fijacion usando el software ARLEQUIN 3.5 (Excoffier, 2005). Debido a que la riqueza
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alélica de una muestra es un parametro afectado por el tamafio de la muestra, teniendo mas
alelos en las muestras grandes que en las pequefias (Kalinowski, 2004), usamos el método
de rarefaccion implementado en el software ADZE (Szpiech et. al., 2008) para obtener la
riqueza alélica (Ar) y la riqueza alélica privada (Ap). Para evaluar la distribucion de la
variacion genética, entre condiciones y entre poblaciones dentro de las condiciones, tanto
en adultos como en la progenie, se realizé un analisis de varianza molecular (AMOVA) en

los adultos y su progenie usando el programa ARLEQUIN 3.5 (Excoffier et al., 2005).
Determinacion del numer o efectivo de donador es de polen

Se estimd la correlacion de paternidad multilocus (r,) para la progenie de cada sitio
muestreado. Se usO el procedimiento de méxima verosimilitud de Ritland y Jain (1981)
implementado en el software MLTR (Ritland, 2002). Los errores estandar fueron estimados
de 1000 réplicas con remuestreo entre familias (grupos de hermanos maternos). Ritland
(2002) establece que la correlacion de paternidad esta inversamente relacionada con €l

numero de padres (n), donde r,,= 1/n , esta fue usada para calcular € numero efectivo de

donadores de polen (Ng,). Un vaor de correlacion de paternidad de 1 indica que las
progenies son hermanos completos y un valor de 0 indica que las progenies no comparten

donadores.

Determinacion de la distancia de dispersion de polen

Debido a que la relaciéon entre la probabilidad de paternidad y la distancia es una
estimacion de la distribucién del flujo de polen, para comparar las distancias de dispersion
de polen en ambas condiciones se realizd una asignacion de paternidades por
reconstruccion genealégica por métodos bayesianos, utilizando cadenas de Markov vy
simulaciones Monte-Carlo (Hadfield et al., 2006). Este modelo esta4 disponible en €l
programa Masterbayes, escrito en lengugie R (R Development Core Team 2008). El
modelo Masterbayes supone que la probabilidad de que un individuo sea el padre de una
progenie particular cambia de acuerdo a la distancia siguiendo una funcion exponencial,
donde A es & parametro que determinalatasa de cambio de la probabilidad en relacion ala
distancia. Cuando A < O, los individuos adultos masculinos que estan cerca de la madre

putativa tienen més probabilidades de ser los padres. Cuando A > 0, los individuos distantes
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tienen més probabilidades de ser los padres 'y cuando A = 0, la paternidad es independiente
de la distancia. Este programa también estima € numero de individuos masculinos no
muestreados en la poblacion y la probabilidad de paternidad a posteriori para cada par
semilla-padre inferida. Si el progenitor es un arbol no muestreado, €l genotipo y la distancia
son desconocidas. El procedimiento MCMC fue corrido para 150,000 iteraciones, con un
periodo de “burn-in" de 25,000 iteraciones.

Andlisis estadisticos
Propor ciones sexuales

La proporcion sexual fue expresada como la proporcion de érboles masculinos en la
poblacion:

Proporcion sexual =NUmero de arboles masculinos/(nimero de arboles masculinos +
numero de arbol es femeninos)

Se evalub la desviacién de la proporcion esperada 1:1 mediante una prueba G de

heterogeneidad y de bondad de gjuste para la frecuencia observada en cada poblacién.
Desempefio de progenie

Para determinar diferencias entre condiciones de habitat en el desempefio de la progenie se
us6 un modelo lineal generalizado utilizando el procedimiento GENMOD del software
SAS 9.3. En el modelo se us6 la condicion del habitat, es decir bosque continuo o
fragmentado, y el sitio anidado en la condicion como variables independientes y los
caracteres medidos (germinacién, tiempo de emergencia, numero de hojas, altura, biomasa)
como las variables dependientes. Se us6 una distribucion binomial para la probabilidad de
germinacién. Para el tiempo de emergencia, nUmero de hojas y biomasa se usé una

distribucion Poisson y para la altura de las plantulas se usé una distribucién normal.
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RESULTADOS

Propor ciones sexuales

Ubicamos 353 arboles en los seis sitios, 285 individuos en los sitios dentro de la zona de
bosgue continuo y 68 individuos en los sitios de bosque fragmentado. En tres sitios
(Bosque continuo: Chamela; Fragmentos de Bosque; A. Seco y Tecuan) encontramos un
mayor numero de arboles masculinos, en los otros tres (Bosgue continuo: Careyes y
Caiméan; Fragmentos de bosque: Zapata) encontramos un mayor numero de arboles
femeninos (Tabla 3). Sin embargo, la prueba de bondad de guste indica que en general las
proporciones sexuales no se desvian de la proporcion esperada (1:1); X?= 1.35, g.I=1,
p>0.05. La proporcion sexual fue 1:1 en casi todas las poblaciones (X*heterogeneidad=12.50,
g.1=5, p > 0.05). Solo la poblacion Zapata se desvia significativamente de la proporcion
esperada (X?=7.92 g.1=1, p < 0.05), lacual se encuentra sesgada hacia el sexo femenino.

Tabla 4. Densidad poblacional y nimero de individuos por sexo en sitios de bosgue continuo y fragmentado de B.
alicastrum. La columna sin identificar indica que no fue posible determinar el sexo. *< 0.05

Condiciénde ..~ Densidad Arboles Arboles Sin Totgl  PrOPOrCion
Habitat (ind/ha) masculinos femeninos identificar sexual
Chamela 5.3 25 18 9 52 0.58™
Bosque Careyes 8 38 53 8 99 0.41"
continuo
Caiméan 7.3 58 69 7 134 0.45™
Total 121 140 24 285 0.46™
Arroyo ns
Seco 6.3 23 16 4 43 0.58
Bosque Tecusn 26 6 5 0 1 054®
fragmentado
Zapata 2.3 2 12 0 14 0.14*
Total 31 33 4 68 0.48™
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Diversidad y estructura genética de adultosy progenies.

Se obtuvo & genotipo de 187 arboles adultos y 592 plantulas en los seis sitios (Tabla 3) a
través de ocho loci microsatélites. La frecuencia de alelos nulos estimada por € programa
MICROCHECKER (Van Oosterhout et al., 2004) vade 0.016 en e locus Brol7 a 0.055 en
el locus Bro7) indicando que no hay evidencia de aelos nulos en ninguno de los loci.
Todos los loci fueron polimérficos en los sitios analizados y contienen un total de 75 alelos.
El nimero promedio de alelos a través de los loci por poblacion (A) en los adultos, va de
4.87 (en la poblacién Tecuan) a 7.5 (en la poblacion Caiman). Después de la correccion
para la variacion en € tamafio de la muestra, se observé menor variacion en el nimero de
alelos (Ar) entre los sitios que va de 4.47 (A. Seco) a 5.16 (Chamela). El nimero promedio
de alelos privados en los sitios de bosque continuo es 0.29 y 0.26 en los sitios fragmentados
En las progenies e nimero promedio de alelos a través de los loci por poblacion (A), vade
6.13 en la poblacién Tecuan a 7 en la poblacion Careyes, después de la rarefacciéon los
valores varian de 6.01 en la poblacion Zapata a 6.47 en la poblacion Chamela. El nimero
promedio de alelos privados para los sitios de bosgue continuo es de 0.39, mientras que

para |as poblaciones de bosque fragmentado es de 0.22 (Tabla 4).

Los niveles de heterocigosidad esperada fueron altos (variando de H.= 0.56 en la
poblacion Careyes a H.= 0.65 en las poblaciones Chamela, Tecuan y Zapata en los adultos
y en las progenies va de 0.55 en la poblacion A. Seco a 0.62 en la poblacion Tecuan). Por
su parte los valores de heterocigosidad observada varian de H,= 0.54 en la poblacion
Careyes a H,= 0.70 en la poblacion Tecuan en los adultos y en las progenies de H,= 0.53
en lapoblacion A. Seco aH,= 0.64 en la poblacién Tecuan. No encontramos una reduccion

en estos pardmetros de diversidad en los sitios de bosque fragmentado en comparacion alos
sitios de bosque continuo (Continuo: He= 0.61; Fragmentos. He=0.63). Tampoco hay
diferencias entre las generaciones estudiadas. En el caso del coeficiente de endogamia (F,s)
tampoco se encontré diferencia entre los sitios de bosque continuo y fragmentado ni en los
adultos ni en las progenies (Tabla 4). Considerando la diversidad de todos los loci, la
probabilidad de exclusion de paternidad es de 0.998.
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Tabla 5. Medidas de variacion genética de adultos y progenie através de ocho loci microsatélite.

Adultos Progenie

Bosque

continuo A Ar Ap Ho He Fis A Ar Ap Ho He Fis

Chamela 700 516 030 062 0.65 0.04 650 647 054 060 0.60 -0.006
(262) (200) (0.30) (0.17) (0.18) (298) (297) (048) (0.21) (0.19)

Careyes 6.63 448 023 054 056 0.03 700 628 029 059 058 -0.002
(233) (165 (0.19) (0.22) (0.21) (2.83) (260) (0.39) (0.16) (0.17)

Caimén 750 500 034 059 0.63 0.06 6.75 638 035 055 058 0052
(214) (166) (0.22) (0.19) (0.21) (261) (253) (049) (0.25) (0.25)

Promedio 704 486 029 058 061 0.04 6.75 637 039 058 059 0015
(236) (L77) (0.24) (0.19) (0.20) (2.80) (2.70) (0.45) (0.21) (0.20)

Bosque

Fragmentado

A. seco 525 447 008 059 059 0.01 650 624 017 053 055 0044
(1.98) (1.88) (0.11) (0.30) (0.28) (239) (229) (049) (0.25) (0.25)

Tecuan 488 488 021 070 065 -0.08 6.13 613 028 064 062 -0.025
(1.96) (196) (0.31) (0.26) (0.19) (242) (242) (0.78) (0.18) (0.15)

Zapata 525 514 048 059 065 0.08 650 6.01 021 061 062 0015
(1.28) (134 (0.80) (0.25) (0.23) (214) (213) (0.78) (0.16) (0.17)

Promedio 513 483 026 0.63 0.63 0.003 638 612 022 059 060 0012
(1.74) (L73) (0.40) (0.27) (0.23) (231) (228 (0.68) (0.19) (0.19)

A=numero de alelos por locus; Ar= nimero de alelos por locus después de lararefaccion, Ap.= nimero de
alelos privados por locus después de la rarefaccion, Ho=Heterocigosidad observada; He= Heterocigosidad

esperada; F,s= Indice de Fijacion. Paréntesis indican error estandar.

El andlisis de varianza molecular (AMOVA muestra que la mayoria de la variacion se

encuentra repartida dentro de las poblaciones (95.92 en los adultos y 94.26 en |a progenie),

entre las poblaciones slo € 3.45% y 5.76% para adultos y la progenie respectivamente, y

précticamente no hay diferencias en la variacion entre las condiciones del habitat (Tabla5).

Tabla 6. Andlisis de varianza molecular (AMOVA). Distribucién de la varianza genética entre hébitats, entre poblaciones

y dentro de las poblaciones de B. alicastrum

Adultos Progenie

Fuente de df Suma de Componente % de la df Sumade Componente % dela
variacion B cuadrados de varianza variacion " cuadrados devarianza variacion
Eits 1 8.75 0.01 0.63 1 29.57 -0.006 -0.02
condiciones

Entre 4 30.71 0.08 3.45 4 11835 0.14 5.76
poblaciones

DAl 368  892.88 2.42 95.92 1178 2775.06 2.35 94.26
poblaciones
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El andlisis de estructura genética entre los tres sitios de bosgue continuo muestra muy poca
variacion genética interpoblacional para el caso de arboles adultos (Fs; = 0.033), y @
pardmetro de endogamia también fue bajo y significativo (F,c<=0.047). La progenie de estos
arboles también muestra baja variacion genética poblacional pero ligeramente mayor que
los adultos (Fs = 0.052), y € parametro de endogamia no fue significativo (F,s=0.011).
Para las tres poblaciones en sitios fragmentados € pardmetro de diferenciacion genética
poblacional fue bajo pero significativo (Fs;= 0.038), e parametro de endogamia también
fue bajo y no significativo (Fs= 0.008), la progenie mostrd una baja y significativa
estructura genética y también ligeramente mayor a la de los adultos (Fs; = 0.071), la

endogamia fue bgja (F,s= 0.012) y no significativa (Tabla5).

Tabla 7. Estadisticos-F para adultos y progenie de tres sitios de bosque continuo y tres sitios de bosque fragmentado de B.
alicastrum. *P<0.05; **P< 0.001

Fl S Fl T FST
Bosque )\ jultos  0.047* 0.079**  0.033**
Continuo
Progenie 0.011 0.063** 0.052**
Bosque  Aquitos 0008 0.046 0.038*
Fragmentado
Progenie 0.012 0.082** 0.071**

Determinacion de donador es de polen

L os coeficientes de correlacion de paternidad (rp) fueron bajos en ambas condiciones, (rp=
0.106 — 0.246). Ritland (2002) establece que la correlacién de paternidad esta inversamente
relacionada a nimero de padres (n), donde rpm= 1/n , es decir, un valor de correlacion de
paternidad de 1 indica gque las progenies son hermanos completosy un valor de O indica que
las progenies no comparten donadores. Nuestros datos indican que la mayoria de las
semillas dentro de las familias (grupos de hermanos maternos) tienen diferentes padres, sin
embargo hay una disminucion en el nimero efectivo de donadores de polen (Nep) en los
sitios fragmentados (Tabla 7).
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Tabla 8. Correlacion de paternidad (rp) y nimero estimado de donadores de polen (Nep)

Condicién Poblacién o Nep
Chamela 0.106 (0.042) 9.43

Bosque

. C

Continuo HEYES 0164 (0.041) 610
Caiman 0.107 (0.038) 9.35
Promedio 0.126 8.29
A. Seco 0246 (0.188)  4.07

Bosque .
T

Fragmentado oo 0208 (0.078) 481
Zapata 0.191 (0.059) 5.24
Promedio 0.215 4.70

Determinacion de la distancia de dispersion de polen

El andlisis de dispersién de polen a través del andlisis de paternidad resultd en 223
asignaciones, 120 en bosque continuo y 103 en & bosque fragmentado. Sin embargo, de
estas asignaciones solo 47 y 57 respectivamente tuvieron una probabilidad mayor a 0.8. Un
porcentgje importante de las asignaciones se encuentra en € rango mas cercano (0-50 m)
tanto en el bosgue continuo (55%), como en e bosque fragmentado (35%). En el bosque
continuo la distancia promedio de asignaciones fue menor que en los sitios de bosgque
fragmentado (179 m y 332 m respectivamente). Eventos de dispersion a larga distancia
(>2000 m) solo fueron encontradas en los sitios de bosque fragmentado, en e bosque
continuo hubo pocas asignaciones mayores a 1000 m y con una probabilidad de paternidad
menor a 0.80. El nimero estimado de donadores de polen no muestreados fue mayor en €
bosque continuo (121.5) que en e bosgue fragmentado (22.07). La probabilidad de
paternidad disminuye conforme aumenta la distancia entre la madre y los arboles
masculinos. Latasa de esta disminucion de probabilidad es baja en las dos condiciones y es
ligeramente diferente entre condiciones (bosgque continuo: -0.0030 (0.0008); bosque
fragmentado: -0,0012 (0.0002)) (Figura 2) (Tabla9).
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Figura 3. Comparacion de la distribucion de frecuencias de las asignaciones de paternidad de acuerdo a la distancia entre la
progenie y el padre asignado. Las barras blancas representan todas la asignaciones y las grises las que tienen una probabilidad
mayor a80%. A) Frecuencia de asignaciones en el bosque continuo. b) Frecuencia de asignaciones en los fragmentos de bosque.

Tabla 9. Parametros de las distribuciones exponencial es para la dispersion de polen, Estimadas a partir del modelo de
probabilidad total de la reconstruccién geneal 6gica en las dos condiciones de hébitat.

Bosgue continuo Bosgue fragmentado

Par Ametro i -0.0030 (0.0008) -0.0012 (0.0002)

o | i
95% Limitesde (-0.0047,-0.0011) (-0.0018,-0.0008)
confianza
D_istanc_ig media de 179 332
dispersion (m)
NUmero de machos
o MuestT sados 121.5 (25.82) 22.07 (3.99)

o | i
et LimliiEs e e (77.0,180.9) (15.3,30.8)

confianza
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Desempefio de la progenie

La probabilidad de germinacion de las semillas fue ata y no hubo diferencias entre las
condiciones del hébitat (F=8.97, g.1=1, p=0.33), tampoco €l tiempo de emergencia de las
plantulas difirié significativamente (F=1.96, g.I=1, p=0.09), ni e nimero de hojas durante
un mes de crecimiento (F=2.03, g.I=1, p=0.154). Sin embargo, en los pardmetros de vigor
de las plantulas después de un afio de crecimiento si hay diferencias estadisticamente
significativas. Las plantulas de los arboles maternos que se encuentran en bosque continuo
desarrollan un mayor nimero de hojas que las plantulas provenientes de arboles en bosgue
fragmentado (F=87.19, g.[=1, p<0.0001). El factor poblacion anidado dentro de la
condicion, no muestra un efecto significativo en esta variable (F=1.1, g.I=4, p=0.3545)
(Figura 3). El mismo resultado encontramos en la altura de las plantulas y en la biomasa
seca total. Las plantulas provenientes de bosque continuo alcanzan una altura de hasta 17
cm mientras que las provenientes de bosque fragmentado llegan a medir hasta 14 cm
(F=45.29, g.I=1, p<0.0001). El factor poblacién anidado dentro de la condicion no muestra
un efecto significativo (F=0.69, g.1=4, p=0.5963) (Figura 4). La biomasa seca total también
fue mayor en las plantulas provenientes de arboles en bosgue continuo (F=58.6, g.I=1,
p<0.0001) y tampoco hay un efecto significativo del factor poblacidn anidado dentro de la
condicién (F=1.11, g.I=4, p=0.3488) (Figura5).
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Figura 4. Nimero de hojas de plantulas de B. alicastrum creciendo en condiciones de
invernadero por 1 afio. Las barras representan las medias y las lineas sobre las barras el error
esténdar. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05)
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Figura 5. Altura de plantulas de B. alicastrum después de un afio de crecimiento en
condiciones de invernadero, obtenidas de individuos creciendo en bosque continuo y
fragmentado. Las barras representan las medias y las lineas sobre las barras el error estdndar.
Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05)
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Figura 6. Biomasa seca total de plantulas de B. alicastrum después de un afio de crecimiento
en condiciones de invernadero, obtenidas de individuos creciendo en bosgue continuo y
fragmentado. Las barras representan las medias y las lineas sobre las barras represe
representan el error esténdar. Diferentes |etras indican diferencias significativas (p<0.05)
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DISCUSION

La modificacion antropogénica de los ecosistemas naturales puede tener consecuencias
negativas sobre las poblaciones de plantas. En las plantas dioicas, uno de los atributos
poblacionales que puede ser afectado por disturbios es la proporcién sexual. En general, en
este trabagjo no se observaron desviaciones estadisticamente significativas de la proporcion
esperada 1:1, resultado que también se ha observado en otras especies tropicales dioicas
(e.g. Opler & Bawa, 1978; Pavén & de Luna Ramirez, 2008; Riba-Hernandez et al., 2014).
De manera natural, de acuerdo a Fisher (1930), en las especies dioicas, lainversiéon parenta
a cada sexo debe ser igual debido a que la contribucién genética de cada sexo es
equivalente, por lo que se espera que la proporcion sexual sea 1:1. Sin embargo, en algunas
especies de arboles tropicales dioicos existe un sesgo en las proporciones sexuales hacia €l
sexo masculino, éste resultado ha sido atribuido a que los arboles masculinos pueden
florecer més frecuentemente (e.g. Bullock & Bawa, 1981; Bullock, 1982; Thomas &
LaFrankie, 1993; Nicotra, 1998), a una edad mas temprana (Opler & Bawa, 1978; Bullock
& Bawa, 1981; Armstrong & Irvine, 1989; Ackerly et al., 1990; Queenborough et al.,
2007), o a que los arboles femeninos pueden tener tasas de mortalidad mayores en
comparacion con los arboles masculinos, esto Ultimo asociado principalmente a diferencias
en los costos reproductivos entre sexos (Allen & Antos, 1988). No obstante en las regiones
tropicales hay poca evidencia de mortalidad diferencial entre sexos en &boles dioicos
(Bullock, 1992; Nicotra, 1998; Uribe-MU & Quesada, 2006). A pesar de que las
poblaciones de B. alicastrum en la mayoria de los sitios de bosgue fragmentado han sido
reducidas, solo en el sitio Zapata, observamos un sesgo significativo hacia arboles
femeninos. La predominancia del sexo femenino entre las especies dioicas es rara'y pocos
casos han sido reportados (Melampy & Howe, 1977; Opler & Bawa, 1978). El sitio Zapata,
€s representativo de una zona utilizada para pastoreo de ganado, por lo que este resultado
puede ser un artefacto de la preferencia de los pobladores por mantener los arboles
femeninos, debido a que la produccién de semillas sirve como alimento para € ganado.
Mediciones de la productividad en términos de kilogramos de frutos por arbol, indican que
un arbol femenino adulto puede producir hasta 163 kg de frutos (Hernandez-Gonzalez et
al., 2014). En la especie Diospyros sylvatica, Somanathan & Borges (2000), también
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encuentran un sesgo hacia &hboles femeninos en un fragmento y lo atribuyen a la
eliminacion selectiva de arboles masculinos, ya que en esta especie | as tasas de crecimiento
de estos &boles son menores que las de los individuos femeninos y por esa razdn son
preferidos para la construccion de establos (Somanathan & Borges, 2000).

Las predicciones de las consecuencias genéticas de la fragmentacion de habitat
estan basadas en la teoria de la genética de poblaciones. Sin embargo, en arboles no hay
evidencia suficiente que soporte esta teoria (Kramer et al., 2008). En generad se ha
observado que la respuesta de las poblaciones de arboles a la fragmentacion del hébitat
puede variar. Para cualquier especie un conjunto de factores determina si y como, esta es
afectada. Algunas de estas caracteristicas pueden ser, la longevidad y e sistema
reproductivo (Aguilar et al., 2008), por lo que las consecuencias de la fragmentacién
pueden ser especie-especificos. En algunas especies se afecta negativamente la diversidad
genética y se incrementa la diferenciacion poblacional como consecuencia de la
fragmentacion (Young et al., 1996; Lowe et al., 2005; Chéavez-Pesqueira et al., 2014),
mientras gque en otras especies las distancias de flujo génico entre las poblaciones
remanentes aumentan, lo cual disminuye la estructura genética poblacional ( Nason et al.,
1998; Dick et al., 2003).

En este trabajo los niveles de heterocigosidad encontrados para las poblaciones de
B. alicastrum fueron altos, tanto en los adultos (0.63) como en las progenies (0.60) y son
similares a los valores observados en otras especies dioicas de la familia Moraceae, como
Ficus hispida, Ficus exasperata (He = 0.639 y He = 0.776, respectivamente) (Dev et al.,
2011) y Milicia excelsa (He = 0.547) (Bizoux et al., 2009) y no difiri6 ni entre condiciones
de bosgue ni entre clases de tamafio. Tampoco se observaron pérdidas importantes ni en la
riqueza aélica, ni en lariqueza aélica privada. Este resultado en los adultos puede deberse
a € nimero de generaciones transcurridas después de la fragmentaciéon del habitat, las
cuales se ha demostrado pueden ser determinantes en la reduccion de la diversidad genética
de las poblaciones de plantas (Aguilar et al., 2008). En la region de estudio € proceso de
fragmentacion inici6 en la década de 1950, mientras que B. alicastrum puede vivir mas de
150 afios (Martinez-Ramos & Alvarez-Buylla, 1998) por |o que es muy probable que estos
arboles adultos se hayan establecido antes del proceso de fragmentacion. Por otro lado, en
las progenies estos resultados pueden estar relacionados a las caracteristicas de la especie.
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Se ha sugerido que los arboles en general pueden ser menos vulnerables y més resistentes a
los impactos de la fragmentacion del habitat que otras plantas, debido a su alta diversidad
genética y al movimiento extensivo de polen (Hamrick, 2004). Ademas, € sistema de
apareamiento por entrecruza presentan una manera de mantener la variacion genéticay de
disminuir e nimero de individuos homacigos (Loveless & Hamrick, 1984). No obstante
los resultados de diversidad genética en los habitats fragmentados no puede ser adjudicado
a un solo factor, sino mas bien a la integracién de varios efectos como el tamafio
poblacional, €l grado de aisdamiento y las caracteristicas del paisge (Ezard & Travis,
2006).

El andlisis de varianza molecular muestra que entre condiciones de hébitat no hay
variacion genética, la mayor parte de la variacion genética esta dentro, mas que entre
poblaciones (definidas como sitios de muestreo). Resultado similar a encontrado por
Lander & Monro (2015) en la misma especie, usando marcadores nucleares ribosomales y
marcadores de cloroplasto. La variacion genética interpoblacional observada fue baja,
resultado similar a encontrado por Hamrick et al., (1993) para la misma especie en lalsla
Barro Colorado (Fs= 0.050). Lo que sugiere que hay flujo de polen através del paisajey
puede estar evitando la estructuracion genética. Esto puede deberse a que como se ha
sugerido, por su gran tamafio y produccion masiva de polen y semillas, las plantas perennes
y lefiosas tienen un alto potencial para € flujo de genes (Vranckx et al., 2012). Ademés €l
flujo de polen en &boles y arbustos, particularmente en especies polinizadas por viento,
puede ser extensivo y de alguna manera contrarresta la pérdida de variacion genética
(Nason & Hamrick, 1997; White, et al., 2002; Hamrick, 2004; Dick et al., 2008). Lo que
también explicalos bajos valores de endogamia en la progenie.

El movimiento de polen detectado en nuestro andlisis ocurrié principalmente en
distancias menores a 600 m, aunque la frecuencia es mayor a distancias mas proximas (<50
m). Sin embargo, también detectamos flujo de polen ocurriendo a distancias mayores a un
kildmetro y en los sitios fragmentados incluso mayores a 2 kildmetros. Sin embargo, la
cantidad de asignaciones es muy baja, probablemente debido a las dificultades asociadas
con € muestreo total de los padres, como indica € ato nimero de individuos no

muestreados que probablemente provengan de lugares fuera de los sitios de estudio, aunque
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no descartamos la posibilidad que sean individuos dentro de los sitios pero que no fueron
identificados como reproductivos, pero que estan contribuyendo ala reproduccion.

Casos de flujo de polen a largas distancias en especies polinizadas por viento han
sido reportados, por gemplo, en la especie Milicia excelsa se estiman distancias de
dispersion de 1 a 7.1 km. La fragmentacién del habitat puede impactar e flujo de polen no
imponiendo una barrera para el movimiento de polen entre los parches remanentes, pero si
reduciendo la diversidad de fuentes de polen (Quesada et al., 2013). Si bien es cierto, tal
como se ha demostrado en otros trabgjos, que € flujo de polen alarga distancia es posible,
otras caracteristicas de la dispersion del polen pueden afectarse, como por gemplo €l
nimero efectivo de donadores de polen. Nuestros resultados muestran que € ndmero
efectivo de donadores de polen es menor en los sitios de bosque fragmentado. Resultado
encontrado en otras especies tropicales como Swietenia humilis (Rosas et al., 2011), y
Ceiba aesculifolia (Quesada et al., 2013). Una explicacion puede ser el menor nimero de
individuos reproductivos en los sitios fragmentados, ya que aunque exista flujo de polen e
incluso aungue este sea a distancias mayores como se ha observado en otras especies, no
necesariamente implica que un mayor nimero de donadores de polen estén involucrados en
lareproduccion (Rosas et al., 2011; Quesada et al., 2013;). Tanto la distancia de dispersion
del polen, como € numero de donadores de polen por evento reproductivo, tienen
influencia directa sobre la calidad de |a progenie producida (Cascante et al., 2002).

Los resultados de los andlisis de vigor indican que la fragmentacion del habitat no
afecta los parametros de germinacion (probabilidad de germinacion, tiempo de
emergencia). Sin embargo, |os parametros a un afio de crecimiento (altura, nUmero de hojas
y biomasa total) si difieren entre condiciones de habitat, siendo mayores en las progenies
provenientes del bosque continuo. Resultados similares, donde se encuentran reducciones
en el desempefio, han sido reportados en la literatura. En la especie Samanea saman,
Cascante et al., (2002) encuentran reducciones en la tasa de germinacion, érea de hojas y
biomasa de las plantulas. Aguilar et al., (2012) también reportan un menor desempefio de
las plantulas del &rbol Prosopis caldenia provenientes de bosgues fragmentados. Este
resultado puede estar asociado a las condiciones fisicas de los sitios donde crecen los
padres, se ha observado que debido a la fragmentacion ocurren alteraciones en las
condiciones locales, por gemplo en el microclima, ya que ligado a la pérdida en la cantidad
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del hébitat, se desencadenan cambios en el ambiente fisico debido principamente a efecto
de borde, resultando en incrementos en la radiacion solar y exposicién a viento, los cuales
afectan los procesos de ciclgje de nutrientes, presencia de microorganismos del suelo y
retencién de la humedad, asi como incrementos en la evaporaciéon y desecacion de las
plantas que se encuentran creciendo en los fragmentos de bosque (Saunders et al., 1991,
Kapos 1989; Didham, 2001; Mix, et al., 2006). Otra posible explicacién puede estar
relacionada con la cantidad y calidad del polen que fertiliza alos évulos. En general, se ha
reportado gue la progenie producida por grandes cargas de polen tienden a aumentar la
germinacion y e crecimiento vegetativo (Mulcahy & Mulcahy, 1975; Stephenson et al,
1986; Quesada, 1993). Se espera que las medidas de diversidad de polen se correlacionen
con el desempefio de la progenie, debido a que una diversidad de polen reducida resulta en
una alta probabilidad de combinaciones no adecuadas de polen y 6vulos (Skogsmyr &
Lankinen, 2002). Trabajos previos también han encontrado evidencia de que una diversidad
de polen reducida es € efecto que mejor explica la variacion en e crecimiento de las
plantulas y probablemente tiene efectos por encima de la endogamia (Breed et al., 2012).
Existe la expectativa de que la heterocigosidad pueda correlacionarse con € desempefio, sin
embargo, debido a que los marcadores moleculares microsatélites son considerados
generalmente neutrales y la muestra total relativa al genoma es pequefia, esto implica que
la correlacién puede no ser fuerte (Reed & Frankham, 2003).

Nuestros resultados indican que para esta especie, la modificacion del hébitat puede
tener serias consecuencias sobre procesos como €l flujo génico via polen y € desempefio
temprano de la progenie, los cuales son clave para la supervivencia de las poblaciones de
plantas. Son necesarios trabajos que evalUen otra serie de factores como, el establecimiento
y la regeneracion de las poblaciones de manera natural, asi como la composicién genética
de los propéagul os establecidos.
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CONCLUSIONES

Las proporciones sexuaes de Brosimum alicastrum en los sitios muestreados no difieren

significativamente de la proporcion esperada (1:1).

La fragmentacion del habitat no afect6 los niveles de diversidad genética ni de endogamia

en |las poblaciones de B. alicastrum estudiadas en Chamela, Jalisco.

El nimero efectivo de donadores de polen fue mayor para arboles de B. alicastrum en

bosgue continuo que paralos arboles de bosgue fragmentado.

La distancia promedio de movimiento de polen fue mayor en sitios fragmentados que en

sitios de bosgue continuo.

L as caracteristicas de desempefio temprano de la progenie en sitios de bosgue fragmentado

disminuyeron significantemente en comparacién a los de bosgue continuo.
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