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Resumen

En las selvas tropicales, la fragmentaciéon del hébitat modifica los valores de
temperatura, humedad relativa del aire y suelo, asi como la disponibilidad de luz en el
sotobosque. Estos cambios ambientales pueden afectar la riqueza y abundancia de las
especies de plantulas y alterar sus interacciones con enemigos naturales. En este estudio
se analiz6 el efecto de la fragmentacion en el establecimiento de pldntulas del drbol
tropical Nectandra ambigens (Lauraceae). Se colectaron, pesaron y germinaron semillas
de seis arboles madre (familias), y se transplantaron a sitios de selva continua y
fragmentos de la region de Los Tuxtlas en el estado de Veracruz, México.
Periédicamente, durante 540 dias, se registrd su supervivencia, vigor (altura, nimero de
hojas y area foliar) y presencia de dafio por insectos herbivoros y microorganismos
patogenos. El disefio permitié evaluar los efectos del habitat (selva vs. fragmento), sitio,
familia (4rboles) y masa de la semilla, asi como las interacciones bidticas en la
supervivencia de las plantulas. Los resultados muestran que la supervivencia fue mayor
en los fragmentos que en la selva no perturbada. El nimero de hojas producidas por las
plantulas y su altura fueron mayores en los fragmentos. El ataque por patdgenos y
herbivoros fue mayor en la selva y se observd una asociacion entre el ataque por
microorganismos patégenos y el herbivorismo. La masa de la semilla tuvo un efecto
positivo en la longevidad de las plantulas en ambos habitats. Las plantulas de N.
ambigens tuvieron mayor probabilidad de establecerse en sitios fragmentados.

La biologia reproductiva de los drboles tropicales puede también ser alterada por
la fragmentacion del hdbitat al reducir el nimero de individuos y aislar a las
poblaciones. Para poner a prueba esto, se obtuvieron las tasas de entrecruzamiento para
arboles tanto de selva continua como de fragmentos. Los resultados no mostraron
diferencias sugiriendo que la especie se reproduce sdélo por entrecruza y la
fragmentaciéon del hébitat no tiene ain un efecto negativo sobre el sistema de
apareamiento de N. ambigens. Asimismo, el valor de la heterocigosis mostré que no
existen diferencias en cuanto a la variacion genética entre progenies de selva continua y
fragmentos en la regién de Los Tuxtlas, Veracruz, manteniendo una variacién alta en
ambos hdbitats.



Introduccion

Las selvas tropicales son el ecosistema terrestre mds diverso y complejo que existe,
contienen mds de 100 especies de arboles por hectiarea y en algunos casos se pueden
encontrar mas de 200 (Turner, 2001). Recientemente, el mantenimiento de la
biodiversidad en las selvas tropicales se ha visto amenazado por los procesos de
fragmentacidn; es decir, por la transformacién de hdbitat continuo a varios remanentes
pequeiios y aislados (Young et al., 1996), rodeados de vegetacion altamente modificada
debido a acciones antropogénicas (Saunders ef al., 1991). Los cambios provocados por
la fragmentacion pueden causar la interrupcidon de procesos bioldgicos que originan o
mantienen la biodiversidad y la dindmica del ecosistema (Didham et al., 1996).
Particularmente, los &arboles tropicales son susceptibles a los efectos de la
fragmentacion. Como plantulas, su establecimiento en los fragmentos puede ser
afectado por la reduccién del area y el efecto de borde, ya que éstos modifican los
valores de temperatura, humedad relativa del aire y del suelo, asi como, la
disponibilidad de luz en el sotobosque (Ruiz, 2003). La fragmentacién también puede
alterar algunos aspectos de la interaccidon de las pldntulas con otros organismos tales
como patdgenos e insectos herbivoros (Benitez-Malvido et al., 1999). Como adultos,
son también vulnerables debido a sus bajas densidades, y a su sistema de auto-
incompatibilidad y altas tasas de exogamia (Cascante et al., 2002). El proceso de
fragmentacion puede causar cambios en la estructura genética de las poblaciones de
arboles remanentes (Nason y Hamrick, 1997), debido a que el niimero de genotipos
disponibles decrece con respecto al original de la poblacién por la pérdida de individuos
reproductivos y por la alta probabilidad de apareamiento entre parientes. A la larga, esto
lleva a pérdidas en la variabilidad genética en las poblaciones de arboles remanentes

dadas por factores asociados a endogamia y deriva génica (Cascante et al., 2002).



El objetivo de este trabajo fue comparar el establecimiento de plantulas del arbol
tropical Nectandra ambigens (Lauraceae) en selva no perturbada y en fragmentos
producidos por actividades agricolas y ganaderas en la region de Los Tuxtlas, Veracruz,
en cuanto a supervivencia, vigor y ataque por insectos herbivoros y microorganismos
patégenos. Asimismo, se determiné la importancia de la masa de la semilla frente a los
diferentes factores ambientales (fragmentos y selva continua). Por otra parte, se
obtuvieron las tasas de entrecruzamiento y la heterocigosis de progenies tanto de
fragmentos, como de selva continua, para obtener informacién sobre el sistema de
apareamiento y la variacién genética de la especie, y conocer el efecto de la

fragmentacion en este drbol de gran valor bioldgico y comercial en la zona.



Antecedentes

Fragmentacion del hdbitat

Muchas actividades de nuestra sociedad afectan la dindmica y la estructura genética de las
poblaciones naturales (Makholela et al., 2003). En la actualidad, la perturbaciéon provocada
por el cambio de uso de suelo en las zonas tropicales es mds intensa que nunca, dando
como resultado la destruccién y fragmentacion de diversos hébitats naturales (Lawrence,
2003). La fragmentacion del hadbitat es un proceso resultado de la deforestacioén y consiste
en la formaciéon de parches de vegetacion original inmersos en una matriz de vegetacion
alterada, generalmente formada por zonas de explotacién humana (Guevara, et al., 2004).

Actualmente, se estima que en México, entre el 80 y 90% de las selvas humedas han
sido taladas o severamente alteradas por diversas actividades productivas, entre las que
destaca la ganaderia (Guevara, et al., 2004), provocando su reduccién y transformacién a
una coleccién de fragmentos de varios tamafios y con diferentes historias de aislamiento
(Estrada et al., 1993). Sin embargo, a pesar de la extensa deforestacion y grado de
fragmentacion en la region de Los Tuxtlas, ésta contintia manteniendo uno de los dltimos
reductos de selva himeda de la costa del Golfo de México, en donde todavia quedan
poblaciones vigorosas de especies arbéreas (Guevara, et al., 2004).

La fragmentacion del hdbitat expone a los organismos que permanecen en el
fragmento a condiciones de un ecosistema circundante diferente (Murcia, 1995). La mayor
parte de los cambios provocados por la fragmentaciéon se deben al efecto de borde
(Tabarelli, et al., 2004), el cual provoca cambios en las condiciones bidticas y abidticas,
afectando a los organismos presentes en fragmentos (Murcia, 1995). Por un lado, los sitios

fragmentados sufren un incremento en la temperatura del aire e incidencia de luz y una



reduccién en la humedad relativa del aire y suelo, debido a su cercania a potreros y zonas
de vegetacion secundaria (Scariot, 2000). Por otro lado, también cambia la abundancia y
distribucion de especies, asi como el establecimiento y desarrollo de interacciones bidticas,
tales como la depredacién, competencia, parasitismo, herbivorismo, polinizacién y
dispersion entre fragmentos y selva continua (Murcia, 1995).

Otra consecuencia de la fragmentacion es el aumento en la intensidad del viento
hacia el interior de los fragmentos. Esto provoca un incremento en la probabilidad de dafio
y muerte de los arboles, y por lo tanto, en la tasa de formacién de claros, alterando la
regeneracion y dindmica natural del ecosistema (Laurance 1991, Saunders 1991, Laurance
et al., 1998). Se sabe que este efecto llega a tener un alcance de hasta 100m dentro de los
fragmentos (Ferreira et al., 1997), provocando pérdida de biomasa en fragmentos recién
formados y una fuente significativa de emisiones de carbono que contribuyen al efecto
invernadero (Laurance et al., 1998).

En cuanto a la estructura genética de las poblaciones, la reduccién y aislamiento
espacial de las poblaciones, provocados por la fragmentacion del hébitat, llevan a la erosion
de la variacién genética y a un aumento en la divergencia genética interpoblacional debido
a un incremento en la deriva génica y endogamia, a la reduccién del flujo génico entre
poblaciones y a un incremento en la probabilidad de extincion local (Young, ef al., 1996).

Los efectos genéticos provocados por la fragmentacién pueden ser mds complejos
para las plantas debido a su hébito sésil, diferencias en su longevidad, tiempo generacional,
abundancia previa a la fragmentacion, amplia variedad de sistemas de apareamiento,
posibilidad de flujo génico tanto por polen como por semillas, y a sus interacciones con
polinizadores y dispersores, que a su vez pueden ser afectados también por la

fragmentacion (Young et al., 1996).



La interrupcién en la interaccion planta/polinizador aunada a una baja densidad de
adultos, hacen a los drboles tropicales vulnerables a la fragmentacién del hébitat a nivel del

paisaje (Nason y Hamrick, 1997).

Efecto de la fragmentacion del hdbitat en drboles tropicales

Semillas y pldntulas
La germinacioén y el establecimiento de plantulas representan las fases mas criticas en el
ciclo de vida de los arboles tropicales y de las plantas en general (Cérdova, 1985; Kitajima
y Fenner, 2000). Durante estas etapas del desarrollo los procesos demogrificos son muy
dindmicos (Harper, 1980), y juegan un papel relevante en los procesos de sucesion y de
reclutamiento de las plantas (Khurana y Singh, 2004).

Las selvas tropicales son dindmicas y continuamente se regeneran gracias a la
ocurrencia de claros que estimulan el crecimiento de pldntulas de arboles hasta alcanzar el
dosel. Esto ocurre en ciclos que duran aproximadamente un siglo o més, pero cambios en el
ambiente pueden afectar la supervivencia y establecimiento de las plantulas, y por lo tanto,
la estructura y composicién de las especies del dosel por grandes periodos de tiempo
(Whitmore, 1998). La remocién de hébitat primario en las selvas tropicales reduce la
probabilidad de que las semillas de especies primarias dispersadas o que se encuentren en el
banco de semillas, cuenten con las condiciones apropiadas para germinar y establecerse;
bajo estas circunstancias, las especies pioneras o herbdceas invasoras son favorecidas
aumentando en abundancia y alterando la composicion y estructura natural del ecosistema

(Lowe et al., 2005).



Las principales causas naturales de mortalidad de plantulas de arboles incluyen
varios factores bidticos y abidticos (Kitajima y Fenner, 2000), tales como depredadores,
sequia, baja intensidad luminica y competencia, entre otros (Turner, 2001). En las selvas
tropicales, la fragmentacion del hébitat, al modificar los valores de temperatura, humedad
relativa del aire y suelo, asi como la disponibilidad luminica en el sotobosque (Ruiz, 2003),
puede alterar el establecimiento de plantulas en fragmentos. Se ha visto que la composicién
de formas de vida y la estructura del banco regenerativo en fragmentos, tiende a convertirse
en una comunidad de pldntulas pobre en especies; la pérdida de diversidad de especies en el
sotobosque, pero especialmente de plantulas de 4rboles, amenaza el mantenimiento de la
biodiversidad y pone en peligro la regeneracion futura de las selvas, ya que los drboles son
los principales componentes de la diversidad, estructura y funcion de los bosques tropicales
(Benitez-Malvido y Martinez-Ramos, 2003).

Las plantas aprovisionan a sus semillas con diferentes cantidades de reservas para
lograr el establecimiento de sus plantulas (Saverimuttu y Westoby, 1996). Cuando las
pléntulas crecen con bajos niveles de luz (<1%), como es el caso del sotobosque de las
selvas, generalmente la supervivencia muestra una relacion positiva con la masa de la
semilla (Leishman y Westoby, 1994) aunque ésta se pierde con el tiempo (Saverimuttu y
Westoby, 1996). Semillas grandes, es decir, aquellas que presentan grandes reservas,
producen plantulas més grandes, lo que las hace menos sensibles a niveles bajos de luz que
especies de semillas pequefias (Osunkoya et al., 1993; Saverimuttu y Westoby, 1996). La
supervivencia de especies de semillas grandes en la sombra se basa en la combinacion de
patrones de asignacion de biomasa y la densidad de los tejidos que confieren resistencia a la

pérdida de tejido por herbivoros y patdégenos (Kitajima y Fenner, 2000), de hecho, se ha



sugerido que la masa de la semilla puede representar una adaptacién de las plantas a
ambientes sombreados (Paz y Martinez-Ramos, 2003).

El hecho de que la masa de la semilla esté correlacionada positivamente con la
tolerancia de las pldntulas a la sombra y otros factores de estrés (Westoby et al., 1996;
Osunkoya et al., 1993), confiere a las plantulas provenientes de semillas grandes una mayor
probabilidad de sobrevivir y establecerse en sitios sombreados (Paz y Martinez-Ramos,
2003; Saverimuttu y Westoby, 1996). Varios estudios han encontrado que especies de
plantas con semillas grandes se establecen mds féacilmente en un amplio rango de
condiciones que especies de semillas pequeiias, que son mas dependientes de perturbacién
para establecerse (Foster y Janson, 1985; Osunkoya et al., 1993; Burke y Grime, 1996;
Saverimuttu y Westoby, 1996).

Sin embargo, se ha observado que la fragmentacion del hébitat, a través de su
efectos sobre el tamafio de las poblaciones vegetales, en combinacién con su grado de
aislamiento, puede reducir la cantidad y calidad de las semillas producidas y tener un efecto
negativo sobre la adecuacion bioldgica de las plantas, al reducir atributos como la
viabilidad, tamafio o capacidad germinativa (Henriquez, 2004). Asimismo, se ha
encontrado que las semillas dispersadas de la selva continua hacia los fragmentos tienen
menor probabilidad de germinar que aquellas dispersadas dentro de zonas continuas

(Bruna, 1999), lo que compromete la regeneracion natural de sitios fragmentados.

Interacciones bioticas

En los trépicos, mas que en cualquier otro lugar, las plantas estdn involucradas en muchas

interacciones con animales, hongos y microorganismos (Laurance y Bierregaard, 1997). La



pérdida y aislamiento de las poblaciones puede afectar las interacciones bidticas y la
estabilidad de los ecosistemas (Steffan-Dewenter y Tscharntke, 1999). Se sabe que el
proceso de fragmentacion influye en la abundancia y diversidad de insectos, incluyendo
muchas especies de herbivoros, alterando las interacciones de las plantas con éstos
(Didham et al., 1996; Kareiva, 1987), y otros organismos (Benitez-Malvido et al., 1999).

Las hojas de muchas plantas de diferentes especies en las selvas tropicales son
atacadas por insectos herbivoros y microorganismos patégenos (Garcia-Guzmaén y Dirzo,
2004; Eubanks et al., 2005; Benitez-Malvido y Lemus-Albor, 2005). A pesar de esto, pocos
estudios han investigado los efectos potenciales de estas interacciones en la adecuacion de
las plantas (Eubanks et al., 2005) o el impacto que la fragmentacién puede producir en
estas interacciones.

El herbivorismo puede tener numerosos efectos negativos en la adecuacién de las
plantas al disminuir el crecimiento, la reproduccién y la habilidad competitiva (Coley y
Barone, 1996). En pldntulas, el herbivorismo puede tener un impacto profundo en los
individuos y ser un agente selectivo importante (de la Cruz y Dirzo, 1987). Se ha observado
que danos al meristemo apical, asi como la continua pérdida de tejido foliar por herbivoros
decrece las probabilidades de supervivencia de las plantulas (Clark y Clark, 1985).

Por otra parte, el ataque por patégenos foliares también puede afectar la dindmica de
la poblacién hospedera por medio de efectos directos en la supervivencia, crecimiento y
fecundidad de los individuos y a través de efectos indirectos por el impacto en herbivoros,
polinizadores y dispersores de frutos y semillas (Gilbert, 2002). La actividad de los
patdgenos estd influenciada por las condiciones de temperatura y humedad, ya que pueden
afectar la supervivencia del indculo, la germinacién de la espora, la infecciéon o la

esporulacién, por lo que pueden mostrar reducciones en sus nimeros provocadas por la



falta de hospederos o cambios en las condiciones climaticas (Burdon et al., 1989; Garcia-
Guzman y Dirzo, 2001, 2006). Existen evidencias de que en las selvas tropicales la
actividad de oomicetos y de hongos habitantes del suelo y que causan ahogamiento
(damping-off) en pldntulas de drboles es mayor en microambientes hiimedos y sombreados,
como en el sotobosque, que en sitios mds abiertos (Augspurger, 1984; Kitajima y
Augspurger, 1989; O Hanlon-Manners y Kotanen, 2004), como son los fragmentos. Por lo
tanto, la mortalidad de pléntulas provocada por estos microorganismos patégenos es mayor
en dreas sombreadas que en zonas de claros, sugiriendo que la luz y las condiciones mds
secas no son favorables para el desarrollo de oomicetos y hongos patégenos, o que el
balance de energia de las plantas que crecen en zonas mds abiertas les permite desarrollar
una tolerancia mds efectiva al ataque, ya que en condiciones de sombra, el bajo balance de
carbono, hace dificil mantener rasgos defensivos y tolerar las pérdidas de tejido debido al
ataque de enfermedades (Dobson y Crawley, 1994; Augspurger, 1984).

El efecto combinado del dafo por herbivoros y patégenos puede afectar el
desempefio de las plantulas por la reduccion del drea fotosintética critica en condiciones de
limitacién de carbono (Garcia-Guzman y Dirzo, 2001). En un estudio sobre la infeccion
causada por patégenos foliares y su asociacion con el herbivorismo en una selva tropical,
Benitez-Malvido et al. (1999), encontraron que la fragmentacién del habitat afectd el
establecimiento de la asociacion herbivoro-patégeno. En pldntulas de dos especies de
arboles tropicales (Pouteria caimito y Chrysophyllum pomiferum), la mayoria de dafio
provocado por hongos estuvo asociado con insectos herbivoros. Esta asociaciéon fue mucho
mayor en selva continua que en los fragmentos, facilitando la infeccién por el patégeno.
Esto sugiere que, al menos en estas dos especies, la abundancia de herbivoros que fomentan

o facilitan la infeccién es reducida en los fragmentos.



Se ha demostrado que en la selva de Los Tuxtlas un alto porcentaje de las hojas de
pléntulas del 4rbol tropical del dosel Nectandra ambigens, son dafiadas por herbivoros y
patégenos (71%), mientras que una pequefla proporcion son sélo dafiadas por patégenos
(5%) o herbivoros (19%) (Garcia-Guzman, 1990).

La fragmentacion también puede afectar otras interacciones de las plantas con
diferentes organismos como depredadores de semillas y dispersores (Cascante et al.,
2002). La depredacion de las semillas afecta el nimero y la calidad de semillas para la
regeneracion; en fragmentos pequefios se ha observado que disminuye la cantidad de
semillas depredadas (Chacoff et al., 2004). También se ha visto que el flujo génico,
mediado por semillas, ha provocado diferenciacion genética entre poblaciones adyacentes
indicando que los fragmentos intercambian semillas con poca frecuencia (Hamilton, 1999).

Otra interaccién que se ve afectada por la fragmentacién del habitat es la
polinizacién. Aizen y Feinsinger (1994) reportaron una disminucién en el nimero de
insectos polinizadores, niveles de polinizacion y de produccidn de frutos en dos especies de
fabiceas en ambientes fragmentados con respecto al bosque continuo. La interrupcion de
asociaciones entre plantas, polinizadores y dispersores de semillas, aunada a la baja
densidad de arboles adultos provocadas por la fragmentacion del héabitat, pueden favorecer
la extincién local de especies de arboles tropicales (Nason y Hamrick, 1997). Si la
fragmentacion del hébitat afecta el movimiento de los polinizadores y dispersores, los
fragmentos se volverdn unidades aisladas genética y demograficamente, con tamafos

efectivos poblacionales pequefios (Young et al., 1996; Nason y Hamrick, 1997).



Biologia reproductiva
Como adultos, la respuesta de los drboles tropicales a la fragmentaciéon depende de un
nimero de factores especie-especificos y generales que afectan los patrones de
conectividad reproductiva y genética entre poblaciones fragmentadas a largo plazo. La
abundancia de arboles, asi como sus sindromes de dispersion de polen y semillas, son
particularmente importantes en la supervivencia en paisajes tropicales perturbados (Nason y
Hamrick, 1997).

La disminucién en el nimero de individuos reproductivos en una poblacién, por la
reduccién de drea, afecta negativamente el nimero de donadores potenciales de polen y por
lo tanto la variacién genética de la poblacién (Nason y Hamrick, 1997). La disminucién del
flujo de genes provoca un incremento en la endogamia y la consecuente diferenciacion
entre las poblaciones remanentes (Cascante et al., 2002), de hecho, el incremento en los
niveles de endogamia es una de las consecuencias con mads potencial deletéreo en las
poblaciones ya que, redistribuye la variacién alélica individual al reducir la proporcién de
heterécigos (Lowe et al., 2005).

Si consideramos que los drboles tropicales generalmente son de vida larga, los
efectos de la genética de poblaciones en bosques fragmentados pueden ser dificiles de
observar directamente, ya que en general los arboles maduros se establecieron antes de que
ocurrieran los procesos de deforestacion y fragmentaciéon (Hamilton, 1999). Trabajar con
las progenies de los arboles nos acerca mds a entender los efectos directos de la
fragmentacion sobre la biologia reproductiva de los arboles y especialmente en su sistema

de apareamiento.



El sistema de apareamiento en los drboles, es decir qué tanto se entrecruzan o
autofecundan, tiene una importante influencia en la cantidad y distribucion de la variacién
genética entre y dentro de las poblaciones (Hamrick y Godt, 1996). El entrecruzamiento
representa una manera de mantener la variacion genética y de disminuir el nimero de
individuos homdcigos para genes recesivos deletéreos (Loveless y Hamrick, 1984); sobre
todo en los tropicos, donde la mayoria de los arboles son auto-incompatibles y cerca del
90% dependen de animales (generalmente insectos) como polinizadores (Bawa, 1990;
Laurance y Bierregaard, 1997; Dick et al., 2003).

Ya que grandes areas de selvas tropicales estdn siendo fragmentadas ripidamente
como resultado de actividades humanas, ha incrementado el interés de estudiar las
consecuencias genéticas y reproductivas en las especies de drboles tropicales (Nason y
Hamrick, 1997). El anélisis de isoenzimas ha sido una herramienta de gran importancia
para entender y resolver cuestiones de evolucion a través del estudio de los estados
reproductivos del ciclo de vida de las plantas, y su biologia. La ventaja mds importante del
uso de las isoenzimas sobre otros tipos de marcadores moleculares, es la relativa
abundancia de loci polimérficos que pueden ser usados como marcadores genéticos (Pérez
y Pifiero, 1997).

Estudios genéticos sobre el sistema de apareamiento usando isoenzimas como
marcador, han mostrado que la mayoria de las especies de arboles tropicales tienen tasas de
entrecruzamiento altas. Las tasas de entrecruzamiento estimadas para poblaciones de
habitats de bosque continuo son generalmente mayores de 0.8 (Nason y Hamrick, 1997).
Lee (2000) compar6 las tasas de entrecruzamiento del arbol tropical Dryobalanops
aromatica en tres diferentes tipos de bosque (primario, talado y artificial), encontrando la

tasa mds alta en el bosque primario. Otros estudios (Murawski et al., 1994; Hall et al.,



1996) también han reportado reducciones en las tasas de entrecruzamiento de arboles
tropicales en sitios talados o perturbados. Fuchs et al. (2003), mediante un andlisis genético
en el que también utilizaron isoenzimas como marcadores moleculares, encontraron que la
progenie de drboles de Pachira quinata en poblaciones continuas experimentd menores
niveles de afinidad genética, una tendencia a mayores niveles de exogamia y/o mds padres
que las progenies de arboles aislados en Guanacaste, Costa Rica.

Sin embargo, a pesar de que la fragmentacion causa pérdidas de diversidad genética
e incrementa la endogamia, también se ha demostrado que drboles aislados muestran
niveles de diversidad genética, produccién de semillas y ciertos pardmetros del vigor de sus
pléntulas, similares a los de drboles de poblaciones continuas, sugiriendo que los arboles
aislados podrian jugar un papel importante como puentes entre fragmentos para que exista
flujo génico (Cascante et al., 2002), y no como “the living dead” (Janzen, 1986), es decir,
como arboles que sélo persisten por su longevidad pero no contribuyen a la regeneracion de
los bosques. Incluso, autores como Young et al. (1996) piensan que la fragmentacién del
habitat puede incrementar mas que reducir el flujo génico interpoblacional y provocar una

alta variacion genética en las poblaciones, haciéndolas viables y con potencial evolutivo

Extraccion maderera
Gran proporcion de selvas tropicales fragmentadas han enfrentado la extincién local y
regional de especies de arboles (Tabarelli et al., 2004). Para los arboles, la degradacién del
habitat primario resulta de dos procesos principales: la fragmentacién de los bosques a
parches y la perturbaciéon del hébitat por procesos de extracciéon como la tala selectiva

(Lowe et al., 2005).



La fragmentacién provoca que los arboles de interés comercial queden mas accesibles a la
tala, por lo que la composicidn de las poblaciones de drboles tropicales en los fragmentos se
ve mds afectada por la extraccién maderera (Lawrence, 2003). Se puede decir que los
arboles mds amenazados son aquellos que combinan madera valiosa, altas tasas de
entrecruzamiento, semillas dispersadas por vertebrados y alta sensibilidad a los efectos de
borde, fuego, competencia con lianas y especies ruderales. Dado que la explotacién de las
selvas tropicales es inevitable, los sistemas de manejo de los bosques que aumenten eventos
de entrecruzamiento y que minimicen la endogamia, tendrdn un impacto vital en su manejo
sustentable (Lee, 2000). Hoy en dia, la restauracion ecoldgica debe jugar un papel

fundamental en la conservacion de la biodiversidad (Young, 2000).



Las preguntas que surgieron para llevar a cabo este trabajo son:

(Como afecta la fragmentacion del hébitat el establecimiento de plantulas de
Nectandra ambigens? Especificamente, ;cOmo afecta en su supervivencia, vigor
(crecimiento, nimero de hojas y drea foliar) y en el ataque por insectos herbivoros y
microorganismos patégenos?

(Es la masa de la semilla determinante en el establecimiento y supervivencia de las
plantulas de diferentes hébitats (fragmento vs. selva continua)?

(Existen diferencias en las tasas de entrecruzamiento de las progenies de arboles de

selva continua y de fragmentos?

Hipotesis

Las hipotesis planteadas en este estudio son:

a. Si el ambiente sombreado y himedo, como el sotobosque de las selvas tropicales,

beneficia el ataque por parte de insectos herbivoros y posiblemente de patégenos
foliares (Benitez-Malvido y Martinez-Ramos, 2003; Ruiz, 2003), se espera que la
fragmentacion del hébitat, al provocar cambios al ambiente del sotobosque, como
mayor incidencia de luz y menor humedad, disminuya los ataques por parte de estos
organismos en las plantulas de fragmentos. Asimismo, el herbivorismo podria ser
menor debido a la pérdida de diversidad de insectos herbivoros en sitios
fragmentados (Didham, 1996), reduciendo también las probabilidades de infeccion
por patégenos (Garcia-Guzman y Dirzo, 2001). La distancia entre fragmentos y la
selva continua también podria contribuir en reducir los ataques en plantulas de

fragmentos al afectar el potencial de dispersion.



b. A pesar de ser una especie de arbol tolerante a condiciones de sombra, las pldntulas
de Nectandra ambigens se benefician al encontrarse en condiciones de mayor
iluminacién (del Amo, 1985; Martinez-Ramos, 1985), por lo que se espera que las
pléntulas presentes en fragmentos muestren un mayor crecimiento en altura y drea
fotosintética.

c. Lo anterior sugiere que las plantulas en fragmentos, al ser menos atacadas y mds
vigorosas, muestren una mayor supervivencia a lo largo del estudio.

d. Se espera que la masa de la semilla tenga un efecto positivo en el establecimiento de
pléntulas en el sotobosque de la selva y un efecto nulo o no significativo en los
fragmentos donde las condiciones son mds favorables.

e. Finalmente, se espera que la fragmentacion del hébitat afecte los patrones de
apareamiento y éxito reproductivo de arboles tropicales al afectar la actividad de los
polinizadores y el entrecruzamiento, por lo que las progenies derivadas de drboles
en zonas fragmentadas tendrdn una tasa de entrecruzamiento menor en comparacion

con las pldntulas presentes en zonas no perturbadas de selva.



Material y Método

Sitio de estudio

El estudio se llevo a cabo en la Reserva de la Biosfera de Los Tuxtlas ubicada en la
planicie costera del Golfo de México, al sur del estado de Veracruz (18° 05"y 18° 45~
norte y 94° 35" y 95° 30" oeste) (Guevara et al., 2004). El clima de la region es célido y
hdmedo, con una temperatura media anual de entre 24 y 26° C; el promedio de lluvia
anual es de 4725 mm con una temporada seca relativamente corta (marzo-mayo) (Soto y
Gama, 1997). La vegetacion predominante en la regién es la selva alta perennifolia
(Dirzo et al., 1997), caracterizada por vegetacion perenne y arboles que exceden los 30
m de altura (Ibarra et al., 1997). El sotobosque se encuentra cubierto con plantulas de un
gran ndmero de especies de arboles, palmas y lianas, asi como de varias especies de
helechos y otras hierbas (Dirzo et al., 1997). Las especies mds abundantes son la palma
Astrocaryum mexicanum en el sotobosque, Pseudolmedia oxyphyllaria en el estrato
medio y Nectandra ambigens en el estrato superior (Bongers et al., 1998). Gran parte de
la Reserva esta convertida en potreros y acahuales, resultado de acciones antropogénicas
como la ganaderia, por lo que en la actualidad lo que antes era bosque continuo, ahora
se reduce a algunos remanentes aislados o fragmentos (Dirzo et al., 1997).

Para este estudio se utilizaron cuatro sitios experimentales: dos ubicados dentro
de los terrenos de la Estaciéon de Biologia Tropical de la UNAM “Los Tuxtlas”
(18°35.240" norte, 95°04.62° oeste), y que corresponden a selva continua, y los otros
dos sitios ubicados en los fragmentos remanentes de selva llamados “Cola de Pescado”
(18°39.792" norte, 95°08.754" oeste) (Fragmento 1) y “Cerro Borrego” (18°37.958"
norte, 95°05.164" oeste) (Fragmento 2) ubicados dentro de la Reserva de la Biosfera de

Los Tuxtlas (Figura 1).
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Figura 1. Sitio de estudio. Regién de Los Tuxtlas, Veracruz, México. Se sefialan los
sitios experimentales: F1 (Fragmento 1 “Cola de Pescado”), F2 (Fragmento 2 “Cerro
Borrego™), S1 (Selva 1) y S2 (selva 2) (los dos ultimos dentro de la Estacién de
Biologia Tropical “Los Tuxtlas”).

Sistema de estudio

Nectandra ambigens (Blake) C. K. Allen (Lauraceae) es una especie de arbol tropical
que llega a medir de 20 a 35 m de altura. Se distribuye en el sureste de México,
Honduras y Guatemala, y es uno de los arboles dominantes en la region de Los Tuxtlas
(Dirzo et al., 1997b; Pifiero et al., 1977; Bongers et al., 1998). La especie es
hermafrodita, con flores color rosa palido y se sabe poco de su polinizacién, aunque se
piensa que las abejas son los principales vectores del polen (Dirzo et al., 1997b).
Produce frutos de septiembre a noviembre cada dos o tres afios. Los frutos presentan
forma elipsoide, miden de 2.5 a 3.5 cm de largo y de 2.3 a 2.6 cm de ancho, en estado

inmaduro son de color verde y al madurar se tornan negros. Poseen una sola semilla en



su interior, la cual puede ser depredada predispersion por invertebrados (Sanchez,
1995). Las semillas son dispersadas principalmente por gravedad, aunque una pequefia
fraccién es dispersada secundariamente por animales (Martinez-Ramos, 1985). Los
monos aulladores (Allouatta palluata) y los tucanes (Ramphastos sulfuratus) consumen
la pulpa madura de los frutos dejando caer la semilla in situ, sin embargo, hay
observaciones que sugieren que ocasionalmente los tucanes tragan los frutos completos
y podrian defecar la semilla a cierta distancia (Sdnchez, 1995). La germinacién de las
semillas se da aproximadamente un mes después de que los frutos caen produciendo una
densa alfombra de plantulas, con mds de cien plantulas por metro cuadrado bajo el drbol
madre (Dirzo et al., 1997b). Sin embargo, la supervivencia de plantulas de la misma
cohorte después de tres afios es baja (Martinez-Ramos, 1994). Las pldntulas presentes
dentro de la selva, al estar adaptadas a condiciones de baja intensidad luminica,
muestran un crecimiento muy lento, en algunos casos inapreciable y estadisticamente no
significativo; sin embargo, si se someten a condiciones mdas favorables de iluminacion,
como son las encontradas en los claros de la selva, son capaces de responder de una
manera inmediata, tanto en crecimiento, como en un aumento en la tasa de reposicion de
hojas y area foliar (del Amo, 1985). Las hojas de las plantulas y adultos de N. ambigens
son atacadas por herbivoros (principalmente larvas de ortépteros y lepiddpteros) y por
los hongos patégenos Colletotrichum sp. y Phomopsis sp., que causan manchas
necréticas (Garcia-Guzman y Dirzo, 2001). Recientemente, Lara y Ferrera-Cerratos
(datos no publicados), aislaron a partir de plantulas de N. ambigens con sintomas de
marchitamiento por hongos y oomicetos, cepas de los géneros Aspergillus sp.,
Trichoderma sp., Penicillium sp., Fusarium sp. y Phytophthora cinnamomi. Estos
hongos y oomicetos cominmente atacan a muchas especies de plantas y pueden causar

su muerte como resultado de la obstruccién de agua y nutrimentos provocada por el



dafio presente en los haces vasculares de la raiz (Agrios, 1997). Se ha visto que los
insectos herbivoros juegan un papel importante en el establecimiento de las plantulas,
ya que al producir dafio foliar, pueden facilitar la infeccion por hongos patégenos en
esta especie (Dirzo et al., 1997; Garcia-Guzman y Dirzo, 2001).

Nectandra ambigens es un arbol muy apreciado por la gente de la zona por la
calidad y durabilidad de su madera, y es una de las especies de arbol mds talada en la
region. En los fragmentos de selva actualmente es dificil encontrar a la especie, ya que

estas zonas quedan mds accesibles para la tala.

Figura 2. Nectandra ambigens. a) distribucion de la especie en México; b) rama con
inflorescencias; c) flores; d) frutos. Tomado de Pennington y Sarukhan (1998).



Diserio experimental

En septiembre de 2004 se colectaron frutos de seis arboles adultos de Nectandra
ambigens localizados en terrenos de la Estacion de Biologia Tropical de la UNAM “Los
Tuxtlas”. De cada 4rbol se obtuvo una muestra de aproximadamente 400 frutos. Estos se
limpiaron y sus semillas, una vez pesadas en una balanza electrénica, se sembraron en
charolas de plastico numeradas con suelo obtenido de la selva. Se registro la posicion de
cada semilla en las charolas y éstas se colocaron en el invernadero de la Estacion. Se
sembrd un total de 2,195 semillas. Después de dos meses, las plantulas germinadas
fueron etiquetadas y transplantadas al azar a cuatro sitios experimentales: dos en selva
continua (en terrenos de la Estacién) y dos en los fragmentos de Cola de Pescado
(Fragmento 1) y Cerro Borrego (Fragmento 2) (dentro de la Reserva de la Biosfera Los
Tuxtlas), siguiendo un disefio de bloques al azar. Los sitios fueron rodeados con
alambre de ptias para evitar el paso de ganado. Cada sitio tuvo dos bloques. En total, se
transplantaron 1,018 plantulas y las seis familias fueron representadas equitativamente
en todos los sitios y bloques. De noviembre de 2004 a mayo de 2006, cada dos o tres
meses, se monitored la supervivencia de las plantulas. Asimismo, en nueve ocasiones
(Tabla 1), se registré su altura, nimero de hojas, area foliar y presencia de ataque por
herbivoros y patégenos. Cabe mencionar que el drea foliar s6lo fue medida en los
primeros cinco censos.

En cada censo se verificd si una planta estaba viva (1) o si habia muerto (0). La
altura fue medida con un flexémetro desde el suelo hasta el meristemo apical de cada
pléntula. Para medir el drea foliar se midi6 largo y ancho de todas las hojas de cada
individuo con un vernier digital. Posteriormente para sacar el area foliar se utilizé un

modelo de regresion lineal: Area = 0.582 + 0.5857 (LxA) (R2 =0.98, P <0.0001, n =



100), y las dreas de todas las hojas eran sumadas para obtener el drea foliar total por
pléntula.

El ataque por parte de microorganismos patégenos y/o herbivoros fue registrado
como presente o ausente (1 o 0).

Tabla 1. Fechas en las que se llevaron a cabo los censos de las plantulas de N. ambigens
transplantadas a los sitios experimentales en la regién de Los Tuxtlas, Veracruz.

Censo Fecha Dias
1 Noviembre 2004 0
2 Marzo 2005 119
3 Mayo 2005 189
4 Agosto 2005 290
5 Octubre 2005 341
6 Diciembre 2005 388
7 Febrero 2006 444
8 Marzo 2006 490
9 Mayo 2006 540

Electroforesis

Para analizar la variacion genética de las plantulas de los diferentes habitats (selva
continua y fragmentos) y obtener las tasas de entrecruzamiento, se utilizé la técnica de
electroforesis horizontal de isoenzimas en geles de almidén al 12% peso/volumen.

De las hojas de las plantulas que quedaron en el invernadero de cada madre, y
que germinaron después del transplante, se obtuvo el tejido para obtener la tasa de
entrecruzamiento de las madres de selva continua. De los fragmentos “Ruiz Cortines”
(18°36.571" norte, 95°5.730" oeste), y “Domingo” (18°35.567" norte, 95°4.798" oeste),
se obtuvieron las muestras de plantulas de zonas fragmentadas. Se colectd tejido de
alrededor de 30 individuos de seis diferentes arboles tanto para los fragmentos, como
para la selva, teniendo en total aproximadamente 180 individuos para analizar por

hébitat.



El tejido colectado se mantuvo en tanques de nitrégeno liquido hasta llegar al
laboratorio donde se almacené en un ultracongelador a una temperatura de -70° C.
Aproximadamente 1 cm’ de tejido foliar por plantula se macer6 con buffer de extraccion
para Abies (3:1 de buffer YO y buffer VEG II, respectivamente) (Yeh y O Malley,
1980; Cheliak y Pitel, 1984). El extracto obtenido se absorbié en wicks de papel filtro
de 2 x 10mm. Se realizaron pruebas usando diferentes sistemas de buffer para los
corrimientos, de los cuales se eligieron dos por mostrar buena resolucidon. Las
electroforesis se realizaron en los sistemas: Poulik (pH 8.6) (Hakim-Elahi, 1976) y D-
Maiz (pH 6.5) (Stuber et al., 1988). Se ensayaron un total de 23 enzimas, de las cuales
se escogieron siete por presentar actividad. Finalmente, sélo se trabajo con cinco, ya que
dos (RUB y MNR) resultaron monomorficas. El sistema D-Maiz (Stuber et al., 1988)
fue usado para la enzima malato deshidrogenada (MDH: E.C.1.1.1.37), mientras que el
sistema Poulik (Hakim-Elahi, 1976) fue usado para las enzimas peroxidasa anddica y
catodica (APX, CPX: E.C.1.11.1.7), esterasa (EST: E.C.3.1.1) y fosfatasa acida (ACPH:
E.C.3.1.3.2).

Una vez tefiidos los geles, fueron fotografiados con una cdmara digital para
posteriormente registrar por medio de lectura visual el patron de bandeo. Para la
interpretacion de los geles se asign6 el ndmero 1 al locus con mayor migracién anddica
(maés répida), el nimero 2 al siguiente por debajo y asi sucesivamente. El mismo criterio
se utilizé en la designacion de los alelos. En total se analizaron 9 loci con 2 o 3 alelos
cada uno.

En el Apéndice I se muestra una descripcién mas detallada del método, asi como
las recetas de los buffers utilizados, de las soluciones de tincidén para las enzimas

ensayadas y de los sistemas de corrimiento.



Andlisis de datos

Supervivencia
Para analizar la supervivencia de las plantulas a lo largo del estudio, se utilizé un
modelo de regresion semiparamétrico (Proportional Hazards) propuesto por Cox (1972).
Este modelo consiste en una regresion que examina el efecto de diversas variables
(habitat, familia, masa de la semilla), sobre la supervivencia. El modelo es
semiparamétrico ya que no hace suposiciones sobre la distribucion de la tasa instantdnea
de mortalidad, pero supone que las covariables se distribuyen normalmente. Estima una
tasa instantdnea de mortalidad por individuo suponiendo que las covariables afectan la
mortalidad de manera multiplicativa. Es una herramienta flexible para evaluar la
relacion de las distintas variables que predicen un resultado de varios eventos en el
tiempo; y tiene mucho en comiin con modelos lineales y logisticos (Vittinghoff et al.,

2005).

Vigor

Las medidas de vigor tomadas a las plantulas a lo largo del estudio, es decir, la altura,
nimero de hojas y area foliar, se analizaron por medio de un andlisis de varianza
multivariado (MANOVA) de medidas repetidas. EIl MANOVA es una extensioén de la
prueba ANOVA vy se utiliza cuando se cuenta con multiples variables de respuesta y se
estd interesado en saber si hay diferencias entre grupos considerando las variables
simultaneamente (Quinn y Keough, 2002). Este andlisis aplicado a datos longitudinales,
supone que las medidas son miultiples variables dependientes que estdn correlacionadas
en los mismos sujetos. Los modelos MANOVA enfatizan la parte fija del modelo. Se
estima un modelo que explica la estructura de las medias, considerando las covarianzas

intra-grupo/sujeto como errores aleatorios; es decir, como la parte de la varianza de las



variables dependientes que no puede ser explicada por la pertenencia a un determinado
grupo. En su aplicacién a medidas repetidas, la parte fija del modelo es expandida. A fin
de ajustar curvas de crecimiento polindmicas de un determinado grado, el conjunto de
variables explicativas, entre las que la primera solo representa la pertenencia a un grupo
concreto, se amplia con variables intra-sujeto que corresponden a los diferentes puntos

temporales (Arnau y Balluerka, 2004).

Herbivorismo y patogenos

Para analizar la presencia de dafio foliar por herbivoros y patogenos a las plantulas a lo
largo del estudio se utilizaron regresiones logisticas. El objetivo primordial que resuelve
esta técnica es el de modelar como influye en la probabilidad de aparicién de un suceso,
habitualmente dicotémico, la presencia o no de diversos factores y el valor o nivel de
los mismos. Este tipo de situaciones se aborda mediante técnicas de regresion. Sin
embargo, la metodologia de la regresion lineal no es aplicable ya que la variable de
respuesta sdlo presenta dos valores, como puede ser presencia/ausencia de algin factor
(dafio por herbivoros o patdgenos, en este caso). El modelo de regresién logistica
permite predecir la proporcién de una de las dos categorias de la variable dependiente
dicotémica en funcién de una o mds variables independientes (Vittinghoff et al., 2005).
En particular, se analizé si una pldntula era atacada (1) por herbivoros o patégenos
foliares, o no (0). El modelo evalda si B; = 0. El modelo completo fue: g(x) = Bo
(intercepto) + B; (habitat) + B, (sitio, habitat) + B3 (bloque, sitio, habitat) + B4 (censo) +

. + Pn. gx) es el logaritmo natural de la probabilidad de ataque con relacién a la
probabilidad de no ataque (i.e., g(x) = In (#/(1-u)). El modelo se pone a prueba
empleando una prueba de verosimilitud (log-likelihood), G* = -2 (log-likelihood del
modelo reducido — log-likelihood del modelo completo). La reduccion de la desvianza

atribuible a la inclusién de variables que predicen en el modelo completo se prueba



mediante una ji cuadrada. Para probar los coeficientes individuales (f;) se empled una
prueba de raz6n de verosimilitud (likelihood ratio test) para la particién de la desvianza

(Quinn y Keough, 2002).

Todos los andlisis antes descritos se realizaron usando el paquete estadistico

JMP (SAS Institute, 2004).

Sistema de apareamiento

A partir de los genotipos de la progenie de seis drboles pertenecientes a selva continua y
seis arboles de fragmentos obtenidos con electroforesis de isoenzimas, se estimaron las
tasas de entrecruzamiento (t) utilizando el programa MLTR, version 2.4 (Ritland, 2002),
para conocer sobre el sistema de apareamiento de N. ambigens. Se llevaron a cabo 100
“bootstraps” para estimar los errores estdndar de t. El rango de valores de t va de 0 a 1;
1 significa que la especie se aparea s6lo por entrecruza y 0 que no existe
entrecruzamiento. Valores intermedios corresponden a estrategias mixtas de
apareamiento.

También se calcul6 la heterocigosis promedio (H) para las progenies de selva continua y
fragmentos utilizando el programa TFPGA (Miller, 1997). Suponiendo equilibrio de
Hardy-Weinberg, la frecuencia de heterocigotos para cada locus es H = 1 — Zpiz, donde
pi es la frecuencia de i-ésimo alelo y piz la frecuencia del homocigoto A;A;. El valor de
H promediado para todos los loci es la heterocigosis promedio. Cuando H = 1, indica
que todos los individuos son heterocigotos (Futuyma, 1998). Para saber si existen
diferencias entre los valores de la heterocigosis de progenies de drboles de selva
continua y de fragmentos se realiz6 una prueba de t con limites de confianza de 95% en

el programa JMP (SAS Institute, 2004).



Resultados

Masa de la semilla

Se colecté un total de 2,195 semillas de seis arboles (familias) de Nectandra. ambigens
de la selva de Los Tuxtlas, Veracruz, de las cuales 1,018 (46.37%) germinaron dos
meses después y se emplearon para los experimentos de transplante. La masa promedio
de las semillas colectadas fue de 4.01g y de las germinadas 4.23g, y se observé
variacion significativa entre familias (Tabla 2, Figura 3); mediante un andlisis de la
varianza (ANOVA) considerando a las familias como un efecto aleatorio, es posible
“partir” la varianza fenotipica de la masa de la semillas en sus componentes genéticos
(familia) y ambiental, y estimar la heredabilidad (hz). Se detectaron diferencias
significativas en la masa promedio de las semillas (F = 25.3997; g.1. = 5; P < 0.0001)
(Tabla 3). La familia explica un 14.65% de la varianza fenotipica total (Tabla 3);
suponiendo que las semillas de una madre son medios hermanos, la heradibilidad es
igual a: h* =40,/ (6.°/ 6,°) =46 , /5 ,°, donde 6, * es la varianza genéticay 6, es la
varianza fenotipica total, indicando que el limite superior de la heredabilidad (%)

(Lawrence, 1984) de la masa de la semilla es 0.663.

Tabla 2. Nimero y masa de las semillas sembradas y germinadas en el invernadero de la
Estacion de Biologia Tropical “Los Tuxtlas” por familia.

Arbol madre No. de No. de Masa de las Masa de las
semillas semillas semillas semillas no
colectadas germinadas germinadas (g) germinadas (g)
1 417 229 4.70 4.70
2 272 104 4.22 3.93
3 404 208 3.55 3.05
4 344 140 4.18 3.35
5 427 184 4.10 3.81
6 331 153 4.65 4.47
Total 2,195 1,018

Promedio 4.23 +0.034 3.86 £ 0.041




Tabla 3. Analisis de la varianza (ANOV A) de la masa de la semilla considerando a la
familia como un efecto aleatorio. *** P < (0.001

Fuente g.l. Suma de  Cuadrado F Varianza Proporcion de
cuadrados medio fenotipica la varianza
total
Familia 5 95.467 19.093  25.399%%** 0.129 0.146
Error 860 646.482 0.751 0.751 0.853
Total 865 741.950 0.880 1.0
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Figura 3. Masa promedio (en gramos) (+ E. E.) de las semillas de las plantulas
de N. ambigens transplantadas por familia en la region de Los Tuxtlas, Veracruz.

Supervivencia

En total, 486 plantulas (47.7%) de las 1018 transplantadas sobrevivieron al final del
estudio, es decir, un afio y medio después de ser trasplantadas. La supervivencia de las
plantulas de Nectandra ambigens mostré variacion significativa entre hébitats, sitios

dentro de hdébitats, bloques dentro de sitos y hébitats (siendo siempre mayor en los



fragmentos), y entre familias; la masa de la semilla de la que derivo la plantula también
afecta la probabilidad de supervivencia (Tabla 4). La supervivencia fue
significativamente mayor a través del estudio en los fragmentos (Figura 4 y 5), donde
sobrevivieron 301 plantulas (58.9%), mientras que en la selva continua sélo

sobrevivieron 185 (36.5%).

Tabla 4. Andlisis de la supervivencia de plantulas de N. ambigens transplantadas a sitios
en selva continua y fragmentos en la regién de Los Tuxtlas, Veracruz.

Factor gl xz P
Habitat 1 50.2683701 <0.0001
Sitio (habitat) 2 25.3241705 <0.0001
Bloque(sitio, habitat) 4 64.2981449 <0.0001
Familia 5 14.6703227 0.0119
Masa semilla 1 28.4652256 <0.0001
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Figura 4. Proporcion de plantulas (+ E. E.) de N. ambigens supervivientes por
héabitat a lo largo de 540 dias en la regién de Los Tuxtlas, Veracruz.
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Figura 5. Proporcion de plantulas (£ E. E.) de N. ambigens supervivientes por
sitio en cada habitat a lo largo de 540 dias en la region de Los Tuxtlas,
Veracruz.

En cuanto a la supervivencia por familias, se encontré que la masa de la semilla
tiene un efecto significativo sobre ella (Tabla 4) y que en general, las pldntulas
pertenecientes a familias con mayor masa promedio en sus semillas, tuvieron una mayor
supervivencia en comparaciéon con las familias con masas mds pequefias (Tabla 2,
Figura 6).

Independientemente de la familia y del habitat, las plantulas que sobrevivieron al
final del estudio, es decir, después de 540 dias, fueron plantulas provenientes de

semillas con mayor masa (Tabla 5 ; Figura 7).

Tabla 5. Andlisis de supervivencia de plantulas derivadas de semillas en diferentes
categorias de masa.

Efecto gl xz P
Masa de la semilla 1 38.5879 <0.0001
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Figura 6. Proporcién de plantulas (+ E. E.) supervivientes por familia a lo largo
de 540 dias en la region de Los Tuxtlas, Veracruz.
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Figura 7. Supervivencia de las plantulas (+ E. E.) transplantadas de N. ambigens
a fragmentos y selva continua de la regién de Los Tuxtlas, Veracruz, en relacion
a la masa de sus semillas.



Vigor

Niimero de hojas

El nimero de hojas fue significativamente diferente entre habitats (Tabla 6). Durante los
primeros seis censos (noviembre 2004-diciembre 2005) el nimero de hojas promedio
por plantula fue similar en los fragmentos y en la selva continua, pero a partir del sexto
censo, la producciéon de hojas aumentd significativamente en las pldntulas de los
fragmentos llegando a 5 hojas en promedio para mayo del 2006, mientras que en la
selva hubo pérdidas de hojas llegando a un promedio de menos de 3 hojas para la

misma fecha (Figura 8).

Tabla 6. Resultados del MANOVA de medidas repetidas para el nimero de hojas por
plantula de Nectandra ambigens, en sitios de selva continua y fragmentos en la region
de Los Tuxtlas durante 540 dias (9 censos). El andlisis resume los efectos entre sujetos
(factores principales) asi como, las diferencias ajustadas a lo largo del tiempo (dentro de
los sujetos). T = tiempo; H = hébitat; S = sitio; B = bloque; MS = masa de la semilla

Efecto gl F P
Habitat 1 58.954 <0.0001
Sitio (habitat) 2 1.960 0.1420
Bloque (sitio, habitat) 4 1.884 0.1120
Familia 5 5.267 <0.0001
Masa semilla 1 10.029 0.0016
Error 473

Tiempo 8 4.764 <0.0001
TxH 8 31.134 <0.0001
TxS H) 16 7.539 <0.0001
TxB (S, H) 32 2.662 <0.0001
TxF 40 1.796 0.0017
T x MS 8 5.275 <0.0001

Error 466
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Figura 8. Numero de hojas promedio (£ E. E.) de las plantulas de N. ambigens
por hébitat, en la regién de Los Tuxtlas, Veracruz.

Area foliar

El area foliar de las plantulas no mostré diferencias significativas entre los fragmentos y
la selva continua (Tabla 7; Figura 9). Sin embargo, en la dltima medicién de area foliar
(octubre 2005) las plantulas supervivientes de la selva tuvieron en promedio, un drea

foliar de 49.03 cm®, mientras que las de fragmento tenian 61.31 cm’.



Tabla 7. Resultados del MANOVA de medidas repetidas para el drea foliar por pldntula
de Nectandra ambigens, en sitios de selva continua y fragmentos en la region de Los
Tuxtlas durante 341 dias (5 censos). El andlisis resume los efectos entre sujetos
(factores principales) asi como, las diferencias ajustadas a lo largo del tiempo (dentro de
los sujetos). T = tiempo; H = hébitat; S = sitio; B = bloque; MS = masa de la semilla

Efecto gl F P
Habitat 1 2.137 0.1443
Sitio (habitat) 2 0.687 0.5030
Bloque (sitio, habitat) 4 4.137 0.0026
Familia 1 3.734 <0.0001
Masa semilla 5 10.830 0.0500
Error 630
Tiempo 4 8.075 <0.0001
TxH 4 7.222 <0.0001
TxS H) 8 1.790 0.0749
TxB (S, H) 16 1.043 0.4065
TxF 4 2.028 0.0003
T x MS 20 2.475 0.0888
Error 627
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Figura 9. Area foliar promedio (+ E. E.) de las plantulas de N. ambigens entre
habitats en la regiéon de Los Tuxtlas, Veracruz.



Altura

En cuanto a la altura, se encontraron diferencias significativas entre plantulas de selva
continua y de fragmentos (Tabla 8); Las plantulas transplantadas a los fragmentos
mostraron un mayor crecimiento en altura que las transplantadas a la selva continua
(Figura 10). En promedio, después de 18 meses de emerger las plantulas en los
fragmentos alcanzaron una altura de 13.5 cm, mientras que las de la selva continua En
promedio las plantulas supervivientes de N. ambigens llegaron a medir 22.31 cm de

altura 18 meses después de emerger.

Tabla 8. Resultados del MANOVA de medidas repetidas para la altura de las plantulas
de Nectandra ambigens, en sitios en selva continua y fragmentos en la region de Los
Tuxtlas durante 540 dias (9 censos). El andlisis resume los efectos entre sujetos
(factores principales) asi como, las diferencias ajustadas a lo largo del tiempo (dentro de
los sujetos). T = tiempo; H = habitat; S = sitio; B = bloque; MS = masa de la semilla.

Efecto gl F P
Habitat 1 3.857 0.050
Sitio (habitat) 2 2.662 0.070
Bloque (sitio, habitat) 4 2.123 0.076
Familia 5 18.021 <0.0001
Masa semilla 1 43.014 <0.0001
Error 473

Tiempo 8 8.291 <0.0001
TxH 8 9.108 <0.0001
TxS H) 16 2.798 0.0002
TxB (S, H) 32 1.687 0.0097
TxF 40 2.372 <0.0001
T x MS 8 6.856 <0.0001

Error 466
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Figura 10. Altura promedio (£ E. E.) de las plantulas de N. ambigens por habitat,

en la region de Los Tuxtlas, Veracruz.

Para las tres medidas de vigor tomadas a las plantulas de N. ambigens, es decir,

ndmero de hojas, drea foliar y altura, se encontraron diferencias significativas entre

familias y un efecto significativo de la masa de la semilla (Tablas 6, 7 y 8; Figuras 11,

12y 13).
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Figura 11. Numero de hojas promedio de las plantulas de N. ambigens de
distintas familias maternas, en la regién de Los Tuxtlas, Veracruz.
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Figura 12. Area foliar promedio de las plantulas de N. ambigens de distintas
familias maternas, en la regién de Los Tuxtlas, Veracruz.
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Figura 13. Altura promedio de las plantulas de N. ambigens de distintas familias
maternas, en la regién de Los Tuxtlas, Veracruz.

Presencia de dafio por herbivoros y patogenos

Las pldntulas con presencia de dafio por microorganismos patégenos foliares e insectos
herbivoros (forrajeros y minadores) fueron significativamente mayores en los sitios de
selva continua que en los fragmentos a través del tiempo, y entre hdbitats (Tablas 9, 10

y 11; Figuras 14, 15, 16 y 17).

Tabla 9. Resultados de la regresion logistica del dafio por la presencia de herbivorismo
en plantulas de N. ambigens, en la region de Los Tuxtlas, Veracruz.

2

Efecto gl X P
Habitat 1 35.499 <0.0001
Censo 1 1328.268 <0.0001
Habitat x censo 1 0.113 0.7361
Sitio (habitat) 2 21.665 <0.0001
Bloque(habitat, sitio) 4 5.045 0.2827
Sitio x censo (habitat) 2 0.923 0.6302
Bloque x censo (habitat, sitio) 4 4.733 0.3158




Tabla 10. Resultados de la regresion logistica del dafio por la presencia de patdgenos
foliares en plantulas de N. ambigens, en la region de Los Tuxtlas, Veracruz.

2

Efecto gl X P

Habitat 1 94.801 <0.0001
Censo 1 082.482 <0.0001
Habitat x censo 1 45.998 <0.0001
Sitio (habitat) 2 6.022 0.0492
Bloque (habitat, sitio) 4 18.395 0.0010
Sitio x censo (habitat) 2 0.165 0.9207
Bloque x censo (habitat, sitio) 4 37.134 <0.0001

Tabla 11. Resultados de la regresion logistica del dafio por la presencia de minadores en
plantulas de N. ambigens, en la region de Los Tuxtlas, Veracruz.

2

Efecto gl X P
Habitat 1 2.008 0.1564
Censo 1 297.854 <0.0001
Habitat x censo 1 11.064 <0.0009
Sitio (habitat) 2 0.630 0.7297
Bloque (habitat, sitio) 4 2.488 0.6466
Sitio x censo (habitat) 2 5.910 0.0521
Bloque x censo (habitat, sitio) 4 7.417 0.1154
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Figura 14. Proporcion promedio (+ 1E.E.) de plantulas de N. ambigens con dafio
por microorganismos patégenos en la selva continua y en los fragmentos a lo
largo del tiempo de estudio (540 dias), en la regién de Los Tuxtlas, Veracruz.
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Figura 15. Proporcién promedio (+1 E.E.) de plantulas con presencia de dafio
por microorganismos patégenos en ambos habitats, en la region de Los Tuxtlas,
Veracruz. (F = fragmento; S = selva). Las diferentes letras indican diferencias
significativas.
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Figura 16. Proporcion promedio (+ 1 E. E.) de plantulas de N. ambigens con dafio
por herbivorismo en la selva continua y en los fragmentos a lo largo del tiempo de
estudio (540 dias), en la region de Los Tuxtlas, Veracruz.
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Figura 17. Proporcion promedio (+ 1 E. E.) de plantulas con presencia de dafio
foliar por herbivoros en ambos habitats, en la regién de Los Tuxtlas, Veracruz.

(F = fragmento; S = selva). Las diferentes letras indican diferencias
significativas.

Las plantulas de Nectandra ambigens mostraron ataques por microorganismos
patégenos (Figura 18). Para identificar a estos microorganismos se llevé a cabo un
andlisis macroscopico (deteccion de sintomas en planta y rafz) y un andlisis
microscopico (organismos aislados a partir de trozos de raiz en medio Papa dextrosa
agar (PDA) y V8) (ver Apéndice II). A diferencia de otro estudio donde se dice que
Colletotrichum sp. y Phomopsis sp., son los patégenos que atacan principalmente las
hojas de N. ambigens (Garcia-Guzmaén y Dirzo, 2001), al aislar los organismos se logré
la identificacion de algunas cepas de Aspergillus sp., Trichoderma sp., Penicillium sp.,
Fusarium sp. y dos cepas de Phytophthora cinnamomi.

Durante las mediciones a las plantulas en los diferentes censos, no se observé a
los herbivoros que consumieron el tejido foliar; sin embargo la literatura dice que los

principales consumidores en esta especie son larvas de ortdpteros y lepidépteros



(Garcia-Guzman y Dirzo, 2001). Ademas de la remocién de tejido foliar por insectos
forrajeros, se observd otro tipo de herbivorismo causado por minadores; este dafio fue
menos frecuente y se presento en el envés de las hojas (Figura 18).

En ambos habitats se encontré que las plantulas atacadas por herbivoros también
presentaron frecuentemente dafio por patégenos foliares; incluso la proporcién de
pléntulas con dafio por herbivoros y patégenos foliares fue casi el triple de las que sélo

estuvieron atacadas por herbivoros o patégenos foliares (Figuras 19 y 20).

Figura 18. a) hoja de plantula de N. ambigens con sintomas de dafio causado por
Phomopsis sp. y Colletotrichum sp.; b) plantula de N. ambigens muerta posiblemente a
causa de la infecciéon de hongos habitantes del suelo; c) herbivorismo por insectos
forrajeros; c) herbivorismo por minadores
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Figura 19. Proporcién (+ 1 E. E.) de plantulas dafiadas por patégenos foliares sin
estar dafladas por herbivorismo (0) y plantulas dafadas por patdgenos y
herbivorismo (1). Las diferentes letras indican diferencias significativas.
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Figura 20. Proporcién de pldntulas con presencia de dafio por patdégenos en
ambos hébitats, en relacién a si presentaban o no dafio por herbivorismo. Las
diferentes letras indican diferencias significativas. (F = fragmento; S = selva
continua).



Sistema de apareamiento
Se analizaron un total de seis progenies de la selva continua y seis progenies de
fragmentos para obtener informacién de la variacidon genética y sistema de apareamiento
de N. ambigens. Un total de 30 hijos de cada madre fueron analizados para nueve loci
enziméticos y se obtuvieron los genotipos multilocus.

En ambos habitats la tasa de entrecruzamiento fue indistinguible de 1 y no
existen diferencias (Tabla 12).

Tabla 12. Tasas de entrecruzamiento (+ E. E.) multilocus (¢,,) y singlelocus (¢,) de las
progenies de N. ambigens por hébitat, en la regién de Los Tuxtlas, Veracruz.

Habitat tm t,
Selva (n=180) 1.200 £ 0.002 1.200 + 0.004
Fragmentos (n=180) 1.200 + 0.002 1.200 £ 0.014
¢ Ruiz Cortines 1.200 + 0.002 1.153 £ 0.021
(n=120)
e Domingo 1.200 £ 0.002 1.200 + 0.002
(n=60)

Se detectd un ligero decremento en la variacion genética (heterocigosis) en la
progenie de fragmentos en comparacion con la H de la selva continua. La heterocigosis
promedio observada fue de 0.4438 y 0.3685 para selva y fragmentos, respectivamente
(Tabla 13); sin embargo, por medio de una prueba de t no se detectaron diferencias
significativas entre los valores de heterocigosis de progenies de la selva continua y de
fragmentos de la regién de Los Tuxtlas (Prueba de t = -1.5386; p = 0.1490, N = 360).

Tabla 13. Heterocigosis esperada y observada para progenies de N. ambigens en la selva
continua y en los fragmentos.

Habitat N Ho He
Selva Continua 180 0.4438 0.4452
Fragmentos 180 0.3673 0.3685

Global 360 0.4055 0.4068




Discusion
El entendimiento de la respuesta de los arboles tropicales a las perturbaciones causadas
por actividades humanas es un componente importante en el esfuerzo por manejar y
restaurar las selvas. La comprension de la ecologia y genética de la germinacion de
semillas y del establecimiento de plantulas asi como del anélisis de tasas de
entrecruzamiento, constituye un marco mds amplio para entender el potencial
regenerativo y evolutivo de los drboles tropicales y de las plantas en general. Los
resultados del presente estudio sefialan claramente que la regeneracidon de Nectandra

ambigens puede facilitarse en sitios fragmentados de la selva de Los Tuxtlas.

Supervivencia

Se encontré que la supervivencia de las plantulas de Nectandra ambigens fue mayor en
el habitat fragmentado que en la selva continua, sugiriendo que los cambios ambientales
producidos por la fragmentacién si tienen un efecto sobre éstas y estdn beneficiando la
permanencia de plantulas de esta especie en el sotobosque de los fragmentos. El ligero
aumento en la incidencia de luz al sotobosque y en la temperatura de los fragmentos,
hacen de éstos un ambiente propicio para la supervivencia de las pldntulas de esta
especie. De hecho, los resultados muestran que las pldntulas supervivientes en los
fragmentos fueron el doble de la cantidad que sobrevivié en el sotobosque de la selva
continua. Sin embargo, hay que mencionar que los sitios en donde se transplantaron las
pléantulas utilizadas en este estudio estaban rodeados por alambre de puias para evitar el
paso de animales grandes como ganado, por lo que las plantulas presentes naturalmente
en los fragmentos podrian ser dafiadas o aplastadas por el ganado o incluso animales
silvestres presentes en las dreas que rodean a los fragmentos de la regién de Los

Tuxtlas, reduciendo su probabilidad de sobrevivir. A pesar de esto, en otros estudios en



donde también se comparé la supervivencia de plantulas de drboles tropicales tolerantes
a la sombra (Gustavia superba, Aspidospermum cruenta y Virola surinamensis) en
sitios con dosel cerrado y en sitios mas abiertos, se encontré6 que las plantulas
transplantadas a los sitios con mayor incidencia de luz mostraron una mayor

supervivencia (Howe, 1990; Molofsky y Fisher, 1993).

Masa de la semilla
La masa en las semillas (endospermo) actda como suplemento de reservas de nutrientes
necesarios para el establecimiento de las plantulas (Metcalfe y Grubb, 1995). El éarbol
tropical Nectandra ambigens produce, en general, semillas grandes (4.01 g en
promedio), aunque se encontrd variacion en la masa de las semillas entre familias,
indicando varianza genética y/o efectos maternos no nucleares en esta especie.

Hipotéticamente, se considera que las semillas grandes confieren ventajas en la
supervivencia en hébitats sombreados y que semillas pequefias confieren ventajas de
crecimiento en habitats abiertos (Paz y Martinez-Ramos, 2003). En este estudio la masa
de las semillas resultd ser un factor importante en la supervivencia de las plantulas de N.
ambigens en ambos habitats (selva continua y fragmentos). Este efecto de la masa de la
semilla en la supervivencia, estd asociado con un desempefio en caracteres de
crecimiento. La masa de la semilla afecta positivamente la produccién de hojas y la
altura (Leishman y Westoby, 1994; Metcalfe y Grubb, 1995; Bonfil, 1998; Hewitt,
1998; Paz y Martinez-Ramos, 2003).

No se cumplié la hipétesis de que la masa de la semilla tendria un efecto nulo en
la supervivencia y longevidad de las plantulas de fragmentos y un efecto positivo en la

selva en donde las condiciones son menos favorables en el sotobosque en cuanto a luz



incidente, temperatura y humedad, sino que la masa de la semilla resulta ventajosa en

ambos hébitats, y en sitios mds favorables determinan tasas de supervivencia mds altas.
No obstante que la masa de la semilla pudiera no ser objeto de seleccion en las

condiciones naturales, el hecho de que exista varianza genética permite anticipar el

potencial de respuesta a la seleccidn, siempre que las condiciones favorezcan.

Vigor

En cuanto al vigor, se encontré que el nimero de hojas de las plantulas y su altura
fueron significativamente mayores en los fragmentos que en la selva continua, como
consecuencia del ligero aumento en la incidencia de luz en el sotobosque (Ruiz, 2003)
y a que esta especie, a pesar de ser tolerante, refleja un aumento en su altura, asi como
en la produccién de hojas y por lo tanto, en el area fotosintética, cuando se encuentra en
condiciones mas favorables de luz (del Amo, 1985). El hecho de que el area foliar no
haya resultado una medida de vigor significativamente diferente entre habitats, ni sitios,
probablemente se debe a que sélo se media a las plantulas superviventes; es decir, las
plantas parecen tener un umbral de tejido para capturar carbono, abajo del cual no
sobreviven (mds aun si son depredadas o infectadas por patégenos); por ello, no resulta
sorprendente que no haya diferencias entre habitats. Existen sin embargo, otros factores
que resultan importantes en las medidas de vigor como la variacién espacial de escala
moderada (sitios dentro de hébitats) y a escala muy pequeia (bloques dentro de sitios).
Por otra parte, cabe mencionar que el drea foliar se midié s6lo en los cinco primeros
censos (durante 11 meses), mientras que el nimero de hojas se midié nueve veces a lo
largo de 19 meses. Si el area foliar se hubiera medido las mismas veces que el niimero
de hojas, es posible que se hubiera encontrado una diferencia significativa entre el drea

foliar de plantulas de selva continua y fragmentos, ya que el nimero de hojas estd



relacionado con el drea foliar y éste fue significativamente mayor en los fragmentos al
finalizar el estudio; incluso en la figura 8 se puede observar cémo el drea foliar
comienza a incrementarse en los fragmentos en la dltima medicion.

Otro estudio encontré resultados similares; Molofsky y Fisher (1993),
encontraron que las plantulas de tres especies de arboles tropicales de Panama fueron en
promedio 30% mas altas en sitios de dosel méas abierto (claros) que en el sotobosque de
la selva con dosel cerrado. El hdbitat también tuvo un efecto en la cantidad de drea
foliar producida; las plantulas transplantadas a claros produjeron mds drea foliar. Sin
embargo, es importante sefialar que las plantulas de N. ambigens utilizadas en este
estudio provenian de arboles madre de la selva continua y fueron transplantadas a los
sitios experimentales ya como pldntulas. Cascante et al. (2002), encontraron en un
estudio utilizando progenies de d&rboles tanto de poblaciones continuas como
fragmentadas, que las semillas de poblaciones continuas tuvieron mayor posibilidad de
germinar y producir plantulas mas vigorosas es decir, con mayor drea foliar y biomasa,
que las plantulas de la progenie de arboles aislados, concluyendo que la fragmentacion
afecta la variacién genética y por tanto, el vigor de la progenie en el arbol tropical
Samanea saman. Seria necesario hacer un estudio similar con progenies de N.
ambigens, tanto de selva continua como de fragmentos, para conocer el efecto de la
fragmentacion en el vigor de las plantulas germinadas naturalmente en ambos hébitats.

En este estudio también se encontré un efecto significativo de la familia y de la
masa de la semilla sobre las tres medidas de vigor tomadas a las pldntulas de N.
ambigens estudiadas, indicando también la existencia de varianza genética en la especie.

Todo esto nos lleva a sugerir que el vigor de las plantulas de N. ambigens es

beneficiado en los fragmentos de la region de Los Tuxtlas, sin embargo un estudio



donde las plantulas fueran medidas durante mds tiempo seria necesario para reafirmar

estos resultados.

Interacciones bidticas

La fragmentacidon del hédbitat también mostré tener efectos en las interacciones de
insectos herbivoros y patégenos foliares con las plantulas de N. ambigens. Los ataques
tanto de patdgenos foliares como de herbivoros fueron mayores en la selva continua,
probablemente debido a que la fragmentacion del habitat modifica las condiciones
ambientales del sotobosque en los fragmentos y hace menos propicio la actividad de
estos organismos. En cambio, la humedad y sombra caracteristicas del sotobosque de la
selva, favorecen la presencia y actividad de microorganismos patégenos y herbivoros
(Augspurger, 1984; Benitez-Malvido y Martinez-Ramos, 2003), por lo que las plantulas
presentes en ésta, estdn siendo mds atacadas. En el caso de los herbivoros,
probablemente los cambios ambientales, asi como el aislamiento de los fragmentos
reducen la diversidad y abundancia de insectos herbivoros, y pueden alterar su conducta
de dispersion, por lo que se encontrd un menor ataque por parte de éstos en las plantulas
transplantadas a los fragmentos de Cerro Borrego y Cola de Pescado.

En un estudio similar sobre herbivorismo en plantulas de arboles tropicales en la
selva fragmentada del Amazonas, también se encontré que el herbivorismo fue mayor
en la selva continua que en fragmentos probablemente por el cambio en las condiciones
ambientales y el distanciamiento entre fragmentos y el hdbitat continuo (Benitez-
Malvido, 1995), afectando el desempeiio de los insectos herbivoros.

En el caso del ataque por patdgenos, se encontré que las pldntulas de M.
ambigens son atacadas por varios agentes patogénicos. Hongos que causan manchas

foliares (Garcia-Guzman y Dirzo, 2001), patégenos que provocan defoliacién total y



muerte de las plantulas, y otros que causan cancer en los tallos (G. Garcia-Guzman,
com. pers.). En este estudio se llevd a cabo el aislamiento de hongos y oomicetos a
partir de plantulas que presentaban sintomas de defoliaciéon y marchitamiento. Sin
embargo, no se llevaron a cabo pruebas de patogenicidad que permitieran corroborar
que los microorganismos aislados fueran los agentes causales de los dafios observados.
Entre los microorganismos aislados se encontré al oomiceto Phytophtora cinnamomi
que es reconocido por atacar a un gran nimero de especies en sistemas forestales y
agricolas y causan ahogamiento (damping-off) en plantulas (Agrios, 1997). Este tipo de
dafio y muerte en las plantulas si fue observado en las plantulas del experimento, sin
embargo, el dafio no fue frecuente. Los niveles de ataque por herbivoros fueron
generalmente bajos, aunque algunas hojas si eran consumidas casi en su totalidad. En
general, a pesar de la presencia de patdégenos y herbivoros, el drea dafiada por pldntula
no fue muy grande, la mayoria de las hojas presentaron un area menor del 5% dafiada.
Incluso, Garcia-Guzman y Dirzo (2001) reportaron que el nivel de area foliar dafiada
por estos organismos en plantas representativas del sotobosque de la selva de Los
Tuxtlas es bajo (menor al 12%).

En un estudio previo con esta especie (Garcia-Guzmdan y Dirzo, 2001) se
encontré una asociacion del ataque por herbivoros y de la infeccidén por patdégenos
foliares. En este estudio se corroboraron esos resultados, es decir, se encontré que las
pléntulas que presentaron ataque por parte de herbivoros eran con mayor probabilidad
atacadas por patdgenos, ya que el dano producido por los herbivoros puede facilitar la
infeccion de patégenos. Esto se encontrd tanto en la selva continua como en los

fragmentos.



Sistema de apareamiento
La alta tasa de entrecruzamiento obtenida para N. ambigens indica que la fragmentacion
no ha afectado la diversidad genética o incremento de la endogamia en esta especie.

La tasa de entrecruzamiento de las progenies tanto de drboles de selva continua
como de fragmentos de N. ambigens, es comparable a las reportadas para varias
especies de arboles tropicales (Gibson et al., 1996; Nason y Hamrick, 1997; James et
al., 1998; Lee, 2000; Fuchs et al., 2003) Posiblemente, N. ambigens sea una especie
auto-incompatible obligada ya que los valores de las tasas de entrecruzamiento fueron
elevados en ambos sitios. Sin embargo, seria necesario hacer un estudio mds grande y
con progenies de varios fragmentos de distintos tamafios para corroborar los resultados
encontrados en este estudio. A pesar de esto, la alta tasa de entrecruzamiento encontrada
en los drboles de fragmentos puede estar indicando que adn en condiciones de
aislamiento, los arboles de N. ambigens tienen contacto suficiente con otros individuos
para mantener una alta variacién genética.

Actualmente existen resultados contrastantes sobre los efectos de la
fragmentacion del habitat en la estructura genética de los arboles tropicales. La teoria
predice que para especies tropicales, la reduccién del habitat y de la densidad
poblacional, provocard que las poblaciones aisladas sufran efectos genéticos asociados a
la reduccién del tamafio poblacional, tales como procesos asociados a deriva génica y
endogamia. Asimismo, la fragmentacion del hébitat y la tala de arboles, incrementan el
aislamiento entre los parches e individuos reduciendo el flujo de genes entre éstos
(Lowe et al., 2005). Jump y Penuelas (2006) llevaron a cabo una revisiéon de varios
estudios sobre los efectos de la fragmentacion del habitat en especies de &arboles
tropicales, y encontraron que pocos estudios apoyan las predicciones tedricas de la

fragmentacion, lo que lleva a pensar que los darboles, en particular los que son



polinizados por viento, son resistentes a los efectos de la fragmentacién y no son tan
vulnerables a cambios ambientales. Sin embargo, estos mismos autores demostraron en
su estudio que la fragmentacién ha llevado a cuellos de botella y a la interrupcién de
procesos reproductivos en el 4arbol Fagus sylvatica, provocando niveles
significativamente elevados de endogamia, divergencia poblacional y diversidad
genética reducida entre poblaciones de esta especie, cuyo principal vector de
polinizacion es el viento, sufriendo un impacto negativo en su estructura genética.

Asimismo, Lowe ef al. (2005) hicieron una revisiéon de estudios sobre los efectos
de la fragmentacion en 23 especies de arboles tropicales pero s6lo encontraron efectos
limitados en arboles adultos de cinco especies. Sin embargo, estudios con pldntulas
establecidas después del evento de fragmentacién han mostrado patrones alterados de
flujo génico en poblaciones remanentes (ver revision en Jump y Pefiuelas, 2006),
indicando que la fragmentacién puede afectar la estructura genética de las poblaciones
adultas futuras.

En el presente estudio no se encontraron efectos de la fragmentacién sobre el
sistema de apareamiento de N. ambigens; es decir, no se encontraron diferencias entre
habitats en las tasas de entrecruzamiento. Sin embargo, se encontré que es una especie
que se entrecruza predominantemente y probablemente sea auto-incompatible, lo que
puede comprometer su mantenimiento si las selvas siguen fragmentdndose y aislandose
cada vez mds. No se sabe mucho sobre el vector de polinizacidén en esta especie, sin
embargo se cree que es polinizada por abejas (Dirzo et al., 1997b) y no por viento, lo
que puede comprometer atin mds su estabilidad si la fragmentacién altera la actividad,
abundancia o comportamiento de los polinizadores.

Probablemente, la alta tasa de entrecruzamiento encontrada en la progenie de

arboles de N. ambigens en los fragmentos pueda deberse a que esta especie aln se



encuentra bien representada en la regién de Los Tuxtlas. Otra posibilidad es que los
arboles al tener tiempos generacionales grandes, puedan responder lentamente a los
efectos de la fragmentacidn, sin embargo en generaciones sucesivas la variacion
genética dentro de los fragmentos disminuird y la variacién entre éstos aumentara por
deriva génica, lo que podria llevar a extincién de las poblaciones en los fragmentos
representando la pérdida de variacion genética a nivel de especie (Laurance y
Bieregaard, 1997).

Los valores de heterocigosis (H) encontrados en este estudio para la progenie de
N. ambigens en la selva continua y en los fragmentos, son altos comparados con los
valores promedios obtenidos por Hamrick y Godt (1996) para especies dicotileddneas,
de amplia distribucién, de entrecruzamiento predominantemente y que dispersan sus
semillas por gravedad, como la especie estudiada. Esto sugiere que la fragmentacion del
habitat no ha disminuido la variacion genética de la especie en esta region, ya que
tampoco se encontraron diferencias significativas entre la heterocigosis de las progenies

de arboles de selva continua y de fragmentos.

Conservacion
Actualmente las selvas tropicales en México se encuentran representadas en su mayoria
por remanentes, y éstos constituyen la tnica posibilidad para conservar este ecosistema.
La conservacion de la selva en la region de Los Tuxtlas es de gran importancia, ya que
por su posicion latitudinal, convergen alli muchas especies de origen tropical, de origen
templado y endémicas (Dirzo et al., 1997).

Conocer sobre los procesos de germinacion y establecimiento de plantulas no
sOlo es importante para entender otros procesos como el reclutamiento y la sucesion de

plantas, sino que también es importante para la conservacién y el manejo exitosos, y



lograr introducir, re-introducir y aumentar las poblaciones de especies en planes de
restauracion (Khurana y Singh, 2001).

Las especies mas vulnerables a sufrir reducciones poblacionales por presiones de
tala y fragmentacién son aquellas con baja habilidad de regeneracidon en areas con
disturbios humanos (Tabarelli et al., 2004). El establecimiento de plantulas es de crucial
importancia en los procesos de regeneracion natural (Souza y Vilio, 2001); en este
estudio, Nectandra ambigens mostro ser una especie resistente a los efectos de la
fragmentacion; el hecho de que el vigor de las plantulas de N. ambigens fuera mayor en
los fragmentos y que el ataque por organismos tales como patégenos y herbivoros fuera
menor en las plantulas de los fragmentos, hacen de este drbol una especie con altas
probabilidades de sobrevivir y establecerse en fragmentos de selva, y por tanto, una
especie para tomar en cuenta en programas de restauracion y regeneracion en la zona de
Los Tuxtlas, siempre y cuando los sitios perturbados que se quieran restaurar auin
conserven dosel, ya que en zonas totalmente abiertas como son los pastizales, la alta
incidencia de luz y la falta de humedad seguramente no permitirian la supervivencia de
pléantulas de esta especie.

Actualmente es incierto si los arboles presentes en los fragmentos mantienen
niveles funcionales de conectividad genética con el paisaje circundante (Laurance y
Bierregaard, 1997). Sin embargo, es importante tomar en cuenta el sistema de
apareamiento de las plantas para proponer programas de manejo. N. ambigens es una
especie arborea con alta tasa de entrecruzamiento, por lo que en teoria, se necesitaria
que las poblaciones de estos drboles tengan un nimero viable de individuos para que
exista intercambio de genes y se mantenga la variacidon genética. Es decir, la presencia
de arboles tropicales podria disminuir a menos de que exista el suficiente movimiento

de polen y semillas entre fragmentos.



Otro aspecto importante a considerar para la conservacién de esta especie es el
area de los fragmentos, ya que el drea es una influencia importante en el ndmero y
composicion de especies de arboles y la distancia entre éstos (Hill y Curran, 2003). Lo
ideal seria conservar fragmentos con grandes areas que soporten gran cantidad de
arboles, o conservar varios fragmentos pequefios y cercanos que puedan actuar como
puentes o “stepping stones” entre poblaciones de arboles. Los corredores de habitat
también podrian proveer “avenidas” para la dispersion de genes entre parches y
contener individuos que contribuyan a las dindmicas locales de parches adjuntos. De
manera similar, la matriz circundante puede contener drboles remanentes que actien
como focos importantes de depdsito de semillas y de movimiento de polen y semillas a
fragmentos cercanos (Laurance y Bierregaard, 1997). Sin embargo, dada la gran
variabilidad de factores limitantes provocados por la fragmentacidén, es esencial
identificar los factores limitantes especificos de la especie a estudiar y del lugar para
poder disefiar planes de manejo eficaces (Holl, 1999). En este caso, las distancias entre
los fragmentos analizados y la selva continua no fueron mayores a 4 km. Esta distancia
podria no ser limitante para los vectores de polen, dindonos otra explicacion para la alta
tasa de entrecruzamiento entre progenies de fragmentos y otra consideracién que tomar

en cuenta al proponer planes de conservacion.



Conclusiones

Dadas las altas tasas actuales de degradacion y fragmentacion de zonas tropicales, son de
vital importancia las investigaciones sobre los efectos de la fragmentacién en las especies
tropicales (Young et al., 1996).

En este estudio se encontré que la fragmentacion del hédbitat expone a las plantulas
del arbol tropical Nectandra ambigens a un ambiente diferente al de la selva continua. Los
cambios en las condiciones ambientales en el sotobosque de los fragmentos favorecen la
supervivencia de pldntulas de esta especie, al promover el crecimiento y al ser menos
atacadas por microorganismos patégenos e insectos herbivoros. Todo esto sugiere a N.
ambigens como una especie de drbol importante a considerar en planes de restauracion y
regeneracion de sitios fragmentados, ya que ademads es una de las especies mds abundantes
en la regioén y representa un componente importante en la estructura de la selva de Los
Tuxtlas.

Ademads, se encontré6 que N. ambigens es una especie con una alta tasa de
entrecruzamiento, y hasta ahora, la fragmentacion parece no tener un efecto en ésta, pero si
la regién sigue taldndose y fragmentandose, la especie podria ser vulnerable a extincion
local.

Esto me lleva a sugerir investigaciones que analicen las consecuencias tanto
ecoldgicas como genéticas de la fragmentacion a través de estudios experimentales, que
ayuden a entender la respuesta de los organismos a la fragmentacién del habitat y a sugerir
estrategias de manejo adecuadas para su conservacion. La presencia de selva continua y de
fragmentos en la region de Los Tuxtlas, hacen de este lugar un sistema ideal para evaluar

los efectos de la fragmentacion del habitat.
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APENDICE I

Electroforesis de isoenzimas

La electroforesis en gel de almidon tiene cuatro pasos fundamentales: 1) la extraccion
proteica, 2) la separacién de las proteinas, 3) la tincién y 4) la interpretacién de los
geles.

La extraccién de proteinas se realiza macerando tejido vegetal con nitrégeno
liquido. Posteriormente se agrega un buffer de extraccidn, el cual evita que las enzimas
liberadas de los compartimientos celulares sean inactivadas por metabolitos
secundarios. Los extractos obtenidos de cada individuo son absorbidos en tiras de papel
filtro (wicks) y almacenados en tubos Eppendorf dentro de un ultracongelador hasta su
posterior uso. Previo a la separacion de las proteinas se prepara el gel de almidén con el
buffer especificado para el sistema de corrimiento que se va a utilizar. Los geles al 12 %
peso/volumen se preparan utilizando 60 g de almiddon, 10 de sacarosa que se aforan a
500mL con el buffer del gel. La mezcla se agita constantemente sobre fuego hasta que
hierva. Posteriormente, mediante una bomba de vacio se extrae el aire y el liquido se
vacia en un molde previamente armado y se deja enfriar.

La separacion de las enzimas tiene lugar una vez que los extractos (en los wicks)
son “cargados” en el gel, el cual es colocado en una charola con el buffer apropiado y
sometido a un amperaje/voltaje especifico durante un tiempo determinado segtn el
sistema que se utilice.

Después se realiza la tincion, para ello es necesario cortar el gel en rebanadas de
aproximadamente 2 mm de grosor. Cada rebanada es sumergida en una solucién que
contiene un sustrato especifico y los cofactores necesarios, para que una tnica enzima
lleve a cabo su reaccion y se haga visible. Los geles se dejan reposar (en la mayoria de

los casos) y posteriormente se interpretan.



Butffers de extraccion

Buffer de extraccién para Abies
% de buffer YO y % de buffer VEG II

Buffer YO (Yeh y O'Malley, 1980)

10 ml de solucién Tris-4cido citrico:
1.57 g Trizma base, 0.83 g de
acido citrico
Aforar a 100ml con H,O
destilada
AjustarpHa 7

0.05 g de NADP

0.05 g de NAD

0.018 g de 4cido ascérbico

0.034 ¢ d EDTA

0.1 g de albiimina sérica bovina

0.33 ml de 2-Mercaptoentanol

Aforar a 100 ml con H,O destilada

Buffer VEG II (Cheliak y Pitel, 1984)
0.31 g de 4cido bérico

2 ml de tergitol 15-S-9

2 g de PEG 8000

7 g de PVP 40

1 g de PVP 360

0.88 g de acido ascorbico

0.02 g de NAD

0.1 g de albtimina sérica bovina
0.005 g de pyridoxal 5 fosfato
0.27 g de sacarosa

0.19 g de cisterna-HCI

0.66 ml de 2-Mercaptoetanol

Aforar a 100 ml con H,O destilada
Ajustar el pH a 7.1 con NaOH



Sistemas de corrimiento

Sistema D Maiz (Stuber et al., 1988)
Buffer del electrodo (pH 6.5)

0.065 M Histidina (H8000) 10.088 g
0.007 M Acido citrico (monohidratado) 15¢g
Ajustar el pH a 6.5

Aforar a 1000 ml con H,O destilada

Buffer del gel
1 parte de buffer del electrodo
3 partes de H,O destilada

Correr a 30 mA, 7 horas.

Sistema Poulik (Hakim-Elahi, 1976)

Buffer del electrodo (pH 8.6)

Acido bérico 18.55¢
NaOH 4¢

Ajustar el pH con 1M Acido bérico o 1M NaOH
Aforar a 1000 ml con H,O destilada

Buffer del gel (pH 8.1)
Acido citrico (monohidratado) 0.63 ¢
Sigma 7-9 2g

Ajustar el pH con 4 M Acido citrico
Aforar a 1000 ml con H,O destilada

Correr a 60 mA de 4-5 horas.

Enzimas utilizadas

MDH (malato deshidrogenada, E.C.1.1.1.37) (Vallejos, 1983)
Pesar:

B-NAP (DPN) 8 mg
NBT 8 mg
NaCN 25 mg
Anadir:

0.2 M Tris-HCI pH 8 50 ml
1M DL-Malato pH 7.8 S ml
PMS 1% 0.1 ml

Incubar en oscuridad a temperatura ambiente.



APX (Peroxidasa andédica, E.C.1.11.1.7) (Hakim-Elahi, 1978)
Pesar:

3-Amini-9-Ethylcarbazole 50 mg
Afadir:

Dimetilformamida 3.5ml
H,O destilada 45 ml
Per6xido de Hidrégeno 3% 0.5 ml
Cloruro de calcio 1% 1 ml
1 M Acetato de sodio pHS5 2.5 ml

Incubar en oscuridad a temperatura ambiente.

CPX (Peroxidasa catédica, E.C.1.11.1.7) (Hakim-Elahi, 1978)
Pesar:

3-Amini-9-Ethylcarbazole 50 mg
Afadir:

Dimetilformamida 3.5ml
H,O destilada 45 ml
Peréxido de Hidrégeno 3% 0.5ml
Cloruro de calcio 1% 1 ml
1 M Acetato de sodio pH 5 2.5ml

Incubar en oscuridad a temperatura ambiente.

ACPH (Fosfatasa acida,E.C.3.1.3.2) (Hakim-Elahi, 1976)
Pesar:

Fast Garnet GBC SALT 75 mg
Afadir:

1 M Acetato de sodio pH 5 4 ml
H,O destilada 40 ml
MgCI12 10% 1 ml

a-naphtyl acid phosphate (sodium salt) 1% 2 ml

Incubar en oscuridad a temperatura ambiente.

EST (Esterasa, E.C.3.1.1.1) (Hakim-Elahi, 1976)
Pesar:

Fast Blue BB SALT 75 mg
Anadir:

Acetato de a-naftilo 1% 3ml
H,O destilada 45 ml
Buffer de fosfatos pH 6 Sml

Incubar en oscuridad a temperatura ambiente.



APENDICE II

Aislamiento e identificacion de los posibles agentes causales de marchitez de
las pldntulas

Se realiz6 un anlisis microbioldgico en los laboratorios del Area de Microbiologia del
Colegio de Postgraduados con sede en Montecillo, México, a cargo de la M. en C.
Maria Encarnacién Lara Herndndez y el Dr. Ronald Ferrera-Cerrato, utilizando material
vegetativo (plantulas de Nectandra ambigens procedentes de la selva de Los Tuxtlas,
Veracruz, que mostraran sintomas de marchitamiento).

Se analizaron 26 pldntulas que mostraron marchitez parcial o total. La raiz y
cuello de las plantas fueron cortados en trozos de 0.5 cm, que previa desinfectacién con
hipoclorito de sodio al 1 % y perfecto secado, fueron sembrados en cajas de Petri con
medio papa dextrosa agar (PDA) y V8. En cada caja se dispusieron de cinco a siete
trozos de tejido.

Una vez manifestado el crecimiento micelial, éste fue transferido a nuevas cajas
de Petri para su purificacion. Las cepas de crecimiento puro fueron analizadas
microscopicamente, poniendo especial interés a las que presentaron caracteristicas

tipicas de organismos patégenos, y se identificaron.
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