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Resumen

La interaccién planta-polinizador puede ser afectada por la fragmentacién del habitat
debido a cambios en la abundancia de los polinizadores. Estos cambios pueden modificar
el éxito reproductivo de las plantas y a largo plazo afectar la viabilidad de las
poblaciones remanentes. En este estudio se evalué el efecto de la fragmentacién en la
reproduccién de Dieffenbachia seguine (Araceae) y su relacién con los polinizadores en Los
Tuxtlas. Se realizaron observaciones directas de los escarabajos polinizadores en las
inflorescencias para estimar su abundancia y diversidad; se llevaron a cabo diferentes
tratamientos de polinizacién para determinar si la fragmentacién afecta el éxito
reproductivo de D. seguine. El éxito reproductivo se calculé a través de la probabilidad
de producir infrutescencias y el nimero de frutos. Los resultados muestran que la
fragmentacién afecta la abundancia y el nimero de especies de escarabajos
polinizadores teniendo consecuencias negativas en la polinizacion y en el éxito
reproductivo de D. seguine. El tratamiento de polinizacién manual incrementa el ndmero
de frutos sugiriendo que existe limitacién por polen tanto en las poblaciones de
fragmento como las de selva continua. Sin embargo, la limitacién por polen es mayor en
los fragmentos. La primera inflorescencia que produce una planta tiene un mayor nimero
de flores femeninas y masculinas asi como mayor nimero de frutos que las inflorescencias
subsecuentes, sugiriendo que las plantas asignan mayores recursos en la primera
inflorescencia que producen. Este estudio demuestra que la fragmentacién del hdbitat
causa efectos negativos en la polinizacién y la subsecuente disminucién del éxito
reproductivo de D. seguine. La persistencia de D. seguine en Los Tuxtlas puede ser
amenazada de manera indirecta por los efectos negativos de la fragmentacién en la

abundancia de sus polinizadores.



Abstract

In fragmented habitats, the plant-pollinator interaction may be altered if pollinator
abundance is reduced, affecting the process of pollination in fragments. Fragmentation
can affect both type and abundance of pollinators, producing a decline in plant
reproductive success. In addition, habitat fragmentation can increase the probability of
inbreeding by affecting the ability of insects to achieve pollination between non-genetic
related plants. In the long-term, those changes could alter the stability of fragmented
populations. The aim of this study was to examine if forest fragmentation affects
pollination and reproductive success of Dieffenbachia seguine (Araceae) in Los Tuxtlas
Mexico, by estimating changes in abundance and diversity of its main pollinators,
Cyclocephala beetles and reproductive success by estimating fruit number. Our results show
that fragmentation reduced the diversity and abundance of beetles. Natural fruit set was
higher in continuous forest than in fragments, suggesting that habitat fragmentation has a
negative impact on plant reproductive success. Pollen supplementation experiments
increased fruit production in both habitats compared to natural pollination, suggesting
pollen limitation. However, this limitation was higher in fragments, indicating that
fragmentation excacerbates it. This study offers evidence that habitat fragmentation
causes negative effects on pollination, and a subsequent decline on D. seguine sexual
reproduction. The persistence of D. seguine in the Los Tuxtlas region may be indirectly

threatened by fragmentation and its effects on abundance and diversity of beetles.



Introduccion

Fragmentacién del habitat

Actualmente la pérdida y fragmentaciéon del hdbitat afectan gran parte de la
biodiversidad global que se encuentra en los bosques tropicales (Gaston 2000, Watling y
Donelly, 2007). La fragmentacién es un proceso a nivel de paisaje en el que una gran
extensién del hdabitat es transformada en “parches” de vegetacién aislados entre si que
se encuentran rodeados por una matriz de tierras agricolas y otras formas de uso de
suelo (Saunder et al., 1991; Turner, 1996; McGrarical y Cushman, 2002). El aislamiento y
la reduccién poblacional producto de la fragmentacién pueden modificar los patrones
demogrdficos y la estructura genética de las poblaciones a través de cambios en las
interacciones con los polinizadores, la disminucién de flujo génico, el incremento de la
deriva génica y la endogamia (Young et al., 1996; Honnay et al., 2005). En particular, la
fragmentacién del hdbitat puede modificar la interacciéon entre las plantas y sus
polinizadores debido a que puede disminuir la abundancia y diversidad de éstos, asi
como su capacidad de movimiento entre los “parches” y por tanto su capacidad de
dispersar polen (Murcia, 1995; Didham, 1998). La restriccion en el flujo de polen (genes),
provocado por la fragmentacién podria reducir la diversidad genética, incrementar la
depresiéon por endogamia y, a largo plazo, reducir la adecuacién, el potencial
adaptativo y la estabilidad de las poblaciones remanentes (Didham et al., 1996; Sherwin

y Morits, 2000).

Polinizacion

La mayoria de las especies de angiospermas dependen de los polinizadores para
reproducirse sexualmente. Se estima que mds del 90% de las 300,000 especies de
angiospermas modernas son polinizadas por insectos y otros vertebrados (Buchman y
Nabhan, 1996). Considerando que los polinizadores brindan diversos servicios

ecosistémicos y son de gran importancia en la reproduccidén de las angiospermas, es de



particular interés evaluar los efectos que les ocasionan las actividades humanas
(Constanza et al., 1997; Harrison y Johnson, 2004; Kremen et al., 2007; Carvalho et al.,
2009). La fragmentacion del habitat puede generar cambios en la comunidad de insectos
polinizadores y esto podria tener consecuencias en el éxito reproductivo de las plantas
(Gonzdlez-Varo et al.,, 2009). Estos cambios en la comunidad de insectos incluyen la
disminucién de la abundancia y diversidad, asi como modificaciones en el comportamiento
de los polinizadores (Harris y Johnson, 2004).

En hdbitats fragmentados se reduce el tamafio poblacional de las plantas limitando la
cantidad y calidad de las recompensas para los polinizadores. De la misma forma, los
efectos ambientales producto de la fragmentacién del hdbitat pueden reducir la
densidad y la calidad de los sitios de anidacién de los polinizadores especialistas que
requieren de atributos especiales en el suelo y sitios de ovoposicién (Aizen y Feinsinger,
2002), disminuyendo asi la cantidad de insectos polinizadores en las dreas
fragmentadas. En general, la atraccién que generan las plantas hacia los polinizadores
depende de atributos intrinsecos como la morfologia floral, la cantidad y calidad de las
recompensas, asi como el despliegue floral (Totland 2001, Feinsinger 1987). La variacién
en el despliegue floral en los fragmentos puede producir alteraciones en el
comportamiento de los polinizadores, en la dispersiéon de polen y en consecuencia en la
adecuaciéon de las plantas (Trapnell y Hamrick, 2006). Se sabe que grandes despliegues
florales pueden atraer mdés polinizadores, promoviendo la polinizacién cruzada en
términos de incremento o en la remocién de polen, y el aumento de apareamientos
potenciales. Sin embargo, el nimero de flores que visita un polinizador por planta puede
aumentar con el tamafio del despliegue floral y esto promueve la autopolinizacién entre
las flores de la misma planta (geitonogamia). A pesar de ello, la posibilidad de que
ocurra geitonogamia puede ser reducida con sistemas de auto-incompatibilidad o
mecanismos como la separaciéon de los sexos en espacio y tiempo que aseguran la

fecundacion cruzada (Ohashi y Yahara, 2001; Busch y Schoen, 2008). En sintesis, se



espera que en hdbitats fragmentados se reduzca la atraccién de los polinizadores
debido a la disminuciéon en el tamano de las poblaciones de plantas y a los cambios

abidticos que pueden afectar la abundancia de los polinizadores.

Exito reproductivo

La disminucién de o la falta de una polinizacién efectiva es una de las principales
amenazas para la reproduccién de las plantas dentro de los hdbitats fragmentados. Se
ha detectado que en hdbitats fragmentados varias especies de plantas presentan efectos
negativos en la polinizacién y reproduccién (Wilcok y Neiland, 2002; Aguilar et dal.,,
2006). La respuesta de las plantas a la fragmentacion puede variar entre especies, esto
se debe al grado de dependencia del polinizador, al sistema de apareamiento y el éxito
reproductivo de las plantas. El conocimiento del sistema de apareamiento de las plantas
es sumamente importante, tanto para lograr el entendimiento de las relaciones ecolégicas
en comunidades naturales, como para analizar el flujo génico y el mantenimiento de la
variabilidad genética dentro de una poblacién. El tipo de sistema de apareamiento de
las especies condiciona, en alguna medida, la produccién de frutos y semillas (Galetto et
al., 2002). Una gran proporcién de plantas tropicales tiene un sistema de apareamiento
autoincompatible o posee mecanismos para evitar la autofertilizaciéon (Bawa, 1990,
Bawa, 1992). La combinacién del sistema de apareamiento autoincompatible y la
especializacién de los polinizadores implica un alto grado de dependencia (Bond, 1994).
Por ello, se espera que plantas autoincompatibles y con una alta dependencia de los
polinizadores, sean mds vulnerables a la fragmentaciéon y a la pérdida de la variacién
genética ya que pueden tener menor probabilidad de recibir polen de individuos
compatibles (Aizen et al., 2002; Honnay y Jacquemyn, 2007). Los cambios en el
movimiento o el tipo de polinizadores en los fragmentos pueden alterar la relacién entre
las plantas donadoras y receptoras de polen, disminuyendo la variacién genética y la

adecuaciéon a través de la endogamia o la depresidon por endogamia. Esto puede



aumentar si las poblaciones de plantas exhiben estructura genética espacial como
resultado de limitada dispersiéon por polen y semillas, provocando mayor incidencia de

endogamia biparental (Bosch y Waser, 1999).

Limitacién por polen

Para establecer una conexién entre la disminucién de la polinizacién y la reproduccién, se
requiere evidencia que demuestre que el éxito reproductivo de las poblaciones de
plantas en fragmentos presenta limitaciéon por polen (Cunningham, 2000). La limitacién
por polen ocurre cuando la disponibilidad de polen compatible estd restringido y resulta
en la fertilizaciéon de un menor nimero de évulos del total de dvulos disponibles (Knigth et
al., 2005). Generalmente, la limitacién por polen es consecuencia de la reduccién de la
calidad o cantidad de polen depositado en los estigmas, lo que provoca una menor
fertilizacién de ovulos, la disminuciéon en la produccién de semillas o descendencia con
menor vigor (Knight et al., 2005; Lazaro y Traveset, 2006; Aizen y Harder, 2007). En
plantas autoincompatibles la limitacién por polen puede ocurrir en poblaciones pequenas
como resultado de dos mecanismos, uno ecolégico y otro genético. Primero, el polen debe
ser transferido a flores en suficiente cantidad. En plantas polinizadas por insectos, esta
escasez puede ser causada por la reduccién de la visita de los polinizadores
(Cunningham, 2000). Menor nimero de polinizadores resultard en un menor nimero de
visitas por flor, menor oportunidad de transferir polen entre las plantas, incrementando la
geitonogamia (polinizacién entre flores del mismo individuo), y por Gltimo, una menor
producciéon de semillas (Larson y Barrett, 2000). Segundo, la limitacién por polen en
poblaciones pequefias puede surgir como resultado de la pérdida estocdstica de cruzas
entre genotipos compatibles. En poblaciones pequefias producird la erosidén de la
variaciéon genética a través de endogamia o deriva génica (Falconer, 1989; Campbell y
Husband, 2007). Los efectos negativos de la endogamia se deben a que muchos alelos

recesivos son deletéreos en condicién homocigotica (hipdtesis de dominancia parcial), 6



por lo que los heterécigos en comparaciéon con los homécigos tienen ventaja adaptativa
(hipotesis de sobredominancia) (Charlesworth y Charlesworth, 1987). En las poblaciones
que de manera natural presentan altos niveles de endogamia, la frecuencia de alelos
recesivos puede declinar en la medida en que los homécigos sean eliminados por

seleccion (Young et al., 1996).

En este estudio se exploraron las consecuencias de la fragmentacién del hdbitat en la
interaccién de Dieffenbachia seguine (Araceae) con sus polinizadores en Los Tuxtlas. El
objetivo principal fue resolver si la abundancia y diversidad (ndmero de especies) de los
escarabajos polinizadores disminuye en el hdbitat fragmentado y si la falta de

polinizadores modifica el éxito reproductivo de D. seguine.

En la selva de Los Tuxtlas las herbdceas son la forma de crecimieto mds representada
(Ibarra-Manriquez et al.,, 1997). Las herbdceas son sistemas ideales para realizar
experimentos en zonas fragmentadas debido a que: crecen en el sotobosque y estdn
sometidas a los cambios drdsticos del microclima que ocurren en los fragmentos (Bruna et
al. 2002). La herbdcea D. seguine (Araceae) es un modelo util para estudiar la
fragmentacién ya que es una planta muy abundante en Los Tuxtlas que presenta una
relacién especifica con sus polinizadores (Young 1986, 1990) y de la cual se tiene
suficiente informacién documentada (Cuartas-Herndndez, 2002; Cuartas-Herndndez,
2006; Cuartas-Herndndez y Nofez-Farfan, 2006). Los estudios previos indican que las
poblaciones de la selva continua y de los fragmentos de D. seguine de Los Tuxtlas
presentan altos niveles de endogamia, se encuentran altamente estructuradas, con bajo
flujo génico y bajas tasas de inmigracién. En los fragmentos aumenta la cantidad de
inflorescencias producidas y la tasa de abortos de las semillas, disminuye el nomero de
frutos, el vecindario genético y el drea efectiva de polinizacién debido al aumento en la

densidad de individuos reproductivos (Cuartas-Herndndez y Nofez-Farfan, 2006, 2010).



Hipoétesis
Si los escarabajos polinizadores de D. seguine son susceptibles a la fragmentacién del
hdbitat, entonces se espera que su abundancia y diversidad sea menor, y en consecuencia

disminuya el éxito reproductivo de D. seguine.

Métodos y andlisis de datos

Especie de estudio

Dieffenbachia seguine (Araceae) es una herbdcea tropical monoica, abundante en el
sotobosque de la selva de Los Tuxtlas, Veracruz. Sus poblaciones tienden a estar
agregadas debido a su reproduccién vegetativa y a la germinacién local de las semillas
(Young, 1986). En la Estacién de Biologia de Los Tuxtlas D. seguine se distribuye en
parches pequefios, mientras que en los fragmentos forma colonias muy grandes y densas.
El pico de floracién es en la temporada de lluvias (junio- noviembre). Las inflorescencias
presentan un espddice dividido con un cinturén de flores estériles, el cual se localiza entre
las flores estaminadas de la parte apical y las flores pistiladas rodeadas por
estaminodios en la porcién basal (Cuartas-Herndndez, 2006). Cada flor pistilada

presenta un léculo con un solo évulo (Croat, 2004).

Las dieffenbachias exhiben una relacién compleja y especifica con sus escarabajos
polinizadores (Young 1986,1990). Las plantas de D. seguine son polinizadas por tres
especies de escarabajos del género Cyclocephala (Scarabaeidae, Dynastineae): C.
sanguinicollis, C. sexpunctata y C. mafaffa (Cuartas-Herndndez, 2006). El género
Cyclocephala es uno de los més diversificados de la Estacién de los Tuxtlas, ya que estd
representado por 15 especies de las cuales algunas presentan hdbitos floricolas. Las
especies C. maffafa y C. sanguinicollis tienen amplia distribucién y es comUn encontrarlas
tanto en bosques primarios, como en zonas muy perturbadas. Los adultos de C.

sexpunctata y C. mafaffa se localizan con frecuencia dentro de inflorescencias de ardceas



(Morén y Blackaller, 1997). Las inflorescencias del género Dieffenbachia incrementan su
temperatura y producen fragancias que coinciden con la actividad de vuelo de los
escarabajos polinizadores (Schatz, 1990). Usualmente el movimiento de estos escarabajos
es al atardecer. Arriban a la inflorescencia aterrizando en el espddice y después entran
a la porcién del tubo de la espata donde las flores pistiladas estdn en antesis.
Permanecen en la inflorescencia por 24 h, ahi copulan y se alimentan de los estaminodios
que contienen proteinas (Young, 1986). Los escarabajos salen al dia siguiente cuando la
inflorescencia comienza a cerrarse y las flores estaminadas producen largos filamentos de
polen. Al salir de la inflorescencia los escarabajos se cubren de polen y vuelan a la

siguiente inflorescencia receptiva (Croat, 2004).

Area de estudio

El estudio se realizé en Los Tuxtlas en el estado de Veracruz, esta zona representa el
limite de la distribucién de la selva tropical lluviosa en América (Dirzo y Miranda, 1991).
Las intensas actividades humanas en la zona, principalmente la ganaderia, han promovido
la deforestacién de la selva de Los Tuxtlas provocando que el 20 % del paisaje actual
esté compuesto de pequefios fragmentos remanentes de selva ubicados en la cima de las
montafas y cafiadas, rodeados por potreros y campos de cultivo con drboles aislados.
Sélo el 5% de la vegetacion original se encuentra en dreas de selva continua del volcdn

Santa Marta y en la estacién de Biologia de la UNAM (Estrada y Coates, 1996).

Se eligieron dos poblaciones en lo que llamaré selva continua (Estacién de Biologia de Los
Tuxtlas, 640 ha, S1: Estacién y S2: Darwin) y dos poblaciones en fragmentos (F1: Borrego
y F2: Playa). La seleccién final de las poblaciones estuvo sujeta a la abundancia de
plantas de D. seguine. La separacién promedio entre las poblaciones es de 2.2 km. El
drea del bosque continuo es de 640 ha; el drea de los fragmentos es de 37 ha para F1

y 3 ha para F2.



Disefio de estudio

La toma de datos se llevé a cabo a lo largo de 30 dias durante el pico de floracién en
julio del 2008 en las poblaciones de selva continua y fragmentos. Dentro de cada
poblacién se registré el nimero de escarabajos Cyclocephala observados, se midieron los
caracteres florales y vegetativos de las plantas. Se realizaron experimentos de
polinizacién para determinar el sistema de apareamiento de D. seguine, para estimar el
éxito reproductivo y la limitacién por polen entre los hdbitats, asi como para tratar de
determinar si las poblaciones tienen depresidon por endogamia. Adicionalmente, con la
finalidad de contar con mayor informacién de D. seguine se observaron las caracteristicas

estructurales de las flores pistiladas al microscépio electrénico de barrido MEB.

Estimacidn de la abundancia y diversidad de Cyclocephala

Para determinar la abundancia y “diversidad” (3 especies) de los escarabajos
polinizadores de D. seguine se realizaron observaciones directas en las inflorescencias en
ambos hdbitats. En total se examinaron 1,168 inflorescencias en todas las poblaciones.
Asimismo, se registré el nimero de otras especies de insectos y otros artrépodos
observados dentro de las inflorescencias; estas especies fueron agrupadas dependiendo
de su Orden taxondmico. Los escarabajos encontrados fueron marcados con una
combinacién Unica de puntos y lineas en los élitros y/o en el pronoto utilizando pinturas
indelebles (Artline 999 Schachiata Inc Japan) (Apéndice 1). Se utilizé el método de
captura y recaptura para medir la distancia de desplazamiento de los escarabajos entre
las plantas. Mediante la prueba Wilcoxon se comparé el nimero de escarabajos entre los
hdabitats, se estimé el indice de diversidad de Shannon en cada hdbitat (H) y se calculé el
porcentaje de individuos observados para cada Orden. La mayoria de las inflorescencias
con escarabajo contenian sélo uno o dos individuos. Para evaluar el efecto del nimero de

visitas de escarabajos en la produccién de frutos se agruparon los datos en categorias
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(de una y dos o mds visitas por inflorescencia) y posteriormente se realizé una prueba de

Debido a que en otros géneros de ardceas se ha reportado un incremento en la
temperatura floral respecto a la del aire como consecuencia de liberacién de sustancias
atrayentes para los polinizadores, se realizé la medicién directa de la temperatura en
inflorescencias de D. seguine con un termémetro digital Fluke 51 K/J THERMOMETER Se midié la
temperatura en inflorescencias sin polinizadores, con escarabajos y la temperatura
ambiente. Para determinar si existen diferencias significativas entre la temperatura de las

inflorescencias y la temperatura en el ambiente (aire) se hizo una prueba de t pareada.

Flores pistiladas

Con el objeto de observar las caracteristicas estructurales de las flores pistiladas se
colectaron 8 inflorescencias de diferentes individuos, se guardaron y fijaron en FAA.
Posteriormente, se hicieron cortes de las flores femeninas para conocer su anatomia. Para
conocer la micromorfologia floral, las flores pistiladas fijadas en FAA se deshidrataron en
alcoholes graduales, se secaron a punto critico en una desecadora CPD-030 Baltek, se
colocaron en portamuestras de aluminio y se cubrieron con una capa de oro en una
ionizadora Denton Vaccum Desk Il. Las muestras asi procesadas se observaron en el

microscépio electrénico de barrido Jeol.

Caracteres florales y vegetativos

Para comprobar si la fragmentacién del hdbitat tiene efectos sobre la morfologia de los
caracteres vegetativos y florales de D. seguine se midieron en total 964 inflorescencias,
475 en selva continua y 490 en hdabitat fragmentado. Los caracteres vegetativos que se
midieron son: la altura o el tamaiio de la planta que va desde la parte visible del rizoma
y el tallo hasta la ltima hoja, el didmetro del tallo y el nimero de hojas. Los caracteres

florales que se midieron son: (1) el tamafio o longitud de toda la inflorescencia, (2) la
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apertura de la brdcteq, (3) longitud de la inflorescencia desde las flores femeninas hasta
las flores masculinas, (4) la longitud de la zona floral femenina, (5) la longitud y (6)
didmetro de la inflorescencia cubierta por flores masculinas, (7) el didmetro del cinturén
de flores estériles, (8) el didmetro del pedicelo y (9) el nimero de flores femeninas
(6vulos) (Figura 1). Se realizé6 un MANOVA para los caracteres (florales y vegetativos)
por hdbitat y poblaciones anidadas en el hdbitat. Posteriormente se hicieron andlisis

univariados (ANOVA) para comparar los caracteres entre los hdbitats.

Figura 1. Diagrama de los caracteres florales que fueron medidos en D. seguine en Los

Tuxtlas, Veracruz.

Sistema de apareamiento y tratamientos de polinizacidn

Para identificar si D. seguine es una planta auto-incompatible sin autogamia se realizaron
experimentos de cruzas controladas en las poblaciones C1 y C2. Se hicieron cruzas de
auto-polinizacién manual y de auto-polinizacién automdtica o control. Las inflorescencias
virgenes se cubrieron con bolsas de tul para impedir la contaminacién por polen de otras
plantas y evitar el acceso de insectos. Se embolsaron 36 inflorescencias para las cruzas

de auto-polinizacién manual y una vez que la fase femenina coincidié con la masculina las
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flores pistiladas fueron polinizadas manualmente con el polen de la misma inflorescencia.
Para el tratamiento de auto-polinizacién automdtico, se embolsaron 47 inflorescencias
virgenes. Posteriormente, se realizaron censos para revisar las infrutescencias de cada
tratamiento y determinar si fueron o no viables. Adicionalmente, se observé la formacién
de tubos polinicos por medio de la técnica de fluorescencia en flores fertilizadas con
polen del mismo individuo y flores de entrecruzamiento manual como grupo control. Para
ello, se polinizaron 6 inflorescencias virgenes receptivas y 12 horas después fueron
cortadas y fijadas en FAA (formaldehido, dcido acético, etanol al 70%). Se realizaron
cortes de las flores mediante la técnica de inclusion y de deshidratacién del tejido. Los
tubos polinicos fueron visualizados con el método de azul de anilina descrito por Dafni
(1992) en un microscopio Olympus BH2 con luz ultravioleta y filtro para luz de anilina. Los

resultados de este experimiento adn son preliminares (Apéndice 2).

Con el objeto de determinar si existe depresién por endogamia en las poblaciones de D.
seguine se realizaron experimentos de polinizacién manual en el hdbitat fragmentado y
en la selva continua. Se realizaron cruzas controladas para producir progenies derivadas
de entrecruzamiento (polen de otro individuo) y auto-polinizaciones. Las cruzas
endogdmicas reducen la heterocigosis en 50% (coeficiente de endogamia, f = 0.5),
mientras que los entrecruzamientos, si se realizan de manera estriccamente aleatoria entre

individuos, producen un coeficiente de endogamia de cero. Se pretendié estimar la

depresion por endogamia a través de la férmula 521—(Wu/We), donde VT/E es la

adecuaciéon promedio de los individuos derivados de entrecruzamiento y W, es la

adecuacién promedio de la progenie derivada de auto-polinizacién (Charlesworth y
Charlesworth, 1987). Para ello se realizaron entrecruzamientos con polen de plantas
externas (provenientes de otra poblacién) y plantas locales (de la misma poblacién). Se

esperaba que las cruzas realizadas con los individuos locales posean un coeficiente de
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endogamia mayor (coancestria) que las cruzas realizadas con individuos de las

poblaciones externas y por tanto presentaran diferencias en el éxito reproductivo.

El polen colectado y los entrecruzamientos fueron realizados en distancias conocidas
(Tabla 1). En total se realizaron 622 entrecruzas manuales, de este nimero se utilizaron
614 entrecruzas para los andlisis ya que sélo en ellas se conocié el origen de los
donadores de polen (Tabla 2). En las entrecruzas manuales se utilizaron 288 diferentes
donadores de polen, de los cuales 147 pertenecen a la selva y 141 a los fragmentos.
Asimismo, se realizé el tratamiento natural o control. Se registraron y marcaron en total
454 flores abiertas que fueron polinizadas de manera natural; de este total, 234
inflorescencias se encontraban en la selva continua y 220 en fragmentos. En este

|1!

tratamiento “natural o control” se incluyen aquellas inflorescencias en las que se observé

la presencia de coledpteros, hemipteros u otros insectos no polinizadores.

Tablal. Matriz de distancias en kildmetros entre las poblaciones de D. seguine. C = selva

continua; F = fragmento.

Ci1 C2 F1 F2
Ci 0
Cc2 0.37 0
F1 3.68 3.59 0
F2 1.88 1.52 4.03 0]

Tabla 2. N0mero de entrecruzas manuales realizadas D. seguine con polen interno y

externo para cada hdbitat.

Tratamiento de polen N Fragmento Selva
Externo 412 205 207

Local 202 113 89

Total 614 318 296
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Exito reproductivo y limitacién por polen

Se estimé la probabilidad que tiene una inflorescencia de convertirse en una
infrutescencia y se comparé entre los tratamientos de entrecruza manual y polinizacién
natural en cada hdbitat. Para obtener esta probabilidad se asigné el valor de 1 (uno) a
aquellas inflorescencias que se convirtieron en inflorescencias y produjeron frutos; y el
valor de O (cero) a aquellas infrutescencias que no produjeron frutos. Se realizaron censos
de las plantas marcadas para cada tratamiento y posteriormente se colectaron las
infrutescencias. Debido a que los frutos de D. seguine maduran en un largo periodo de
tiempo (siete meses), se realizé la colecta de frutos inmaduros cinco meses después de la
fertilizacién. Una vez que se colectaron las infrutescencias se conté el nimero de frutos
para cada tratamiento en cada uno de los sitios. Se calculé el éxito reproductivo para
cada tratamiento en cada hdbitat utilizando la férmula sugerida por Dafni (1992)
[(ndmero de frutos obtenidos/ nimero de flores tratadas) x (nimero promedio de semillas

o frutos obtenidos por inflorescencia/ nimero de évulos por flor)].

Para comprobar si existen cambios en la probabilidad de producir infrutecencias como en
el nimero de frutos producidos entre los tratamientos (natural y entrecruza) y en los
tratamientos dentro de los hdbitats, se utilizaron modelos logisticos para la probabilidad
y la prueba categérica CATMOD (SAS V8) para el nimero de frutos. En la prueba
CATMOD las frecuencias de los frutos fueron clasificadas en variables categéricas. El
andlisis de datos categéricos CATMOD es una extensién del ANOVA tradicional con una

aproximacién en el andlisis de frecuencias (Stokes et al., 2000).

Cuando el éxito reproductivo de las plantas se reduce, los experimentos de cruzas
manuales son Gtiles para comprobar si esta reduccién se debe a la limitaciéon por polen
(Cunningham, 2000). Para determinar si las poblaciones de D. seguine en Los Tuxtlas

presentan limitaciéon por polen se compard el éxito en la produccién de frutos y la
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probabilidad de producir infrutescencias entre los tratamientos de polinizacién natural y
entrecruzamiento manual. Se calculé el indice de limitacién por polen (LP) en cada habitat
como: LP = 1- N/E, donde N y E representan el éxito en la polinizacién natural o control y

el entrecruzamiento, respectivamente (Tamura y Kudo, 2000; Lazaro y Traveset, 2006).

Produccién de frutos a partir de cruzas con polen local y polen externo

Se empleé un modelo nominal logistico para deterninar las diferencias entre los
tratamientos de entrecruza con polen local y polen externo entre los habitats. Se utilizé la
prueba CATMOD para determinar las diferencias en el nimero de frutos producidos en el

tratamiento natural y de entrecruza (polen local y externo) para cada hdbitat.

Polen

El polen utilizado en las cruzas se colectd directamente con un pincel en inflorescencias con
fase masculina. En aquellas inflorescencias que ain no liberaba el polen, se corté la parte
masculina de las inflorescencias y se almacend hasta que liberara el polen. El polen
colectado se utilizé alrededor de tres o cuatro dias posteriores a la colecta de la
inflorescencia debido a que después de esto se descompone y pierde su viabilidad

(Tabla 3).

Tabla 3. Nimero de machos donadores de polen de D. seguine por dia para cada

hdbitat.
Hdabitat donadores n Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
Fragmento 198 135 53 9 1
Selva 250 193 50 4 3

Se empledé un modelo logistico para evaluar la relacién que existe entre el nimero de

frutos producidos y la variaciéon de donadores de polen. En el andlisis sélo se utilizaron las
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cruzas realizadas con el mismo donador de polen en diferentes hembras para cada
habitat (n = 448). El éxito de las entrecruzas realizadas en este estudio pudo verse
alterado debido a la rdpida descomposicion del polen de D. seguine, por lo que se
analizé si el uso de polen a lo largo de varios dias influye en la probabilidad de producir
frutos por medio de un modelo nominal logistico. En el modelo se comparé la
probabilidad de producir infrutescencias dependiendo del hdbitat de los donadores y el
tratamiento de polen utilizado (local y externo). Mediante un andlisis de datos
categéricos CATMOD se estimé si la produccion de frutos difiere significativamente

dependiendo del hdbitat de los donadores.

Variacidn entre patrones de asignacién temporal

Para determinar si la planta madre asigna mayores recursos a la primera inflorescencias
que produce a lo largo de la temporada de reproduccién se utilizaron modelos lineales
generalizados con distribucién normal. Se comparé el nimero de évulos, el drea de flores
masculinas y el tamafio de toda la inflorescencia entre la primera y segunda
inflorescencia producida por la misma planta. Se realizé una prueba de t pareada para
determinar si existe un compromiso entre la produccién de frutos entre la primera y
segunda inflorescencia producida por la misma madre. En esta prueba sélo se utilizaron
aquellas inflorescencias que fueron polinizadas manualmente y que produjeron frutos.
Sélo se emplearon estas inflorescencias para asegurarnos que el polen y la madre
receptora fueran viables. Sin embargo, los datos con estas caracteristicas comprenden

sélo a cinco plantas madres.
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Resultados

Abundancia y diversidad de polinizadores

En total se observaron 83 escarabajos del género Cyclocephala durante el pico de
floracién. Existen diferencias significativas en el nimero de escarabajos observados entre
los habitats (y2 = 35.85, g.l.= 1, P < 0.0001, n = 83). La abundancia y el nimero de
especies de escarabajos es menor en el hdbitat fragmentado (H' = 0.09 * 0.05) donde
s6lo se observaron 10 individuos de las especies C. sanguinicollis y C. maffafa. En la selva
continua la abundancia y nimero de especies de escarabajos fue mayor (H' = 0.70 +
0.10), se observaron 73 escarabajos de las tres especies C. sexpunctata, C. maffafa y C
sanguinicollis, siendo esta Ultima la mds abundante en ambos hdbitats (Figura 2). La visita
de los polinizadores es més frecuente en el hdbitat “continuo”, del total de inflorescencias
revisadas en las selva continua (n = 616) sélo el 11% fueron visitadas por escarabaijos.
Mientras que en los fragmentos de las inflorescencias revisadas en total (n = 552), sélo el
1 % fueron vistas con algun escarabajo polinizador. El nimero mdximo de escarabajos
observados en una inflorescencia son cuatro individuos, se observé que C. sanguinicollis y
C. sexpunctata pueden permanecer en la misma inflorescencia: el nimero de escarabajos
en una inflorescencia si modifica la cantidad de frutos que produce (t = 3.30, g.l. = 23.9,
P = 0.001, n = 26). Las recapturas de los escarabajos fueron escasas y sélo ocurrieron en
la selva continua para las especies C. sanguinicollis y C. sexpunctata. En total se
recapturaron cuatro escarabajos que se desplazaron entre 2 y 21m, con un promedio de
desplazamiento de 13 m. La temperatura de las inflorescencias de D. seguine sube en
promedio 0.5 grados mds que el promedio de la temperatura ambiente (26.1 °C) (t =
8.0, g.. =79, P = 0.0001, n =160). En la selva continua las inflorescencias son visitadas
con mayor frecuencia por hemipteros (30.3%), coledpteros polinizadores (28.74%) y las
larvas de dipteros (16.14%). En el hdbitat fragmentado son visitadas con mayor
frecuencia por hemipteros (63%), ortépteros (8.92%) y larvas de diptero (7.14 %).

(Apéndice 3).

18



60 1

mm C. maffafa

2 5 —1 C. sexcpunctata
;g_ mm C. sanguinicollis
O 40 1

o

19)

w

[0] 30

o

<

0 20 1

o

5

Z 10 1

0 — I

Selva Fragmento

Figura 2. Escarabajos del género Cyclocephala observados en plantas de D. seguine de

cada hdbitat en Los Tuxtlas (P < 0.0001).

Flores pistiladas

Dieffenbachia seguine tiene flores pistiladas sin estilo con una amplia regién estigmatica
(figura 3A y 4A) que posee papilas estigmdticas a las que se adhieren los granos de
polen (figura 3E y 4B). Cada flor femenina presenta un solo évulo (Figura 3D y 4D)
cubierto por una capa mucilaginosa (Figura 4C). Existe una porcién del estigma que al
hundirse se aproxima al léculo (canal estigmdtico), por lo que es probable que por esta
region se desarrollen los tubos polinicos (Figura 3B, 4E y 4F). Al igual que otras ardceas,
los tejidos de D. seguine presentan cristales de oxalato en forma de agujas que se

agrupan y forman rafidios (Figura 5).
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Figura 3. Flor pistilada de Dieffenbachia seguine vista al microscépio electrénico de
barrido MEB. A. Corte longitudinal de la flor pistilada en la que se observa la regién
estigmatica (st) y los estaminodios (est). B. regién estigmdtica en la que se observa el
canal estigmdtico (cs) que se dirige hacia el léculo (lc). C. Corte longitudinal del
estaminodio en el que se oberva que carece de granos de polen. D. Corte de la flor en el
que se aprecia el léculo (Ic) y el évulo (ovu). E. Granos de polen adheridos a las papilas

estigmdticas. F. Grano de polen de D. seguine germinando en la superficie estigmdtica.

20



Figura 4. Cortes histolégicos de la flor pistilada de D. seguine. A. Corte longitudinal de la
flor en la que se observa el estigma, el ovario (ov) y el évulo (ovu). B. Area del estigma
con papilas (pst) y canal (cs) estigmdtico. C.Corte longitudinal en el que se muestra el
léculo con el évulo cubierto por mucilago (mu) y tricomas placentarios (tp). D. Corte
longitudinal del loculo évulo (ovu). E y F. Corte en el que se observa el canal estigmdtico

(cs) que se apréoxima al léculo y al évulo.

Figura 5. Rafidios (cristales de oxalato) en los estaminodios de D.seguine.
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Sistema de apareamiento
D.seguine es una planta autoincompatible ya que ninguna de las inflorescencias del
tratamiento de polinizacién automdtica (n = 47) o de autofertilizacion manual (n = 36)

produjé frutos.

Caracteres florales y vegetativos

Los caracteres florales y vegetativos de D. seguine difieren significativamente entre
hébitats (MANOVA F =9.22, g..= 8, P < 0.0001) (F =16.6, g..=10, P < 0.0001), y entre
poblaciones dentro de los hdbitats (MANOVA F = 5.68, gl.= 16, P < 0.0001) (F=11.9,

g.l.= 20, P < 0.0001) (Tabla 4 y 5).

Tabla 4. Media y desviacién estandar de cada uno de los caracteres vegetativos de D.

seguine que fueron comprados entre los hdbitats con un ANOVA.

Fragmento n Selva n P
Didmetro del tallo (mm.) 24.3 3.0 452 222+ 5.0 466 0.0001
Altura (mm.) 576.9 £ 195 458 628.6+171.8 472 0.0001
Hojas 11.0 £ 2.8 455 11.4 + 2.69 465 0.0919
Inflorescencias 1.6 £0.73 457 1.6 £0.75 463  0.9379

Infrutescencias viables 0.21 £ 0.41 490 0.38 + 0.48 475 0.0001

Tabla 5. Media y desviacién estandar de cada uno de los caracteres florales en mm. de

D. seguine que fueron comparados entre hdbitats con un ANOVA. Ver figura 1

Fragmento n Selva n P
1 Largo de brdctea 221 £31.65 370 223.8%+284 377 0.2530
2 Ancho de brdctea 345+ 7.1 374 334 6.6 377  0.0992
3 Tamaiio de inflorescencia  193.8 = 28.8 445 198.7 + 24.6 473 0.0189
4 Longitud femenina 91.1 £ 148 429 91.4%+13.5 471 0.7272
5 Longitud masculina 78.1 121 441 8441+11.5 473 0.0001
6 Didmetro masculino 8.97 £0.05 372 9.0 £ 0.05 378 0.4406
7 Cinturén estéril 16.6 £27 374 16.1 £ 2.8 377 0.0446
8 Pedicelo 837+1.15 372 822%+1.19 378 0.0912
9 Ovulos 36.4+7.4 408 386+77 411  0.0001
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Exito reproductivo y limitacién por polen

Se compararon los tratamientos de entrecruza manual y de polinizaciéon natural en cada
hdbitat utilizando como variables de respuesta la probabilidad de producir una
infrutescencia y el nomero de frutos (Tabla 6). Se detectaron diferencias significativas en
la probabilidad de producir infrutescencias entre hébitats (r?= 0.13, y2 = 24.8, g.l.= 1, P
< 0.0001, n = 1076), entre tratamientos (2 = 163.7, g.l= 1, P < 0.000) y entre los
tratamientos dentro de los hdbitats (y2 = 9.55, g.l. = 1, P < 0.002) (Figura 6 i). También
se encontraron diferencias significativas en el nimero de frutos producidos entre los
habitats (CATMOD y2 = 23.47, gl.= 1, P < 0.0001, n = 1074) y entre tratamientos
(CATMOD y2 = 73.38, g.l.= 1, P < 0.000) (Tabla 7). Sin embargo, para el nimero de
frutos los tratamientos no difieren significativamente entre los habitats (CATMOD 2 =
0.76, g.l.= 1, P=0.38) (Figura 6 ii).

Independientemente del tratamiento, las inflorescencias de la selva continua tienen mayor

probabilidad de producir infrutescencias y frutos (Figura 6 i y ii; Tabla 8). El nomero
promedio de frutos obtenidos en la selva continua fue mayor (x= 7.63 £ 12.2) que en

los fragmentos (;c = 4.98 * 10.04). Las infrutescencias con entrecruza manual presentan
mayor éxito que las infrutescencias de polinizacién natural sugierendo limitacién por
polen en ambos hdbitats (Figura 6 i y ii; Tabla 9). La probabilidad de producir una
infrutescencia y el nimero de frutos aumenta con la entrecruza manual en ambos hdbitats
(Tabla 6, 7 y 9). La limitacién por polen es mayor en los fragmentos ya que el 86 % de
las inflorescencias no produjeron infrutescencias mientras que en la selva el 62 % de las
inflorescencias no produjo infrutescencias. En el tratamiento natural o control se
encontraron diferencias significativas en la probabilidad de producir infrutescencias entre
las poblaciones dentro de los habitats (r2= 0.08, 2 = 5.93, g.l. = 2, P= 0.05), asi como
en el nimero de frutos (CATMOD 92 = 35.85, g.I.= 3, P < 0.0001), siendo mayor en las

poblaciones de la selva continua (Figura 6 iii y iv).
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Tabla 6. Inflorescencias de D. seguine que si produjeron (viables) y no produjeron
infrutescencias (no viables) en tratamientos de entrecruza manual y polinizacién natural

para cada hdabitat.

Fragmento Selva continua
Entrecruza Natural Entrecruza Natural
Viables 129 9 142 39
Proporcién 0.39 0.04 0.47 0.16
No viables 197 211 154 195
Proporcién 0.60 0.95 0.50 0.83
Total 326 220 296 234
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Figura 6. Gréficas de éxito reproductivo de D. seguine en Los Tuxtlas. i) Probabilida de
producir una infrutescencia en los tratmientos de polinizacién manual y natural en habitat
fragmentado y selva, ii) Numero promedio de frutos producidos en inflorescencias en
tratamientos de  polinizacion manual y natural en ambos hdbitats, iii) Probabilidad
promedio de producir infrutescencias de manera natural en cada poblacién y hébitat, iv)
Frutos producidos en las inflorescencias con polinizacién natural en las poblaciones de

fragmento y selva.
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Tabla 7. Promedio de frutos producidos por D. seguine en los entrecruzamientos manuales

y la polinizacién natural para cada hébitat.

Habitat n Entrecruza n Natural
Fragmento 326 7.86 £11.72 220 0.735 * 4.10

Selva 296 11.14 £ 13.59 234 3.09 £ 8.22
Promedio 622 9.5+t 126 454 1.91 £ 6.1

Tabla 8. NOomero total de frutos de D. seguine producidos en todos los tratamientos y las

poblaciones en fragmentos y la selva.

Frutos x + D.E. N
F1 4.10%9.72 255
F2 576 £ 10.26 287
Ci1 7.66 £ 12.81 293
Cc2 7.59 £ 11.49 241

Tabla 9. Exito reproductivo en D. seguine en tratamiento de polinizacién manual y natural

en cada hdabitat calculado a partir de la férmula de Dafni (1992), ver métodos.

NUOm. promedio de frutos obtenidos /

Tratamiento de NOm. promedio de flores tratadas Exito reproductivo
polinizacién (% fructificacién) x + D.E.
Fragmento Selva Fragmento Selva
Natural 0.65/36.7 3.08/38.8 0.33+2.16 1.89*+58
(0.01%) (0.07%)
Entrecruza 8.05/37.4 11.15/38.1 533+91 777 £10.8
manual (0.21%) (0.29%)
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Produccién de frutos a partir de cruzas con polen local y polen externo

El apareamiento entre parientes tiene mayor probabilidad de ocurrir entre individuos de
la misma poblacién. Por esta razén se esperaba que las cruzas realizadas con polen
externo (polen de poblaciones diferentes) produjeran mayor nimero de frutos en
comparacion con las cruzas realizadas con polen local (polen de la misma poblacién) y
asi poder estimar la probabilidad de depresién por endogamia. Sin embargo, los valores
de depresién por endogamia estimados a partir del nimero de frutos y la probabilidad
de producir infrutescencias resultaron negativos (Tabla 10). Esto se debe a que las
entrecruzas realizadas con polen local producen mas frutos (CATMOD %2 = 26.01 g.l.= 1,
P < 0.0001, n = 614) y tienen mayor probabilidad de producir infrutescencias que las
cruzas realizadas con polen externo (r?= 0.02, g.l.=1, ¥2= 13.07, P < 0.0003, n = 614).
El nbmero de frutos y la probabilidad de producir infrutescencias son significativamente
diferentes entre los hdabitats (CATMOD 2 = 12.1, gl= 1, P = 0.0005, n = 614), (2 =
5.98, g.l.=1, P < 0.01). Sin embargo, en ambas variables los tratamientos no difieren
significativamente entre los hdbitats (Figura 10). El nimero promedio de frutos es mayor

en la selva (Tabla 10).

Tabla 10. Valores de depresiéon por endogamia estimados a partir de la férmula
(521—(WQ/W6), donde Vva es la adecuacién promedio derivada de las cruzas de

polen interno y W, es la adecuaciéon promedio las cruzas realizadas con polen externo.

o o
Nomero de frutos Probabilidad de producir una infrutescencia
Global -0.73 -0.36
Selva -0.69 -0.34
Fragmentos -0.89 -0.45
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Figura 10. Exito reproductivo en las inflorescencias de D. seguine a las que se aplicé el
tratamiento de polinizaciéon natural y entrecruzamiento con polen local y externo para

cada habitat.

Tabla 10. NOomero de frutos producidos por D. seguine por tratamiento de polen (local y

externo) en cada hdbitat.

Polen n Externo n Local
Fragmento 205 592+ 10.33 113 11.2 £ 13.45

Selva 207 9.23 + 12.61 88 15.81 = 14.87

Total 412 7.58 £ 11.64 201 13.22 £ 14.24

Variacién entre donadores de polen

Debido a que los entrecruzamientos realizados con polen local produjeron mayor nimero
de frutos se analizé la variacién entre los donadores de polen (CATMOD 2 = 26.01,
gl.=1,P <0.0001, n = 614). Se encontré que el 40 % de la variacién en la produccién
de frutos de entrecruzas manuales es explicado por las diferencias entre los donadores
de polen (r2 = 0.40, ¥2 =219.3, g.l.= 147, P < 0.0001, n = 448). El éxito en la
probabilidad de producir frutos se reduce hasta el 65% después del primer dia en que

se colecté el polen (r2 = 0.01, ¥2 =8.20, g.l.= 3, P < 0.03, n = 447) (Figura 11). Sin
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embargo, la interacciéon entre variables no pudo realizarse debido a que no se tienen

suficientes réplicas de los donadores en cada hdbitat.

0.5 1
0.4 1
0.3 1
0.2 1

0.1 A

0.0
Primero Segundo

Dia
Figura 11. Probabilidad de producir infrutescencias después del primer dia en que se

Probabilidad de producir una infrutescencia

colecté el polen (P < 0.05).

El habitat de los donadores tuvo un efecto significativo en la probabilidad de producir
infrutescencias (2 = 7.44, g.l.= 1, P = 0.006, n = 501). En el modelo se utilizé el nimero
de 6vulos de las plantas receptoras como covariable y se encontré que no es significativa

su contribucién a la varianza (2 = 0.63, g..= 1, P = 0.4, n = 501). Los donadores de

polen procedentes de la selva también producen mds frutos (}29.62 + 0.79) que los

donadores de fragmento (x =6.85 + 0.84) (CATMOD y2 = 9.54, g..= 147, P < 0.002, n

= 510) (Figura 12).
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Figura 12. Exito reproductivo de las plantas donadoras de polen de D. seguine en ambos

hébitats (P < 0.05).

Variacidn entre patrones de asignacién temporal

Los resultados indican diferencias en los recursos asignados por la planta a sus
inflorescencias. Algunos caracteres de las inflorescencias difieren significativamente entre
la primera inflorescencia y segunda inflorescencia. La primera inflorescencia producida
por la planta tiene mayor tamafio (}2 = 31.23, g..=1, P < 0.0001, n =140), mayor
nimero de flores femeninas (y2=22.79, g..=1, P < 0.0001, n = 56) y mayor longitud de
la inflorescencia cubierta por flores masculinas (2 = 16, g.l.=1, P < 0.0001, n = 153)

(Tabla 11).

Tabla 11. Media y desviaciéon estdndar de los caracteres medidos para la primera vy

segunda inflorescencias producidas por la misma planta.

Caracteres Primera inflorescencia Segunda inflorescencia
Flores femeninas (évulos) 4251 7.4 33.7 £ 5.36
Flores masculinas 8.48 + 0.12 778 £0.12
Tamafio de la inflorescencia 20.9 £ 0.23 19 £0.23
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Se encontré que existe una disyuntiva entre la produccién de frutos en la primera y
segunda inflorescencias que produce una planta madre de D. seguine (t =-2.93, g.l.=4,

P= 0.04, n = 5) (Figura 13).
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Figura 13. Produccién de frutos entre las inflorescencias producidas en una planta madre

de D. seguine (P < 0.05).
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Discusion

Debido a la importancia de la polinizaciéon en la adecuacion de las plantas, es necesario
entender los efectos que causa la fragmentacién del hdbitat en la interaccién planta-
polinizador, en el sistema de apareamiento y en el éxito reproductivo de las plantas
(Harris y Johnson, 2004). Los resultados confirman que Dieffenbachia seguine presenta un
sistema de apareamiento autoincompatible y que requiere de los escarabajos
polinizadores para asegurar la polinizacién cruzada. La fragmentacién del habitat en Los
Tuxtlas tiene efectos negativos en la interaccion de D. seguine y sus escarabajos
polinizadores. En el hdbitat fragmentado disminuye la abundancia y nimero de especies
de los polinizadores, aumenta la limitacién por polen y en consecuencia se reduce el éxito

reproductivo de D. seguine.

Polinizadores

La fragmentacién del hdbitat afecta la abundancia y el nimero de especies de
polinizadores de D. seguine en Los Tuxtlas. Este resultado coincide con los efectos
negativos de la fragmentacién en la abundancia de escarabajos polinizadores en la
palma Astrocaryum mexicanum en Los Tuxtlas, en otras especies de escarabajos de
ecosistemas tropicales y templados (Didham et al. 1998b; Davies et al. 2000; Barbosa y
Marquet, 2002; Jennings y Tallamy 2006; Ewers y Didham, 2008; Aguirre y Dirzo,
2008). La disminuciéon en el nimero de escarabajos puede deberse a los cambios
provocados en la calidad del hdbitat y el efecto de borde (Murcia 1995; Davies et al.,
2001). El efecto de borde en los fragmentos genera un microclima en el que se reduce la
humedad y las temperaturas son extremas, provocando condiciones ambientales muy
diferentes a las del interior de la selva (Chen et al., 1999). La cantidad de escarabajos
polinizadores de D. seguine disminuye en los fragmentos a pesar de la gran oferta floral.
Se ha sugerido que la distribucién de los escarabajos depende mds de la humedad que

de la oferta floral; las especies de escarabajos asociadas a un clima seco son mds
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abundantes en los fragmentos mientras que las especies asociadas a la humedad son mas
abundantes en el interior de la selva (Blake et al., 2003, Grimbacher 2006). Es posible
que las especies C. maffafa y C. sanguinicolis tengan mayor capacidad para sobrevivir y
completar su ciclo de vida en las condiciones ambientales de los fragmentos a diferencia
de C. sexpunctata que sélo fue observada en la selva. Se sabe que las especies de
escarabajos con requerimientos especificos de temperatura y compactacién del suelo son
mds sensibles a los cambios antropogénicos (Navarrete y Halffter 2008). Es posible que
C. sexpunctata esté asociada a mayores condiciones de humedad dentro de la selva y
que el aumento de la temperatura del suelo en los fragmentos afecte la mortalidad de
sus crias (Davies y Margules, 1998). Por otro lado, la capacidad de vuelo de los
escarabajos indica la respuesta y la vulnerabilidad de las especies a la fragmentacién
(Driscoll y Weir, 2005). Los escarabajos vuelan distancias cortas de 50m a 1 km entre los
fragmentos, en algunas especies el movimiento esta restringido al interior de los
fragmentos (Harris y Johson, 2004). En sistemas templados los escarabajos viajan 18.2 m
en promedio, en otras ardceas tropicales como Dieffenbachia longispatha y Xanthosoma
daguense se desplazan en promedio 83 m y 86.5 m, respectivamente (Young, 1986;
Englund, 1993; Garcia-Robledo et al., 2004). En este estudio se registraron pocos datos
sobre el movimiento de los escarabajos Cyclocephala (n = 4), la tendencia observada
indica que las especies de escarabajos no se desplazan en grandes distancias. Los
desplazamientos van de 2 a 21 m entre las plantas que visitan y en promedio se mueven
13 m. Estos datos se aproximan al desplazamiento del escarabajo polinizador de
Amorphophallus johnsonii (Araceae) que van de 8 a 37.5m (Beath, 1996).

El entrecruzamiento de D. seguine sélo puede ocurrir a través de la polinizacién de los
escarabajos, por lo que su abundancia y eficiencia determinan el éxito del apareamiento
(Aizen y Harder, 2007). La probabilidad de vista de los escarabajos a una inflorescencia
es menor en los fragmentos, sélo el 1% de las inflorescencias fueron visitadas reduciendo

la probabilidad de entrecruzarse. Mientras que en la selva continua el 11% de las
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inflorescencias fueron visitadas. Esta diferencia en la probabilidad de visita de los
polinizadores se debe a la baja abundancia de los polinizadores y a la gran oferta de
inflorescencias en los fragmentos. En otros estudios con ardceas también se han reportado
bajas tasas de visita de escarabajos (Philodendron solimoesense 0%, Gibernau et al.
1999; Xanthosoma violaceum 3 a 31%, Young 1986) y en particular para Xanthosoma
daguense la tasa de visita de los polinizadores y el nimero de frutos disminuyé cuando la

oferta floral aumenté (Garcia-Robledo et al., 2005).

Exito reproductivo y limitacién por polen

El éxito reproductivo de D. seguine en Los Tuxlas es mayor en la selva continua que en las
poblaciones de fragmento. La baja disponibilidad de polinizadores y la limitacién por
polen (de calidad o cantidad) afectan el éxito reproductivo en especies auto-
incompatibles con altas tasas de entrecruzamiento como D. seguine (Dudash y Fenster,
1997; Cuartas-Herndndez, 2006; Ferrer et al., 2009; Aguilar et al., 2006). La limitacién
por polen es un fenédmeno comin en las plantas (Burd 1994), tanto las poblaciones de D.
seguine en selva como en fragmentos presentan limitaciéon por polen. Sin embargo, la
limitacién puede incrementar con las perturbaciones ambientales (Ashman et al. 2004). La
disminucién de polinizadores de D. seguine en los fragmentos provoca que aumente la
limitacidén por polen y disminuya el éxito reproductivo. La limitaciéon por polen incorpora
ciertos aspectos del proceso reproductivo, en el caso de la limitacién por cantidad de
polen incluye la produccién de évulos, la importacién de polen, la fertilizacién y el
desarrollo de semillas, mientras que en la limitacidén por calidad de polen depende
Unicamente de la producciéon de évulos y del desarrollo de semillas (Aizen y Harder,
2007). En D. seguine existe bajo movimiento o importacién de polen por parte de los
polinizadores al igual que en otras ardceas como Dieffenbachia longispatha, Arum italicum,
Arisaema serratum y Arisaema triphyllum (Bierzychudek 1982; Young, 1986; Nishizawa et

al. 2005; Cuartas-Herndndez y Nonez-Farfan 2006; Albre y Gibernau, 2008). La
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limitacién en el nimero de 6vulos se debe a que las plantas producen pocos évulos y
ocurre cuando todos los évulos son fertilizados pero pocos embriones sobreviven al
desarrollo (Harder y Routley, 2006 Aizen y Harder, 2007). Las poblaciones
fragmentadas de D. seguine tienen en promedio menor nimero de flores femeninas y por
lo tanto menor nimero de évulos. Sin embargo, esta diferencia sélo es un efecto numérico
que no influye en el éxito reproductivo debido a que el nimero de évulos utilizado como

covariable no fue significativo.

Los experimentos de polinizacién manual realizados en selva y framentos incrementan el
éxito reproductivo de D. seguine en comparacién con la polinizacién natural. Sin embargo
adn en un escenario artificial en el que no faltan polinizadores que transporten el polen
(entrecruzas manuales) el éxito reproductivo en los fragmentos es menor. Esto puede estar
relacionado con 1) la limitacién por calidad de polen, 2) la mayor asignacién a la
reproducciéon vegetativa y los costos en la adecuaciéon y 3) a la depresion por
endogamia. 1) La limitaciéon por calidad de polen puede presentarse en especies auto-
incompatibles como resultado de endogamia en poblaciones genéticamente estructuradas
(Aizen y Harder, 2007). Las poblaciones de D. seguine en Los Tuxtlas presentan
endogamia local y estdn altamente estructuradas; en ellas el movimiento de polen es
restringido y la mayoria de los apareamientos se dan sélo entre dos individuos. Sin
embargo, sélo en las poblaciones de fragmento el drea efectiva de polinizacién se
reduce disminuyendo la distancia de transferencia de polen (Cuartas- Herndndez, 2006;
Cuartas-Herndndez y Nufiez-Farfdn 2006). Los efectos de la baja calidad del polen
asociados con el apareamiento entre parientes pueden reducir la produccién de semillas,
esto puede deberse a que los embriones homécigos para alelos deletereos mueren
durante el desarrollo (Aizen y Harder, 2007). Los cambios en la disponibilidad de cruzas
pueden ser ocasionados de manera indirecta por los cambios en la abundancia y el

comportamiento de los polinizadores (Young y Brown, 1999). Se ha reportado limitacién
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de apareamientos en las poblaciones fragmentadas de Rutidosis leptorrhynchoides y
Linnea borealis (Young y Btown, 1999; Scobie y Wilcock, 2009). 2) El crecimiento clonal
puede tener costos en la adecuacién de las plantas asociados al patrén de dispersiéon de
polen, reduciendo la probabilidad de apareamiento en las especies auto-incompatibles.
En promedio las poblaciones clonales de especies auto-incompatibles tienen menos
genotipos y la abundancia de éstos dominan la poblacién (Honnay y Jacquemy, 2007).
Las poblaciones dentro de los fragmentos de D. seguine tienen mayor establecimiento de
plantas producidas vegetativamente y menor diversidad de genotipos (Cuartas-
Herndndez, 2002; Cuartas-Herndndez y Nonez- Farfdan, 2006, 2010); es posible que las
poblaciones de D. seguine en fragmentos dominen sélo ciertos genotipos en los individuos
reproductivos, reduciendo la probabilidad de cruzas compatibles y el éxito reproductivo
ain cuando existan suficientes polinizadores. 3) La depresién por endogamia y la
reduccién en el éxito reproductivo pueden estar asociadas a la baja calidad del polen y
a las cruzas entre parientes (endogamia biparental) (Young y Brown, 1999; Griffin y
Eckert, 2003). Estos eventos estdn asociados a especies de plantas con una alta tasa de
aborcién, baja germinacién, alta mortalidad de pldntulas y un pobre crecimiento y
floracién de la descendencia (Oostermeijer et al., 2003; Dudash y Fenster, 2000). Si las
poblaciones de D. seguine en los fragmentos tienen depresién por endogamia, puede ser
consecuencia de la reduccién en la riqueza genotipica y la disponibilidad de cruzas
compatibles que pueden aumentar el apareamiento entre parientes y provocan la
disminucion del éxito reproductivo de las plantas, incluso en un escenario con
polinizadores y movimiento de polen. Ain falta comprobar esta hipétesis, para ello es
necesario producir progenies derivadas de entrecruzamiento y autogamia y evaluar su

adecuacion.

En resumen, es posible que la diferencia en el éxito reproductivo y la limitacién por polen

de D. seguine entre los hdbitats se deba a la baja abundancia de polinizadores y a la
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reduccién del drea efectiva de polinizacién, que afectan el movimiento de polen vy

reducen el éxito reproductivo a través de la reproduccién sexual.

Producciéon de frutos a partir de cruzas con polen local y polen externo

Contrario a lo esperado, los entrecruzamientos realizados con polen de la misma
poblacién (local) produjeron mayor nimero de frutos que las polinizaciones manuales
realizadas con polen de otras poblaciones (externo). Este resultado puede deberse a
diversos factores como la gran variacién que existe entre los donadores de polen, la baja
duracién en la viabilidad del polen o a depresién por exogamia. La viabilidad del polen
de D. seguine en las cruzas realizadas fue muy baja ya que la probabilidad de producir
frutos se redujo hasta el 65 % después del primer dia en que el polen fue colectado. En
muchas especies de plantas, el polen es viable sélo por unas horas (Stanley y Linskens,
1974); en plantas del género Arum y Amorphophallus (Araceae) la viabilidad del polen
es muy breve en condiciones naturales. En Arum italicum y Arum maculatum los granos de
polen son viables por 2 o 3 dias. Para Amorphophallus johnsonii se ha sugerido que la
transferencia del polen debe realizarse el mismo dia en que fue liberado (Beath, 1996).
Consecuentemente, para D. seguine y otras especies de ardceas el polen debe ser
dispersado rdpidamente entre las inflorescencias maduras y receptivas para que la
polinizacion sea eficiente (Beath, 1996; Gibernau et al., 2003). En los entrecruzamientos
realizados se utilizé el polen de varios dias y esto podria modificar el resultado debido a
la baja viabilidad del polen. Sin embargo, el polen local produjo mayor nimero de frutos
aun si se aplica dos o tres dias después. A pesar de la abundancia de las plantas de D.
seguine, sélo algunas se encontraron en fase masculing, lo que dificulté la colecta de polen
viable y es posible que el polen de algunos individuos perdiera su viabilidad incluso en el
primer dia en que fueron colectados. Sin embargo, se evité colectar polen cuyo color y

consistencia fuera diferente del polen recién liberado.
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La depresion exogdmica es un fendmeno en el que la descendencia producida a través
del entrecruzamiento con otras poblaciones tiene menor adecuaciéon o desempeiio que los
padres. La baja adecuacién en la progenie hibrida se debe a la dilucién de genes
asociados con la adaptacion local y la hibridacion entre dos poblaciones puede resultar
en la interrupcion de complejos de genes adaptados. Por lo tanto, la consecuencia de
mezclar bancos de genes distantes dependerd de si la interaccién genética prevalece o si
la seleccién es responsable de la diferenciacién adaptativa (Fenster y Dudash, 1994;
Galloway y Fenster 1999). Se ha reportado depresién por exogamia en la reproduccién
de las cruzas realizadas entre las poblaciones fragmentadas de Echinaceae angustifolia
(Wagenius et al. 2009). Sin embargo, para poder atribuir a la depresién exogdmica el
resultado de nuestro experimento en D. seguine es necesario conocer la adecuaciéon de la

progenie hibrida.

Variacién entre donadores de polen

El éxito reproductivo de una planta estd determinado por la cantidad de polen necesario
para fertilizar a los évulos asi como los recursos para la produccién de semillas (ej. agua,
nutrientes, etc.) (Zimmerman y Pike, 1988). Los donadores de D. seguine de la selva
produjeron mds frutos que los donadores de los fragmentos, lo cual puede estar
relacionado con la adaptacidon local de las poblaciones, en escalas pequefias la
adaptacién local a las condiciones abidticas o los factores biéticos como los competidores,
parasitoides, patégenos o mutualistas pueden ser muy importantes para la evolucién
adaptativa de las especies de plantas (Gauthier et al., 1998; Linhart y Grant, 1996;
Prati y Schmid, 2000). En algunos casos se ha encontrado que los genotipos tienen mayor
adecuacion en su sitio de origen que genotipos externos lo que indica adaptacién local
(van Andel 1998; Hufford y Mazer, 2003). Es posible que los genotipos de D. seguine,
aun en fragmentos, se encuentren adaptados localmente a las condiciones ambientales y

bidticas de la selva continua. Las diferentes condiciones ambientales, la reduccién del
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vecindario genético y la posible disminuciéon de cruzas compatibles en los fragmentos
podrian promover un menor desempefio del polen. Sin embargo, es necesario realizar

experimentos especificos de adaptaciéon local que involucran transplantes reciprocos.

Variacion entre patrones de asignacién temporal

Las plantas reparten recursos entre funciones como el crecimiento, el mantenimiento y la
reproduccién. Cuando la planta asigna mayores recursos a la reproduccién, la asignacién
para otras funciones se reduce (Matsuyama y Sakimoto, 2008). La variaciéon entre los
caracteres florales de fragmento y selva puede estar relacionada con el ambiente y la
diferente asignacién de recursos en la reproduccién vegetativa y sexual. La asignacién de
recursos depende de la dominancia competitiva, el tiempo de vida, los factores genéticos,
y las condiciones ambientales. Si los diferentes modos de reproduccién representan
estrategias adaptativas en diferentes ambientes, se espera mayor asignacién de recursos
a la reproduccidén sexual en hdbitats con mayor fluctuacién ambiental y competencia,
mientras que el crecimiento clonal deberia ser dominante en hdébitat estable (Zhang y
Zhang, 2007). Sin embargo en D. seguine las plantas de los fragmentos utilizan la
reproduccién vegetativa en mayor medida (Cuartas-Herndndez, 2002). En cuanto a las
condiciones ambientales es posible que en los fragmentos las plantas tengan menor vigor
debido a la falta de agua y nutrientes. Ademds la alta densidad de plantas de D.
seguine en los fragmentos puede incrementar la competencia por los recursos. Se ha
documentado la plasticidad de caracteres florales en respuesta a los cambios en la
humedad del suelo, nutrientes, luz y competencia (Weinig 2002; Dorken y Barret, 2004;
Wolfe y Mazer, 2005; Caruso, 2006).

D. seguine asigna mayores recursos a la primera inflorescencia que produce en el pico de
floracién. En la ardcea Arum italicum el desarrollo de la segunda inflorescencia depende
de las condiciones climdticas y la limitaciéon de recursos (Albre y Gibernau, 2008). En D.

seguine existe una disyuntiva entre la produccién de frutos y la primera inflorescencia,
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posiblemente se debe a que en la primera inflorescencia la planta tiene y puede invertir
mds recursos en la produccién de frutos que en la Gltima inflorescencia. Invertir en dos o
mas inflorescencias podria constituir una estrategia para asegurar el entrecruzamiento y
aumentar el nimero de frutos ya que las ardceas tienen tasas muy bajas de produccién
de frutos: 13% Symplocarpus renifolius (Uemura et al., 1993), 50% para Dieffenbachia
longispata (Young, 1986), 25% para Xanthosoma daguense (Garcia-Robledo et al., 2004)

y en este estudio 8 % para Dieffenbachia seguine.

Cantidad de varianza explicada

Segun Moller y Jennions (2002) los estudios ecolégicos y evolutivos explican una pequefia
cantidad de varianza en comparaciéon con otros estudios. En el presente estudio los
andlisis realizados también explican un pequefio porcentaje de la varianza (1-40%). Esto
puede estar relacionado con varias variables que pueden explicar la baja tasa de
fructificacion de D. seguine. Estas variables pueden ser la gran produccién de
inflorescencias, la falta de polinizadores y el arreglo espacial de las plantas que afectan
el movimiento de los polinizadores y el éxito de los tratamientos naturales. La cantidad
de inflorescencias abiertas al mismo tiempo y la proporcién de inflorescencias que se
encuentran en las diferentes fases reproductivas (femenina, masculina, no receptiva)
pueden ser factores que limiten la cantidad y la calidad de las polinizaciones, incluso en
los experimentos de entrecruza manual. La viabilidad del polen asi como la
aleatorizacién causada por variables ambientales dentro de las poblaciones también

pueden ser otros factores importantes que no fueron controlados en los experimentos.

Perspectivas
Es necesario analizar la limitacién de apareamientos para poder determinar si las
poblaciones de fragmento tienen depresidén por endogamia. Para ello, se deben

identificar los genotipos de las plantas reproductivas con marcadores genéticos y
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determinar si existen relaciones de parentesco. Con ello es posible definir si existe alguna
relaciéon endogdmica entre las cruzas realizadas en este estudio y el nimero de frutos que
produjeron. Por otro lado, realizar experimentos de transplantes reciprocos nos permitiria
detectar la interaccién de los genotipos y el ambiente, ya que es posible evaluar la
adecuacién de las plantas en un ambiente nativo (selva continua) y en un ambiente
fordneo (fragmentos). Desde el punto de vista reproductivo existen ain varias
interrogantes. Es necesario realizar estudios més especificos sobre la calidad, viabilidad y
competencia entre los granos de polen en cada uno de los hdbitats. Para las flores
femeninas se pueden realizar estudios sobre variacién entre las flores dentro de las
inflorescencias asi como la competencia por los recursos para la produccién de los frutos.
Otra pregunta interesante es ¢cémo afectan la dos estrategias reproductivas (sexual y
clonal) la evolucién de los caracteres de vida y la adecuacién de D. seguine en cada uno
de los hdbitats? En el caso de los escarabajos polinizadores falta conocer los efectos de
la fragmentacién en su ciclo de vida y qué tan efectivas son las especies como
polinizadores. Las inflorescencias de D. seguine interactian con una gran diversidad de
especies por lo que es buen sistema para estudiar interacciones bidticas en las selvas

tropicales.

Conclusiones

La fragmentacién del hdbitat si afecta el éxito reproductivo de D.seguine en Los Tuxtlas
debido a los cambios provocados en la abundancia y el nimero de especies de
polinizadores. La escacés de polinizadores disminuye el movimiento de polen en las
poblaciones de los fragmentos aumentando la limitacién por polen y reduciendo de
manera importante el éxito repdroductivo de D. seguine. La reproduccién sexual de D.
seguine puede ser afectada indirectamente por los efectos negativos de la fragmentacién

en la abundancia de sus polinizadores.
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Apéndice 1

Figura 1. Esquema de la clave de puntos y lineas en los élitros y/o en el pronoto utilizada
en los escarabajos del género Cyclocephala.

Apéndice 2

Los experimentos realizados para observar la formaciéon de tubos polinicos por medio de
fluorescencia aun son preliminares. Sin embargo, en las preparaciones se puede observar
que existe mayor nimero de tubos polinicos germinando en flores con entrecruzamiento

manual (Figura 6 B y C) que en las flores con tratamiento de autofertilizacién (Figura 6D).

Figura 1. Tubos polinicos de D. seguine. (A) Germinaciéon del grano de polen mostrando el
crecimiento del tubo polinico (B) Granos de polen germinando en el estigma producto de
entrecruzamiento (C) Tubos polinicos avanzando en el estigma producto de entrecruza (D)

Granos de polen sin germinar en una polinizacién autoincompatible.
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Apéndice 3

Tabla 1. Grupos artrépodos e insectos observados en las inflorescencias de D. seguine en

hébitat fragmentado y selva continua. Porcentaje individuos observados (%); indice

Orden ns % Selva H’ selva ni % Fragmento H' fragmento
Coleoptera 73 28.7 0.35 10 5.95 0.16
Hemiptera 77 30.3 0.36 107 63.69 0.28
Ortoptera 12 4.72 0.14 15 8.92 0.21
Diptera 16 6.29 0.17 4 2.38 0.08
Larvas diptera 41 16.14 0.29 12 7.14 0.18
Hymenoptera 2 0.78 0.03 7 4.16 0.13
Blatidae 2 0.78 0.03 0] 0] 0
Acari 2 1.96 0.07 1 0.59 0.03
Aracnidae 26 10.23 0.23 12 7.14 0.18

Total 254 100 1.71 £0.128 168 100 1.29 + 0.09

de diversidad de Shannon (H') y tamafio de muestra para selva y fragmentonsy n+.
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Figura 1. Insectos y artrépodos observados en las inflorescencias de D. seguine en el

hdabitat fragmentado y la selva continua.
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Butterflies from the wrong side of the meadow
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