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RESUMEN

En el presente estudio se evalud el efecto de la fragmentacion en la estructura
genética de la hierba Aphelandra aurantiaca, a partir del andlisis de seis enzimas (SOD, APX,
CPX, NADHDH, ME y RUB) con un total de 15 alelos en 10 loci, de los cuales seis
resultaron estar fijos. De las enzimas con loci variables se resolvieron nueve alelos, tres para
CPX y dos para las demas enzimas (SOD, APX y NADHDH). Se muestrearon cuatro sitios,
dos en el interior de la Estacion de Biologia Tropical “Los Tuxtlas” (EBT-UNAM) y dos en
fragmentos contiguos. El andlisis demografico indica que existen diferencias significativas
entre habitats sin diferir entre sitios dentro de cada habitat en la altura el numero de hojas y
la probabilidad de reproducirse. Las plantas de fragmento tuvieron una mayor probabilidad
de reproduccion. Sin embargo, a pesar de las diferencias en los procesos demograficos a
escala local no se ve afectada la estructura genética ni el tamano del vecindario genético en A.
aurantiaca. El andlisis de estadisticos Fg¢r no indica diferencias significativas entre hdbitats
continuo y fragmentado. Mientras que los Fr y Fjs sefalan que los sitios de fragmento son
mas cercanos genéticamente al sitio continuo, en la zona nucleo, sin importar la distancia
geografica. Sin embargo al considerar la sub-estructuracion de los sitios de muestreo, en
reproductivos y no reproductivos, se detecté una reduccién en el numero efectivo de alelos y

en la frecuencia alélica entre los individuos no reproductivos de los sitios de fragmento.
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I. INTRODUCCION

1.1 El Bosque Tropical Fragmentado

La selva alta perenifolia (sensu Miranda y Hernandez-X, 1963), bosque tropical lluvioso (sensu
Rzedowski, 1978, 1991) o bosque subperennifolio (sensu Whitmore, 1984, 1998) ha sido
descrito histéricamente como el mis complejo y rico tipo de vegetacién sobre la tierra,
aunque lamentablemente también es de los mas deteriorados (Leigh, 1982). Se distribuye
entre los tropicos y nuestro pais cuenta con la representacion mas norteila de bosques de este

tipo en el continente americano (Dirzo y Miranda, 1991; Dirzo et al., 1997).

En el pasado, este tipo de vegetacién conformaba un cinturén costero en el Golfo de
México, desde el sur de San Luis Potosi hasta Centroamérica; sin embargo, el cambio de uso
de suelo ha dejado solo algunos manchones de éste en el sur de Veracruz y Tabasco, asi como
en Chiapas (Terborgh, 1974; Boege y Rodriguez, 1992; Dirzo, 1992), cubriendo actualmente
el 16% de la extension del territorio nacional (Semarnat, 2001). Este ecosistema estd
representado principalmente por fragmentos con alta diversidad biologica (Levejoy, 1992;
Estrada et al., 2000), ubicados en las zonas de mayor pendiente de las montafias o en suelos
pobres (Dirzo et al., 1997). En 1968 Pennington y Sarukhin ubican los reductos mas

septentrionales de bosque tropical en la region de la sierra de los Tuxtlas, Veracruz (Dirzo y

Miranda, 1991).

Desafortunadamente, las tasas de deforestacion estan lejos de reducirse debido, sobre
todo, al cambio de uso de suelo en favor de la ganaderia extensiva (Boege y Rodriguez, 1992;
Dennis, 1997). Lawrence et al. (2001) calcularon la tasa de deforestacion debida al cambio de
uso de suelo en 2 millones de hectireas anuales para los bosques humedos del planeta. En
Meéxico, la Comision Nacional de Areas Naturales Protegidas calcula una pérdida general de
sistemas boscosos, en 650 mil hectireas anuales, de las cuales mas de 400 mil son selvas
(Conafor, 2006); en la region de los Tuxtlas, Dirzo (2001) calculé la reduccion anual en

4.3%, revelandose como una de las mas altas del mundo.
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Dirzo (1992) calcul6 que sélo resta alrededor del 5% del total, por lo que la principal
caracteristica de este lugar es la fragmentacion (Vazquez, 1992). Esta escandalosa reduccion
convierte a la selva en una red de islas inmersas en una matriz transformada de potreros y
tierras estériles (Sarukhan y Dirzo, 2001), por lo que la pérdida de ambientes tropicales,
estimada en 140,000 km® anuales (Primack, 2001), es la principal causa de pérdida de
biodiversidad, no sélo organismica sino también genética (Simberloff, 1992; Dirzo, 2001;

Sarukhan y Dirzo, 2001).

Por ello, la conservacion de esta region es de gran interés nacional debido a su
ubicaciéon y a la notablemente alta diversidad biologica (Estrada, 1992), ya que por su
posicion latitudinal, en ella convergen especies de origen tropical y artico, asi como un
numero considerable de especies endémicas (Dirzo et al., 1997; Conabio, 2008). En cuanto a
la diversidad vegetal, se pueden encontrar 936 especies agrupadas en 545 géneros de 137
familias (EBT-IBUNAM, 2007b). De las hierbas del piso de la selva, se encuentran 10 especies
de Achantaceae, 18 de Araceae y tres de Zingiberaceae (Ibarra-Manriquez y Sinaca-Colin,

1987).

1.2 Efectos de la Fragmentacion

La fragmentacién del habitat relacionada con la actividad humana reduce y aisla las
poblaciones (Turner et al., 1996; Haila, 2002) provocando una alteracion de los rasgos
demograficos de una poblacion (densidad, fertilidad, supervivencia y mortalidad) debido a
modificaciones en las condiciones ambientales y a la interaccién con depredadores, parasitos
y polinizadores (Young, 1995; Lande, 1998; Clark y Young, 2000; Hansky y Ovascainen,
2001). A pesar de lo anterior, algunas especies podrian ser resistentes a las consecuencias
perjudiciales del aislamiento (Bruna y Kress, 2002). De hecho, el sentido y la magnitud de los
efectos dependeran de los rasgos de historia de vida y del sistema de cruza del organismo

(Hamrick y Godt, 1990; Hamrick y Godt, 1996).

En las plantas tropicales varias etapas de la reproduccion involucran interacciones

directas con animales que las polinizan y dispersan, por lo que la reproduccion de estas
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plantas puede ser afectada por la fragmentacién, al incidir sobre los polinizadores (Rolstad,
1991). En el caso concreto de las plantas polinizadas por colibries, aunque su habitat comun
es el interior del bosque, los estudios disponibles sugieren que los colibries presentan una
alta movilidad en la matriz transformada (Borgella et al., 2001). En general y en el caso de los
insectos, la riqueza no varia substancialmente entre fragmentos de diversos tamafos, pero si

disminuye con respecto a la distancia de los fragmentos mas grandes (Donaldson et al., 2002).

La fragmentacion puede producir un decremento en las poblaciones de insectos y
aves polinizadores, aumentando la autopolinizacion y alterando la produccion de semillas
(Cunningham, 2000), pero también puede aumentar la entrecruza por efecto de
polinizadores ilegitimos (Aizen and Feinsinger, 1994). Esto podria provocar que en ocasiones
el sistema de cruza no explique porqué el numero de semillas sea similar entre los fragmentos
y el continuo, lo cual puede deberse al posible incremento de la movilidad del principal
polinizador en el mosaico (Gobeil y Villard, 2002), o por la sincronia de la fenologia floral y
el grado de conservacion de la cubierta vegetal de los fragmentos (Donaldson et al., 2002).
Esto se traduce en un incremento en el fitness (adecuacion) y el flujo génico en poblaciones

recién fragmentadas (Newman y Tallmon, 2001).

La fragmentacion también puede afectar los procesos ecoldgicos que determinan la
estructura intra e interpoblacional (Hansky y Ovascainen, 2001; Hansky y Ovascainen 2003).
Esto provoca que se alteren otros procesos relacionados, tales como el numero de semillas
(Matsumura y Washitani, 2000; Wolf y Harrison, 2001; Tomimatsu y Ohara, 2002), el
herbivorismo (Horvitz y Schemske, 1984; Dirzo y Miranda, 1991), la depredacion (Horvitz y
Schemske, 1994), la germinacion (Bruna, 1999), el reclutamiento (Louda, 1982; Jules, 1998)
y la limitacion de la dispersion (Bruna, 1999; Hamilton, 1999). Afecta también la
supervivencia y la expresion del genotipo en forma de purga genética e incrementando la
varianza genética aditiva, lo que puede provocar adaptacion local, plasticidad fenotipica

(Young et al., 1996) o pérdida de estabilidad en el desarrollo (Ostermeijer et al, 1994).

En el campo de la genética de poblaciones resulta importante estudiar bajo qué

condiciones el efecto demografico de la subdivision poblacional es insignificante, y buscar las
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condiciones que sean invariantes (Nagylaki, 1989), en donde el modelo de aislamiento por

distancia supone que las poblaciones estan distribuidas en grupos en el espacio y se cruzan al

azar solo localmente (Hanski, 1998; Hedrick, 2000).

Asimismo, el modelo de alelos neutros infinitos bajo subdivisién poblacional, predice
diferenciacion interdémica e incrementa la homocigosis promedio, reduciendo el niumero
efectivo de alelos (Crow y Kimura, 1970; Nagylaki, 1989; Hedrick, 2000). Sin embargo, solo
la investigacion de patrones de flujo y de migracion-colonizacion permite el entendimiento

de los patrones de variacion espacial y genética (Nagylaki, 1989, Hamrick y Nason, 1996).

La teoria de la genética de poblaciones predice que la deriva genética y la endogamia
provocan niveles bajos de variacion genética en las poblaciones pequenas (Van Treuren et al.,
1991); al suponer que la diversidad genética es una funciéon del tamafo de la poblacién, se
espera un efecto marcado debido principalmente a la erosion genética como consecuencia de
la endogamia, por el incremento de la autopolinizaciéon o la cruza con ancestros comunes
recientes (Paland y Schmid, 2003). Por ello, la fragmentacién puede provocar la pérdida de
alelos por efecto de la deriva genética (Young et al, 1996) e influenciar la magnitud de la
depresion endogamica (Groom y Preuninger, 2000; Armbruster y Reed, 2005), asi como

aumentar el riesgo de extincion por la fijacion y la acumulacion de alelos deletéreos de efecto

pequedo (Paland y Schmid, 2003).

Los marcadores moleculares mas comunes son los que revelan la variacién genetica
analizando la movilidad electroforética (Hart y Clarck, 1989). En el caso de las isoenzimas
son marcadores codominantes y permiten detectar a los individuos heterocigos, es decir, que
se asume que los distintos electromorfos (patrones de bandas) se corresponden con loci
codificadores de enzimas metabdlicas que presentan variacién entre individuos, entre

poblaciones o entre especies, y que son adaptativamente neutrales (Hedrick, 2000).

En general, los datos de la variacion de isoenzimas en plantas muestran que las
especies endogdmicas tienen menor diversidad genética dentro de las poblaciones que las

especies de entrecruza, y el nivel de diferenciacién genética entre poblaciones es
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generalmente mads alto en especies endogdmicas que en especies de entrecruza (Hamrick y
Godt, 1990; Charlesworth y Pannell, 2001). Asimismo, las especies con sistema de cruza
mixto y con polinizacion mediada por animales tienen valores intermedios de diversidad

genética total entre poblaciones (Hamrick y Godt, 1996).

Analizando el patron de variacion de isoenzimas en 274 especies, Cole (2003) observd
una reduccion significativa en la variacion, tanto a nivel poblacional como a nivel especifico,
mientras que las medidas de diferenciacion Fi; y Fgr no difirieron significativamente con
respecto al tamafo de la poblacion. En el marco de la fragmentacion, un metanalisis mostro
que las poblaciones pequefas son mas propensas a la extincién debido a la accion de la
deriva génica, el aumento de la endogamia y la cruza entre parientes, independientemente de
si son de especies raras o comunes, incluso estas ultimas podrian ser mds susceptibles;
mientras que las especies autocompatibles fueron menos afectadas en su, de por si, baja

diversidad genética que las especies de entrecruza obligada y mixtas (Honnay y Jacqemyn,

2007)

En el corto plazo, las implicaciones de la fragmentacion son: pérdida de la
heterocigosis, reduccion del fitness y de la viabilidad (demogréfica) de la poblacion remanente.
Existen algunas pruebas empiricas de que las principales consecuencias de la fragmentacién
sobre la estructura genética en las plantas recaen en la variacién genética a nivel poblacional
expresada como heterosigosis esperada (H,), producto de la reduccion en el tamaio
poblacional (Cruzan, 2001). Esto provoca “cuellos de botella” genéticos, y la subsecuente,
deriva genética (Groom y Preuninger, 2000), incremento en la probabilidad de extincion
(Young et al., 1999) y reduccién en la variacion genética a nivel individual. En el largo plazo,
la reduccion de la riqueza alélica puede limitar la habilidad de una especie para responder a
cambios en las presiones de seleccion (Falconer, 1989; Ellstrand y Elam, 1993; Young et al.,

1996; Ingvarsson, 2002).

10
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I1.- OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo General

Analizar el efecto de la fragmentacion de la selva de los Tuxtlas, Veracruz, en la diversidad y

estructura genética de Aphelandra aurantiaca (Acanthaceae).

2.2 Objetivos Particulares

e Conocer la estructura demografica de poblaciones de A. aurantiaca, en la selva
continua, no perturbada, y en los fragmentos.

e Determinar la diversidad y estructura genética de A. aurantiaca, en la selva continua y
fragmentada.

e Estimar los coeficientes de endogamia de las poblaciones de A. aurantiaca en la selva
continua y en fragmento, para inferir el sistema de apareamiento, y

e Estimar, indirectamente, la magnitud del flujo génico entre las poblaciones de A.

aurantiaca.

2.3 Hipoétesis

Suponiendo que la dindmica poblacional de ambientes continuo estd representada por los
terrenos de la Estacién de Biologia Tropical Los Tuxtlas (en claros), y que la fragmentacién
del ambiente produce alteraciones en la estructura poblacional, vista como la frecuencia de
los componentes de la poblacién atendiendo a la estreuctura de tamanos, la estructura
reproductiva y la estructura genética, esperariamos que estas variables se vean alteradas por lo
que las poblaciones de fragmento de A. aurantiaca muestre diferentcias significativas en la
estructura de tamafos, estructura reproductiva y estructura genética respecto de las
poblaciones de continuo. Con lo que se aportarian elementos sobre que la fragmentacion
reduccion y aislamiento afecta algiin elemento de la estructura demografica o genética. Por el
contrario, la ausencia de difeencias en la estructura demografica pude indicar que la
fragmentaciéon no tiene efecto en la poblacion y de no haber diferencias significativas en la
estructura genética querria decir que la poblacion se comporta del mismo modo sin importar

la fragmentacion. Tal ves debido a la accion y alta permeabilidad del principal polinizador.

11
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IIL.- METODOS

3.1 Biologia de la Especie

Aphelandra aurantiaca (Acanthaceae), es una de las cinco hierbas mds abundantes del
sotobosque de la reserva de los Tuxtlas (Dirzo et al., 1992). Se encuentra en selvas maduras y
raramente en vegetacion secundaria, en un intervalo altitudinal que va de los 150 a los 1,300
msnm (Wasshausen, 1975). El tipo de fruto de las Acanthaceae es unico entre las
angiospermas; presenta cuatro semillas naciendo en el retinaculo (derivado lignificado del

funiculo) con capsula de dehiscencia explosiva.

El género Aphelandra tiene flores tubulares bracteadas, hermafroditas, protdginas,
arregladas en una espiga; se caracteriza por presencia de cuatro anteras monotecas, la corola
bilabial y granos de polen elongados y tricolpados; tiene origen neotropical, con la mayoria
de sus especies confinadas al tropico americano, y del 20 al 25% de ellas habitan en América
Central y México (Wasshausen, 1975; McDade, 1984). El nimero cromosémico basico o
haploide del género es 14 (McDade, 1990), por lo que se considera que el numero basico

para la familia es de siete (Daniel, 2000).

A. aurantiaca tiene una altura total de 70 cm de estatura, tiene hojas anchas ovaladas
de color verde oscuro reluciente y flores amarillo-anaranjadas (Toledo, 1975; Conzatti y
Smith, 1981). La dispersion primaria es balistica, debida a la dehiscencia explosiva del fruto y
la secundaria es por agua (obs. pers.). La fenologia anual de A. aurantiaca inicia con la
floracion que se presenta entre septiembre y enero, sigue con la fructificacion que va de
diciembre a marzo; la dispersion se da entre marzo y mayo y la germinacion se lleva a cabo
entre junio y agosto (Calvo-Irabién, 1989). Producen un néctar con 24-26% de aztcar,

variando a lo largo del dia y el volumen total varia ampliamente entre individuos (McDade y

Weeks, 2004).

12
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McDade (1985) sugiere que las especies del género Aphelandra poseen una
combinacién de sistemas de cruza, con caracteres que promueven la entrecruza sin excluir la
geitonogamia. En A. aurantiaca el estigma permanece activo desde boton maduro hasta 2 dias
después de que la flor abre; mientras que el polen es viable a partir del primer dia (Islas Luna,
1995). Consistente con este traslape de un dia, el sistema de apareamiento indica una mayor
proporcién de semillas por autogamia; mientras que entre distintos ambientes, se produjeron
significativamente una mayor proporcion de semillas sanas por autogamia y entrecruza en los
claros en relacion con lo que se registra en sitios maduros; pero en la geitonogamia no
difirieron significativamente. Dentro de los sitios maduros la geitonogamia y la entrecruza no
difirieron significativamente y en claros la geitonogamia fue mayor que la entrecruza. Aunque
no se probo la viabilidad de las semillas en esta especie, es posible que ocurra una situacion
similar a A. storkii, que tiene un sistema totalmente autocompatible, con semillas de

autogamia y entrecruza igualmente viables (McDade, 1985).

A. aurantiaca es polinizada principalmente por el colibri ermitafio Phaetornis
superciliosus (Linnaeus) (Toledo, 1975; Islas-Luna, 1995; Calvo-Irabién, 1997a, b). No
obstante, es visitada con muy poca frecuencia, razén por lo cual Calvo-Irabién (1989) sugiere
que los polinizadores son un recurso limitado; sin embargo, estos polinizadores tiene una alta
movilidad entre los fragmentos ya que se les ha observado en cercas vivas, cultivos arboreos

(Estrada et al., 1997) y sobre bosques riparios en el cauce de rios (Estrada et al., 2000).

Islas-Luna (1995) y Calvo-Irabién e Islas-Luna, (1999) describieron y cuantificaron la
depredacién de flores, frutos y semillas, probando la influencia de la variacion del habitat en
la depredacion previa a la dispersion y evaluaron el efecto de la exclusion de herbivoros en
frutos y semillas en ambientes claros y sombreados. Encontraron que la mayoria de las flores
dafiadas eran botones jovenes, y que el dafio era selectivo sobre corola, pistilo y estambres;
ademas, encontraron que los florivoros mas importantes son las hormigas. La depredacion
fue mas comun en los frutos inmaduros; los coledpteros fueron los que mas danaron las
infrutescencias y en menor grado los dipteros y los lepidopteros. La especie sufre niveles de

dano del 70% y 45.7% mas capsulas dafiadas en el bosque maduro que en los claros.

13



= Alfredo A. Montero Arciniega

Aunque las evidencias indican diferencias demograficas entre los ambientes de sol y
sombra, no se ha detectado una estructura espacial evidente, sino mas bien un patron de
distribucion que va de agregado a aleatorio, con una densidad en los claros de 1.89 ind/m?
en los sitios maduros 1.34 ind/m’ y en sitios en sucesion 1.46 ind/m’ (Calvo-lrabién,
1997b). El hecho de que la mayor mortalidad de plantas coincida con el periodo de mayor

reclutamiento, sugiere una accién inmediata de la seleccion natural (Calvo-Irabién, 1989;

1997b).

Con base en la observacion de Calvo-Irabién (1989) sobre la floracion temprana en
los ambientes bien iluminados, y en la evidencia de que la heterogeneidad ambiental causa
heterogeneidad genética, por la accién diferencial de la seleccion natural a baja escala
espacial, de 1-1000 metros, y temporal, de 1-20 generaciones, asi como por el flujo génico
(Linhart, 1996), se plantea la existencia de una variacion temporal en la distribucion espacial
dada por la fenologia de A. aurantiaca, dividiendo a la poblacion en al menos dos cohortes
reproductivas: una temprana de ambientes iluminados y otra tardia de ambientes
sombreados. También se propone un desplazamiento fenoldgico de la floracion, ya que en las
hierbas polinizadas por colibries tienden a extenderse casi todo el afo, como una forma de
limitar el flujo interespecifico de polen (Stiles, 1975). No obstante, también podria limitar el
flujo interpoblacional, colocando a las poblaciones locales en una situacion en donde las
poblaciones temporales dejen de comportarse como parte de la unidad que se conectan entre

si por la dispersion de sus individuos, en forma de polen o semillas.

La dindmica poblacional esta regida por la heterogeneidad ambiental producida por
la regeneracion en mosaico del bosque y la interaccion con sus depredadores (Islas-Luna,
1995; Calvo-Irabién, 1997a; b, 1989; y Calvo-Irabién e Islas-Luna, 1999). Esta especie tiene la
capacidad de producir reiteraciones mediante meristemos laterales y axilares (Calvo-Irabién,
1989) que le permiten a un genotipo sobrevivir en la sombra el tiempo que tarda la
formacién de dos claros en el mismo sitio (Calvo-Irabién e Islas-Luna, 1999), que es de 48
afios en promedio (tasa de renovacion de la selva, Martinez Ramos et al., 1988), por lo que
uno de los factores determinantes en la variacién de la dinamica poblacional es la luz (Islas-

Luna, 1995), al acelerar la tasa de crecimiento, el desarrollo, la fertilidad (namero de semillas
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por planta) y el reclutamiento sexual, pero reduciendo la sobrevivencia (Calvo-Irabién,
1997b). A pesar de lo anterior, el porcentaje maximo de germinacion fue independiente del
porcentaje de luz directa. No presenta banco de semillas y se considera, segiin sus patrones de

sobrevivencia y crecimiento, como una planta especialista de sombra (Calvo-Irabién, 1997b).

3.2 Muestreo

El estudio genético requiere de muestras aleatorias de las poblaciones, para lo cual, en cada
una de las cuatro poblaciones muestreadas, se establecié un método de cuadrante con centro
arbitrario, a partir del cual se trazd de manera imaginaria dos ejes de coordenadas, de donde
resultaron cuatro cuadrantes, delimitados por elementos sobresalientes del entorno. En las
poblaciones de fragmento se buscé situar el centro arbitrario en el centro del fragmento.
Dentro de cada cuadrante se colectd tejido vegetativo de 25 individuos reproductivos
mayores de 7 cm de altura, que tuvieran entre si al menos 2 m de distancia, con la finalidad

de evitar seleccionar individuos con relacion genética reciente.

Las repeticiones del disefio permiten detectar la variacion estocastica e identificar el
efecto de la variable o condicion (conjunto de variables ambientales) que se desea analizar;
sin embargo, al tratarse de poblaciones en ambientes naturales, en pocas ocaciones es posible
realizar réplicas. En particular, para A. aurantiaca en condiciones de habitat fragmentado
dentro de la Estacion de Biologia Tropical de la Universidad Nacional Auténoma de México
“Los Tuxtlas” (EBT-UNAM), no se pudierén replicar las muestras, pues de los tres
fragmentos con 4rea pequena, aproximada o menor a 5 ha y que se encontrara a menos de 1
km de los terrenos de la EBT-UNAM, s6lo en uno se presentd esta especie, por lo que se
decidié muestrear en el fragmento mayores mas proximos a los terrenos de la estacion con
presencia de la especie, resultando el fragmento del Ejido Ruiz Cortines con un drea
ligeramente >100 ha. En tanto que las muestras de la estacion (con 640 ha de extension)

constituyen el referente como representantes del ambiente continuo.

De este modo, se muestrearon cuatro poblaciones locales, dos de selva continua de la
Reserva de Biosfera de los Tuxtlas representada por la EBT-UNAM y dos en fragmento a los
alrededores de la EBT-UNAM del 5 al 10 de noviembre de 2001 (Figura 1y Tabla 1).
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Figura 1: Localizacion de los sitios de muestreo en la region de Los Tuxtlas, Veracruz. La temperatura media
anual maxima en la EBT es 27.3 °C y minima es 21.5°C, la precipitaciéon media anual de mas de 4500 mm
(basado en los datos recopilados entre 1997-2001; www.ibiologia, 2007a).

Tabla 1
Sitios seleccionados para muestrear las poblaciones de Aphelandra aurantiaca en la region de la Estacion de
Biologia Tropical “Los Tuxtlas”, Veracruz

IR Posicion Geografica Area del fragmento (ha)
Lyell Continuo (C1) 18°35’12” N, 95°04°32” W 640
Pedregal Continuo (C2) 1835’24 N, 95°06’91” W 640
Playa Fragmento (F1) 18°35’05” N, 95°03’40”” W 3
Ruiz Cortinez Fragmento (F2) 18°35’73” N, 95°05’38” W 114.6
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3.3 Tratamiento y Analisis de los Datos Demograficos

Para evaluar el posible efecto de la fragmentacion en la estructura demografica, se atendio el
conjunto de eventos que determinan la estructura genética, es decir, aquellos, como el
tamafo y la estructura reproductiva, como imagen de la fenologia floral. Especificamente en
cada uno de los 100 individuos se tomo la altura con reglas de escala minima de 1 cm, el
numero de hojas, el nimero de infloresencias y el estado reproductivo en cuatro categorias:
vegetativo, prereproductivo, reproductivo y posreproductivo; que dan la base paa la

construccion de la estructura demografica y fenélogica de la poblacion.

3.4 Analisis Genético

De cada uno de los 399 individuos se colecto tejido vegetativo que fue almacenado en
nitrogeno liquido para transladarlo al Laboratorio de Genética Ecologica y Evolucién del
Instituto de Ecologia de la UNAM, en donde se mantuvierén en congelacion a -70° C, hasta
que se realizd el analisis de isoenzimas por medio de electroforesis horizontal en gel de

almidon.

Para el andlisis se probaron diversos buffers de extraccién (Anexo II), complejos como
el Yo-Veg; semi complejos, como el Yo y Veg por separado; hasta combinaciones con buffer
de fosfatos, siendo éstos con los que se obtuvo mejores resultados. Los extractos obtenidos se
sometieron a electroforesis de almidén, principalmente en el sistema de 4cido citrico de pH
discontinuo (ver Anexo III), para obtener diferentes marcadores moleculares y poder calcular

las frecuencias de las distintas aloenzimas resueltas por tinciones especificas (ver Anexo IV).

Se describié por medio de las frecuencias de las bandas resueltas por medio de la
electroforesis, la distribucion de la variacion genética dentro y entre las poblaciones de
fragmento y de continuo. Esto es, como se arreglan los distintos alelos para formar genotipos,
y cémo se distribuyen los genotipos dentro y entre poblaciones por medio de los estadisticos
F de Wright (F,, F,y F,) y el indice de fijacion (F). Debido a que éstos permiten hacer

inferencias acerca de los posibles procesos y fuerzas evolutivas que causan la diferenciacion
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genética dentro y entre poblaciones. Ademas, a apartir de F;, puede estimarse, el flujo génico

(Nm) y el aislamiento por distancia entre las poblaciones.

3.4.1 Estimacién de las frecuencias alélicas

Un gen es una unidad de herencia de informacién concerniente a una unidad de caracter, el
cual se transmite por un padre a su hijo. En organismos diploides de reproduccion sexual,
cada individuo acarrea dos unidades de caracter. El grupo de genes acarreados por un
individuo es un genoma. El lugar donde reside un gen particular es el locus; para propositos de
la genética de poblaciones, el locus puede ser visto, como la unidad basica indivisible de

transmision de la herencia. Las diferentes formas en las que se presenta un gen se denominan

alelos (Hedrick, 2000).

Para comparar distintos genes o distintas poblaciones, es necesario tener alguna medida
cuantitativa de la variacién genética; esta variacion puede ser cuantificada usando el concepto

de frecuencia alélica estimada, como el numero de alelos de un tipo dado, entre el total de

alelos de un gen determinado (Hartl y Clark, 1989. p17).

La frecuencia de cualquier alelo en una muestra sera igual a dos veces el numero de
homocigos (porque cada homocigoto acarrea dos copias del alelo), mas los heterocigos (porque
cada heterocigo acarrea un alelo distinto) dividido por dos veces el numero de individuos en la

muestra (porque cada individuo acarrea dos alelos en el locus):

Alelo p = (2N, + Ny) /2 N (idem)

Si asumimos el modelo de H-W, las frecuencias esperadas para los homosigos sera p;/y
para los heterocigos Zp,g; y la heterocigosis esperada, es decir la frecuencia de todos los

heterocigos combinados, puede escribirse como:

Hy=1-)."p; (Hedrick, 1989, p. 55)

La maxima heterosigosis ocurre cuando todos los alelos tienen la misma frecuencia:
Hy=1-)."(1/nf
=n-1/n (idem).
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La heterosigosis observada estimada como:
"Hy =5 N;/N
Donde i #j. (Hedrick, 1989, p. 53).

3.4.2 Estimacion de la variacién genética

La variacion genética se produce por diferencias en la secuencia de nucledtidos en el DNA;
algunas de estas diferencias pueden traducirse en la sustitucion de uno o varios aminodcidos
de la cadena proteinica, y ésto repercute en la estructura y funcion de la proteina. Es por este
hecho que, para un mismo gen (locus) pueden existir variantes (alelos). La diferencia en la
composicion de aminodcidos de la proteina se puede detectar por diferencias en su polaridad y
peso, mediante la técnica de electroforésis. Mediante esta técnica cromatografica se puede
obtener diferentes electromorfos, producto de reacciones histoquimicas especificas;

proporcionando la informacion basica para estimar la variacién genética (Pasteur, 2003).

Los estimadores que cuantifican la variacién son el porcentaje de loci polimorficos por
poblacion (P); El namero efectivo de alelos por locus (N,) y el promedio de individuos
heterécigos por locus (H) (Crow y Kimura, 1970); la Heterosigosidad esperada (H.) o

diversidad génica, aplicable a diferentes niveles de ploidia y a organismos con diferente sistema
reproductivo (Hedrick, 2000).
P=(m/ n)x100,

Donde: n es el total de loci muestreados en una misma poblacion y m el numero de

loci polimérficos, para una frecuencia menor a 0.99 en el alelo mas comun o menor al 0.95.

Para calcular la heterocigosis se utiliza la siguiente formula:
H=YN,/N
Donde 2 Njes la suma de las frecuencias de los heterocigotos en toda la poblacion y N

es la frecuencia de todos los alelos.

HE=1—Epiz
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Es decir uno menos la homosigosis esperada bajo Hardi-Weinberg (Hedrick, 2000).

3.4.3 Estimacion de la distancia genética

La medida de distancia genética mas comUnmente usada es la distancia genética estaindar de
Nei, ésta tiene la propiedad de incrementar linealmente con el tiempo cuando es neutra; es
decir, cuando no hay seleccion diferencial y todas las nuevas mutaciones resultan en nuevos

alelos, siguiendo el modelo de alelos infinitos (Hedrick, 2000).

Para calcular la distancia genética estindar de Nei para un sélo locus con n alelos,
primero se calcula la identidad genética:

1=1,/(L1)1/2

Donde: I, = Y " Pu P k= Y 1" Ps I, = Y 1" P’y Mientras que p, y py, son la

frecuencia del i-ésimo alelo en la x-ésima y y-ésima poblacion (Hartl y Clark, 1989).

La distancia genética entre dos poblaciones se define como:

D=-ln(D=-Inl,+%2InL+%In]

Para loci multiples los valores L, I, y I se recalculan por la suma de todos los alelos en

Xy
todos los loci incluidos en el estudio. El valor promedio se calcula al dividir esta suma por el
numero de loci (Hedrick, 2000). Estos valores promedio son usados en la formula de la

identidad genética para calcular la identidad promedio y por lo tanto la distancia promedio es:

D' =-In ()

[ y I’ tienen rangos desde cero, cuando ningun alelo es compartido entre las
poblaciones, hasta la unidad cuando las dos poblaciones tienen frecuencias alélicas idénticas.
D y D’ tienen un rango de cero, para poblaciones con frecuencias alelicas idénticas, hasta el

infinito cuando las poblaciones no comparten ningun alelo (Hedrick, 2000).
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3.4.4 Estimacion de la divergencia genética

También pueden obtenerse pardmetros que describen como estd distribuida Ila
variacion genética dentro y entre poblaciones. Esto es, cémo se arreglan los distintos alelos
para formar genotipos, y como se distribuyen los genotipos dentro y entre poblaciones. Estos
parametros son los estadisticos F de Wrigth (F,, F,, y F,) y el indice de fijacion (F). A partir de
los estadisticos F de Wight pueden hacerse inferencias acerca de los posibles procesos y fuerzas
evolutivas que causan la diferenciacion genética entre poblaciones y que determinan la

estructura genética dentro de las poblaciones (Hedrick, 2000).

Wright desarrolld6 un método para dividir la variacion genética en una poblacién
subdividida que provee una obvia descripcion de su diferenciacion. Esta aproximacién consiste
de tres diferentes coeficientes de correlacion F, usado para designar la variabilidad genética a
nivel de poblacion (T), subpoblacion (S) e individuo (I). Estos tres valores estan
interrelacionados:

1- Fir = (1 - Fsp) (1 - Fyy)

Fsr=Fr - Fis/ 1 - Fys

Fsr es una medida de la diferenciacion genética entre las poblaciones, y es siempre
positiva. Fis y Fir son medidas de la desviacion de las proporciones Hardy-Weinberg dentro de
las subpoblaciones y en la poblacion total; en donde valores positivos indican una deficiencia

de heterocigotos y valores negativos indican un exceso de heterocigotos; mientras que cuando

la poblacion esta en Hardy-Weinberg Fig es O (Hartl y Clark, 1989).

Extendiendo este analisis y multiples loci, el coeficiente F promedio, para alelos
multiples, puede calcularse mediante:

"Fis= "Hg - "Ho / "Hg

"Fr="Hr-"Ho/ "Hy

“Fsr="Hr- "Fs/ "Hy

Donde "Hg es la heterosigosidad observada promedio dentro de una subpoblacion

sobre todos los loci, "Hg es la Heterosigosis esperada promedio dentro de la subpoblacion
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sobre todos los loci y "Hy es la heterosigosis esperada promedio en la poblacién total sobre

todos los loci (Hedrick, 2000).

3.4.5 Estructura poblacional y flujo génico
El efecto del tamafo finito de poblacion causa que las frecuencias en la subpoblaciones
deriven independientemente, donde el flujo génico sirva para contrarrestar este efecto y
mantiene las frecuencias similares. Para evaluar estos efectos contrastantes por medio de
examinar el valor de equilibrio del indice de fijacion f, asumiendo que la probabilidad de que
dos alelos sean idénticos por descendencia en la generacion anterior [1/(ZN)] y que la
probabilidad de que descienda de alelos diferentes en la generacién previa [(1 - (1/2N)],
asumiendo que N esta dado por el tamafo efectivo de la poblacion (Hedrick, 2000). Asi la

homocigosidad en la generacion t es:

fi=1/2N+(1-1/2N)f,

Ahora si consideramos que la probabilidad de identidad es alterada por la probabilidad
de que ambos alelos no sean migrantes, es decir (1- m)?, asi:

fi=01/2N+1-1/2N)f, (I - m)’

Y si asumimos que hay un equilibrio entre el flujo génico que genera nueva variacion y

la reduccion en la variacion por el tamafo de poblacion finito, por lo que f = f, = f,..

Ahora si suponemos que f es igual al indice de fijacion en equilibrio, entonces:

Fsp=[{1/2N+(1-1/2N)f; (1 -m)*=(1-m)*/ 2N - 2N - 1) (1 - m)’

Notese que cuando m = 0, Ft = 1 y que cuando m = 1 Fgr = 0, e ignorando los

términos cuadrados:
Fir=1-2m/2N-(2N-1)(1-2m)=1-2m /2N -2N+4Nm + 1 - 2N
Fsr=1/4Nm+ 1

Si se propone que hay k subpoblaciones equivalentes, por lo que un estimado de la

diferenciacion entre ellas es:
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Ger =1/ 4Nm [k/(k-1)]* + 1

Estas ecuaciones pueden resolverse estimando el numero de migrantes por generacion
(Hedrick, 2000).
Nm = 1-Fs /4 Fsr

Para calcular el tamafo efectivo de la poblacion, en funcion de la cantidad de

endogamia (inbreeding),

N.=kN /[ + (k- 1’/ +4Nmk! = kN / 1-Fqg

Cuando el numero de migrantes Nm, es grande y Fs; es pequena, entonces N, = kN,
como se esperaria para una poblaciéon con cruza aleatoria. Sin embargo cuando el flujo génico
es bajo, 4Nm < 1, entonces el tamafio de poblacion efectivo puede ser mayor que kN, debido a
que el bajo nivel del flujo génico permitiendo que cada subpoblacién evolucione
independientemente (Hedrick, 2000). En el modelo de “stepping-stone”, con bajo flujo génico,

es decir 2Nm < k /7, el tamafio efectivo es menor, pues:

N,=k*/2mm  (Hartly Clark, 1989).

3.5 Analisis Estadistico

3.5.1 tde Student
Segiin Wonnacott y Wonnacott (1998), la prueba de ¢ de estudent es la forma mas facil de

comparar dos medias cuando se procede a una prueba de hipotesis, donde se desea saber si las
poblaciones son iguales o diferentes, en el caso particular las muestras son la altura, la
fenologia y la estructura genética de las cuatro poblaciones locales, dos de ambiente continuo y
dos de ambiente fragmentado.

La mayor parte de las pruebas estadisticas t tienen la forma T= Z/s, donde Z y s son
funciones de los datos estudiados. Tipicamente, Z se disefia de forma tal que resulte sensible a
la hipotesis alternativa (p.ej. que su magnitud tienda a ser mayor cuando la hipdtesis
alternativa es verdadera), mientras que s es un parametro de escala que permite que la

distribucion de T pueda ser determinada.
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X
z == _
Por ejemplo, en una prueba t de muestra Unica, v7, donde Xes la media

muestral de los datos, n es el tamafio muestral, y ¢ es la desviacion estandar de la poblacién de

datos; s en una prueba de muestra tnica es J;/ T donde Tes la desviacion estandar muestral.

Los supuestos subyacentes en una prueba t son:

e Que Z sigue una distribucién normal bajo la hipotesis nula.

e  ps’ sigue una distribucion y* con p grados de libertad bajo la hipotesis nula, y donde p
€s una constante positiva.

e Zysson estadisticamente independientes (Wonnacott, 1998).

En una prueba t de comparacion de medias de dos muestras independientes, se debe

realizar las siguientes suposiciones:

e Cada una de las dos poblaciones que estan siendo comparadas sigue una distribucion
normal.

e Si se esta utilizando la definicion original de Student sobre su prueba t, las dos
poblaciones a ser comparadas deben poseer las mismas varianzas. Si los tamafos
muestrales de los dos grupos comparados son iguales, la prueba original de Student es
altamente resistente a la presencia de varianzas desiguales.

e Los datos usados para llevar a cabo la prueba deben ser muestreados

independientemente para cada una de las dos poblaciones que se comparan.

3.5.2 Andlisis de varianza
De acuerdo con Wonnacott y Wonnacott (1998) en estadistica, el analisis de la varianza

(ANOVA) es una coleccion de modelos estadisticos y sus procedimientos asociados, para el

analisis de mas de dos poblacién.

El ANOVA parte de algunos supuestos que han de cumplirse:

e Lavariable dependiente debe medirse al menos a nivel de intervalo.
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e Independencia de las observaciones.
e La distribucion de los residuales debe ser normal.

e Homocedasticidad: homogeneidad de las varianzas.

La técnica fundamental consiste en la separacion de la suma de cuadrados (SS, por sus
siglas en inglés, 'sum of squares') en componentes relativos a los factores contemplados en el
modelo. Como ejemplo, a continuacion se muestra el modelo para un ANOVA simplificado

con un tipo de factores en diferentes niveles:

S5 Total = SSError + SSFactores

El nimero de grados de libertad (gl) puede separarse de forma similar y corresponde con la
forma en que la distribucion chi-cuadrado (¥ o Ji-cuadrada) describe la suma de cuadrados

asociada.

9 Total = 9 Error + 9Factores

El anilisis de varianza lleva a la realizacion de pruebas de significacion estadistica,

usando la denominada distribucion F de Snedecor.

3.5.3 Andlisis posterior de los datos mediante la prueba de Tukey

Wonnacott y Wonnacott (1998) plantean que una vez que se conoce la significancia
estadistica, se puede determinar si hay diferencias, pero no se sabe entre quiénes son dichas
diferencias. Para ello se utiliza la prueba de Tukey, la cual permite precisar cudl es la poblacion

que difiere con respecto a las demas.

3.5.4 Ji cuadrada

Esta prueba, segin Wonnacott y Wonnacott (1998) es muy popular y simple para realizar
pruebas de hipotesis, se basa en la diferencia entre las frecuencias observada y esperada, es una

medida global de desviacion de la forma:

X2=y(O-E)/E
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Un valor grande de X* indica una gran desviacion con respecto a Hp, y por tanto poca
credibilidad de Ho. Se considera que es una extensién de la prueba binomial por lo que en

ocasiones se le denomina multinomial.

3.5.5 Regresion logistica

Cuando se requiere determinar cémo una variable se relaciona con otras variables, de acurdo
con Wonnacott y Wonnacott (1998) se utiliza la regresion, en el caso mas simple, en el que
una variable Y, esta relacionada mediante una linea recta con la variable X. La variable Y se
denomina dependiente o respuesta y la variable X se denomina independiente, factor o

regresor X.

El método de minimos cuadrados permite conocer la pendiente de la recta que pasa
por en medio de todos los puntos. Pero también se puede proceder al método de
transformacion de datos, mediante la aplicacion de logaritmos. En el caso donde solo se
transforma una variable se habla de transformacion o regresiéon semilogaritmica o logistica y se

aplica principalmente cuando una de las variables es intervalar o nominal.

26



o3 Efecto de la fragmentacion en la estructura poblacional de Aphelandra aurantiaca

IV. RESULTADOS

4.1 Estructura de Tamanfos

La poblacién local resulto ser bimodal, con modas de 20 y 25 ¢cm, y mostré una distribucion
de tamafos aproximada a la normal o normal-truncada. Al dividir la poblacién total en los
cuatro sitios de muestreo, se observa que de las cuatro poblaciones locales; Lyell (1), Pedregal
(2), Playa (3) y Laguna (4), en las poblaciones de continuo se detectaron varias modas, tres en

Lyell y cuatro en el Pedregal, mientras que en las de fragmento sélo hay una moda.
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Figura 2. Estructura de tamafos en cuatro poblaciones de A. aurantiaca de la Estacion de biologia tropical Los

Tuxtlas-UNAM. Datos de 5 al 10 de noviembre de 2001 N = 399.

Las medidas estadisticas de los datos realizadas a partir del histograma de frecuencias de la
estructura de tamafios en cada una de las muestras (Figura 2). Al realizar una prueba t para la

estructura de tamafios en cada poblaciéon, se encontré que las cuatro subpoblaciones

muestran diferencias estadisticamente significativas en la estructura de tamanos (Lyell ¢
25.28, g.l. = 99; Playa t =24.18, g.l. = 99; Pedregal t = 21.7, g.l. = 98; Laguna t = 24.83, g.l.
99; p <0.001 en todos los casos).
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Se encontro un efecto marginalmente significativo en la estructura de tamafos de la
A. aurantiaca (ANOVA de un factor: F=2.583, g.l. = 3, 395, p=0.053); al comparar las medias
entre cada poblaciéon, la de bosque continuo cercana a la zona nucleo (Pedregal) fue

significativamente mas grande que la de Playa Escondida, correspondiente al bosque

fragmentado (Tabla 2).

Tabla 2
Estructura de tamafios de A. auramtiaca por tipo de poblacién de la Estacion de Biologia Tropical “Los
Tuxtlas” de la Univertsidad Nacional Autonoma de México. Datos de 5 al 10 de noviembre de 2001.

Intervalo de confianza para la

Media  Desviacién estaindar  Error estandar media al 95%
Limite inferior Limite superior ‘
Lyell 100  26.13 10.337 1.034 24.08 28.18
Playa 100  23.84 9.860 0.986 21.88 25.80
Pedregal 99 27.18 12.738 1.280 25.24 30.32
Laguna 100 24.64 9.923 0.992 22.67 26.61
Total 399  25.59 10.839 0.543 24.52 26.66

4.2 Estructura de Edades

Al clasificar el tamafo de la poblaciones de acuerdo al nimero de inflorescencias se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para la poblacion de continuo y

fragmento (F= 7.342, g.1.= 3, 395 y p < 0.01; ver Figura 3 y Tabla 2).

Porcentaje de Individuos

Lyell Pedregal Playa Escondida Laguna poplaciones

Edades BAdultol(8 aZ21) BAdulto 2 (22 a 35) OAdulto 3 (36 a 49) OSenil (Méas de 49)

Figura 3. Estructura de edades en cuatro poblaciones de A. aurantiaca de la Estacion de Biologia Tropical “Los

Tuxtlas” de la Uiversidad Nacional Autonoma de Mexico. Datos de 5 al 10 de noviembre de 2001 N = 399.
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Tabla 3
Distribucién de la edad de A. auramtiaca por tipo de poblacién de la Estaciéon de Biologia Tropical “Los
Tuxtlas” de la Univertsidad Nacional Autonoma de México.
Datos de 5 al 10 de noviembre de 2001.

Desviacic E Intervalo de confianza para la media al
. esviacion rror
N  Media 95%

estandar estandar . . ., .
Limite inferior Limite superior

Lyell 100 2.15 0.89 0.09 1.97 2.33
Playa 100 1.68 0.78 0.08 1.53 1.83
Pedregal 99 2.11 1.02 0.10 1.91 2.31
Laguna 100 1.78 0.76 0.08 1.63 1.93
Total 399 1.93 0.89 0.14 1.84 2.02

4.3 Estructura del Numero de Hojas

Al analizar el promedio de hojas por habitat se encontraréon diferencias estadisticamente
significativas entre la media del bosque continuo y fragmento; 7.75 y 6.94, respectivamente (t
de student para varianzas iguales = -2.72, gl =397 y p = 0.01; F de Leveane= 28.3 y p=0.00 ).
Al comparar la media de las hojas por poblacién; se observé que Lyell tiene en promedio 1.4
mas hojas que Laguna (F=3.84, ¢l=398 y p= 0.01), en contraste, Pedregal y Playa Escondida
presentaron un comportamiento similar en cuanto al numero de hojas que presentan (Ver

Figura 4).

70
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o

Y
o

()
o

Porcentaje de individuos

20

10

Lyell Pedregal Playa Escondida Laguna
Poblaciones

Namero de hojas BE3-6 m7-10 011-14 015-18

Figura 4. Estructura del numero de hojas en cuatro poblaciones de A. aurantiaca de la Estacién de biologia
tropical Los Tuxtlas-Uiversidad Nacional Autonoma de Mexico. Datos de 5 al 10 de noviembre de 2001 N =
399.
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4.4 Estructura Reproductiva
Al momento del muestreo, la estructura reproductiva se dividid en cuatro estadios:
vegetativo, prerreproductivo, reproductivo y posreproductivo, reconociéndose la existencia de
al menos dos cohortes reproductivas, haciéndose mas evidentes al dividir el ciclo
reproductivo en sélo dos categorias, vegetativo y reproductivo para cada una de las muestras.
Al comparar el estado reproductivo por tipo de bosque se encontré que en continuo sélo
34.7% de A. aurantiaca se encontraba en estado reproductivo al momento del muestreo; a
diferencia del bosque fragmentado, en donde 48% de la poblacion se observd con presencia
de infloresencias ()= 7.30; gl=1; p= 0.007). Al analizar el estado reproductivo entre las
poblaciones, en Playa Escondida la mayor parte de la pobacién (53%) se encontraba en
estado reproductivo; en contraste, en los dos de continuo Pedregal y Lyell, asi como en la
poblacion del fragmento mas grande, Laguna de 100 ha, predominé el estado vegetativo con

proporciones de 60, 70y 57, respectivamente ()= 11.18; gl=3; p= 0.011).

Se analiz6 el estado reproductivo por tipo de bosque y edad de la poblacion de A.
aurantiaca, se encontrd6 que en el bosque continuo, mas de la mitad de los adultos 3
(individuos entre 36 y 49 cm de altura con una reitieracion; o bien, individuos entre 22 y 35
cm de altura con mds de una reiteracidon) estaba en estado reproductivo (56.4%); y, la mitad
de la poblacion considerada como sénil por presentar mds de 49 cm de altura y sin
reiteracidones, o por medir 36 y 49 cm de altura con almenos una reiteracion, tenian
inflorecensias; a diferencia de los adultos 1 (individuos entre 8 y 21 cm de altura sin
reiteraciones) y 2 (individuos entre 22 a 35 cm de altura sin reiteraciones, o entre 8 y 21 cm
con al menos una reiteracion) en quienes predomino el estado vegetativo en 84.2 y 66.7% de

su poblacion (x*= 19.45; gl=3 p= 0.000).

En contraste en el bosque fragmentado, en los adultos 3 y en los séniles predomin¢ el estado
reproductivo (55.6 y 57.1, respectivamente); mientras que en los adultos 1y 2 predominé el
estado vegetativo (51.2 y 55.1%, respestivamente); sin embargo, estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (x*= 1.003; gl=3 p= 0.800); lo cual indica que para la poblacion
de fragmentos el estado reproductivo es independiente de la altura y las reiteraciones de A.

aurantiaca.
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La regresion logistica mostré que los individuos del bosque continuo tiene 56% mas
probabilidad de reproducirse que los de fragmento (p=0.007; IC 95% 0.38-0.86). Esto
significa que el estado reproductivo difiere significativamente entre tipos de habitats, sin

diferir entre los sitios al interior de cada uno de éstos.

4.5 Actividad Enzimatica

Se detectd actividad para seis enzimas stuper oxido dismutasa (SOD), fosfatasa anédica (APX),
fosfatasa cationica (CPX), nicotin adenin dinucleétido (NADHDH), enzima madlica (ME) y
ribulosa 1-5 difosfato (RUB) con un total de 15 alelos en 10 loci; de los cuales seis fueron
fijos. De las cuatro enzimas con locus variables, se resolvieron nueve alelos; tres para CPX y
dos para las demds (SOD, APX y NADHDH). Otras isoenzimas para las que se obtuvo
actividad, pero sin definicion fueron: fosfogliceraldehido isocitrato (PGI), manosa reductasa
(MNR), esterasa (EST) y diaforasa (DIA). Los datos sobre los sistemas de corrimiento
utilizados en las enzimas de Aphelandra aurantiaca se resumen en la Tabla 4. Mostrandose una
baja actividad probablemente debida a la alta concentracion de alcaloides poliamida y otros
compuesttos del tipo de las esperminas y aphelandrinas, que podrian estar interfiriendo wn
la extraccion de las enzimas, presipitandolas o bloqueando el sitio activo de las proteinas que

se probaros para corrimiento por electroforesis.

Tabla 4
Sistemas probados para la extraccion de isoenzimas en las cuatro poblaciones de A. auramtiaca en la Estacion
de biologia tropical Los Tuxtlas de la Univertsidad Nacional Autonoma de México.
Datos de Mayo a noviembre de 2006 N= 399,

Sistema CPX APX MNR SOD GDH ME ACPH PGI NADHDH EST
Mitton

pH7.0-71 ° 0 X ! 0 ' ° : ° x
Masme 110 01 0 X o X 0
A e e e S

Nota: 0, sin actividad; 1 con actividad y X muy baja actividad
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4.5 Diversidad genética
Se describio la diversidad genética por medio del ntimero y frecuencia de electromorfos de

aloenzimas e isoenzimas con variacion. El polimorfismo (%) para loci cuya frecuencia del

alelo mas frecuente es < 0.99 fue de 80% y cuando es <0.95 fue de 40%. (Tablas 5 y 6).
Tabla 5

Frecuencias alélicas de las cuatro poblaciones locales “Los Tuxtlas” EBT-UNAM s6lo para los loci
polimorficos, SOD, APX, CPX y NADHDH para A. auramtiaca en la Estacion de biologia tropical Los
Tuxtlas de la Univertsidad Nacional Autonoma de México.

Datos de mayo a noviembre de 2006 N = 399.

SOD APX CPX NADHDH
1 2 1 2 1 2 3 1 2
Poblacion Total 186 608 116 678 104 685 5 158 636
Poblacién Cont. 71 323 53 341 40 349 5 81 313
Poblacion Frag. 115 285 63 337 64 336 0 77 323
Lyell (C 1) 42 158 28 172 24 175 1 39 161
Pedregal (C 2) 29 165 25 169 16 174 4 42 152
Playa (F 1) 55 145 29 171 30 170 0 37 163
Ruiz Cort (F 2) 60 140 34 166 34 166 0 40 160
Tabla 6

Diversidad genética de las cuatro muestras de la poblacion local “Los Tuxtlas” EBT-UNAM sélo para los loci
polimorficos, SOD, APX, CPX y NADHDH para A. auramtiaca en la Estacion de biologia tropical Los
Tuxtlas de la Univertsidad Nacional Autonoma de México.

Datos de mayo a noviembre de 2006 N = 399.

Muestras de la Tamano prom. Ne prom. % de loci Heterocigosis  Heterocigosis
Poblacién Local de la muestra de alelos polimoérficos Observada Esperada
por locus. (0.99)(0.95) 15(0)) (HE)
Continuo 197 1.75 60 40 0.1147 0.1123
Fragmento 200 1.65 40 40 0.1135 0.1258
Lyell (C 1) 97.5 1.75 80 40 0.1461 0,1107
Pedregal (C 2) 96.8 1.75 80 40 0.1451 0,1105
Playa (F 1) 98.1 1.625 80 40 0.1483 0,1121
Ruiz Cort (F 2) 97.3 1.625 80 40 0.1536 0,1141

La heterocigosis por locus y por sitio de muestreo, en cada subpoblacion de continuo y de
fragmento, indica que los valores de heterocigosis promedio en fragmentos son ligeramente
mayores que el bosque continuo, asi como que el locus 1 de NADHDH, presenta los

menores valores, excepto CPX en Continuo 2. Siendo SOD el locus con mayor Heterocigosis

y NADHDH en de menor (Tabla 7).
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Tabla 7

Locus, alelos y numero efectivo de alelos por locus en cada poblacion de A. auramtiaca en la Estacion de
biologia tropical Los Tuxtlas de la Univertsidad Nacional Autonoma de México.

Datos de mayo a noviembre de 2006 N = 399.

N0))) NADHDH CPX APX Total
Locus 1 2 2 1 6
Alelos 2 3 3 2 10
N; (Lyell) 2 1.5 1.5 2 7
N, (Pedregal) 2 1.5 1.5 2 7
N; (Playa) 2 1.5 2 6.5
N, (Ruiz C.) 2 1.5 2 6.5
N promedio 2 1.5 1.25 2 6.75

La heterocigosis promedio de la poblacion local de A. aurantiaca es baja y al dividirla segun el
tipo de ambiente, continuo o fragmentado, se aprecia que los valores de heterocigosis
promedio en fragmento son ligeramente mayores que en continuo, asi como que el locus 1
de NADHDH y APX son menores en fragmento, mientras que en SOD y CPX son menores

en continuo (Tablas 8 y 9).

Tabla 8

Heterocigosis total y por ambiente en poblaciones de A. aurantiacalocalizadas en ambiente fragmentado y en
continuo de A. auramtiaca en la Estacion de biologia tropical Los Tuxtlas de la Univertsidad Nacional
Autonoma de México.

Datos de mayo a noviembre de 2006. N = 399.
Poblaciéon  Estimadores N@))) NADHDH CPX APX Todos

Total (H-W) 0.3096 0.1925 0.2120  0.2875 0.1121
Continuo (H-W) 0.2789 0.1989 0.1978 03119  0.1108
Fragmento (H-W) 0.3399 0.1859 0.2255 0.2612  0.1131
Promedio (H-W) 0.3094 0.1924 0.21165 0.28655

Tabla 9

Heterocigosidad por locusy por poblacion en ambiente fragmentado y en continuo de A. auramtiacaen la
Estacion de biologia tropical Los Tuxtlas de la Univertsidad Nacional Autonoma de México.

Datos de mayo a noviembre de 2006. N = 399.
Ambiente Muestra Estimador SOD NADHDH CPX APX Poblas

Lyell (C1) (H-W) 0.3023 0.1866 0.2065 0.2934 0.1107
Continuo  Pedregal (C2) (H-W) 0.2543 0.2109 0.1883 0.3299  0.1105
Playa (F1) HW) 03341 01948 02168 02565 o0.1121
(H-W)
Fragmento  R. Cort. (F2) 0.3457 0.1765 0.2342 0.2659  0.1141
Promedio por Locus (H-W) 0.3091 0.192175 0.21145 0.28642
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Al dividir las muestras de ambiente continuo y fragmentado en dos categorias: reproductivos

y vegetativos como descriptores de las cohortes reproductivas temprana y tardia que se

reconocen en la fenologia reproductiva, se observa que, a excepcion de la muestra de

continuo 1 (Lyell), en el resto de las muestras la heterocigosis promedio fue mayor en las

cohortes vegetativas. La heterosigosis por locus solo fue mayor en la cohorte reproductiva para

el locus NADHDH en el fragmento 1 (Playa escondida) y en el locus APX en el fragmento 2

(Ruiz Cortines). La heterocigosis promedio por locus fue menor en NADHDH y mayor en

SOD (Tabla 10).

Tabla 10

Heterocigosis por locus en cada cohorte reproductiva temprana (reproductiva) y tardia (vegetativa) de cada
muestra por subpoblacién en ambiente fragmentado y en continuo de A. auramtiaca en la Estacion de
biologia tropical Los Tuxtlas de la Univertsidad Nacional Autonoma de México.

Datos de mayo a noviembre de 2006 N = 399.

Pob Subpob  Subsub  Heteroci SOD NADHDH CPX APX Pr. Pob
Continuo Lyell Repro (H-W) 0.3074 0.2122 0.2550 0.2854 0.1060
Veget (H-W) 0.3001 0.1752 0.1837 0.2967 0.0956
Pedre Repro (H-W) 0.1884 0.2088 0.1485 0.2717 0.0817
Veget (H-W) 0.2926 0.2122 0.2110 0.3620 0.1078
Fragmento Playa Repro (H-W) 0.3694 0.2076 0.1609 0.2550 0.0993
Veget (H-W) 0.2963 0.1800 0.2729 0.2580 0.1007
R. C. Repro (H-W) 0.3409 0.1200 0.1761 0.2880 0.0925
Veget (H-W) 0.3493 0.2152 0.2737 0.2469 0.1085

Promedio por locus (H-W) 0.3055 0.1914 0.2122 0.2829

4.6 Distancia Genética

Las distancias (=identidades genéticas) promedio entre todos los pares de muestras de la

poblacion fue de 0.5 (+ error estandar 0.104, n = 6 pares). Esto sugiere que los sitios de

fragmento son mas cercanos al sitio 1 en el interior de la EBT sin importar la distancia

geografica. Las muestras de fragmnto, por su parte, presentan mayor distancia genética entre

si, mientras que las dos de continuo presentan las menores distancias entre si, junto con el

par de F1-C2 (playa-pedregal) (Tabla 11), mostrando una clara jerarquia entre fragmentos y

continuo (Figura 6).
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Tabla 11

Identidades/Distancia de Nei (1972-1978) en cuatro poblaciones dos en ambiente fragmentado y dos en
continuo de A. auramtiaca en la Estacion de biologia tropical Los Tuxtlas de la Univertsidad Nacional
Autonoma de México. Datos de julio de 2010 N=399.

I-1vs. 12 0.0003  0.9997 -0.0003  1.0003
I-1vs.221 00002 09998 -0.0005  1.0005
11vs.22 00003 09997 -0.0004  1.0004
12vs.221 00010 09990 0.0003  0.9997
12vs.22 00012 09988 0.0005  0.9995

2-1vs.2-2  0.0000 1.0000  -0.0006 1.0006

2.000 1.000 0.000
3 Fragmento 1
4 Fragmento 2

1 Continuo 1

|— 2  Continuo 2

Figura 6. Distancias (identidades genéticas entre fragmentos) en la EBT-UNAM, sin considerar la distancia
geografica en cuatro poblaciones dos en ambiente fragmentado y dos en continuo de A. auramtiaca en la
Estacion de biologia tropical Los Tuxtlas de la Univertsidad Nacional Autonoma de México. Datos de julio de

2010 N =399.

Al considerar la sub-estructuracién de los sitios de muestreo, en reproductivos
(tempranos) y vegetativos (tardios), la distancia genética promedio fue de 0.509 (+ error
estandar 0.05; n = 27 pares). Las mayores distancias son principalmente entre pares de
distinto tipo de hébitat (Continuo-Fragmento) y las menores distancias son principalmente
entre pares del mismo tipo de hébitat (Fragmento-Fragmento o Continuo-Continuo). En las
cohortes reproductivas no hay una tendencia apreciable, solo en CIR-C2R (Lyell
Reproductivo-Pedregal Reproductivo) se detectd una baja diferenciacion y en FIV-F2V se
detectd una distancia intermedia (Tabla 12). Es decir, a escala local no se detecta estructura
evidente, particularmente porque las dos cohortes de Continuo 1 (Lyell) se agrupan por
debajo de las cohortes de fragmento, mientras que las cohortes de fragmentos estan

agrupadas por cohorte, las de C1 estan en cohortes contrarias (Fig. 7).
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Identidades/Distancia de Nei (1972-1978) en ocho subpoblaciones dcuatro en ambiente continuo y cuatro en
continuo de A. auramtiaca en la Estacion de biologia tropical Los Tuxtlas de la Univertsidad Nacional

Autonoma de México.

Datos de julio de 2010 N = 399.

1-1-1 vs. 1-1-2 0.0004 0.9996 0.0011  1.0011
1-1-1 vs. 1-2-1 0.0017 0.9983 0.0001  0.9999
1-1-1 vs. 1-2-2 0.0006 0.9994 -0.0009  1.0009
1-1-1 vs. 2-1-1 0.0008 0.9992 -0.0008  1.0008
1-1-1 vs. 2-1-2 0.0001 0.9999 -0.0015  1.0015
1-1-1 vs. 2-2-1 0.0007 0.9993 -0.0009  1.0009
1-1-1 vs. 2-2-2 0.0003 0.9997 -0.0014  1.0014
1-1-2 vs. 1-2-1 0.0010 0.9990 0.0000  1.0000
1-1-2 vs. 1-2-2 0.0004 0.9996 00005  1.0005
1-1-2 vs. 2-1-1 0.0006 0.9994 -0.0004  1.0004
1-1-2 vs. 2-1-2 0.0006 0.9994 -0.0004  1.0004
1-1-2 vs. 2-2-1 0.0003 0.9997 -0.0008  1.0008
1-1-2 vs. 2-2-2 0.0009 0.9991 -0.0001  1.0001
1-2-1 vs. 1-2-2 0.0015 0.9985 0.0004  0.9996
1-2-1 vs. 2-1-1 0.0023 0.9977 0.0011  0.9989
1-2-1 vs. 2-1-2 0.0019 0.9981 0.0007  0.9993
1-2-1 vs. 2-2-1 0.0020 0.9981 0.0007  0.9993
1-2-1 vs. 2-2-2 0.0029 0.9971 0.0017  0.9983
1-2-2 vs. 2-1-1 0.0014 0.9986 0.0003  0.9997
1-2-2 vs. 2-1-2 0.0011 0.9989 0.0000  1.0000
1-2-2 vs. 2-2-2 0.0015 0.9985 0.0004  0.9996
2-1-1 vs. 2-1-2 0.0011 0.9989 -0.0009  1.9989
2-1-1 vs. 2-2-1 0.0005 0.9995 -0.0007  1.0007
2-1-1 vs. 2-2-2 0.0007 0.9993 -0.0005  1.0005
2-1-2 vs. 2-2-1 0.0008 0.9992 -0.0004  1.0004
2-1-2 vs. 2-2-2 0.0003 0.9997 -0.0009  1.0009
2-2-1 vs. 2-2-2 0.0009 0.9991 -0.0003  1.0003
2.000 1.000 0.000

4

3

Continuo 1 Temprana
Fragmento 1 Tardia
Fragmento 2 Tardia
Continuo 1 Tardia
Fragmnento 2 Temprana
Fragmento 1 Temprana
Continue 2 Tardio

Continue 2 Temprano

Figura 7: La Distancia/Identidad genética al considerar la sub-estructuracion de los sitios de muestreo, en
reproductivos (tempranos) y vegetativos (tardios) en ocho subpoblaciones cuatro en ambiente fragmentado
temprana y cuatro en continuo de A. auramtiaca en la Estacion de biologia tropical Los Tuxtlas de la

Univertsidad Nacional Autonoma de México. Datos de julio de 2010 N = 399.
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4.7 Estadisticos F de Wright
El anilisis de estadisticos F de Wright (F,, F,y F,), entre habitats, continuo y fragmento,

evidencié que hay un exceso de heterocigotos, pues los valores de F,, y f fueron negativos;
asimismo, los loci SOD-1 y NADHDH-1 presentan valores que exceden el intervalo de
confianza del 95%, en tanto que NADHDH-1 solo lo registré entre subpoblaciones (Tabla
13). Por otra parte, al realizar el analisis de estadisticos F de Wright, asi como al calcular el
indice de fijacion (F) entre las cohortes reproductivas de cada muestra en los dos tipos de
hébitat, el locus SOD-1 mostré valores que exceden el intervalo de confianza del 95%

exceptuando en valor entre cohortes el cual fue mayor en CPX-1 y menor en NADHDH

(Tabla 14).
Tabla 13

Estadisticos F de Wrigth (F, @y £ derivados del anilisis genético de cuatro poblaciones de A. aurantiaca
considerando el efecto del tipo de ambiente y las muestras en la Estacién de biologia tropical Los Tuxtlas, de
la Univertsidad Nacional Autonoma de México.

Datos de julio de 2010 N= 399.

Locus F Oues dentro de subp O.vire suby f

SOD -0.2320 0.0067 0.0050 0.2382
NADHDH 0.1207 0.0001 -0.0038 0.1165
CPX 0.1258 0.0002 0.0015 0.1322
APX 0.2075 0.0020 0.0044 0.2099
Media(JCKINEN) -0.0864 0.0006 0.0037 -0.0869
Desviacion Estandar 0.1016 0.0021 0.0014 0.1032
Intervalo de Confianza al 95%  -0.1665-0.3075 -0.0058-0.0028  0.0006-0.0054 0.16780.3118

Tabla 14

Estadisticos derivados del analisis genético de cuatro muestras de A. aurantiaca en la considerando el efecto
de la muestra y la cohorte reproductiva en la Estacion de biologia tropical Los Tuxtlas, de la Univertsidad
Nacional Autonoma de México.

Datos de julio de 2010 N= 399.

aentre subp amues dentro de subp @entre cohortes

SOD 0.2317 0.0065 0.0056 0.0049 0.2378

NADHDH -0.1205 -0.0004 0.0013 -0.0057 0.1142

CPX 0.1243 0.0016 -0.0038 0.0064 0.1316

APX -0.2073 0.0043 0.0036 0.0007 -0.2082

Media JNFG) -0.1845 0.0037 0.0020 0.0021 -0.1870

Desviacién 0.0311 0.0016 0.0024 0.0025 0.0323

Estandar

Intervalo de -0.2259 a - 0.0032 a 0.0029 a 0.2308 a -

Confianza al 95% 0.1218 0.0003 2 0.0060 0.0051 0.0059 0.1203
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El analisis de estadisticos F indica que no hay endogamia local, mientras que la
divergencia genética es muy baja tanto entre habitats. Al considerar la subestructuracién de
los sitios de muestreo en tempranos y tardios, se detecté también una baja diferenciacién sin

importar el nivel de estructuracion; es decir, en la escala muestreada no se detecta estructura.

4.8 Flujo Génico

La estimacién indirecta del flujo génico entre todas las muestras mostré un valor
moderadamente elevado (1.97). Estimaciones independientes para las muestras y para las
cohortes mostraron que los valores de Nm promedio fueron menores entre muestras que
entre cohortes (1.855 y 2.085, respectivamente). Mientras que el valor de Nm por locus para
SOD-1 es menor entre muestras que entre cohortes, contrario lo que sucede, aunque de

menor magnitud, es en el locus CPX-1 (Tabla 15).
Tabla 15

Estimacion del flujo génico (Nm) entre las cuatro muestras de A. aurantiaca, considerando el efecto de la
muestra y la cohorte reproductiva en la Estacion de biologia tropical Los Tuxtlas, de la Univertsidad
Nacional Autonoma de México.

Datos de julio de 2010. N = 399,

Nm entre Nm entre cohortes
muestras por reproductivas por Promedio
ambiente muestra

SOD-1 1.33 2.32 1.82
NADHDH-1 2.32 2.32 2.32
CPX-1 2.32 2.25 2.28
APX-1 1.45 1.45 1.45
Promedio 1.86 2.08 1.97

El flujo génico entre muestras de cada ambiente y entre cohortes siguio parcialmente lo
esperado segun un modelo de aislamiento por distancia, pero los niveles de flujo genético
son mayores entre cohortes que entre muestras (es decir, que hay mayor intercambio de genes
entre cohortes del mismo sitio que entre sitios diferentes). Asimismo, los valores son los

suficientemente altos como para evitar la deriva génica.
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V. DISCUSION

Este estudio demostré que no existe diferenciacion genética entre las poblaciones de A.
aurantiaca de la selva continua y de los fragmentos. Asimismo, no se detecto endogamia y el
nivel de flujo génico es lo suficientemente alto para evitar la deriva génica. No obstante, se
encontraron diferencias en la estructura poblacional entre hébitats; lo que podria indicar un

efecto demografico en respuesta a los cambios en el ambiente.

La forma truncada de la distribucion (Figura 2) podria ser el resultado de la tasa de
sobrevivencia que se comporta como una funciéon semilogaritmica (Calvo-Irabien, 1997b).
Sin embargo, el hecho de que la poblaciéon sea bimodal, es decir que presenta dos modas,
dado el tamafio de la n es estadisticamente grande, podria ser interpretado como la mezcla de
dos poblaciones de datos. Esto, demografica y estadisticamente, podria reforzar la idea de una
estructura demografica regida por la fenologia. Es decir que el momento en que se da la
floracion y desde el momento en que abren y se activan las flores de un individuo, ya sea en
los fragmentos o en el continuo, el individuo tiene un tiempo limite para permanecer
receptivo, dado por la cantidad de flores e inflorescencias. Suponiendo que el principal
polinizador puede visitar a todas las plantas en un dia en un momento dado del tiempo de
floracion y no conservan polen de un dia para otro. Se podria suponer que existen individuos
que pueden estar muy cercanos en el espacio, pueden estar separados en el tiempo, dado el
momento en el que las flores de sus inflorescencias se encuentran receptivas. Lo que
permitiria dividir a la poblacién en cohortes reproductivas que brindan un nuevo nivel de

analisis a escala de ambiente.

De tal modo que puede darse la situacion de pulsos de floracion separados en el
tiempo, bien definidos o la situacion de pulsos que se superponen y que entonces podrian
conformar una sola poblacion, pudiendo encontrarnos ante un ejemplo de metapoblacion en

un lado o del otro lado en una dinamica poblacional clésica.
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La diferencia en modas de las alturas entre poblaciones de continuo y de fragmentos
sefiala una diferencia estadistica notable entre el tipo de sitio, lo cual demograficamente
puede ser interpretado como evidencia de diferencias significativas entre las alturas de las

poblaciones de continuo respecto a las de fragmento.

Estudios previos llevados a cabo en bosque con distintos grados de regeneracion, pero
sin considerar la fragmentacién, reportan la presencia de individuos de mayor tamafo en
bosque conservado (Calvo-Irabién, 1989); esto coincide con los resultados de la presente
investigacion, al encontrarse individuos de mayor tamafio en el bosque de continuo; sin
embargo, en los fragmentos la relacion de la altura con el numero de hojas fue mayor, es
decir que tienen mdis hojas por centimetro que incrementa la altura. Esto indica
indirectamente un incremento en las tasas metabolicas debido probablemente al aumento en
la cantidad de luz directa que llega al sotobosque en el ambiente fragmentado. Esta
modificaciéon de la tasa de desarrollo podria alterar el desfase entre las cohortes
reproductivas, reduciendo la probabilidad de reproduccion de los individuos en los

fragmentos, pues se reduciria el numero de individuos que se reproducen al mismo tiempo.

El cambio en la estructura de tamafos y edades tiende a la distribucion normal en
ambiente continuo (Figuras 3), mientras que en fragmentos pequefios (<100 ha) esta
dominada por plantas de tallas menores, es decir, en fragmentos pequefios hay una mayor
cantidad de adultos jovenes, mientras hay una mayor frecuencia de adultos seniles y seniles
en continuo. Lo anterior probablemente se debe al incremento en la reproduccién sexual
(Calvo-Irabién, 1997b) debido al aumento en la cantidad de luz disponible en el sotobosque,
al hacer mds vistosas las inflorescencias incrementando asi el namero de visitas de
polinizadores potenciales; lo cual podria compensar el menor numero de individuos

reproduciéndose al mismo tiempo.

Las distancias genéticas entre las muestras, permite reconocer que la muestra 2 de
bosque continuo (Pedregal), que se encuentra mas cerca de la zona ntcleo, también es la que
se encuentra en la base del diagrama de arbol; luego la muestra 1 de continuo (Lyell) y al final

las dos muestras de fragmento (Ruiz Cortines y Playa Escondida). Es decir, la muestra 2 de
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continuo es la mas parecidas a las condiciones previas a la fragmentacion, lo cual coincide
con su ubicacion geogréfica, pues estd mas cercana a la zona nucleo en el Volcidn de San
Martin y coincide con la suposicion que se hizo sobre las poblaciones de la estacién podrian

ser una representacion de las condiciones previas a la fragmentacion.

Es asi que se reporta que después de 50 afios de iniciado el proceso de fragmentacion
intensiva, la presencia de A. aurantiaca en fragmentos pequenos (<40 ha) es de solo el 33%,
tal ausencia (66%) podria relacionarse con el modelo de interaccién planta-polinizador
propuesto por Lundberg e Ingvarsson (1998), que plantea que hay un umbral en el tamafo
de las poblaciones para que se dé su extincion. Debido a que las poblaciones de los
fragmentos son mas propensas a la extincion, independientemente si son especies raras o

comunes (Honnay y Jacqemyn, 2007).

En cuanto al dilema que es a menudo referido como SLoSS (Single Large or Several
Small), en donde se supone que hay una cantidad limitada de recursos disponibles para la
conservacion, por lo que es preferible proteger los fragmentos de habitats pequefios y aislados
o proteger el mayor tamafo posible de habitat continuo. Sin lugar a dudas la mejor solucion
depende de la especie o el ecosistema particular que se considere. En el caso particular de A.
aurantiaca la decision parece inclinarse en favor de un solo y gran habitat continuo; basado
en la ausencia de la especie en los fragmentos pequefos y alejados de la zona ntcleo de la
EBT Los TuxtlassUNAM vy su permanencia en el fragmento pequefo y cercano a los terrenos
de la Estacion. Lo que ademas ilustra el efecto multiplicativo de la fragmentacion, pues no
solo es la reduccion del ambiente lo que afecta a la especie, sino también el aislamiento de los
fragmentos, que al superar la capacidad de dispersion de los vectores de dispersion (polen y

semilla), condena a la extincion a las poblaciones remanentes de los fragmentos aislados.

La falta de diferenciacién genética y las tasas de migracion calculadas para A.
aurantiaca podria explicarse como derivado del comportamiento de su principal vector de
flujo de polen, el colibri P. superciliosus, aunque el hibitat comun de este colibri es el interior
del bosque, los estudios disponibles sugieren que éstos presentan una alta permeabilidad

(Borgella et al., 2001), por lo que se esperaria que el flujo génico se mantenga en las
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condiciones previas a la fragmentacion o incluso que se hayan incrementado, como en otros
casos (Newman y Tallmon, 2001). Sin embargo, es claro que en el marco de Ia
fragmentacion, con la reduccién y el aislamiento actuando en conjunto sobre la poblacion, el
efecto es mayor en especies de entrecruza obligada y mixta, al depender de forma relativa de
la capacidad de movimiento del polinizador o del dispersor, que en las especies auto
compatibles (Honnay y Jacqemyn, 2007). Aunque hay una especie tropical y polinizada por
colibries, Heliconia acuminata que parece no ser afectada por la reduccion ni el aislamiento

(Bruna y Kress, 2002).

La heterocigosis esperada, mayor a la observada en el ambiente de fragmento, puede
interpretarse como un claro efecto de la fragmentacion, indicando que la reproduccion no es
al azar, manifestindose como un exceso de homocigotos. De la misma forma que en
Scutellaria montana, una Lamiaceae de ambiente templado (Cruzan, 2001). Sin embargo al

analizar las muestras de fragmento por separado el efecto se diluye.

Aunque para los analisis de F de Wrigth finales s6lo se analizaron los loci de APX y
CPX los resultados son ilustrativos de los efectos nulos de la fragmentacion, en las medidas
de diferenciacion. Coincidiendo en la tendencia con el estudio de Cole (2003) con 274
especies. Sin embargo, mientras la poblacion total pareciera estar en equilibrio cuando se
analiza su distribucion en cada una de las subpoblaciones considerando el estado
reproductivo, es decir subdividiendo la poblacién en el tiempo, se evidencia la alteracion en

el flujo génico.

Aunque se supone que los efectos de la Fragmentacion deberian ser mds evidentes en
ambientes tropicales, debido a que interactian con una mayor cantidad de especies que en
otros ecosistemas. Sin embargo los resultados no son concluyentes, respondiendo mas bien a
las caracteristicas particulares de la especie en la que se enfocan los estudios, como por

ejemplo el sistema reproductivo.
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VI. CONCLUSIONES

La fragmentacion es un conjunto de alteraciones en el tiempo y el espacio de los procesos
ecoldgicos y constituye una presion evolutiva capaz de modificar las dinamicas demogréficas y
ecoldgicas que impactan en las frecuencias alélicas de las poblaciones de A. aurantiaca en los

fragmentos de la EBT Los Tuxtlas.

La presencia de A. aurantiaca de 1/3 en fragmentos cercanos a la zona nucleo
menores a 40 ha. demuestra que es una especia interior; es decir, es una especie que requiere
un minimo de hébitat disponible o su tamafo poblacional se reduce y, en consecuencia,

tiende a extinguirse.

A. aurantiaca durante la época de floracion experimenta un desfase en la poblacion
que permite identificar al menos dos grupos de plantas: las tempranas, (es decir, plantas que
a la mitad del periodo de floracion, principios de noviembre, estan en el término de la
fenologia) y tardias (plantas que en este mismo periodo se encuentra en estado vegetativo o

apenas con el primordio de la inflorescencia).

Los resultados demograficos indican un efecto debido a la fragmentacién del hébitat,
manifestado como modificacion en la estructura reproductiva o fenoldgica. Esta puede estar
relacionada con un aumento en la disponibilidad de luz en los fragmentos, homogenizando
el ambiente y modificando la tasa de desarrollo, con lo cual se reduce el desfase entre las
cohortes. Debido a esto, hay un aumento en el niumero de individuos que se reproducen al
mismo tiempo, por lo que se incrementa la probabilidad de reproducciéon de los individuos
en los fragmentos. Este efecto demogafico no se refleja claramente en la estructura genética
de todos los loci, pues entre muestras fue semejante, pero entre cohortes reproductivas y
vegetativas en el locus APX es evidente la pérdida o muy baja frecuencia de un alelo en las
cohortes tardias (vegetativas) de fragmento, y en la cohorte reproductiva (temprana) de la
muestra 1 de continuo.Por su parte, la heterocigosis promedio resulto ser baja, al igual que la

diferenciacion genética, lo cual es debido probablemente al relativamente alto flujo génico.
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ANEXO 1

MATERIALES Y PROTOCOLOS DE EXTRACCION,
ELECTROFORESIS DE ALMIDON Y TINCION

Material Para Extraccion de Isoenzimas
= Mortero de ceramica con pistillo
= Nitrégeno liquido
=  Buffer de extraccion
= Tubos Eppendorf de 1.5 ml
= Pipetas de 1 ml
= Centrifuga a 5000 rpm
= Ultracongelador a -70°C
= Papel Whatman absorbente
= Potenciometro Calibrado

Material Para la Elaboracién del Buffer de Extraccién Fosfatos-Veg

Buffer de fosfatos (3/4) pH 7.1

=  KH,PO, (Fosfato de potasio monobasico) 0.978 ¢
=  K,HPO, (Fosfato de potasio dibasico) 0.489 ¢
= A 100 ml de solucion Stock, para obtener el Buffer de Trabajo anadir:
= DPVP 360 10¢g
= NADP' 10 mg
= NAD’ 20 mg
= EDTA 372 mg
»  Acido Ascorbico 18 mg
= Albtimina Sérica Bovina 500 mg
VEG 11 (1/4)
= Acido Bérico 3lm
= Tergitol 15-S9 2 ml
= PEG 800 2 mg
= PVP 40 7 mg
= PVP 360 1 mg
»  Acido Ascorbico 0.88 mg
= NAD 0.02 mg
= ASB 0.1 mg
= Piridoxal 5 Fosfato 0.005 mg
=  Sucrosa 0.27 mg
= Cisterna HCI 0.19 mg
=  Mercaptoetanol 1 ml

= Ajustar el pH con NaOH 1M
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ANEXO II
MATERIAL PARA LA ELECTROFORESIS

Buffers (Arulsekar y Parfitt, 1986)
Matraz de precipitado de 1000 ml
= Potencidmetro calibrado
= Agitador electromagnético
= “Moscas”
=  DPipetas de 1, 5y 10 ml
=  Agua destilada
= Solucion de HCl al 50, 25 y 10%
= Soluciones de NaOH al 4,2y 0.5 M

= Solucién de acido citrico al 1 M

Gel de Almidén al 13% (Stuber, 1988)
= Almidén
= Buffer del gel
= Matras Kitasato
= Tapon de hule
=  Mechero Bunsen
= Base con anillo de acero
= Malla de asbesto
=  Manguera
=  Maidquina de vacio
=  Mesa nivelada
=  Placa de vaciado

Corrimiento (Stuber, 1988)
= Buffer de la charola
= Charola de electrofosresis
=  Fuente de energia y cables.
= Ladrillo refrigerante
= Refrigerador a 4 °C
= Rieles de acrilico
= Toallas absorbentes
= Pelicula de plastico
= Hilo de nylon
= Solucién saturada de amido black
= Ligas
= Popotes

Tincién (Stuber, 1988)
= Charolas con tapadera
=  Estufasa 30 °Cy 37 °C
*  Micropipeta graduable automatica de 5-40 ul
=  DPipetas de 1, 5y 10 ml
=  Balanza analitica digital
=  Charolas para pesar reactivos
=  Espatulas
= DParafina
= Vaso de precipitado
= Agitadores de vidrio
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ANEXO III
SISTEMAS DE CORRIMIENTO

Sistema Tris-Citratos Ph 7.0 — 7.1 (Cheliak y Pitel, 1984)

Buffer del gel pH = 7.0

Reactivos Concentraciéon Peso por Litro
Trisma base 0.01M 1.211¢
Acido citrico 0.003 M 0.6304 ¢
Nota: Ajustar el pH con acido citrico 4 M

Buffer del electrodo pH = 7.1

Reactivos Concentracion  Peso por Litro
Hidroxido de Sodio 0.016 M 0.8 ¢
Acido Bérico 0.3 M 18.54 ¢
Condiciones de corrimiento: mA 50 ; mV 300 ; 5 horas

Sistema Tris-Citratos Ph 8.5 — 8.6 (Cheliak y Pitel, 1984)

Buffer del gel pH = 8.5

Reactivos Concentracién Peso por Litro
Tris 79 0.018 M 20g¢g
Acido citrico 0.003M 0.6304 ¢
Nota: Ajustar el pH con acido citrico 4 M

Buffer del electrodo pH = 8.6

Reactivos Concentracion Peso por Litro
Hidréxido de sodio 0.1 M 4g
Acido bérico 0.3 M 18.54 ¢

Nota: Ajustar el pH con acido bérico 1 M
Condiciones de corrimiento: mA 50 ; mV 300 ; 5 horas

ANEXO IV
ENZIMAS Y METODOS DE TINCION

Sistema Tris-Citratos (Modificado De Mitton) Ph 7.0 — 7.1 (Cheliak Y Pitel, 1984)
NADHDH (Acquaah, 1992)

Reactivos Cantidad

B-NADH 55 mg
NBT 35 mg
TrissHCL 0.2 M pH =8 120 ml

DIA (Acquaah, 1992)
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Reactivos Cantidad

2-6, diclorofenolindofenol 0.5 mg
B-NADH 30 mg
TrisHCL 0.2 M pH =8 120 ml
MTT 2 ml

MNR (Acquaah, 1992)

Reactivos Cantidad \
BNADH 10 mg
Menadion 10 mg
Tris HCL 0.05 M pH = 7 120 ml
NBT 2 ml

ME (Acquaah, 1992)

Reactivos Cantidad \
TrisHCL 0.2 M pH =8 120 ml
D-L, malato 1 M pH = 8 15 ml
MgCl1M 2 ml
TPN 3 ml
MTT 3 ml
PMS 1.5 ml

* Alfredo A. Montero Arciniega

Sistema Tris-Citratos (Modificado De Poulik) Ph 8.5 — 8.6 (Cheliak Y Pitel, 1984)

EST (Acquaah, 1992)

Reactivos Cantidad

Sal de azul rapido RR 150 mg
a naftil acetato 6 ml
H20 destilada 120 ml
Buffer de fosfatos 6.4 6 ml

ACPH (Acquaah, 1992)

Reactivos Cantidad
Sal de garnet rapido GB 150 mg
Buffer de acetato de sodio 1 M pH = 5 6 ml
H, O destilada 120 ml
Mg C1 10% 1 ml
A Naftil acido fosférico 3 ml

APX (Acquaah, 1992)

Reactivos Cantidad ‘
3,amino 9, etil Carbazole 150 mg
Dimeti9lformamida 15 ml
H, O Destilada 120 ml
H, 0 1 ml
CaCl, 1% 2 ml
Buffer de acetato de sodio 1 M pH = 5 7 ml

Nota: Las enzimas MNR; PGI y MDH (Vallejos) presentaron bandas muy tenues por lo tanto, no se
utilizaron en el presente estudio, en consecuencia los métodos de tincién se omiten.
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