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Resumen
Los cambios en la estructura del paisaje, puede modificar la distribucioén y abundancia de las

especies remanentes y los servicios ecosistémicos en los que estan involucradas. Las abejas, un
grupo de polinizadores importante, presentan una gran variacion en aspectos biologicos y
ecologicos, lo que conlleva distintos grados de tolerancia a los cambios en la estructura del
paisaje y de forma indirecta a la calidad del suelo. Las variaciones en cuanto a la abundancia,
riqueza y conducta de las abejas pueden alterar los patrones de polinizacion en las plantas
silvestres y cultivadas. Las plantas con mayores grados de especializacion en la polinizaciéon son
particularmente vulnerables a los cambios en la estructura del paisaje, ya que una disrupcion del
mutualismo de polinizacidon puede limitar su diversidad genética. Cucurbita pepo es una planta
dependiente de la polinizacion por abejas y juega un papel importante en la dieta y culturas
mesoamericanas, desde épocas ancestrales. El objetivo del presente trabajo fue conocer el efecto
de la estructura del paisaje del bosque de niebla sobre la diversidad de polinizadores, la
polinizacion y la variabilidad genética y flujo génico de C. pepo. Se establecieron 11 cultivos
experimentales en el Corredor del Bosque Nuboso -CBN-, en el altiplano de la region central de
Guatemala, como sitio de estudio. En ellos se documenté la estructura de la comunidad de abejas
visitantes florales, su rol como polinizadores y la relacion de las variables del paisaje local, y
calidad del suelo, con la comunidad de abejas y la polinizacién en C. pepo. Asi mismo, se
estudio la genética poblacional de C. pepo, su relacion con la estructura del paisaje y el manejo
agricola tradicional en 7 cultivos tradicionales, por medio de marcadores microsatélites. Al

menos 27 especies de abejas visitaron C. pepo, entre las cuales destacan Partamona bilineata y
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Bombus ephippiatus, como los polinizadores nativos y polinizadores eficientes de C. pepo en el
CBN. El aumento en la proporcion de los habitats naturales, alrededor de los cultivos de C. pepo,
incrementaron la riqueza de especies de abejas visitantes. Sin embargo, esta riqueza de especies
no presenta una correlacion positiva sobre la produccion de frutos y semillas de C. pepo. Por otro
lado, P. bilineata no presentd correlacion positiva con el habitat natural, lo que destaca su
resiliencia ante la alteracion del paisaje. Por ultimo, la variacién genética y el flujo génico de C.
pepo no se correlacionaron con la estructura del paisaje del CBN, sino mas bien con los patrones
de intercambio de semillas, asociados al manejo agricola tradicional. Los resultados resaltan la
importancia de preservar la diversidad de abejas en los hébitats naturales de los bosques de
niebla, dada su funcién como polinizadores de muchas plantas silvestres y cultivadas. Los
resultados también evidencian la importancia del manejo agricola tradicional en la genética
poblacional de C. pepo. Se espera que la informacion generada contribuya a crear estrategias
para la conservacion del servicio de polinizacion en el bosque de niebla y las practicas

tradicionales asociadas a estos cultivos nativos, dependientes de la polinizacion.
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Abstract
Changes in the structure of the landscape can modify the distribution and abundance of the

remaining species and the ecosystem services in which they are involved. Bees, an important
group of pollinators, shows large variations regarding their biological and ecological aspects,
which implies different tolerance degrees to habitat altering and soil quality. Variations in
abundance, richness and behavior of bee species can alter pollination patterns in wild and
cultivated plants. On the other hand, plants with higher pollination specialization, prevailing in
the tropics, are more vulnerable to the effects of altering landscape structure, due to a disruption
of the mutualistic relation of pollination and its consequent negative effects on their genetic
diversity. C. pepo, our study plant, is bee pollination-dependent and plays an important role in
Mesoamerican culture and diet since ancestral times. The objective of this work was to know the
effect of land scape structure of cloud forest has over the pollinator diversity, the pollination
ecosystem service, the genetic variation, and genic flow of C. pepo. 11 experimental plots were
established in the Cloud Forest Corridor -CFC-, in the Guatemalan central region highlands, as
the study site. In these plots bee community structure of floral visitors was documented, as well
as their role as pollinators and the relationship between the variables local landscape, and soil
quality, with bee community and C. pepo pollination. C. pepo population genetics and its
relationship with the landscape structure and traditional agricultural management in 7 traditional
crops was studied as well by means of microsatellite markers. At least 27 bee species visit C.
pepo, among which Partamona bilineata and Bombus ephippiatus stand out as both native and
efficient pollinators of C. pepo in the CFC. The increase in the proportion of natural habitats,
around C. pepo crops, increased the richness of bee species. However, this species richness does
not present a positive correlation on the production of fruits and seeds of C. pepo. P. bilineata

abundance is not necessarily associated to natural habitats, which points out its resilience to
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landscape altering. Lastly, C. pepo genetic variation and genic flow do not relate to the CFC
landscape structure, but mostly to the seed exchange, associated to the traditional agricultural
management. Results point out the importance of preserving the bee diversity in natural habitats
along the cloud forest, given its role as pollinators of many wild and cultivated plants. Also,
results show evidence regarding the importance of the traditional agricultural management in the
C. pepo population genetics. It is expected that the information generated hereby be a
contribution for the creation of conservation strategies dealing with the conservation of the
pollination service in the cloud forest and the traditional practices associated to native crops,

pollination-dependent.

14



Introduccion
Los cambios en la estructura del paisaje, implica cambios en la composicidon y configuracion de

los componentes originales del paisaje (Hadley & Betts, 2012), los cuales pueden ser positivos o
negativos segun la vulnerabilidad de las especies y los servicios ecosistémicos que brindan (Taki
et al., 2008). Algunos patrones que producen un cambio en la estructura del paisaje, que
regularmente tienen efectos negativos son: fragmentacion, pérdida (reduccion del monto total) y
aislamiento del héabitat natural; asi como la hostilidad de la matriz que rodean al habitat natural
(Montero-castafio & Vild, 2012). Los cuales inducen a una pérdida de biodiversidad y la
alteracion de los procesos ecoldgicos a nivel mundial (Foley et al., 2009; Ahrens & James,
2016). Estudios sugieren que la pérdida de habitat (e.g. deforestacion) tiene un efecto enorme,
consistentemente negativo, sobre la biodiversidad (Fahrig, 2003). Sin embargo, la respuesta de
las comunidades de insectos a la perdida de habitat, principalmente de aquellos que son
polinizadores, son pobremente conocidas (Steffan-Dewenter et al., 2006). La pérdida de habitats
naturales del paisaje original, puede afectar la riqueza y abundancia de los polinizadores en
diferentes aspectos como: disminucion en la disponibilidad de recursos alimenticios, provision
de sitios de anidamiento y disponibilidad de plantas hospederas para las larvas (Winfree et al.,
2011; Montero-castaiio & Vila, 2012). Las abejas son uno de los grupos de polinizadores més
importantes debido a su habito de recoleccion de polen y néctar para la subsistencia de sus crias
(Kremen et al., 2007). Este grupo presenta respuestas variadas a la pérdida de hébitats naturales,
que depende de factores intrinsecos como los rasgos de historia de vida que determinan el grado
de tolerancia a la perturbacion; y la condicion del habitat local (Taki et al., 2008). La
localizacion de los nidos y el grado de sociabilidad son rasgos importantes que moderan la
respuesta de las especies de abejas a la pérdida de habitats naturales (Winfree et al., 2011). Son

especialmente afectadas, dentro de este grupo, las especies con limitadas habilidades de
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dispersion, rangos geograficos restringidos, las que presentan bajas densidades y fluctuaciones
poblacionales, las ubicadas en altos niveles tréficos y las especializadas en cuanto a su habitat o

requerimiento de plantas nutricias (Steffan-Dewenter et al., 2006).

Una disminucion de la abundancia, riqueza y conducta de las especies de abejas propicia
importantes consecuencias para la persistencia de las plantas y efectos negativos en la
polinizacion de las mismas (Tscharntke et al., 2005; Ricketts et al., 2008). Asi, la polinizacion
puede ser afectada via la alteracion de tres mecanismos primarios relacionados con las especies
que interactiian: 1) densidad de las plantas, 2) densidad de las abejas y 3) conducta de las abejas
(particularmente el movimiento) (Hadley & Betts, 2012). Se han realizado varios estudios sobre
el efecto del tamafio del fragmento y la distancia al habitat natural, sobre la comunidad de abejas
y la polinizacion (Ricketts, 2004; Brosi et al., 2008; Gemmill-Herren & Ochieng, 2008;
Carvalheiro et al., 2010; Garibaldi et al., 2011; Holzschuh et al., 2012; Krishnan et al., 2012).
Muchos de ellos coinciden en que la polinizacion de las plantas disminuye al aumentar la
distancia con el habitat natural, asi como con la disminucion del tamafio del fragmento. Sin
embargo, debido a la variacion en las especies de abejas, sus conductas y requerimientos, aun
son insuficientes los estudios que abordan la influencia de todos los componentes del paisaje y su
configuracidn, incluyendo la composicion de la matriz que rodea al habitat natural (Kremen et
al., 2004; Jha & Vandermeer, 2010; Benjamin et al., 2014; Motzke et al., 2016; Saturni et al.,

2016).

La riqueza y abundancia de abejas y su efecto en la produccion de frutos y semillas son clave
para el mantenimiento de los ecosistemas, ya que propician el flujo génico que asegura la calidad
de frutos y semillas de las plantas que polinizan (Kearns et al., 1998). Asi mismo, la polinizacion

por abejas asegura la dindmica poblacional y la variabilidad genética entre y dentro de las
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poblaciones de plantas (Barrett, 2003; Albrecht et al., 2012). Asi, el efecto de la alteracion del
paisaje sobre la comunidad de abejas afecta el flujo génico de las plantas, con efecto en la
diversidad genética de dichas poblaciones (Aguilar et al., 2006). En los tropicos predominan las
especies de plantas con altos grados de especializacion en la polinizacion (Ollerton et al., 2011),
mas vulnerables la pérdida de habitat naturales, por la disrupcion del mutualismo de
polinizacion, con efectos negativos en su diversidad genética (Aguilar et al., 2006). Esto debido a
que, con la disminucién de los habitats naturales, se crean areas no favorables para la
movilizacion de los polinizadores, creando barreras que reducen el flujo de polen e
interrumpiendo la conectividad genética entre las poblaciones de plantas (Cuartas-Hernandez et
al., 2010). Lo anterior conlleva a serias consecuencias en la genética poblacional de estas plantas
dependientes de polinizacion cruzada: disminucion en la variabilidad genética e incrementos en
la divergencia genética entre poblaciones debido a la deriva génica y la endogamia, entre otros
(Aguilar et al., 2008). Algunos estudios han evaluado el efecto de la estructura del paisaje en la
comunidad de abejas y la polinizacion de plantas altamente dependientes de la polinizacién
(Julier & Roulston, 2009; Lowenstein et al., 2012; Phillips and Gardiner, 2015). Sin embargo,

son sumamente escasos los estudios realizados en ambientes tropicales.

Cucurbita pepo, planta modelo en el presente estudio, es nativa de Mesoameérica, con origen en
las regiones templadas y semi-aridas de Norteamérica; fue domesticada, al menos dos veces, en
México hace aproximadamente 10,000 anos, y en USA hace aproximadamente 4,000 anos (Paris,
2016). C. pepo es una planta monoica (Wien, 1997), de polinizacion cruzada (Walters & Taylor,
2006) y dependiente de los polinizadores, principalmente abejas (Isac et al., 2016). Ademas, es
una planta de rapido crecimiento, con flores altamente atractivas para las abejas, y el tiempo de

apertura de la flor estd restringida a solo 4 horas (Hoehn et al., 2008). Esta planta es visitada por
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abejas manejadas (Apis mellifera), abejas sociales silvestres (Meliponinos y abejas del género
Bombus); asi como por polinizadores especialistas solitarios silvestres (del género Peponapis)
(Hurd et al., 1971; Hurd et al.,1974; Pinkus-Rendon et al., 2005; Shuler et al., 2005; Zambrano,
et al., 2013; Enriquez et al., 2015; Phillips & Gardiner, 2015). Por lo tanto, es un sistema de
estudio unico para evaluar la estructura del paisaje y la sustentacion del servicio de polinizacion.
Por otro lado, C. pepo muestra una alta diversidad morfolédgica (Rios et al., 1997; Wessel-
Beaver, 1998) y la més grande diversidad genética entre las especies del género Cucurbita (Gong
et al., 2013). Por ultimo, C. pepo juega un rol importante en la dieta y cultura de los humanos a
lo largo de Mesoamérica (Lira et al., 1998; Merrick, 1995), desde épocas ancestrales (Turner,
1984; Ximenez, 1972), junto con el maiz y el frijol, por lo que la intervencion humana a través
de la su domesticacion, también ha influido en el modelaje de su diversidad genética a lo largo
del tiempo (Lira et al., 1998; Merrick, 1995). Sin embargo, al igual que otros cultivos autdctonos
de los tropicos, los aspectos sobre la estructura del paisaje y la dindmica de la polinizacion en
esta planta permanecen desconocidos (Macias-Macias et al., 2009). Asi mismo, poco es sabido
con respecto al efecto de la estructura del paisaje y el manejo agricola tradicional en la variacion
genética, y el flujo génico de C. pepo, en areas tropicales moderadamente fragmentadas como las

que encontramos en el centro de Guatemala.

El bosque de niebla (bosque mesofilo de montafia, cloud forest o bosque nuboso -como se
conoce en Guatemala-) (Williams-Linera et al., 2002) presenta una gran variacion en
composicion de especies, debido a sus hébitats heterogéneos y aislamiento topografico
(Hamilton et al., 1995; Williams-Linera et al., 2002; Willimas-Linera et al.,1997). Sin embargo,
es uno de los ecosistemas menos estudiados en los tropicos; y la interaccion animal-planta es

poco conocida (Williams-Linera et al., 2002). El “Corredor del bosque nuboso -CBN-", en Baja
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Verapaz, en el centro de Guatemala, es un area considerada moderadamente fragmentada y es el
sitio escogido para la realizacion del presente trabajo. Este es un ecosistema tropical de bosque
de niebla, habitado por pobladores de las etnias Maya Queqchi y Pocomchi (CECON, 1999;
SEGEPLAN, 2010; SEGEPLAN, 2011; INE, 2002). E1 CBN se ha caracterizado por altos
niveles de endemismo y diversidad (Campbell & Vannini, 1989; Ordoéiiez, 1999; RECOSMO,

2007; Schuster et al., 2000) a la cual se suma la alta diversidad cultural.

Con el objetivo de contribuir en el conocimiento del efecto de la estructura del paisaje de los
bosques de niebla en Guatemala sobre la diversidad de polinizadores, la polinizacion y la
variabilidad genética y flujo génico de C. pepo, una planta nativa cultivada, se plantearon las
siguientes interrogantes: 1) ;Cudl es la diversidad y la composicion de especies de abejas
visitantes florales de C. pepo y cudl es el polinizador mas importante?; 2) ;Cudl es el efecto de la
estructura del paisaje local del CBN en la comunidad de abejas y el servicio de polinizacioén en
C. pepo?;y 3) (Cual es el efecto de la estructura del paisaje y el manejo tradicional en la

genética poblacional de C. pepo en el CBN?

Con el fin de responder las primeras dos preguntas, se establecieron 11 cultivos experimentales
en cinco localidades del CBN, donde se document¢ la estructura de la comunidad de abejas
visitantes florales, su rol como polinizadores y la relacion de las variables del paisaje local con la
comunidad de abejas y la polinizacion en C. pepo. Finalmente, para responder a la tercera
pregunta se estudio la genética poblacional de C. pepo y su relacion con la estructura del paisaje
y el manejo agricola tradicional en 7 cultivos tradicionales, por medio de marcadores

microsatélites.

Esta investigacion aporta conocimiento sobre los polinizadores, la polinizacion y diversidad

genética de plantas nativas cultivadas en los bosques de niebla de Guatemala. Ademads, provee
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las bases para un aprovechamiento en el servicio ecosistémico de la polinizacion. Asi como, los
aspectos que condicionan la diversidad genética de una planta cultivada de gran valor cultural
para la region. Con estos resultados, se pretende contribuir en la conservacion del bosque de
niebla en Guatemala, de sus polinizadores y promover una la produccion sustentable de plantas

nativas.
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Abstract. Cucurbita pepo L. (Cucurbitaceae) was an integral component of the diet of Pre-
Columbian Mesoamerican cultures and is an important cash crop with high cultural value in
contemporaneous indigenous populations of Guatemala. Despite the increasing attention to
native bees as pollinators of cucurbit crops, little is known about the diversity of bees that visit or

pollinate these crops in many regions. Based on collections from 11 observational plots of C.
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pepo established in five localities and maintained by the local community across the cloud forest
corridor in Guatemala, we documented 27 bee species belonging to 14 genera in Apidae and
Halictidae as floral visitors. Species composition was significantly different among plots and
among localities; however, honey bees (Apis mellifera Linnaeus, 1758) (Apidae: Apini) and the
stingless bee Partamona bilineata (Say, 1837) (Apidae: Meliponini) were the most abundant
flower visitors in all plots and localities, accounting up to 80% of the total number of visits. Two
species of squash bees were recorded, Peponapis apiculata (Cresson, 1878) and P. limitaris
(Cockerell, 1906) (Apidae: Eucerini), but they were rare (3.4% of total number of specimens)
across all plots and localities. Based on pollinator exclusion experiments as well as comparisons
of fruit weight and seed number and weight, we confirmed the dependence of this crop on insect
pollination and the role of honey bees and P. bilineata as main pollinators in the observational
plots. Surveys of bees in the surrounding vegetation of the plots indicated a higher diversity (36
species of 28 genera) than in the plots; about 40% of these species are also common visitors of

flowers of C. pepo.

Key Words. Crop pollination, giiicoy, honey bees, squash bees, stingless bees

Running title. Bee pollination of squash in a Guatemalan cloud forest
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Introduction
Bees are the most important pollinators of both wild and cultivated plants, and changes in their
abundance, richness, and behavior might have important consequences on reproductive success
and persistence of many flowering plant species (e.g., Tscharntke et al. 2005, Klein et al. 2007,
Ricketts et al. 2008). Among cultivated plants, several species of Cucurbita L. (Cucurbitaceae),
including pumpkins, gourds, and squashes, depend on bees for pollen transfer (Lowenstein et al.
2012). Species of Cucurbita have unisexual flowers, and bees transfer gametes (pollen) among
flowers to facilitate reproduction (Robinson & Decker 1997). Individual flowers of Cucurbita
have several adaptations for insect pollination including large and sticky pollen grains, a sticky
stigma, a large yellow corolla, and a high production of sugar-rich nectar by both male and
female flowers (Hurd et al. 1971).

Several species of wild bees visit flowers of Cucurbita (e.g., Meléndez-Ramirez et al.
2002, Serra & Campos 2010, Lowenstein et al. 2012, Zambrano-G et al. 2013), including honey
bees (4pis mellifera L.) (Apidae: Apini) and several species of the genera Peponapis Robertson,
1902 and Xenoglossa Smith, 1854 (Apidae: Eucerini), two genera that are pollen specialists of
Cucurbita (Hurd et al. 1971). Yet, little is known about the diversity of bees that visit or pollinate
Cucurbita species in many regions, particularly in the cloud forests of Guatemala. Domesticated
Cucurbita species have been an important component of the diet of ancient Mesoamerican
cultures, such as the Aztecs and Mayans (Robinson & Decker 1997). Even today, indigenous
peoples in Mesoamerica use and preserve native Cucurbita and other species in traditional
gardens, maintained throughout the crop-growing system known as milpa, an association of corn,
beans, and pumpkins (Lira 1990). In Guatemala, Cucurbita pepo L. is locally known as giiicoy,

and this crop has high economic and cultural values (Azurdia 1999). However, the contribution
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of bees as pollinators remains largely undocumented (Macias-Macias et al. 2009).

Herein we document the diversity of bees visiting flowers of C. pepo at mid-elevation
localities in Guatemala and assess their role as pollinators. We conducted observations in 11
plots maintained by the local community in five localities across the cloud forest corridor in the
Department of Baja Verapaz. We asked the following questions: What is the diversity and
composition of bees visiting flowers of C. pepo? What are the most ecologically dominant bee
species visiting flowers of C. pepo? What are the most important pollinators of C. pepo in the

study area?

Materials and Methods

Study sites. We conducted our sampling in areas corresponding to the Cloud Forest Corridor
(CFC) of Guatemala (RECOSMO 2007), Department of Baja Verapaz, in the municipalities of
Salama, Purulhd, and San Jerénimo (15.087°—-15.273°N, 90.078°-90.331°W, 1320-2137 m.a.s.l;
Fig. 1). The CFC, which ranges from Chiapas, Mexico to Honduras, is characterized by having
high levels of endemism and biodiversity (Campbell & Vannini 1989, Ordofiez 1999, Schuster et
al. 2000, RECOSMO 2007). However, the CFC is being threatened by deforestation due to
agriculture, human settlements, and mining, as well as by cultivation of exotic species such as
the leather leaf fern Rumohra adiantiformis (G. Forst.) Ching (Elaphoglossaceae) (CECON
2002, RECOSMO 2007). The annual mean temperature and precipitation in the study area are
18.1 °C and 2092.4 mm, respectively (Garcia 1998, CECON 2002).

We selected five localities (Chipacay, Panzal, Purulha, Repollal, and Union Barrios)

along the CFC, separated from each other by at least 2.5 km (2.5-10.6, x =6.1,S.D.=3.2,n=
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5). On each locality we established two observational plots of C. pepo, except at Repollal where
we established three plots (Fig. 1). Plots were maintained by the community and corresponded to
areas previously used to grow C. pepo and other crops. Within each locality, plots were separated
from each other by a distance ranging from 286 to 1050 m (x =769.7, S.D.=274.8, n="7). The
surrounding vegetation varied among study sites, ranging from grazing pastures and patches of
secondary growth vegetation to other crops (e.g., banana, corn, bean, tomatoes, and coffee),
except for those plots at Purulha and Union Barrios which were closer to highways and semi-
urban settlements (Fig. 1). Within each plot, plants were separated 3 m apart from each other,
and no pesticides were used during the years of sampling. Not all plants survived and thus the

number of plants per plot ranged from 19 to 49.

Richness and abundance of bee visitors. During the flowering peak of C. pepo (i.e., April-June)
in 2012, we recorded species richness and abundance of bee visitors on both female and male
flowers in each plot. Observations were conducted during the flower anthesis period of C. pepo,
from 06:00 to 11:00 h. During each survey period, an observer spent three minutes per flower
and recorded the number of bees of each species arriving or already at the flower. Due to their
easy recognition, three bee species were recorded but not collected: 4. mellifera, Partamona
bilineata (Say, 1837) (Apidae: Meliponini), and Bombus ephippiatus Say, 1837 (Apidae:
Bombini); all other bees were collected. The number of flowers observed varied among plots
depending on their availability (female flowers: 97—162, male flowers: 97-323). Each plot was
sampled two or three times during the flowering peak. Concurrent with pollinator observations,
we hand-netted bees at nearby wildflowers for a 30-minute period to compare the diversity of

bees visiting C. pepo with that of the surrounding vegetation.
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Pollinator exclusion experiments. To assess the importance as pollinators of the most abundant
floral visitors of C. pepo, we bagged a total of 92 female flowers prior to anthesis and conducted
the following treatments during anthesis: 1) Single visit: we uncovered 43 flowers and observed
them until they were visited once by a single bee species and then covered them again; visitation
time was recorded for each species and was restricted to the three most dominant species: 4.
mellifera, B. ephippiatus, and P. bilineata. 2) Open pollination control: we uncovered 38 flowers
from 05:00 to 11:00 h, the period that corresponds to the opening periods of C. pepo flowers, and
then covered them again. 3) Closed pollination control: we kept the remaining 11 flowers
covered during the entire anthesis period. Fruits were allowed to mature for one month and then
fruit weight, seed set, and seed weight were recorded for each resulting fruit. Experiments were

carried out in two observational plots at two localities (Union Barrios and Chilasco) during 2011.

Voucher specimens. All collected specimens were pinned, labeled, and are deposited in the
Coleccion de Abejas Nativas de Guatemala (CANG), Centro de Estudios Conservacionistas,

Universidad de San Carlos de Guatemala.

Statistical analyses. We estimated the alpha and beta diversity of bees visiting flowers of C. pepo
at each plot. As in Meléndez-Ramirez et al. (2002), Relative Dominance (RD) for each species
was estimated as the sum of their relative abundance (species abundance/total abundance x 100)
plus their relative frequency (species frequency/total frequency x 100) divided by two to obtain
RD values between 0 and 100%. Species with RD < 5% were considered as rare and non-
dominant, while species with RD > 5% were considered as abundant and dominant. For rare

species we estimated the means of singletons (species with only one individual), doubletons
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(species with only two individuals), unique (species that occur in only one sample), and
duplicates (species that occur in two samples) using EstimateS 8.2 (Colwell 2013). To assess the
completeness of the survey, we calculated for each plot the non-parametric estimators ICE
(Incidence-based Coverage Estimator) and Chao2; then, we used the average value of each
estimator to calculate the percentage of species that have been collected thus far. For each
observational plot, we estimated the following non-parametric diversity measures: Shannon-
Wiener Index (H), Simpson Index and Hill's Numbers (Magurran 1988); we estimated
heterogeneity using the Pielou evenness index (J”) (Pielou 1969). To analyze beta diversity, we
first conducted a similarity measurement based on the Bray-Curtis index (Bray & Curtis 1957)
among plots. Then, we calculated turnover of bee species among plots with the vegan package of
R software (R Development Core Team, 2013) using the Whittaker beta diversity index (Pw)
(Koleff et al. 2009). Finally, we calculated the total beta diversity by averaging the beta diversity
values obtained between each pair of possible combinations among the 11 plots (n = 55
comparisons).

We assessed the relationships between fruit set and the type of treatment using a Chi
Square test. To evaluate number of seeds, seed and fruit weight among treatments and visits by
individual bee species, we performed an Analysis of Variance (ANOVA); in that analysis
variables were log-transformed and samples from plots were treated as replicates. In addition, to
understand the composition of C. pepo visitors by locality, we evaluated the differences in the
proportion of each dominant species among localities, with a multi-dimensional contingence
analysis and a Multivariate Correspondence Analysis (MCA) using JMP software V.10 (SAS
institute 2012). Although Trigona silvestriana Vachal, 1908 (Apidae: Meliponini) had a RD

index greater than 5%, it was excluded from the MCA analysis because it was collected on a
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single plot, unlike all other dominant species that were present in at least two plots.

Results

Richness and abundance of bee visitors. From April to June 2012, we recorded a total of 1667
floral visits in all localities corresponding to 27 species (14 genera in the families Apidae and
Halictidae). The mean number of species per plot ranged from 5to 14 (x =8.3,S.D.=2.8,n=
11) while the number of individual bees recorded at flowers ranged from 42 to 349 (x = 151.5,
S.D.=92.9, n=11). The number of rare species per plot ranged from zero (Unioén Barrios 1) to
five (Chipacay 2). The genera Augochlora Smith, 1853 (Halictidae, Augochlorini) and Trigona
Jurine, 1807 (Apidae, Meliponini) had the highest number of species (Table 1). Partamona
bilineata and A. mellifera accounted for 40.7%, and 38.9%, respectively, of total individuals
collected. Together with eight additional dominant species (i.e., RD > 5%), they comprised a
total of 93.2% of total floral visitors of C. pepo recorded; T. silvestriana also had a RD index
greater than 5%, but it was collected on only a single plot unlike all other dominant species that
were present in at least two plots. All dominant species were pollen generalist bees. Two
oligolectic species on flowers of Cucurbita (Hurd et al. 1971), Peponapis apiculata (Cresson,
1878) and Peponapis limitaris (Cockerell, 1906) (Apidae: Eucerini), were recorded only in two
plots and accounted for about 3.4% of the specimens collected during this survey (Table 1).
Among plots, the richness estimator Chao2 ranged from 19.2 to 32.9 (¥ =29.5,S.D.=3.8,n=
11) while ICE ranged from 31.7 to 39.8 (¥ =36.9, S.D. =3.0, n = 11). Thus, our study surveyed
between 73.2% and 91.6% of the total expected bee species visiting flowers of C. pepo in the
plots.

A higher number of bee species (36 spp.) belonging to 28 genera in four families
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(Andrenidae, Colletidae, Megachilidae, and Apidae) were collected in the vegetation
surrounding the observational plots of C. pepo. Apidae and Halictidae were the families with
most species (55.6% and 25.0%, respectively), and Trigona (n = 6) and Bombus Latreille, 1802
(n = 3) the genera with the highest number of species recorded. However, only 22 species were
found exclusively in this habitat. The observational plots established in the localities of Chipacay
(CH2) and Repollal (RE2) had the highest diversity indices, while those in Union Barrios (UB1
and UB2) had the lowest (Table 2).

The total beta diversity in the observational plots was low (¥ =0.51, S.D. =0.10, n = 55)
and there were statistically significant differences in the composition of dominant species among
plots (X? = 1032.9, df = 80, p < 0.001) and among localities (X* = 461.2, df = 32, p < 0.001) (Fig.
2). Based on the composition of dominant species, the five studied localities are arranged into
two groups: one formed by the localities Purulhd and Union Barrios (where the stingless bee P.
bilineata is dominant) and the other including the remaining localities [here, the dominant
species are: Agapostemon sp. (Halictidae: Caenohalictini), Augochlora smaragdina Friese, 1917,
Lasioglossum (Dialictus) sp. (Halictidae: Halictini), Neocorynura sp. (Halictidae: Augochlorini),
B. ephippiatus, Ceratina sp. (Apidae: Ceratinini), Eulaema sp. (Apidae: Euglossini), and 4.
mellifera]. Species composition explains 92% of the variance [MCA, principal component 1,
(C1) = 82% and principal component 2 (C2) = 10%] (Fig. 2). Excluding T. silvestriana from this

analysis did not alter the arrangements in two groups.

Pollinator exclusion experiments. No fruits were formed in the closed pollination control
treatment. In contrast, fruits developed in the other two treatments but fruit set was relatively low

(14 to 57% of flowers resulted in a fruit, Table 3). Fruit success was independent of the type of
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treatment and bee species (+* = 0.053, df = 3, X = 5.377, p = 0.14) and no statistically significant
differences in the number and weight of fruits and seeds were detected between treatments
(ANOVA, fruit weight: F=1.27, p <0.3181, = 0.192; seed number: F =2.4, p <0.1032, ° =
0.313; seed weight: F=2.49, p <0.097, = 0.319). Average duration of bee visits to flowers of
C. pepo varied significantly among the three most dominant bee species (4. mellifera, x =138 s,
S.D.=80.1, n =29; B. ephippiatus, x =125s,S.D.=69.2, n="7; P. bilineata, x =24s,S.D. =
11.5, n="7; ANOVA, F = 18.23, p <0.0001, 7= 0.48). However, P. bilineata spent significantly
less time on flowers when compared with A. mellifera and B. ephippiatus (T-student, T =2.02,
Alpha = 0.05, A. mellifera-P. bilineata p < 0.001, B. ephippiatus-P. bilineata p < 0.001, A.

mellifera-B. ephippiatus p = 0.8952).

Discussion

The diversity of bee species that visited the flowers of C. pepo in Baja Verapaz, Guatemala (27
species) is comparable with that found in other studies in North and South America (e.g.,
Meléndez-Ramirez et al. 2002, Krug et al. 2010, Adamson et al. 2012). The exotic honey bee, A.
mellifera, and the native stingless bee, P. bilineata, were the most dominant visitors of flowers of
C. pepo in the studied localities. Such a finding was rather unexpected given that solitary bees of
the genus Peponapis, which were rare in our study sites, are often among the most dominant, if
not the most dominant, species visiting Cucurbita flowers otherwise (e.g., Julier & Roulston
2009, Meléndez-Ramirez et al. 2002, Krug et al. 2010, Zambrano et al. 2013). Given that
Peponapis are cucurbit specialists, their low abundance in study sites might be a consequence of
the low abundance of wild Cucurbita species in the CFC or that the study area might be at the

limit or outside of their elevational range.
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Our study demonstrated significant differences in species richness and abundance of bees
visiting C. pepo flowers among localities as well as changes in the composition of the most
dominant species among plots and among localities. Such a variation in bee richness and
diversity might be associated with differences in floristic composition, size, and conservation
status of vegetation surrounding the observational plots (e.g., Klein et al. 2003, Kremen 2004,
Murray et al. 2012). For instance, the high bee diversity observed in Repollal and Chipacay
(Table 2) may be due to their proximity to large forest fragments (> 300 ha) and the distance
from human settlements. In contrast, the plots in Purulh4 and Unién Barrios, surrounded by
disturbed habitats and closer to urbanized areas and highways, may favor biotic homogenization,
i.e., low species diversity and the dominance of few species (P. bilineata). Furthermore, because
we found low bee species turnover among C. pepo plots, and that alpha diversity was higher than
beta diversity across localities, this result suggest that conservation efforts should be directed to
preserve high alpha diversity while increasing connectivity between localities (Murray et al.
2012).

Our study confirmed the relevance of bees as pollinators of C. pepo, although we found
great variability in the reproductive success among flowers in each locality. Bombus ephippiatus,
P. bilineata and A. mellifera appeared to be effective pollinators of C. pepo in CFC given their
abundance and that these species contacted the female and male flower structures during their
visits. However, the latter two species can be considered the most important given their higher
abundance in the plots (Table 1). Honey bees are efficient pollinators of native plant species
including squash (e.g., Sampson & Cane 2000, Gross 2001, Machado & Sazima 2008, Neves &
Viana 2011), and P. bilineata, despite its relatively small body size and short duration visits to C.

pepo, has been previously reported as an important pollinator of cucurbit crops in Yucatan,
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México (Meléndez-Ramirez et al. 2002).

The overall percentage of mature fruits in the Open Pollination Control was relatively
low (23%) in the studied plots. This may have been caused by several abiotic and biotic factors,
including high temperatures, low bee diversity and low visitation rate by bees. It is known that
abundant pollinators as well as high number of floral visits are critical for successful fruit
development in cucurbit crops (Cane at al. 2011). For example, at least a dozen visits by honey
bees have been estimated as the optimum number to maximize fruit set in C. pepo (e.g., Vidal et
al. 2010). The two plots in which we were able to conduct the pollinator exclusion experiments
were located in Union Barrios and Chilascé, areas with low bee diversity (see Table 2), probably
due to their proximity to disturbed habitats. Thus, a higher percentage of fruit success may be
expected if the experiments were carried out in other areas with higher bee diversity such as
Repollal and Chipacay. The dependence of cucurbit crops to high visitation rates by bee species
to accomplish reproductive success also explains the similarly low percentage of fruits developed
(17.2-57.1%) after a single visit treatment. Results of this study highlight the importance of
preserving the diversity of bee species in the Cloud Forest Corridor in Baja Verapaz given their
role in cross pollination of many wild plant species. Not least important is their role on crop
production, as in C. pepo. This vegetable is an income source for farmers of this region, and
many of them are not aware of the role of bees on fruit production (E. Enriquez Cotton,
unpublished data). Future studies should focus on assessing how bee abundance and species
richness across sites influence the pollination success in relationship to the type, use, and

extension of surrounding land cover.
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Table 1. Bee species recorded visiting flowers of Cucurbita pepo and in surrounding vegetation.
a = Rare species in observational plots of C. pepo, Relative Dominance < 5%; b = Dominant
species in observational plots of C. pepo, Relative Dominance > 5%. * = Trigona silvestriana
(Apidae: Meliponini) had a RD index greater than 5% but it was collected on a single plot.

Family Species C. pepo Wildflowers
Colletidae Colletes sp. 0 5
Hylaeus sp. 0 8
Andrenidae  Protandrena sp. 0 1
Pseudopanurgus sp. 0 2
Halictidae Agapostemon sp.P 30 10
Augochlora albiceps Friese, 19252 8 0
Augochlora aurifera Cockerell, 18972 1 0
Augochlora nigrocyanea Cockerell, 18972 5 0
Augochlora quiriguensis Cockerell, 19132 3 0
Augochlora smaragdina Friese, 1917° 25 3
Augochlora sp.? 2 18
Augochloropsis metallica (Fabricius, 1793) 0 1
Augochloropsis sp. 0 14
Dinagapostemon sp.? 4 0
Lasioglossum (Lasioglosum) sp. 0 4
Lasioglossum (Dialictus) sp.? 31 24
Lasioglossum (Evylaeus) sp.? 8 7
Lasioglossum sp.? 2 0
Neocorynura sp.? 7 27
Megachilidae Coelioxys sp. 0 2
Hypanthidium sp. 0 1
Megachile sp. 0 11

Apidae Apis mellifera L., 1758 649 2

Bombus wilmattae Cockerell, 1912 0 2
Bombus ephippiatus Say, 1837 43 61
Bombus variabilis (Cresson, 1872) 0 10
Centris sp. 0 1
Ceratina sp.? 7 14
Deltoptila sp. 0 4
Epeolus sp. 0 1
Euglossa sp. 0 1
Eulaema cingulata (Fabricius, 1804)* 3 0
Eulaema polychroma (Mocséary, 1899)? 5 0
Eulaema sp.P 9 0
Exomalopsis sp. 0 8
Nannotrigona perilampoides (Cresson, 0 2
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Family Species C. pepo Wildflowers
1878)
Partamona bilineata (Say, 1837)P 679 23
Peponapis apiculata (Cresson, 1878)? 19 0
Peponapis limitaris (Cockerell, 1906)* 37 1
Plebeia sp.? 1 0
Thygater sp. 0 1
Trigona corvina Cockerell, 1913 0 1
Trigona fulviventris Guérin-Méneville, 4 6
18442
Trigona nigerrima Cresson,1878* 6 2
Trigona silvestriana Vachal, 1908 74 1
Trigona sp.? 3 0
Xylocopa sp.? 2 0
Scaptotrigona mexicana Guérin-Méneville, 0 1
1845
Tetragonisca angustula (Latreille, 1811) 0 3
Total 1667 282
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Table 2. Diversity of bee species visiting flowers of Cucurbita pepo L. Localities: Chipacay (CH), Panzal (PA), Purulha (PU),
Repollal (RE), and Union Barrios (UB); number after locality abbreviation indicates plot number. Abundance corresponds to the total
number of individual bees recorded at flowers. Common species: species with Relative Dominance higher than 5% (a); Rare species:
species with Relative Dominance < 5%. Singletons, doubletons, unique and duplicates included. The mean of rare species was
obtained by bootstrapping. High diversity values are indicated in bold.

Localities
PUl PU2 REI RE2 RE3 PA1 PA2 CHI CH2 UB1 UB2

Species (S) 6 6 6 9 8 12 9 9 14 5 7
Abundance (N) 124 52 166 42 80 210 349 243 74 138 189
Common Species 4 4 5 8 6 8 5 5 9 5 5
Rare Species 2 2 1 1 2 4 4 4 5 0 2

Singletons Mean 226 33 4.24 3.74 322 4.28 444 42 436 272 2.00

Doubletons Mean 08 172 214 3.58 3.94 2.88 336 3.42 342 348 3.00

Uniques Mean 76 852 98 892 &.18 10.64 1094 1042 10.06 6.64 5.00

Duplicates Mean 0.00 3.88 3.04 8.5 9.08 4.00 5.18 6.42 7.44 10.16 11.00
Shannon 090 0.88 1.00 1.88 0.96 1.19 1.37  1.01 2.0 0.76  0.57
Evenness 027 026 0.30 057 0.29 0.37 042 031 0.61 023 0.17
Inv Simpson 1.89 1.81 2.08 534 1.68 2.13 328 1.79 478 1.66 1.30

Hill’s N1 247 240 272 6.56 2.62 3.27 394 276 742 215 1.77




Table 3. Number and weight of fruits and seeds of Cucurbita pepo produced in each pollination treatment. N = sample size; x =
average; SD = standard deviation.

Fruit success  Fruit weight (g) Seed number Seed weight (g)
Treatments N % N X SD N X SD N X SD
Closed pollination control 11 0 - — — — - — - - -
Open pollination control 38 23.7 9 1180 706.6 10 294 929 10 0.1  0.04
Single visit— A. mellifera 29 17.2 5 1171 4862 5 231 1121 5 02 0.02
Single visit— B. ephippiatus 7 14.3 1 454  — 1 150 — 1 01 -
Single visit— P. bilineata 7 57.1 4 795 5404 4 170 529 4 0.1 0.05




1 1.0 00

Figure 1. Localities and observational plots of gliicoy (Cucurbita pepo L.) in the Cloud
Florest Corridor, Baja Verapaz, Guatemala. Localities: Chipacay (CH), Panzal (PA),
Purulha (PU), Repollal (RE), and Unién Barrios (UB). Number after locality abbreviation
indicates plot number.
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Figure 2. Proportion of dominant species (Relative Dominance > 5%) visiting flowers of
Cucurbita pepo among localities. Dominant species (indicated by stars): Agapostemon sp.
(A), Augochlora smaragdina (As), Lasioglossum (Dialictus) sp. (Ld), Neocorynura sp. (N),
Bombus ephippiatus (Be), Ceratina sp. (C), Eulaema sp. (E), Partamona bilineata (Pb),
Apis mellifera (Am). Localities (indicated by circles): Chipacay (CH), Panzal (PA), Purulha
(PU), Repollal (RE), and Union Barrios (UB). Species composition explains 92% of the
variance [MCA, principal component 1 (C1) = 82% and principal component 2 (C2)
=10%].
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Capitulo I1. Efecto de la estructura del paisaje y la calidad del suelo en la comunidad
de abejas y el servicio de polinizacion de Cucurbita pepo en un bosque de niebla
moderadamente fragmentado en el centro de Guatemala
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Efecto de la estructura del paisaje y la calidad del suelo en la comunidad de abejas y el
servicio de polinizacion de Cucurbita pepo en un bosque de niebla moderadamente

fragmentado en el centro de Guatemala

Eunice Enriquez

Resumen

La polinizacion por las abejas incrementa la cantidad y calidad de la produccion de muchos
cultivos. La alteracion del paisaje original puede llevar al declive del tamafio poblacional y
alteracion de la salud de las abejas, pero pocos estudios evaluan este tema. Ademas, la
calidad del suelo puede influenciar de forma indirecta a la comunidad de abejas y estas
influir en la produccion del cultivo. En este trabajo estudiamos la respuesta de la
comunidad de abejas y de la polinizacion de C. pepo a la composicion y configuracion del
paisaje a escala del paisaje local (i.e. escala de cultivo). Se evalu6 el efecto de la
comunidad de abejas en la produccion de frutos y semillas de C. pepo; posteriormente se
evalud el efecto del paisaje local y calidad del suelo sobre los polinizadores de Cucurbita
pepo en un bosque de niebla tropical, el Corredor del Bosque Nuboso (CBN) en el centro
de Guatemala. Se observé que la polinizacion de Cuburbita pepo esta asociada
principalmente a P. bilineata en el CBN. Sin embargo, la presencia de esta abeja en los
cultivos de C. pepo no es favorecida por los habitats naturales. Lo que convierte a P.
bilineata en una especie resiliente e importante para la produccion de C. pepo en el CBN.
La materia organica y el PH en el suelo juegan un papel importante en la produccion de
flores y la atraccion de polinizadores, sin embargo, es un aspecto que debe ser evaluado a

detalle. Estos resultados son de suma importancia para el mantenimiento de la polinizacién
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en los sistemas agricolas en dreas moderadamente fragmentadas. Asi como, entender cudles
son los factores a nivel local que afectan la abundancia de las abejas. Se espera que la
informacion generada sea de utilidad para la implementacion de practicas de manejo que
conserven el servicio de polinizacién, y por lo tanto favorezcan el incremento de la

productividad de los cultivos.

Introduccion

Cerca del 85% de las especies de plantas descritas son dependientes, en algin grado, de la
polinizacion por animales (Ollerton et al., 2011). Las abejas son el grupo de insectos mas
importantes en el proceso de polinizacion, debido a su habito de colectar néctar y polen.
Dicho habito favorece la calidad y cantidad de frutos de plantas silvestres y cultivadas,
mantiene la diversidad genética (Kearns et al., 1998), la fertilidad y el vigor de las semillas
en la siguiente generacion (Barrett, 2003; Albrecht et al., 2012). En consecuencia, la
polinizacion por abejas incrementa el valor econdmico de la produccion de muchos cultivos
(Garratt et al., 2014; Klatt et al., 2014), y la produccion de alimento depende directa o
indirectamente de esta interaccion (Klein et al., 2007; Kremen et al., 2007; Aizen et al.,

2009; Calderone, 2012).

A pesar de la importancia de las abejas para los ecosistemas naturales y la produccion de
alimento, existe un declive en el numero y en la salud de las mismas (Lennartsson, 2002;
Biesmeijer et al., 2006; Girao et al., 2007; Potts et al., 2010; Cameron et al., 2011; Dupont
etal., 2011). Esto se debe a multiples factores como: cambio climatico, cambio del uso del
suelo, uso de agroquimicos, proliferacion de especies invasoras (Freitas et al., 2009; Potts

et al., 2010; Gonzalez-Varo et al., 2013; Morales et al., 2013; Vanbergen, 2013; Godfray et
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al., 2014; Vanbergen et al., 2014; Goulson and Hughes, 2015; Kerr et al., 2015), e infeccién
por parasitos y patogenos (Le Conte et al., 2010). En los tropicos, el efecto de la pérdida de
habitats naturales es mayor debido a que las abejas sociales nativas necesitan cavidades
para anidamiento, proporcionadas por arboles nativos maduros (Roubik, 1992; Brosi et al.,
2008; Ricketts et al., 2008). Tomando en cuenta lo anterior, es de suma importancia
investigar los efectos de la alteracion de la estructura del paisaje sobre los polinizadores y
el proceso de polinizacion en los tropicos (Viana et al., 2012; Saturni et al., 2016), donde se

ha realizado un menor niumero de estudios.

Existen evidencias del efecto del tamafio del fragmento y su aislamiento sobre la
comunidad de abejas y el servicio de polinizacion (Ricketts, 2004; Brosi et al., 2008;
Gemmill-Herren and Ochieng, 2008; Carvalheiro et al., 2010; Garibaldi et al., 2011;
Holzschuh et al., 2012; Krishnan et al., 2012). Muchos coinciden en que el servicio de
polinizacion disminuye al aumentar la distancia con el habitat natural, asi como con la
disminucion del tamafio del fragmento. Sin embargo, aiin son insuficientes los estudios que
abordan la influencia de la composicion de la matriz y la configuracion del paisaje,
principalmente en los tropicos (Kremen et al., 2004; Jha and Vandermeer, 2010; Benjamin
et al., 2014; Motzke et al., 2016; Saturni et al., 2016), y muy pocos han sido realizados en
Cucurbita (Julier and Roulston, 2009; Lowenstein et al., 2012; Phillips and Gardiner,

2015).

La calidad del suelo puede influenciar el crecimiento vegetativo, floracion, fructificacion
(Mufioz et al., 2005), produccion de polen (Lau and Stephenson, 1994) y néctar (Campbell

and Halama, 2012) en las plantas. Por lo que también, de forma indirecta, puede inducir un
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cambio en los patrones de visitacion de los polinizadores, afectar significativamente las
interacciones planta-polinizador e influenciar de manera directa la nutricion de los
polinizadores y su rendimiento en general (Cardoza et al., 2012). Por lo que, cualquier
condicién que afecte la actividad de las abejas, produccion de flores, y la apertura de las
flores, puede afectar la polinizacion y el desarrollo de los frutos de C. pepo en el CBN
(Abbey, 2016), pero sus efectos en la interaccion planta-polinizador son pobremente

entendidos.

Cucurbita pepo es una planta autoctona, nativa de Mesoameérica (Azurdia, 2014), es
monoica (Wien, 1997) y altamente dependiente de la polinizacion cruzada (Walters and
Taylor, 2006). Dentro de su rango de distribucion, se reportan como visitantes florales,
principalmente abejas, a especies de abejas sociales (Meliponinos y Apis), del género

Bombus y Peponapis (Hurd et al., 1971; Hurd et al.,1974; Pinkus-Rendon et al., 2005;

Shuler et al., 2005; Zambrano, G., Gonzdles, V., Hinojosa-Diaz, 1., Engel, 2013; Enriquez

et al., 2015; Phillips and Gardiner, 2015). Para el sitio de estudio, el CBN, se reportan 27

especies de abejas visitantes de C. pepo. Dentro de estas, los principales polinizadores son:

las abejas nativas Partamona bilineata y Bombus ephippiatus; asi como la abeja

introducida Apis mellifera. Se reporta la visitacion de las abejas especialistas del género

Peponapis pero son mas bien raras en el sitio de estudio (Enriquez et al., 2015). A pesar de

su importancia, al igual que otros cultivos autdctonos de los tropicos, los aspectos sobre la

contribucion de las abejas como polinizadores de esta planta permanecen desconocidos

(Macias-Macias et al., 2009).
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El bosque mesoéfilo de montaiia es el menos estudiado y mas amenazado de todos los tipos
de vegetacion tropical, por lo que la biodiversidad y las interacciones animal-planta en este
ecosistema son poco conocidas (Williams-Linera et al., 2002). La mayoria de los bosques
mesofilos de montafa que existen son remanentes fragmentados de bosque original
(Hamilton et al., 1995) que exhiben una gran variacidon natural en composicion de especies
y estructura, debido a su heterogeneidad en el habitat y aislamiento topografico (Williams-
Linera et al., 2002). Hasta donde sabemos, no existen estudios sobre la dinamica de
polinizacion, ni sobre los servicios ecosistémicos brindados por las abejas en el bosque de
niebla. El presente estudio es el primero que buscan entender el efecto del paisaje y la
calidad del suelo en la dinamica de polinizacion de C. pepo. Para lo cual se planted6 la
siguiente hipotesis: La produccion de frutos y semillas de C. pepo se ve favorecido por una
mayor diversidad en la comunidad de abejas, la cual esta asociada a una mayor proporcion
de habitats naturales, ya que estos les brindan sitios de anidamiento y recursos alimenticios;
asi mismo, por una mayor disposicion de nutrientes en el suelo, que favorecen, de forma
indirecta un incremento en la tasa de visita de los polinizadores. Con lo que se pretende
contestar las siguientes interrogantes: 1) ;Cuales son las especies, dentro de la comunidad
de abejas visitantes florales de C. pepo, que afectan la produccion de frutos y semillas de
esta especie, en el CBN?; 2) ;Cual es el efecto de la composicion y configuracion del
paisaje en las especies de abejas que polinizan C. pepo, en el CBN?; 3) Cual es el efecto de
la calidad del suelo en la abundancia de las especies de abejas que polinizan C. pepo, en el
CBN?. Para responder estas preguntas, se realizo un analisis de la composicion y
configuracion del paisaje, alrededor de los cultivos de C. pepo, a una escala local del
paisaje. Asi como, correlaciones multiples por medio de modelos lineales generalizados,
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para establecer la relacion entre los visitantes florales de C. pepo y la produccion de frutos
y semillas; y posteriormente la relacion del paisaje local y la calidad del suelo, con las
abejas polinizadoras de dicha planta cultivada en el CBN. Este tipo de investigaciones son
importantes en los bosques nubosos tropicales ya que provee las bases para un
aprovechamiento en el servicio ecosistémico que pueda beneficiar la conservacion y la

produccion sustentable.

Materiales y Métodos

Sitio de estudio y cultivos experimentales de C. pepo

Nuestro trabajo se desarroll6 en lo que se conoce como “Corredor del bosque nuboso” -

CBN-, en Baja Verapaz, en el centro de Guatemala (Enriquez et al., 2015). Este es un

ecosistema tropical de bosque de niebla, moderadamente fragmentado y habitado por
pobladores de las etnias Maya Queqchi y Pocomchi (SEGEPLAN, 2010; SEGEPLAN,
2011; INE, 2002). EI CBN es un area de 28,638.9 ha bajo proteccién que conecta varias
areas protegidas de bosque de niebla con la reserva de biosfera “Sierra de las Minas”, con
79,000 ha de bosque de niebla, una de las mayores reservas de este tipo de ecosistema en
Mesoamérica (RECOSMO, 2007). Actualmente, en el CBN el uso de suelo dominante es
aun el bosque primario (51%) seguido de la agricultura (27%) y vegetacion secundaria
(15.4%) (Enriquez et al. datos no publicados). Sin embargo, el CBN esta bajo amenaza
debido a la agricultura de tumba y quema, los asentamientos humanos, la agricultura
moderna, mineria, y cultivos del helecho Rumhora adiantiformis, desde 1980. La
temperatura promedio anual en el CBN es de 18.1 °C y la precipitacion de 2,092.4 mm

(Garcia, 1999; CECON, 1999). La elevacion se encuentra entre los 500 y 2,348 m.s.n.m. y
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presenta pendientes entre 45 a 60 grados (CECON, 1999). La vegetacion del CBN incluye
helechos arborescentes, epifitas, dosel mixto de arboles templados deciduos y arboles
tropicales de hoja ancha siempre verdes (Williams-Linera, 1997). El CBN se ha
caracterizado por altos niveles de endemismo y diversidad (Campbell and Vannini, 1989;
Ordoiiez, 1999; Schuster et al., 2000; RECOSMO, 2007), a la cual se suma la alta
diversidad cultural (SEGEPLAN, 2010; SEGEPLAN, 2011; INE, 2002). Se establecieron

10 cultivos experimentales de Cucurbita pepo (Enriquez et al. 2015).

Variables del paisaje

Los tipos de coberturas fueron analizados utilizando el mapa de bosques y uso de la tierra
2012, generado por el Grupo Interinstitucional de Monitoreo de Bosques y Uso de la Tierra
(2014). Esta informacion fue verificada a nivel de campo, durante el afo 2013 y se
encontr6é un 82% de coincidencia con el mapa de bosques y uso de la tierra utilizado en el
presente analisis (Enriquez et al., datos no publicados). Se determin6 la proporcion del cada
tipo de cobertura alrededor de los cultivos de C. pepo para evaluar la respuesta de la
comunidad de abejas al uso del suelo. Para esto se realizo un andlisis a escala local del
paisaje, estableciendo un buffer de 200 m de radio a partir del centro de cada cultivo
experimental. El area del buffer se eligio sobre la base de algunos estudios que han
reportado una mayor correlacion entre la riqueza y abundancia de abejas con el paisaje, a
escala local (Benjamin et al., 2014; Landaverde-Gonzélez et al., 2016; Saturni et al., 2016).
Por otra parte, los radios de 200 m permitieron mantener la independencia (evitar el
traslape) entre las areas analizadas. También se determind la distancia de los cultivos al

fragmento de bosque mas cercano y el tamafio de dicho fragmento de bosque. Para estos
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analisis del paisaje se us6 el programa de analisis de informacion espacial ARC GIS 9.3 y
las extensiones Spatial Analysis y Geoprocessing (www.esri.com). Los tipos de cobertura
del paisaje determinados fueron: bosque, con una proporcion de 3-37% en los cultivos
experimentales; habitat natural de 0-100% (conformado por la sumatoria de bosque,
vegetacion segundaria y café); agricultura de 0-86%; pastizales de 0-36%; las areas urbanas

de 0-69%; cafetal de 0-69% (Tabla 1).

Comunidad de abejas y la produccion de frutos y semillas de C. pepo

Se registr6 la riqueza y la abundancia de los visitantes florales durante el pico de floracion
del afio 2012, en cada uno de los 10 cultivos experimentales de C. pepo. Todas las flores,
tanto femeninas como masculinas, fueron observadas durante tres minutos, de 0600 a 1100
horas. Para mas detalles sobre la colecta de datos consultar Enriquez et al. (2015). Para
medir el éxito reproductivo de C. pepo, en cada uno de los cultivos experimentales, se
marcaron 100 flores abiertas, las cuales se observaron hasta la produccion de frutos. Un
mes después de las observaciones se colectaron y contaron todos los frutos producidos en
cada uno de los cultivos. Cada fruto de cada cultivo de C. pepo fue medido y pesado; luego

se extrajeron y contaron las semillas.

Analisis de suelos

Se determinaron algunas caracteristicas de calidad del suelo, para evaluar su efecto en el
desarrollo de C. pepo y el efecto en la comunidad de abejas en los cultivos experimentales.
En cada cultivo experimental, se determino la proporcion de materia orgénica (MO) por el
método Walkley y Black; el PH con ayuda de un Ph-metro; y por ultimo se midi6 la

Capacidad de Intercambio Cationico (C.I.C.) por medio de la extraccion con CH3COONH4
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IN PH 7 y cuantificacion por absorcion atomica y fotometria de llama (Alvarez-Sanchez and
Marin-Campos, 2011). Dichos analisis se realizaron en el laboratorio de suelo-planta-agua
“Salvador Castillo Orellana”, de la Facultad de Agronomia, de la Universidad de San Carlos

de Guatemala.
Analisis estadistico

Para tener una aproximacion de la heterogeneidad del paisaje local y los tipos de cobertura
que mejor la explican, se realizé un analisis de componentes principales (PCA) utilizando
el porcentaje de cobertura de cada uno de los tipos de uso de suelo presentes en el paisaje

local alrededor de los cultivos (Saturni et al., 2016).

Se realiz6 una estimacion de la riqueza por medio de estimador no paramétrico Chao-1, que
toma en cuenta los singletons y los doubletons (Chao-1=S + F1(F1-1)/(2 (F2 + 1),
donde S es la riqueza total estimada, F1 es el nimero de singletons y F2 el nimero de
doubletons), utilizando el programa PAST v.3.1. Por otro lado, las variables de produccion
de C. pepo (variables respuesta) son las siguientes: produccion de frutos (fruit set),
promedio semillas por fruto (seed set) y volumen del fruto. Para evaluar el efecto de la
composicion y configuracion del paisaje local de los cultivos de C. pepo, asi como la
calidad del suelo, en la riqueza total y la abundancia de los distintos grupos de abejas y en
la produccion de frutos y semilla de C. pepo, se realizd un analisis en dos pasos: 1)
Primero, se evalu6 el efecto de riqueza total, asi como de la abundancia de los distintos
grupos funcionales de abejas (variables predictivas), en la produccion de frutos y semillas
de C. pepo (variables respuesta). Las variables de la comunidad de abejas (variables

predictivas) son: riqueza total por cultivo, abundancia de todas las especies, abundancia de
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las siete especies dominantes en el sitio de estudio (son aquellas que tienen una dominancia
relativa de mayor al 5%, toma en cuenta su abundancia relativa y su frecuencia relativa,
mas detalles en Enriquez et al., 2015 para el mismo sitio), abundancia de abejas solitarias,
abundancia de abejas sociales, abundancia de abejas sociales-silvestres (meliponinos),
abundancia de abejas silvestres, abundancia de A. mellifera, abundancia de P. bilineata y
abundancia de B. ephipiatus. 2) Como segundo paso, se evalud el efecto de la composicion
y configuracion del paisaje, asi como la calidad del suelo (variables predictivas),
unicamente en las variables de la comunidad de abejas (variables respuesta) que si
presentaron efecto en la produccion se frutos y semillas de C. pepo. Las métricas del
paisaje (variables predictivas) que se utilizaron son las siguientes: proporcion de bosque,
proporcion de habitat natural (bosque, mas cafetal, mas vegetacion secundaria), proporcion
de agricultura, proporcion de pastizales, proporcion de area urbana y proporcion de café,
como variables de composicion del paisaje; asi como distancia al fragmento de bosque mas
cercano y el tamafio del fragmento més cercano, como variables de configuracion del
paisaje. Las métricas de la calidad del suelo (variables predictivas) que también se
incluyeron en los andlisis son las siguientes: proporcion de materia organica (MO),

Capacidad de intercambio cationico (CIC) y PH.

La seleccion de modelos para evaluar el efecto de las abejas en la produccion de C. pepo;
asi como el efecto de la composicion y configuracion del paisaje, y el tipo de suelo, en la
comunidad de abejas, se realizd por medio de modelos lineales (LM: Gaussian) y modelos
lineales generalizados (GLM; poisson), para cada una de las variables respuesta e
incluyendo todas las variables predictivas. Para lo cual se utiliz6 el paquete, Rcmdr en la

interfase R comander, v.2.3.0. (R core team, 2014). Fijando una distribucion tipo Poisson
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para las variables de conteo y una Gaussian para las de proporciones. Con cada uno de los
modelos, se evaluo si existia multicolinearidad entre las variables predictivas, utilizando el
factor de inflacion de la varianza (varianace inflation factor -VIF-), por medio del paquete
Car, en la interfase R Studio v.2.1. (R core team, 2014). Variables con valores de VIF
mayores de 10 fueron descartadas por ser consideradas altamente colineales y por ende
afectar los resultados asociados con analisis de regresion multiple. Por tltimo, para
facilitar la comparacion entre los modelos seleccionados, se obtuvo el coeficiente de
regresion estandarizado, con el comando Im.beta, del paquete QuantPsyc v.1.5, en R (R

core team, 2014).

Resultados

Paisaje local alrededor de los cultivos de Cucurbita pepo

En promedio, los tipos de cobertura representados en el paisaje local alrededor de los
cultivos de C. pepo son agricultura (46.7%), vegetacion secundaria (16.4%), bosque
(12.9%), cafetal (6.9%), areas urbanas (11.7%) y pastizales (5.4%). El paisaje local atin
conserva un 36.2 % de habitat natural (que agrupa, bosque, café y vegetacion secundaria)
(tabla 1, figura 1). En cuanto al paisaje local de cada uno de los cultivos experimentales de
C. pepo, en seis de los cultivos predomina la agricultura en combinacion con vegetacion
secundaria y bosque (Rep1, Rep2, Rep3, UB1, Chil, Chi2). Por otro lado, tres cultivos
presentan una combinacion de areas urbanas, pastizales y agricultura (UB2, Pur2 y Purl).
Por ultimo, en un solo cultivo predomina las plantaciones de café en combinacidon con
bosque (Pan2; tabla 1, figura 1, y figura 2). Se expreso la heterogeneidad del paisaje local

de los cultivos de C. pepo en los componentes principales 1 y 2. En este sentido, el
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componente principal 1 (explica el 36.4% de la varianza) esta representado en su mayoria
por los siguientes tipos de cobertura: bosque, vegetacion secundaria, area urbana y
pastizales. Mientas que el componente principal 2 (que explica el 34.0% de la varianza)
esta representado por los siguientes tipos de cobertura: cafetal, bosque, agricultura y
vegetacion secundaria. Ambos componentes explican el 70.4% de la varianza (tabla2,

figura 2).
Comunidad de abejas y su efecto en la produccion de Cucurbita pepo

De los distintos grupos de la comunidad de abejas evaluados, solamente la abundancia de
Bombus ephippiatus y de Partamona bilineata, asi como, la riqueza total, presentaron una
correlacion significativa sobre la produccion de Cucurbita pepo (tabla 3). La abundancia de
Bombus ephippiatus se correlaciond positivamente con la proporcion de frutos de
Cucurbita pepo (P=2.79E-06*** R?=0.47; figura 3A); y la abundancia de Partamona
bilineata tiene el mismo efecto, pero en la produccion de semillas (P=0.00687**, R?=0.70;
figura 3B). Sin embargo, la riqueza se correlacion6 negativamente con la produccion de
semillas (P=5.18E-05*** R2=-0.62; figura 3C). El resto de grupos funcionales de la
comunidad de abejas visitantes florales de C. pepo no esta asociada con la produccion de

frutos y semillas de esta planta (Tabla 3).

Estructura del paisaje y calidad del suelo y su efecto en la en la riqueza, abundancia de P.

bilineata y la abundancia de B. ephippiatus

La proporcion de bosque presentd una correlacion negativa con la riqueza de abejas
(P=0.0494*, R?=-0.12; figura 4A), mientras la proporcion de hébitat natural (suma de café,

vegetacion secundaria y bosque) presentd una correlacion positiva con la riqueza de abejas
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(P=0.0423*, R?=0.19; figura 4B). Por otro lado, la distancia al fragmento mas cercano
present6 una correlacion positiva con la riqueza de abejas (P=0.0244*, R?>= 0.05; figura
4C). Por ultimo, la materia organica en el suelo presentd una correlacion negativa con la

riqueza de abejas (P=1.31E-06*** R?=-0.55; figura 4D; tabla 3).

La proporcion de vegetacion secundaria presentd una correlacion negativa con la
abundancia de Partamona bilineata (P=0.02135%, R>= -0.67; figura 5A). Pero la distancia
al fragmento mas cercano presento una correlacion positiva con la abundancia de P.
bilineata (P=1.53E-09*** R2=0.33; figura 5B). Por tltimo, el PH present6 una correlacion

positiva con la abundancia de P. bilineata (P=< 2e-16*** R?*=0.44; figura 5C).

La proporcion de vegetacion secundaria presentd una correlacion positiva con la
abundancia de B. ephippiatus (P=0.0466* R?>=0.58; figura 6A). Asi mismo, la distancia al
fragmento mas cercano presentd una correlacion positiva con la abundancia de B.
ephippiatus (P=0.025*, R?>=0.35; figura 6B). Sin embargo, la materia organica en el suelo
presentd una correlacion negativa con la abundancia de B. ephippiatus (P=0.0174*, R?>= -

0.36; figura 6C).

Discusion

Las especies de abejas que favorecen la produccion de frutos y semillas de Cucurbita pepo
en el Corredor del Bosque nuboso -CBN- son: Partamona bilineata y Bombus ephippiatus.
Los habitats naturales, al parecer, no favorecen la abundancia de P. bilineata; sin embargo,
la vegetacion secundaria si podria favorecer la abundancia de B. ephippiatus. Por otro lado,

la riqueza de abejas no favorece la produccion de C. pepo, pero los habitats naturales

favorecen esta riqueza de abejas alrededor de los cultivos de C. pepo. La distancia a los
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fragmentos de bosque, al parecer, favorecen la diversidad y la abundancia de las abejas en
el CBN. Por ultimo, la materia organica tiene un efecto negativo en la riqueza total de

abejas y en la abundancia de B. ephippiatus, y el PH parece favorecer a P. bilineata.

Descripcion del paisaje a escala local

El paisaje local alrededor de los cultivos de Cucurbita pepo alin conservan un 36.2% de
habitat natural (que incluye bosque, vegetacion secundaria y cafetales). Esto probablemente
se debe a los esfuerzos de conservacion en el CBN que han dado proteccion a los
remanentes de hébitat natural, a pesar de la constante amenaza del avance de la frontera
agricola y la deforestacion (RECOSMO, 2007). El paisaje local alrededor de los cultivos de
C. pepo es heterogéneo, ya que ademas de la vegetacion natural, hay un alto porcentaje de

agricultura (46.7%). Los pastizales y areas urbanas se encuentran en menor proporcion.

Comunidad de abejas y su efecto en la produccion de Cucurbita pepo

La abundancia de Partamona bilineata presenta un efecto positivo y significativo en el
nimero de semillas por fruto (fruit set) de Cucurbita pepo, mientras la abundancia de
Bombus ephippiatus tiene un efecto positivo y significativo en la produccion de frutos (frut
set). Esto reafirma lo encontrado por Enriquez, et al. (2015), donde P. bilineata y B.
ephippiatus son importantes polinizadores de C. pepo en el CBN, junto con Apis mellifera.
La abeja nativa P. bilineata, se ha reportado como importante polinizador de C. pepo en
México (Meléndez-Ramirez et al., 2002). Asi mismo, la abeja melifera (Apis mellifera) y
los abejorros (Bombus spp.) son ampliamente utilizados como insectos polinizadores
manejados en cultivos de Cucurbita (Isac et al., 2016). Sin embargo, es importante recalcar

que A. mellifera no tiene ninglin efecto en la produccion de C. pepo. Esto ha sido reportado
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anteriormente por Garibaldi et al. (2013) quienes reportan que el set de frutos incrementa
solo en un 14% con la visitacion de la abeja melifera, en 41 cultivos estudiados alrededor
del mundo, por lo que los insectos silvestres polinizan los cultivos de forma mas efectiva.
Por otro lado, cabe resaltar, que la abeja nativa P. bilineata es clave para la produccion de
frutos y semillas en el CBN, no solo por su eficiencia en la polinizacién de C. pepo, ya que
logra la produccion de semillas y frutos con una sola visita (Enriquez et al.,2015), sino
también porque conforma el 41% de la abundancia total de abejas visitantes de C. pepo en
el CBN (Enriquez et al.,2015). Ademas P. bilineata presenta una alta capacidad de
dispersarse por todo este ecosistema de niebla del CBN, asi como resiliencia debido a su
alta diversidad genética, como lo ha reportado Landaverde-Gonzalez et al. (2017) en un
estudio en la misma region, donde demostr6 que P. bilineata presenta poca diferenciacion
genética poblacional en el CBN, siendo una especie resiliente e importante para la
provision del servicio de polinizacidon en el CBN. Por otro lado, a pesar que B. ephippiatus,
solo conforma el 3% del total de la abundancia de visitantes florales en C. pepo, también
presenta un efecto en la produccion de C. pepo, esto se podria deber a que es un polinizador
muy eficiente, necesitando de 4-8 visitas para lograr un 6ptimo en el set de frutos (Apis
melifera necesita al menos 12 visitas; Isac et al., 2016). Ademas, B. ephippiatus tiene
amplios rangos de distribucion debido a su tamafio (Greenleaf et al., 2007); y es una
especie adaptada a climas templados, predominante en el CBN. El hecho de que la riqueza
se correlacione negativamente con el seed set, probablemente se deba al fenomeno de
homogenizacién, donde la diversidad de especies disminuye y aumenta la dominancia de
unas pocas especies generalistas (Tscharntke et al., 2005). Sin embargo, Kleijn et al 2005,
ha demostrado que es la abundancia de especies dominantes son las responsables de la
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produccion de frutos en varios cultivos, apoyando nuestros resultados. En el CBN estas
especies dominantes, son B. ephippiatus y P. bilineata, que es su conjunto conforman el
80% de la abundancia total; ademas, son importantes para la polinizacion de C. pepo

(Enriquez et al (2015).

Componentes del paisaje y su efecto en la comunidad de abejas

Una disminucion de la proporcion de bosque y la lejania al mismo, parecen favorecer la
riqueza de especies de abejas en el CBN. Pero, el héabitat natural, conformado de vegetacion
secundaria, bosque y cafetal, es decir una heterogeneidad de habitats naturales, al parecer,
favorece la riqueza de especies de abejas en el sitio de estudio. Los tipos de cobertura
natural mencionados, les brindan a las abejas, diversos sitios de anidamiento; y un
suplemento continuo y diverso de plantas alimenticias a lo largo del ano (Dramstad and
Fry, 1995). La heterogeneidad de habitat naturales en los alrededores de los cultivos de C.
pepo asegura la permanencia de una comunidad con gran diversidad de abejas,
caracterizada por distintos habitos alimenticios, tamafios y sociabilidad. Las abejas
solitarias constituyen la mayor parte de la riqueza de especies visitantes florales de C. pepo
(Enriquez et al., 2015) y entre el 5 al 66% de la abundancia total en los cultivos evaluados.
Las abejas solitarias, contienen 20 especies presentes en los cultivos experimentales (74%
de la riqueza total y 12% de la abundancia total), con 9 géneros: Agapostemon, Eulaema,
Lassioglosum, Neocorynura, Peponapis, Ceratina, Dinagapostemon, Thygater y Xylocopa.
Los géneros Agapostemon, Lassioglosum, Peponapis y Xylocopa han sido reportados como
visitantes comunes de Cucurbita (Julier and Roulston, 2009; Isac et al., 2016); pero solo

Peponapis es un importante polinizador de C. pepo (Artz and Nault, 2011). Estos 9 géneros
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de abejas solitarias representan una gran diversidad de héabitos alimenticios, capacidad de
vuelo y requerimientos de sitios de anidamiento (Michener, 2000); y como se menciond
antes, son favorecidas por la heterogeneidad de hébitat naturales en los alrededores de los
cultivos de C. pepo. Aunque la riqueza de especies no tiene ninguna importancia en la
produccion de C. pepo en el CBN, indudablemente son polinizadores eficientes de otras
especies de plantas silvestres y cultivadas en el CBN. Se ha reportado que una abeja del
género Lasioglossum es un importante polinizador de chile en Yucatan, México
(Landaverde-Gonzalez et al., 2016). Por esta razon, es necesario mantener habitats
heterogéneos en el paisaje local de los cultivos, que propicien el mantenimiento de la
riqueza de abejas en el CBN, y del servicio de polinizacidon que estos insectos proporcionan

a plantas silvestres y cultivadas.

Una disminucion de la proporcion de vegetacion secundaria y la lejania a las masas
boscosas, parecen favorecer la abundancia de Partamona bilineata, una abeja que si tiene
un efecto en la produccion de C. pepo. Esto podria deberse a que la vegetacion secundaria
regularmente provee recursos diversos y de buena calidad, compitiendo con C. pepo 'y
afectando la presencia de P. bilineata en los cultivos. Esta competencia podria tener
consecuencias en el servicio de polinizacion que P. bilineata brinda a los cultivos de C.
pepo en el CBN. Se ha reportado para algunos cultivos que las abejas generalistas, como A.
mellifera, pueden rapidamente cambiar sus preferencias y actividad en respuesta a la
floracion de otras especies (Cane and Payne, 1993). Asi mismo, el bosque no explica la
abundancia de P. bilineata, una abeja social en CBN. Estos resultados son inesperados,
debido a que las abejas sociales silvestres regularmente estan asociadas al bosque (Winfree

et al., 2009; Brosi et al., 2010). Sin embargo, se ha observado nidos de este grupo de abejas
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en arboles aislados en pastizales y en estructuras de origen antropogénico (Brosi et al.,
2008). Brown and Albrecht, (2001) han observaron que las abejas sociales pueden presentar
respuestas contrastantes a la deforestacion. Asi mismo, el grupo de abejas sociales
silvestres visitantes de C. pepo en el CBN, son especies que no necesitan cavidades de
arboles para anidar, ya que tienen nidos expuestos o hacen sus nidos entre las raices de los
arboles. Landaverde et al (2016), también reportd que la abundancia y presencia de

especies con habitos de anidamiento en el suelo y de amplia distribucion eran beneficiadas
con la presencia de bosque secundario y etapas de sucesion del bosque, que son el resultado
de practicas tradicionales de agricultura de rotacion. Por otro lado, las abejas sociales
silvestres, aunque son muy abundantes en los trépicos, disminuyen en riqueza a altitudes

mayores a 1,500 m.s.n.m (Yurrita and Vasquez, 2013).

Un aumento en la proporcion de vegetacion secundaria y la lejania a las masas boscosas,
parecen favorecer la abundancia de Bombus ephippiatus. Esto podria explicarse porque la
vegetacion secundaria le brinda recursos suficientes a B. ephippiatus para el mantenimiento
de sus crias, principalmente polen. Por otro lado, la distancia al fragmento mas cercano
podria afectar la abundancia de B. ephippiatus debido que estas abejas prefieren sitios
abiertos para forrajear y dispersarse por el paisaje. Sin embargo, Sarospataki et al. (2016)
concluyeron que la composicion del paisaje a pequefia escala tiene poca importancia para
las especies de Bombus, en comparacion con una importancia significativa de la
composicioén a una mayor escala, muy probablemente porque son abejas robustas, con
amplios rangos de vuelo, por lo que los abejorros forrajean muy lejos de sus nidos
(Greenleaf et al., 2007). Sin embargo, nuestros resultados si encuentran una respuesta de B.

ephippiatus a una escala local de paisaje con una correlacion positiva y significativa con la
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vegetacion secundaria y la distancia al fragmento mas cercano. Benjamin et al. (2014) han
demostrado que el manejo del habitat a nivel local (nivel de cultivo) podria beneficiar tanto
polinizadores grandes y pequefos en paisajes agricolas. Esto debido a la fuerte respuesta
negativa de las abejas grandes a la agricultura. Asi, es muy probable que las abejas grandes
en el CBN tengan una respuesta similar a una mayor escala del paisaje. Por lo que se
esperaria que abejas de mayor tamafo, con amplios rangos de forrajeo, como Eulaema,

Xylocopa, entre otras (Greenleaf et al., 2007), tengan una respuesta similar al paisaje local.

Calidad del suelo y su efecto en la comunidad de abejas

La materia orgénica tiene un efecto negativo en la riqueza de abejas y en la abundancia de
B. ephippiatus, por otro lado, el PH parece favorecer la abundancia de P. bilineata. La
materia organica contiene cerca del 5% del nitrégeno total del suelo y ademads contiene
otros elementos esenciales como fosforo, magnesio, calcio, azufre, y micronutrientes
(Julca-Otiniano et al., 2006). Sin embargo, una alta concentracion de nitrégeno en el suelo
conduce a un excesivo crecimiento vegetativo y la reduccion del crecimiento reproductivo.
Esto reduce el desarrollo de flores femeninas en las Cucurbitaceas (Abbey, 2016). Por otro
lado, la materia orgéanica en el suelo también facilita los mecanismos de absorcion de
sustancias peligrosas como plaguicidas (Vangestel, 1996). Esto podria afectar la atraccion
de distintas especies de abejas en los cultivos de C. pepo evaluados. Asi mismo, la materia
organica estd asociada a la presencia de masas boscosas en el CBN, que también mostro
tener un efecto negativo en la riqueza de abejas. Por su parte, el PH afecta la disponibilidad
de nutrientes en el suelo, por ejemplo, los suelos acidos, como la mayoria de suelos

evaluados en el CBN, impiden la disponibilidad de nitrégeno y potasio, entre otros. El
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potasio puede incrementar la produccién de flores en algunas Cucurbitaceas; y el nitrogeno
con el Molibdeno incrementa el nimero de flores y mejorar la produccion de polen y el set
de frutos en las Cucurbitaceas (Abbey, 2016). Por lo que el PH podria afectar el desarrollo
de las plantas y la atraccion de los polinizadores, como es el caso de P. bilineata. Sin
embargo, muchos de estos aspectos aun son desconocidos, por lo que es necesario
profundizar en la relacion indirecta del suelo en los polinizadores. Por esta razon, la
integracion de conservacion, ambiente y ciencias agrondmicas es crucial para sostener la
produccion agricola a través de la optimizacion del manejo de los insumos agricolas y

biodiversidad basada en los servicios ecosistémicos (Marini et al., 2015).

A manera de conclusion, se observo una fuerte respuesta de las abejas que polinizan C.
pepo a una escala local del paisaje en el CBN, por lo que los cambios a esta escala podrian
comprometer el servicio de polinizacion en el sitio de estudio (Benjamin et al., 2014). La
polinizacion de Cuburbita pepo esta asociada principalmente a P. bilineata en el CBN. Sin
embargo, la presencia de esta abeja en los cultivos de C. pepo no es favorecida por los
habitats naturales. Probablemente esto se debe a que estos Ultimos proveen a P. bilineata de
recursos para alimentacion y anidacion, afectando su abundancia como visitante floral de C.
pepo. Ademas, P. bilineata es uno de los meliponinos que no necesitan el bosque para
anidar y presenta poblaciones con flujo génico constante. Todo lo anterior, lo hace una
especie resiliente e importante para proveer el servicio de polinizacion en el CBN. La
calidad del suelo como el contenido de materia orgénica y el PH juegan un papel
importante en la produccidn de flores y la atraccion de polinizadores, sin embargo, es un
aspecto que debe ser evaluado a detalle. Estos resultados son de suma importancia para el

mantenimiento de la polinizacion en los sistemas agricolas en dreas moderadamente
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fragmentadas. Asi como, entender cudles son los factores a nivel local que afectan la
abundancia de las abejas. Se espera que la informacion generada sea de utilidad para la
implementacion de practicas de manejo que conserven el servicio de polinizacion, y por lo

tanto favorezcan el incremento de la productividad de los cultivos.
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TABLAS y FIGURAS

Tabla 1. Ubicacion y descripcion del paisaje local de cada uno de los cultivos

experimentales de Cucurbita pepo en el CBN.

No. Localidad Cédigo Altitud  Paisaje local Bosque Habitat Vegetacion
Coordenadas (m.s.n.m) alrededor de los (%) Natural secundaria
cultivos (%) (%)
1 Purulha PU1 15°1421.0"N 1559  Vegetacion 0.03 0.12 0.08
90°13'11.0"O secundaria,
agricultura y
bosque.
2 Purulha PU2 15°14'22.39"N 1581  Area sub-urbana,  0.03 0.12 0.09
90°13'46.47"0 vegetacion
secundaria y
bosque.
3 Repollal REP1 15°15'50.0"N 1970  Vegetacion 0.27 0.60 0.33
90°12'46.4"0 secundaria y
bosque.
4  Panzal PAN2  15°15'36.5"N 1324 Bosquey 0.31 1 0
90°08'11.9"0 Agricultura
5 Chipacay CHI 15°17'23.1"N 1551 Vegetacion 0.24 0.44 0.21
90°13'18.25.2"0 secundaria
Agricultura y
bosque
6  Chipacay  CH2 15°17'09.5"N 1699  Vegetacion 0.11 0.50 0.39
90°13'02.34"0 secundaria
Agricultura 'y
bosque.
7  Repollal REP2  15°16'11.7"N 2137  Agricultura, 0.20 0.49 0.29
90°12'14.9"0 Vegetacion
secundaria y
Bosque.
8  Repollal REP3  15°15'56.80"N 2050  Agriculturay 0.04 0.21 0.17
90°12'39.6"0 Vegetacion
secundaria.
9  Unién UBI 15°11'00.4"0 1622 Agricultura 0.06 0.14 0.08
Barrios 90°11'55.9"0 vegetacion
secundaria y
bosque.
10 Unién UB2 15°10'44.2"0O 1629  Area urbanay 0 0 0
Barrios 90°12'10.1"0O agricultura.
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Tabla 2. Eigenvectores de cada uno de los componentes principales, obtenidos de la

estructura del paisaje local en los cultivos experimentales de C. pepo.

Componentes del

. . Cédigo CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CPé6
paisaje

Agricultura AGR 0.04962 -0.61036 -0.51241 -0.07498 0.15798 0.57607
Pastizales PAS -0.44329 0.07158  0.05995 0.84967 0.10140 0.25012
Area Urbana URB -0.51861 0.20779  0.40114 -0.48672  0.15555 0.51562

i6 0.36965 -0.37769  0.65200  0.14642 -0.43790 0.28708
Vegetacu?n VEGSEC
Secundaria
Bosque BOS 0.57889 0.28069 0.17755 0.11507  0.69931 0.22866
Cafetal CAF 0.24561 0.59810 -0.34104  0.02935 -0.50967 0.45278
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Tabla 3. Seleccion de los modelos por medio de modelos lineales generalizados para

evaluar el efecto de la comunidad de abejas en la produccion de C. pepo; asi como el efecto

del paisaje local y la calidad el suelo en la comunidad de abejas importantes para la
produccion de C. pepo.

Variable Variable predictiva Familia Seoif::ilgzte o Error 2 P (>]t]6
respuesta P g estindar value DF)

estandarizado

Efecto de la comunidad de abejas en la produccion de frutos y semillas de C. pepo

Abundancia B.
ippi i 1.171 3861 4. 2.79E-06 ***
Produccion de epthpzatu.s . poisson 716  0.386 685 79E-06
frutos Abundancia especies
dominantes poisson 0.0670  0.0170 0.307 0.7587
Riqueza total poisson 0.0524  0.2803 0.149 0.8856
Abundancia P.
bilineata poisson 1.1398  0.3402 2.703 0.0069 **
Abundancia B.
. ephippiatus poisson 0.1582  2.8088 0.606 0.5448
Produccion de ] .
semillas Abupdanma abejas .
dominantes poisson 0.0188 0.1093 0.093 0.9256
Abundancia abejas
silvestres poisson -0.4437 0.2977 -1.004 0.3154
Riqueza total poisson -0.4103 0.5632 -4.047  5.18E-05 ***

Efecto del paisaje y el suelo en las abejas

Proporcion de

pastizales Gaussian -0.0846  19.607 -0.308 0.7708

Proporcion de

Vegetacion Gaussian

secundaria 0.6096 16.588 2.316 0.0684 .

Proporcion de

bosque Gaussian -1.6221 47314 -2.58 0.0494 *
Riqueza Proporcion de

habitat natural Gaussian 1.5533 17.532 2.534 0.0423 *

Materia organica en

el suelo Poisson -0.6694 0.251 -4.838 1.31E-06 ***

PH del suelo Poisson -0.1453  1.324 -1.108 0.2677

Distancia al

fragmento mas

cercano Poisson 0.3004 0.017 20251 0.0244 *
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Partamona
bilineata

Bombus
ephipiatus

Proporcion de
pastizales
Proporcion de
Vegetacion
secundaria
Proporcion de
bosque
Componente
principal 1
Componente
principal 2
Componente
principal 4
PH del suelo

Distancia al
fragmento mas
cercano

Proporcion de
pastizales

Proporcion de area
urbana
Proporcion de
Vegetacion
secundaria
Proporcion de
bosque
Proporcion de
cafetales
Componente
principal 3
PH del suelo

Distancia al
fragmento mas
cercano

Materia orgénica en
el suelo

Gaussian

Gaussian
Gaussian
Gaussian
Gaussian

Gaussian

Poisson

Poisson

Gaussian

Gaussian

Gaussian

Gaussian
Gaussian

Gaussian

poisson

poisson

poisson

-0.1536

-0.8357

0.0917

0.3749

-0.4653

-0.5415
0.3847

0.2813

-0.1534

0.4120

1.2385

-0.9061

0.7027

0.0524
-0.0140

0.4444

-0.4431

138.96

117.36

148.12

12.05

10.4

16.97
2.999

0.040

10.56

5.62

14.174

17.998

9.647

1.539
0.927

0.013

0.174

-0.543

-3.091

0.321

1.473

-1.831

-2.13
8.88

6.041

-0.535

1.316

2.846

-1.958

1.494

-1.429
-0.078

2.237

-2.378

0.6067

0.02135 *

0.75925

0.1912

0.1169

0.0772 .

<2e-16 ***

1.53E-09 ***

0.6208

0.2586

0.0466 *

0.1219

0.2094

0.19096
0.9375

0.0253 *

0.0174 *
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P6000®

a 170,000

Figura 1. Sitio de estudio y ubicacion de cultivos experimentales de Cucurbita pepo en el

Leyenda

®  Cutwos Expenmentaios

I vegetacitn Secundana
B cotetn

Acea Urbana
-
B Fasza
B Cuepon co agus

Corredor del Bosque nuboso, Baja Verapaz, Guatemala. Localidades: Chipacay (CH),
Panzal (PA), Purulhé (PU), Repollal (RE), and Union Barrios (UB). El nimero luego de la

abreviacion de la localidad indica el nimero de cultivo experimental.
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Figura 2. Representacion de la heterogeneidad del paisaje a un buffer de 200 mts alrededor

de cada cultivo. AGR (agricultura), VEGSEC (Vegetacion secundaria), BOS (Bosque),
CAF (Cafetal), PAS (Pastizal), URB (Area urbana). El componente principal 1 explica el
36.4% de la varianza y el componente principal 2 explica el 34.0% de la varianza (ambos

componentes explican el 70.4 % de la varianza).
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Figura 3. Efecto de riqueza total, abundancia de Bombus ephippiatus y Partamona
bilineata, en la produccion de frutos y semillas de Cucurbita pepo
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Capitulo II1. Population genetics of traditional landrace of Cucurbita pepo in the cloud
forest in Baja Verapaz, Guatemala
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Abstract

Little is known regarding the effect of fragmentation and human agricultural management
on the genetic variation and gene flow of Cucurbita pepo in moderate fragmented areas in
central Guatemala. Here, we aim to determine: (i) the genetic diversity and structure of C.
pepo in the Cloud Forest Corridor -CFC- (i1) the extent of genetic admixture between
commercial -CV- and traditional landraces -TL- of C. pepo, (iii) the effect of habitat
fragmentation in the population genetics of C. pepo with a landscape approach, and (iv) the
potential relationship between traditional management practices and genetic diversity of C.
pepo in the CFC. We detected the existence of high level of genetic diversity (RA=3.43;
He=0.50), inbreeding (Fis=0.25) and moderate population structure of C. pepo in the CFC
(Fst=0.16). No correlation between landscape and genetics was found. Also, we found high
genetic admixture between CV and TL. It seems that human practices, mainly related with
seed exchange patterns, could affect genetic diversity of C. pepo in the CFC. Cucurbita
pepo populations in the CFC are structured, with inbreeding, and show admixture with the
commercial variety, an aspect that could affect its genetic diversity. The agricultural
management influenced the population genetics of C. pepo in the CFC, but the landscape
did not. We suggest that special efforts should be made to preserve the diversity of this
important indigenous food source for Guatemalan people as well as their management

practices.

Key words

Cucurbita pepo; genetic diversity; genetic admixture; Guatemala; traditional landraces;

traditional knowledge.
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Introduction

Defined as a landscape-scale process involving both habitat loss and isolation between
habitats (Fahrig 2003), habitat fragmentation is one major drivers of ecosystem change and
biodiversity loss (Ahrens and James 2016). Negative effects of habitat fragmentation on
genetic variability have been found, with increasing genetic divergence of between plant
populations due to increased random genetic drift and inbreeding, and reduction in gene
flow (Aguilar et al. 2008). Plant species with a high degree of specialized pollination will
be more vulnerable to the disruption of pollination mutualism induced by habitat
fragmentation (Aguilar et al. 2006). However, given current rates of habitat fragmentation
and degradation of tropical ecosystems -and their wealth of diversity-, investigation of the
effects of fragmentation on tropical species diversity, which are mainly dispersed by

animal, are badly needed (Young et al. 1996).

Mesoamerica is a dramatically diverse agroecological region which harbors a high
concentration of crop diversity (Galluzzi and Lopez 2014), and considered an important
center of plant domestication (Vavilov 1951) and where agriculture was first practiced in
the Americas (Casas et al. 2007). Therefore, domesticated plants and their wild relatives are
present in this region, as a result of human and natural-driven evolution (Galluzi and Lopez
2014). The human-driven evolution of native domesticated plants includes farming
traditional practices that play a key role in shaping the genetic structure of crops (Bellon
1996). By the other side, habitat fragmentation, affect genetic diversity of populations,

principally in outcrossing mating systems plants that are the animal-pollinated (Young et al.
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1996). In spite their importance, native domesticated plants have not been assessed under a

landscape approach integrated with human managed approach.

The wide genetic diversity of crops is still maintained in farms through the use of different
landraces (Jarvis et al. 2008). High levels of genetic diversity are common in both sexually
and clonally propagated crops (Mutegi et al. 2011). Farmer practices strongly affect the
dynamics of genetic diversity of crops by increasing the effect of drift, selection and gene
flow. The selection of small number of individuals for the next cycle of cultivation has a
direct impact on genetic diversity and structure, promoting genetic drift (Gonzalez-Jara et
al. 2011). In addition, farmers still prefer to acquire seeds from farmers in the same
community (Perales et al. 2005). Finally, farmers have an impact on pollen flow through
the spatial organization of their fields; it is not rare to find several landraces mixed in one
field (Barnaud et al. 2007); gene flow is thus highly influenced by the farmers’
management of wild plants as well (Zizumbo-Villarreal et al. 2005). The impacts of these
practices on the genetic structure may vary depending on the plants’ reproductive system.
Farmers’ practices are influenced by agronomical considerations in addition to the
traditional ecological knowledge associated with the crop concerned. This knowledge could
be the most fragile component of agricultural systems and is subject to rapid change

(Vigouroux et al. 2011).

Cucurbita pepo is an outcrossing and pollinator-dependent plant (Isac et al. 2016), that is
native to semi-arid and temperate regions of North America. Cucurbita pepo was
domesticated at least twice, in Mexico ca. 10,000 years ago and in the United States ca.

4000 years ago (Paris 2016). Archaeological and historical studies have revealed the

105



cultural importance of C. pepo to ancient cultures and their descendants (Turner II and
Miksicek 1984; Ximenez 1972). Nowadays, C. pepo, corn and beans, continue to play an
important role in the diet and culture of humans across Mesoamerica (Lira et al. 1998;
Merrick 1995). Cucurbita pepo is one of the most variable species (Paris H.S et al. 2003),
displaying high morphological diversity among landraces from different centers of diversity
(Rios et al. 1997; Wessel-Beaver 1998). A recent investigation employing simple sequence
repeats (SSRs) has shown that C. pepo contains by far the greatest genetic variation of the
species in the genus Cucurbita (Gong et al. 2013). However, little is known regarding the
effect of fragmentation and human agricultural management in the genetic variation and
gene flow of C. pepo in moderately fragmented areas, as the one found in the center of

Guatemala.

We conducted this study in the Cloud Forest Corridor (CFC), in Baja Verapaz, Guatemala.
This site is a moderately fragmented montane cloud forest inhabited by Mayan q eqchi
people. In this study, we aim to assess (i) the genetic diversity and structure of C. pepo in
the CFC, (ii) the extent of genetic admixture between the commercial -CV- and traditional
landraces -TL- of C. pepo, (iii) the effect of habitat fragmentation on population genetics of
C. pepo with landscape approach, and (iv) the potential relationship between traditional

management practices and genetic diversity of C. pepo in the CFC.

Materials and Methods

Study site

We surveyed cultivars of C. pepo in the area corresponding to the CFC (RECOSMO 2007),

in the center of Guatemala, Department of Baja Verapaz, in the municipalities of Salama,
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Purulha and San Jeronimo. The CFC have 28,638.9 ha and connects the natural reserve
“The quetzal conservation Biotope Mario Dary Rivera” and the biosphere reserve “Sierra
de las minas” (CECON 1999). The annual mean temperature and precipitation in the study
area are 18.1 °C and 2092.4 mm, respectively (Garcia 1999; CECON 1999). The elevations
range between 500 and 2,348 m a.s. 1. and have slopes between 45 to 60 grades (CECON
1999). The CFC vegetation includes large tree ferns, epiphytes and a mixed canopy of
temperate deciduous trees and tropical broad-leaved evergreen trees (Williams-Linera
1997). The CFC is characterized by having both high levels of endemism and biodiversity
(Campbell and Vannini 1989; Ordofiez 1999; Schuster et al. 2000; RECOSMO 2007).
Different groups of indigenous people live in the CFC (Q echi and Pocomchi Mayan
people). Thus, is an important area due to its high levels of natural and cultural biodiversity.
In the municipality of Purulhd most inhabitants are Mayan people (92.4%), while in Salama
municipality most are Mestizo people (77.54%) (SEGEPLAN 2010; SEGEPLAN 2011;

INE 2002).

Populations, plant tissue sampled and DNA extraction

Seven C. pepo cultivars from the CFC were selected and sampled for analysis; six were
traditional landraces (TL) and one was the commercial variety (CV). Traditional landraces
(TL) are the local landrace where the selected traits by the farmers are associated with
traditional agriculture; and commercial variety (CV) was the landrace where the selected
traits by the farmers are associated to market pressure in recent years. The CV has been
brought from other regions of Guatemala (maybe Chimaltenango) and adapted to CFC

almost 40 years ago.

107



Five C. pepo cultivars were collected in Purulhd [CV Repollal (RP-C), TL Repollal (RP-T),
TL Orejuelo (OR-T), TL Jute (JU-T), and TL Durazno (DU-T)], and two in Salama [TL

Chilasc6 (CH-T) and TL Unién Barrios (UB-T)] (Tablel ESM1).

Young leaf tissue was collected from 15-37 (Mean =23.01; SD=6.12) individual plants in
each cultivar. DNA extraction was carried out following the CTAB protocol (Doyle and
Doyle, 1987). DNA quality and quantity were verified by electrophoresis on 1% agarose
gels with 1 X TBE buffer. After staining with ethidium bromide, banding patterns were

recorded with an UV transilluminator.

DNA amplification

Ten polymorphic microsatellite loci from Cucurbita moschata (Gong et al. 2008) (Table2
ESM1) were used to amplify C. pepo DNA fragments. Microsatellite reaction mixture and
PCR protocols were as described by Gong et al. (2008) and modified as follow:
Standardized PCR reactions were performed using 12 pl reactions: 50-100 ng of genomic
DNA, 1X PCR buffer (BioTecMol), 2.5 mM MgCI2 (BioTecMol), 0.25 mM dNTPs
(BioTecMol), 0.5 uM of each primer (fluorescent with either 6-FAM, NED, PET, VIC) and
0.25 units of TagDNA polymerase (BioTecMol). In a thermocycler PTC-100 (MJ
Research™, California, CA, USA), a touchdown PCR was done as follow: Denaturing 2
min at 95 °C. Seven cycles of 45 s denaturing at 94 °C, 45 s annealing at 50-60 °C
(depending on the primer), and 60 s of elongation at 72 °C. Following 30 cycles as follow:
45 s denaturing at 94 °C, 45 s annealing at 54 °C and 60 s of elongation at 72 °C. The

reactions were followed by 5 min final extension at 72 °C. The amplified microsatellite
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products were visualized by electrophoresis, and sent to genotyping at the Institute of

Biology, UNAM in an ABI 3500XL Sequencer.

Data analysis

We used GeneMarker software v 2.4.0 (Softgenetics LLC, State College, PA, 2002) to
construct the allelic matrix per microsatellite assayed. After checking for linkage
disequilibrium (LD) with the software Genepop V 1.2 (Rarmond M, Rousset F 1995), we
eliminated two out of 10 microsatellite loci due to significant linkage (Table2 ESM1).
Thus, eight microsatellite loci were used in subsequent analyses. Allelic frequencies of each
C. pepo population were estimated from genotypes frequencies at each microsatellite locus.
To test genotyping errors in the microsatellite data (null alleles, alleles dropout and stutter

peaks) we used Micro-Checker software (Van Oosterhout et al. 2004).

Genetic diversity and structure

For each population of C. pepo we obtained the percentage of polymorphic loci (p”), mean
allelic richness (4R), mean observed and expected heterozygosity (Ho, He, respectively),
and fixation index (F) (Wright 1965), using the GenAlEx v 6.5 program (Peakall and
Smouse 2012). Estimates of allelic richness (4R) and Heterozygosity (He) were used as
measures of genetic variation. AR includes a correction for sampled size with rarefaction
executed in PAST v.3. To determine whether differences in genetic diversity between sites
exist and are not an artefact of the interlocus variability of microsatellite markers, we ran a
linear mixed effect model (Ime) (Crawley 2007), accounting for spatial autocorrelation
(corClasses), using site as a fixed and loci as a random effect, with the package nmle

(Pinheiro et al. 2016) in R v.3.1.0 (R Core Team 2015). The model was run for allelic
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richness after rarefaction (4R) and for the observed heterozygosity (He) across all sites.
Multiple re-sampling, changing one individual per site, was used to test the statistical

support of analyses.

The distribution of genetic variation within and among populations of C. pepo was
estimated by Wright’s (1965) F-statistics (FS7, FIS, FIT) and by AMOVA, following
(Excoffier et al. 1992) with ARLEQUIN v 3.5 (Excoffier and Lischer 2010). Statistical
significant departures from zero of F, FST, FIS, and FIT were assessed using the
nonparametric Wilcoxon signed rank test. Finally, to infer the number of genetic clusters
and the level of admixture in C. pepo we used the Bayesian-based program STRUCTURE
v 2.3.3 (Pritchard et al. 2000) under the admixture model (allows that everyone shows the
probability to belong to), without informative priors about the sampling location. The burn-
in period and the number of MCMC repetitions were set at 50,000. K was set at 1-10 and
10 iterations for each possible K tested. The number of genetic clusters (K) was obtained
following Evanno et al. (2005) with Structure harvester V.0.6.94 (Earl 2012). The wright’s
F'st genetic distance was used to construct an UPGMA dendrogram after allowing 10,000
replicate bootstrap test, using TFPGA program version 1.3 (Miller 1997). Clustering of
populations was carried out by principal coordinate analysis (PCoA) using the GenAlEx

program 6.5 (Peakall and Smouse 2012).

To estimate recent migration rates among C. pepo populations in the CFC we used the
bayesian approach implemented in BAYESASS v.1.3 (Wilson and Rannala 2003). To test

for a demographic bottleneck, we used the program BOTTLENECK (Piry et al. 1999) with
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1000 iterations under the assumptions of the Stepwise Mutation Model (SMM) and the

Two-Phase Mutation Model (TPM, variance=20 and proportion of SMM=95%).

The extent of genetic admixture between commercial CV and TL

To test the extent of genetic admixture between TL and CV, we also use Bayesian approach
with BAYESASS v.1.3 (Wilson and Rannala 2003). We performed an assignation test
obtaining the number of times that everyone was assigned to each population and time
states. An individual could be assigned to the same population to which it was originally
classified (state= 0). When an individual is assigned to a population different to which it
was classified (state=2), is it considered an offspring of a migrant individual (Wilson and
Rannala 2003; Faubet and Gaggiotti 2007). In this way, under no admixture between TL
and CV, not different states are expected to derive from CV. BAYESASS was run for
migration rate and assignment analysis for 10 million iterations, with a sampling frequency
of 2,000 and a burn-in of 10%. Delta values for allele frequencies (4), migration rates (M)

and inbreeding (F) were left as default.

Population genetics and fragmentation

To determine if genetic and geographic distances among populations are correlated, a
Mantel test (Mantel 1967) using genetic distance (Weir’s FST) and geographic distance
(both log transformed) was performed with the isolation by distance software -IBDWS- v
3.23 (Jensen et al. 2005). To test for the effect of landscape (forest cover, agricultural land
cover, elevation; and a geographic resistance matrix in which all pixels had the same value

as a null-model) on genetic differentiation of C. pepo populations, we used the same
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methods for isolation by resistance (IBR) and raster data files from the CFC area as

described for the same region in Landaverde-Gonzalez et al. (2017).

Genetic diversity and traditional management

We interviewed twenty farmers cultivating C. pepo cultivars (Twelve in Purulhd and nine
in Salamé Municipality) (Table3 ESMI). The interviewed farmers were between 27 to 75
years old (Mean=45.2; SD=15.6); 75% of them attended elementary school and the rest had
not any formal education. They had a range of dependents of 0 to 12 (Mean =5.25; SD=
2.95); 92% were men; 71% were Mayan people and the rest ladino people. Twenty-eight
socioeconomically and agricultural management aspects for both CV and TL of C. pepo
were recorded through semi-structured interviews, attempting to know possible links to
genetic diversity of C. pepo populations (Table 4 ESM1). Sixty five percent of the farmers
interviewed grow TL of C. pepo and whereas 35% grow the CV. We found
socioeconomically and agricultural management differences between them in the follow
variables (Table5 ESM1): Ethnicity, reasons that motivated to plant the TL, origin of
seeds, pesticides use, fertilized use, presence of pests, place for sale the fruits, quantity of
seed exchange and time of own the seeds. To assess if the differences in agricultural
management variables affect genetic diversity of TL and CV of C. pepo, percentages of
ethnic group (Eth), origin of seeds (Seed or), percentage of non-organic management
(Manag) and quantity of seed exchanged (OSE) were calculated with data obtained from
the surveys. Then, linear mixed-effects models (Ime) was made, using R v. 3.1.0 (R Core
Team 2015), to test whether the different levels of agricultural management of C. pepo

(Eth, Seed or, Manag and OSE) have an effect on genetic diversity (AR and He). We
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considering AR and He as response variables, management variables as predictors and loci

as random effects.

Results

Genetic diversity and structure

A total of 33 alleles were detected and 7 private alleles in three C. pepo populations (DU-T:
5, RP-C: 1 and OR-T: 1). Some microsatellite loci showed null alleles in some population,
suggesting genotyping errors or ascertained bias (CMTm 83 in UB-T and DU-T; CMTm
188 in DU-T and JU-T; CMTm 7 in UB-T and JU-T; CMTm 132 in UB-T; CMTmC 64 in
OR-T and JU-T; and CMTp 201 OR-T and DU-T). Moderate levels of genetic diversity
were found for both TL and the CV of C. pepo in the CFC (Table 1). No significant
differences with AR and He between populations were found after controlling for variation
between loci with linear mixed-effect model (Ime) and after re-sampling (t = -0.13-0.22, P

> 0.19 accounting for correlation classes) (Fig.1 _ESM1).

The F values (fixation index, F) of four C. pepo populations in CFC (RP-T: 0.34, CH-T:
0.42, UB-T: 0.26 and DU-T: 0.37; Table 1) were significantly different from zero (P <
0.05); an excess of heterozygous was detected in one population of C. pepo (OR-T: -0.23;
Table 1). The FIS value estimated for C. pepo populations in CFC was significantly
different from zero (FIS = 0.25, P < 0.05; Table 2) indicating local inbreeding or the effect

of null alleles by genotyping error or ascertained bias.

Considering the scale of the study, populations of C. pepo in CFC are structured (FST =
0.16, P <0.05; Table 2). AMOVA revealed that 83.44 % of total genetic variation of C.

pepo is contained within populations and that genetic differentiations among population is
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moderate (16.56 %) (Table6. ESM1). STRUCTURE Haverster (Evanno method) suggests
four genetic clusters of C. pepo populations (K=4; AK=36.17; Fig.2 ESM1) in the CFC:
the first characterized by OR-T, the second by DU-T, the third by JU-T, and the fourth was
composed by the four other populations, including the CV (RP-T, RP-C, UB-T and CH-T;
Fig. 1). Further analysis indicated that DU-T showed the greatest difference in relation to
the other populations (Table7 ESM1, Fig.3 ESM1, Fig.4 ESMI). Finally, we consistently
obtained low estimates of contemporary gene flow (< 15%; based in bayesian method),
between sampling sites (Table8 ESM1). We observed L-shaped multi-locus distribution of
allele frequencies for all studied populations, suggesting no evidence of a recent population
bottleneck, except for DU-T that showed a shifted mode (Fig.5 ESM1). Moreover, we did
not find a significant heterozygosity deficiency or excess in our study region (Wilcoxon

test’s one tail p-value for the deficiency P = 0.320 and excess P = 0.727).

The extent of genetic admixture between CV and TL

The Bayesian assignation of the individuals of each population to the next generation done
by BAYESASS shows that all populations but DU-T, are admixed in the next generation
(parents are state 0, the next generation is state 2). Thus, this analysis showed: 1) DU-T
population is strongly differentiated populations that does not share genetic diversity with
the other populations (Fig. 2, Table 9 _ESM1); and 2) the genetic admixture of CV with all

TL populations, except for TL of DU-T.

Population genetics and fragmentation

There was no correlation between genetic (FST) and geographic distances (£=22.4749, r =

0.0750, p = 0.4270) between populations of C. pepo in the CFC. To test for the effect of
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landscape on genetic differentiation, we did model selection of the three landscape
variables (forest cover, agricultural land cover and elevation) versus the null-model of
geographic distance against resistance distance. Agricultural land cover yielded the best
model (AICc value= -49.08; Table 3). We found that none of the landscape predictors:
geographic distance (null model), forest cover, elevation or agricultural land cover, was
significant in the maximum likelihood population effects model (MLPE) of the IBR

analysis (p-value = 0.19-0.96) (Fig. 3, Tablel10 ESM1).

Genetic diversity and traditional management

We found that 1) the mean quantity of seeds interchanges by farmers appears to positively
affect He (OSE: t44 =-2.14, P = 0.04, R2 = 0.15) and the proportion of local seed appears
to negatively affect He in a very low level (Seed or: t 44 =-2.33, P =0.02, R2 =-0.004); 2)
the proportion of Mayan people and proportion of farmers that use insecticides has not
significant effect on He (Eth: t44=0.15, P = 0.88; Manag: t44=-1.60, P =0.12). All
management variables had no effect on AR (Manag: t44=1.36, P = 0.18; Seed or: t44=1.39,

P =0.18; OSE: t44=0.42, 0.68; Eth: t44=-0.82, 0.42).

Discussion

We detected the existence of moderate levels of genetic diversity and structure of C. pepo
populations in the CFC, but also high genetic admixture between CV and TL. On the other
hand, we found no correlation between landscape variables and genetics of C. pepo in the
CFC. Finally, we found that some aspects of traditional human management related with

seed exchange patterns could affect genetic diversity in C. pepo in the CFC.

Genetic diversity and population structure
115



Levels of genetic variation of C. pepo in the CFC are similar to those reported for
outcrossing plant species (He = 0.65, Ho = 0.63; Nybom 2004) using sequence tagged
microsatellite site -STMS-; but higher than previous reports for C. pepo in Mexico (4 =
0.068, He = 0.366; Montes-Hernandez and Eguiarte 2002), and Mexico-USA (4 = 2.24,
He=0.068; (Decker-Walters and Walters 1990) with isozymes. This result is not surprising
since other studies reported that C. pepo has high morphological and ample genetic
diversity in the Americas (Paris H.S et al. 2003) and by far the greatest genetic variation of
the species in the genus Cucurbita (Gong et al. 2013). Moreover, since C. pepo is a
monoecious plant species, cross-pollination and thus gene flow by bees to distant
geographical areas is frequent (Mujaju et al. 2010; Enriquez et al. 2015). Landaverde-
Gonzalez et al. (2017) found no clear population structure of Partamona bilineata, one of
the most important pollinators of C. pepo in the CFC (Enriquez et al. 2015), revealing the
great capacity of bees to influence the gene flow of C. pepo throughout the CFC. Although
we observed some levels of inbreeding in four populations of C. pepo from the CFC, only
DU-T showed a recent genetic bottleneck. This level of inbreeding could be due to a
reduction in the traditional practices of exchanging seeds and the low levels pollinators
visits rates and in the CFC, that aid to introduce new genotypes and reduce inbreeding.
These results differ from those of Montes-Hernandez and Eguiarte (2002) and Kirkpatrick
and Wilson (1988), who found high outcrossing rates and low inbreeding of cultivated C.
pepo in Mexico and USA. Also, some authors (Bisognin 2002; Montes-Hernandez et al.
2005) reported that, in fact, artificial selection in cultivated plants tends to reduce the

heterozygosity due to inbreeding depression and genetic bottlenecks.
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The genetic differentiation of C. pepo populations in the CFC (£S7 = 0.16) is much higher
than F'STs reported for three Cucurbita species in Mexico (FST = 0.087; Montes-Hernandez
and Eguiarte 2002), but lower than the average value of differentiation of cross-pollinated
cultivated plants (FST = 0.234; Hamrick and Godt, 1997) and outcrossing plants (FST
=0.22; Nybom 2004). Yet, as stated, the magnitude of population differentiation in C. pepo
in the CFC is highly influenced by DU-T, OR-T and JU-T populations, which are -each
one- a differentiated genetic group. In particular, DU-T appears to be differentiated from all
other C. pepo populations. The CH-T, RP-T, RP-C and UB-T populations constitute all of
them one genetic group, probably due to high gene flow, since these villages have had an
intensive trade between them. Thus, it is more likely that OR-T and JU-T retain their
genetic distinctiveness as they show high genetic diversity and not inbreeding. On other
hand, the population DU-T faces a risk of extinction due to isolation, genetic drift and

inbreeding depression.

The extent of genetic admixture between Tl and CV

We found that all the populations appeared admixed, except the DU-T. Therefore, the CV
shares genetic variation with all TLs of C. pepo but DU-T. These results could be related to
the recent origin of the CV since this recent landrace has been gradually selected ca. 40
years ago, by farmers from the Guatemalan highlands, in response to market demands.
However, this is not an improved variety so it still shares genetic variation with traditional
landraces in the CFC. For this reason, this CV maintains high levels of genetic diversity

and could be considered a traditional landrace with market characteristics.

Population genetic and fragmentation
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We found that neither agricultural land cover nor forest cover and nor elevation appeared to
significantly affect the genetic diversity of C. pepo in the CFC. Yet, agricultural land cover
was suggested as the best model. This could be since within this raster the crops that
contain C. pepo are included as well as the garden houses where this plant is grown.
However, a specific inference regarding the effect of the landscape on the genetic diversity

is not supported since no model was significant.

Traditional Knowledge and genetic diversity

The TLs are mostly associated with Q’eqchi people that still maintain traditional cultivation
practices in the CFC (with low agrochemical inputs, use of ancestral local seeds and not
influenced by the market pressure), as observed in our analysis. Traditional agricultural
management have been associated with high crop diversity, mainly in its center of origin
(Casas et al. 2007; Galluzzi and Lopez 2014). The effect of human selection and
management practices have been observed in other traditional crops as corn (Tang et al.
2010), lima beans (Martinez-Castillo et al. 2008), common beans (Zizumbo-Villarreal et al.
2005) and Chiltepin (Gonzélez-Jara et al. 2011). Overall, our results suggest that traditional
agriculture management (i.e., proportion of local seed origin and mean quantity of seed

exchange) could have had an impact on the genetic variation of C. pepo.

The mean quantity of seeds interchange by farmers appears to positively affect genetic
variation of C. pepo, perhaps by the incorporation of genes from other localities in the CFC,
including genes from CVs that are also highly diverse. Exchange of seed resulted a positive
significant effect increasing genetic diversity, as reported for corn landraces in the central

valleys of Oaxaca (Pressoir and Berthaud 2004). On the other hand, the proportion of local
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seed interchanged by farmers appears to be negatively related to the genetic variation of C.
pepo, but at a very low level. Van Etten and de Bruin (2007) found that almost 90% of the
corn seeds sown by farmers from western highland of Guatemala are local (the same
farmer, the same neighborhood or the same community). Moreover, some studies in the
same area have demonstrated that maize seed exchange is mainly local in scope
(Johannessen et al. 1970; Johannessen 1982). This low gene flow due to the exchange of
local seeds and farmers' practices of growing few individuals of C. pepo for the next
harvest cycle -which increases the effect of genetic drift- have serious implications for the
maintenance of genetic diversity of C. pepo in the CFC. Gonzalez-Jara et al. (2011)
consider an important threat to genetic diversity the bottlenecks brought about by isolation

and low number of cultivation origins.

Abandonment of seed selection practices and preservation made by traditional farmers in
the CFC, as observed in our study, anticipates not only the loss of genetic diversity but the
loss of whole local landraces of C. pepo. Our results suggest that traditional agriculture
management in DU-T, OR-T and JU-T populations could differ notably from the rest of
populations in the CFC. Hence, we urge special attention to rescue the DU-T population,

bottlenecked and highly differentiated.

Our results highlight three important facts: 1) The TL of C. pepo still have adequate levels
of genetic diversity in the study area; 2) All TL populations, except DU-T, show strong
genetic admixture with CV; 3) the landscape variables in the CFC do not appear to affect
genetic diversity of C. pepo; and 4) human management practices of seed exchange could

have some effect on the genetic diversity of C. pepo in the CFC. The TL may constitute
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potential source of genes for tolerance to biotic and abiotic stresses, and they are the result
of combined action of artificial selection by farmers in agricultural systems with low inputs
and natural selection due to diverse environmental conditions (Barbieri et al., 2014). For
these reasons, it is necessary to establish a conservation program for the collection,
assessment and characterization of crop diversity and traditional practices associated, to
preserve genetic diversity of C. pepo in the communities of the CFC. Finally, we should
promote a market that values agricultural biodiversity (i.e., organic, eco-friendly, healthy
and linked to solidary fair trade) (Barbieri et al. 2014) to support the growing of TL in the
CFC in Baja Verapaz, and promoting ancestral practices as a method for maintain high

diversity of local crops.
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Table 1. Average values of genetic variation (SD) of populations of Cucurbita pepo from the cloud

forest corridor in Baja Verapaz, Guatemala, and information of human management by farmers

interviewed. N, mean number of individuals/locus/population; AR, mean number of different

alleles/population; p”, percentage of polymorphic loci; H,, mean expected heterozygosity; and F,

mean fixation index. Eth, proportion of Maya people in each locality; Seed or, proportion of local

(same community or near communities in the same departamento) seeds; Manag, proportion of

farmers that use insecticides; QSE, mean quantity of seeds exchanges per farmer.

Code C. pepo population ¢ N p AR He(SD) F(SD) Eth Seed or Manag QSE
RP-T Repollal (TL) 31.9 1 3.5 0.52 (0.16) 0.34 (0.32)* 100 100 0 510.27
RP-C Repollal (CV) 13.5 1 3.2 0.47 (0.21) 0.18 (0.40) 14.29 28.58 81.82 1417.5
CH-T Chilasco (TL) 22.2 1 3.8 0.51(0.12) 0.42 (0.34)* 0 100 0 566
UB-T Unidn Barrios (TL) 278 1 3.4 0.53 (0.13) 0.26 (0.26)* 0 40 80 831.4
OR-T Orejuelo (TL) 256 09 29 0.45 (0.24) -0.23 (0.55) 100 100 0 0
DU-T Durazno (TL) 22 1 3.8 0.54 (0.16) 0.37 (0.37)* 100 100 0 227
JU-T Jute (TL) 18.1 1 3.4 0.46 (0.18) 0.32 (0.46) 100 100 100 28
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Table 2. Wright's F statistics of Cucurbita pepo populations from the CFC in Baja Verapaz,

Guatemala. Standard deviations (SD) and confidence intervals at 95% (IC) in parentheses.

Fs Fir Fr

Mean 0.25* 0.52* 0.16*

5.D. 0.26 0.24 0.079

Cl (95%) (0.47,0.03) (0.71,0.32) (0.23,0.093)
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Table 3. Model selection summary of isolation by resistance models (IBR), showing maximum
likelihood population effects model (MLPE) regressions using Fst as response variable and the
different resistance distances as predictors. Geographic distance was used as null-model rasters,
where all pixels had the same value (Jaffé et al. 2015). The sample-size corrected Akaike information
criterion (AICc) is provided for each model along with AAICc and the weight of each model. Best

models (AAICc<2) are highlighted by *; in bold, the model with the best fit.

DF AlCc Delta_AICc | AICcWt | Cum.Wt
Agricultural land cover 3 -49.08 0* 0.44 0.44
Forest cover 3 -47.5 1.58 0.2 0.64
Elevation 3 -47.41 1.67 0.19 0.83
Null model 3 -47.16 1.93 0.17 1
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Figure 1. Probabilities of individual assignment to each of the four genetic groups (K = 4, indicated

by colors) of seven populations of Cucurbita pepo in the CFC. Population name are labeled below

according to Table 1.

133



Figure 2. Assignment of individual to each population, showing the degree of admixture within the
traditional landraces and the degree of introgression of the commercial variety within the
traditional landraces. The colors represent the original population of each individual. The bars
correspond to each of the populations analyzed and the colors within them the proportion of
individuals with the identity of the ancestral hypothesized origin. The map corresponds to a Digital

Elevation Model (DEM) in which the elevated areas are represented in white and low areas in

black.
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Figure 3. Correlations between the inter-individual genetic pairwise relatedness distance
metric (LR, Lynch and Ritland 1999). (A) elevation resistance distance, (B) forest cover
resistance distance, (C) land cover resistance distance, and D) null model by geographic

distance resistance in the CFC.
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ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL 1_ESM1

Table 1. Sampled populations of Cucurbita pepo in the Cloud Forest Corridor (CFC), with information

of the type of landrace, number of individuals collected and geographical location.

Altitude
No. Locality (Code) Landrace N Latitude N/Longitude W

(ma.s.l)
1 Repollal (RP-T) Traditional 37 15.26678611 -90.21763889 2118
2 Repollal (RP-C) Commercial 15 15.26544444  -90.21333333 2021
3 Chilascé (CH-T) Traditional 28 15.10522778 -90.09450000 1880
4 Unidn Barrios (UB-T) Traditional 29 15.18888611 -90.20353611 1619
5 Orejuelo (OR-T) Traditional 26 15.24971667 -90.15755833 1396
6 Durazno (DU-T) Traditional 27 15.26547778 -90.27281667 1601
7 Jute (JU-T) Traditional 24 15.27681667 -90.23488333 2226
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Table 2. Microsatellite loci used in Cucurbita pepo cultivars from the CFC. After testing for Linkage

disequilibrium (LD), two pairs of primers were linked (CMTm 65-CMTm 252 and CMTp 201-CMTp

245). One primer from each pair was removed from the subsequent analyses (*).

No.

Locus name® | Alleles Motif repeat | Primer sequences (5" - 37) Tm Allele size
F: AACCAAACTCCGGCAAGA

CMTm7 5 (CT)30 R: GTTCTCTCCGTTCAGGATGG 59 152
F: ATCTTTGTGCTTCTAACCTTTTTC

CMTm39 5 (TTTC)s R: TAAAGCTCGAAAAAGCAACC 57 153
F: GAACTTCGTGTGTGCGTGTC

CMTme5 * 6 (CT)1o R: TTGCTGGAACTTCCTCTCGT 60 97
F: GGCATTTCTGAGAACAGCTT

CMTm83 5 (AG)19 R: ACGTTAGTTATGCTATTTTGTAGGC 57 111
F: TTCGAGTTTAATTCCCTCTTCG

CMTm132 7 (Ct)s R: CCATTTCTTTTTGCCTCTCG 59 107
F: ACTGAGAGGCCCTGAATTGT

CMTm188 6 (AG)s R: CCCCCTCTTAGTCTTAATATTCTCA 58 158
F: CCCATTCCCCATTTCTTTCT

CMTm252 7 (CT)s+s R: CAAATTCGATCGGCTTTACAC 60 101
F: AAACGTTCTGCAATCAAGGA

CMTmC 64 6 (TC)14 58 94
R: CAAGCTTGTGTACAATAGGATAAGG
F: AGGAGTGGTGGGCTAATACG

CMTp 201 8 (CT)18+7 59 110
R: TGAAATTGAGGGAGGGAGAG
F: AGGTAACTGCACCCCAGCTA

CMTp 245 * 5 (GCG)9 60 134
R: CCCATCTCTCAAGCTCATCC

Notes: microsatellites used according with Gong et al. (2008)
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Table 3. Villages, number of farmers interviewed, and geographic location in the CFC.

No. Village Municipality n LatN Long WO
1 Chilasco Salamd 2 15.119033 90.116933
2 Cuchilla del Nogal Salama 1 15.21885 90.21213
3 Nifio perdido Salama 1 15.114996 90.18833
4 Unidn Barrios Salama 5 15.18648 90.20232
5 Durarzo Purulha 2 15.265477 90.272816
6 Ebenezer Purulha 1 15.266433 90.236233
7 Encuentros Purulha 1 15.24635 90.23719
8 Orejuelo Purulha 1 1514421 9011.874
9 Purulha Purulha 1 15.23879 90.24012
10  Repollal Purulha 5 15.259555 90.220325
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Table 4. Distinct aspects of traditional knowledge assessed during interviews with farmers, and
their potential relationship with genetic diversity of Cucurbita pepo in the CFC.

Why this aspect is important for genetic

Categories Aspect of interview diversity of C. pepo
- Ethnic origin
- sowing of corn-related pumpkin
- Use of pesticides and fertilizers in C.
pepo cultures.
Traditional
practices - Number of pumpkin species usually Traditional practices can provide genetic
grown. diversity to traditional landraces
- Reasons to grow traditional
landraces of C. pepo
- Time having and selecting C. pepo
- Amount of C. pepo seeds exchanged, C. pepo seeds exchange determines the
geographic area of seed origin and quantity of migrants that provide new
reasons to exchange. genes into the gene pool of the
i of g q metapopulation and prevents population
- Ongm of C. pepo seeds used to differentiation.
local growing last year.
. o ] Seed origin is important can introduce new
adaptation - Soil tillage before sowing C. pepo . .
. genes with local adaptation and/or
and  genetic . L
flow promote introgression if these genes are

very differentiated.

Since C. pepo is pollinated by specialist
bees that nest in the ground, soil tillage
may prevent bee nesting, thus affecting
pollination.

Introgression

- Commercial varieties of C. pepo that
are used to grow and culture size.

- Sowing two varieties of C. pepo and
hybridization observations.

The displacement of traditional landraces
by commercial varieties or GMO, favor the
loss of genetic diversity, which is known as
introgression due to hybridization.

Bottleneck

- Size of traditional landraces of C.
pepo cultures.

- Amount of fruits kept for sowing the
following year.

The population size of traditional landraces
of C. pepo and the amount of fruits
selected for sowing, determines possible
bottlenecks.
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Table 5. Contingence analysis showing significant differences related to human management and
socio-economical characteristics (qualitative data) among farmers that grow traditional landraces
and the commercial variety C. pepo (1 to 8 aspects). Kruskall-Wallis analyses showing significant

differences related to human management and socio-economical characteristics (quantitative,

non-parametric data) among farmers that grow traditional landraces and commercial variety of C.
pepo (9 to 11 aspects).

No. Description of response variables N D.F. %2 P
1 Ethnic group (Ladino or Q’eqchi people) 20 1 5.495 0.0191*
2 Reasons that motivated to grow traditional or 20 3 16.232 0.0010*
commercial C. pepo
3 Provenance of sowing seeds of C. pepo 15 2 8.638 0.0133*
4  Origin of C. pepo seeds used for sowing the last year 18 2 8.532 0.014*
5 Usage of pesticides during the growing of C. pepo 18 2 11.688 0.0029*
6 Usage of fertilizers during the growing of C. pepo 17 1 5.13 0.0235*
7 Presence of plagues during the development of C. 17 1 6.491 0.0108*
pepo
8 Place where the fruits of C. pepo are sold 11 2 11 0.0041*
9 Amount of C. pepo seeds that are usually exchanged 11 1 5.2381 0.0221*
10 Time of own the C. pepo seeds 18 1 5.6193 0.0178*
11 Time to select C. pepo seeds 18 1 7.3697 0.0066*
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Table 6. Analysis of molecular variance (AMOVA) of populations of Cucurbita pepo in Baja Verapaz,

Guatemala.
Source of variation d.f.  Sum of squares Variance component % variation explained
Among populations 6 159.4 0.46 16.56
Within populations 365 846.66 2.32 83.44
Total 371 1006.1 2.78 100

Notes: a=0.05, p<0.05
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Table 7. Pair-wise Fs; estimates among populations of Cucurbita pepo. Codes of populations as in
Table 1.

RP-T RP-C CH-T UB-T OR-T DU-T JU-T
RP-T 0
RP-C 0.051* 0
CH-T 0.030* 0.072* 0
UB-T 0.041* 0.050* 0.072* 0
OR-T 0.091* 0.174* 0.108* 0.136* 0
DU-T 0.197* 0.251* 0.200* 0.200* 0.208* 0
JU-T 0.060* 0.156* 0.071* 0.130* 0.086* 0.202* 0

p < 0.05 (*)
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Table 8. Contemporary migration rates among populations of Cucurbita pepo obtained with
BAYESASS. Migration rates (below diagonal) and standard deviation (above diagonal). Values in the
diagonal represent the number of non-migrants per population.

RP-T RP-C CH-T UB-T OR-T DU-T JU-T

RP-T 0.00627 0.00788 0.0328 0.00848 0.00488 0.0147
RP-C 0.0165 0.0612 0.01393 0.0135 0.0148
CH-T 0.37 0.0456 0.0129 0.00724 0.0214

UB-T 5.081 14.8 0.00672 0.00712 0.0143

OR-T 0.6 1.055 0.936 0.00475
DU-T 0.2976  1.034 0.458

JU-T 0.913 1.09 1.71
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Table 9. Assignment of individuals of C. pepo to different population in different states.
Highlighted rows (grey) show the proportion of introgression between the commercial variety (CV)
and traditional landraces (TL) as observed in figure 2.
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Table 10. Summary of the maximum likelihood population effects model (MLPE), testing the
pairwise Fst and different land use types for Cucurbita pepo. None of the correlations were

significant (P > 0.05).

Predictor Estimate SE d.f. r? T P

Geographic distance -8.47*10* 6.20*10* 19 0.0398 -1.352 0.1921
Forest cover -3.18*10* 6.60*10* 19 -0.669 -0.0399 0.6352
Land cover 5.04*10-5 -1.06*10°3 19 0.048 0.048 0.9624
Elevation -2.29%10° 4.07*10-5 19 -0.711 -0.563 0.58
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Figure 1. Average allelic richness (AR) and expected heterozygosity (He) of populations of
Cucurbita pepo. We tested for differences in allelic richness between populations after controlling
for loci variance with a linear mixed model. No significant difference was observed. The names of
the sites correspond to table 1.
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Figure 2. Number of genetic clusters (K) obtained following Evanno et al. (2005) with Structure
harvester V.0.6.94 (Earl AD, 2012).
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Figure 3. Dendrogram of seven Cucurbita pepo populations by unweighted pair grouping method
of averages (UPGMA) cluster analysis using Fst of microsatellite data. The nodes indicate the
distance between each population or between each node. The values in parenthesis indicate the

proportion of replicates by boostraps with 10.000 iterations.
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Figure 4. Principal Coordinate Analysis (PCoA) of seven Cucurbita pepo populations based on

covariance matrix of microsatellite data. The first axis explained 27.44% of variation and the

second 22.92% of variation (both axes explained 50.36% of total variation).
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Figure 5. Multi-locus distribution of allele frequencies for all studied populations. The plots of
Cucurbita pepo population show L-shaped distributions expected when no recent bottleneck event
has occurred, with the exception of population Durazno (DU-T). BOTTLENECK (Cornuet and Luikart
1996) further confirmed the absence of heterozygote excess, another indicator of a bottleneck
event, as well as the absence of heterozygote deficiency for most of the populations.
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Discusion general

Los polinizadores eficientes en cuanto a la produccion se frutos y semillas de Cucurbita
pepo, mediante experimentos de exclusion, fueron: La abeja introducida, Apis mellifera, la
abeja nativa sin aguijon, Partamona bilineata y el abejorro nativo Bombus ephippiatus. Sin
embargo, solo P. bilineata y B. ephippiatus mostraron correlacionarse con la produccion de
frutos y semillas, de los cultivos de C. pepo evaluados, en el Corredor del Bosque Nuboso -
CBN-, tomando un papel preponderante en la polinizacion de C. pepo. Por otro lado, el
ensamble de especies de abejas visitantes florales de C. pepo en el Corredor del Bosque
Nuboso -CBN- es muy distinto entre localidades, con poco recambio de especies. Los
habitats naturales en el paisaje local -alrededor de los cultivos de C. pepo-, incrementan la
riqueza de especies de comunidad de abejas. Sin embargo, esta riqueza no se relaciona con
la produccion de C. pepo, en el CBN. La abundancia de P. bilineata no esta asociada a los
habitats naturales, mostrando ser una especie de abeja resiliente e importante para proveer
el servicio de polinizacién en el CBN. Por otro lado, la variacién genética y el flujo génico
de C. pepo no se correlaciona con la estructura del paisaje del CBN, sino més bien, con los

patrones de intercambio de semillas, asociados al manejo agricola tradicional.

Composicion de la comunidad de abejas visitantes florales de C. pepo y su eficiencia en la
polinizacion: La riqueza de especies de visitantes florales de C. pepo en el CBN es similar
a la reportada para Norte y Sudamérica, pero difiere en composicion de especies. La abeja
solitaria, oligoléctica de Cucurbitaceas, de género Peponapis, fue mas bien rara en el CBN;

sin embargo, es muy abundante en Norte y Suramérica (Meléndez-Ramirez et al., 2002;
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Krug et al., 2010; Adamson et al., 2012; Julier and Roulston, 2009; Zambrano et al., 2013).
B. ephippiatus, P. bilineata y A. mellifera son polinizadores eficientes de C. pepo, al luego
de los experimentos de exclusion de polinizadores, en el CBN. Sin embargo, se cree que P.
bilineata y A. mellifera podrian adquirir una mayor importancia como polinizadores debido
a su abundancia en el CBN (80% de la abundancia total). Se ha reportado que estas ultimas
dos especies de abejas sociales son polinizadores eficientes de calabaza y de otras especies
de plantas nativas (Sampson & Cane, 2000; Gross, 2001; Machado & Sazima, 2008; Neves
& Viana, 2011; Meléndez-Ramirez, et al. 2002). La enorme variaciéon en composicion de
especies de abejas entre localidades podria estar asociada a las diferencias en composicion
floristica, tamafio y estado de conservacion de la vegetacion que rodea los cultivos
experimentales (e.g., Klein et al., 2003; Kremen, 2004; Murray et al., 2012). Asi mismo, se
observo un escaso recambio de especies entre localidades (diversidad beta baja), muy
probablemente debido al sistema de montanas que caracteriza al CBN. Por esta razon los
esfuerzos de conservacion deberian ser dirigidos a preservar los sitios de alta diversidad
(diversidad alfa; Murray et al., 2012), asociados con baja alteracion del paisaje. El
mantenimiento de la riqueza y abundancia de abejas en el CBN es de suma importancia
dado su rol como polinizadores, tanto de plantas silvestres como cultivos productivos en la

region, como C. pepo.

Efecto de la estructura del paisaje local del CBN en la comunidad de abejas y el servicio

de polinizacion en C. pepo: En los cultivos experimentales, atin se conserva el 36.2% de los
habitats naturales y un 46.7% de agricultura; los pastizales y areas urbanas se encuentran en
menor proporcion. Por lo que el paisaje local de C. pepo cuenta con sitios heterogéneos que

favorecen la diversidad de abejas en el CBN. Se observo una fuerte respuesta de las abejas,
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que polinizan C. pepo, a una escala local del paisaje, en el CBN, por lo que los cambios a
esta escala podrian comprometer el servicio de polinizacidn en el sitio de estudio
(Benjamin et al., 2014). La polinizacion de Cuburbita pepo esta asociada principalmente a
P. bilineata y B. ephippiatus, que se correlaciona positivamente con en numero de semillas
y el nimero de frutos, respectivamente. Sin embargo, la presencia de P. bilineata en los
cultivos de C. pepo no es favorecida por los habitats naturales. Probablemente porque estos
ultimos proveen a P. bilineata de recursos para alimentacion y anidacion, afectando su
abundancia como visitante floral de C. pepo. P. bilineata es uno de los meliponinos que no
necesitan el bosque para anidar y presenta poblaciones con flujo génico constante
(Landaverde-Gonzalez et al., 2017), lo que la hace una especie resiliente ¢ importante para
proveer el servicio de polinizacion en el CBN. Por otro lado, B. ephippiatus es un
polinizador eficiente, necesitando de 4-8 visitas para lograr un 6ptimo en el set de frutos
(Apis melifera necesita al menos 12 visitas; Isac et al., 2016). Ademas, esta especie tiene
amplios rangos de distribucion debido a su tamafio (Greenleaf et al., 2007); y estd muy bien
adaptado a climas templados. Por las razones anteriores, se cree que no existe ningun efecto
de la lejania a las masas boscosas en la abundancia de B. ephippiatus. Por ultimo, la riqueza
se correlaciona negativamente con la produccion de semillas de C. pepo, probablemente por
el fendomeno de homogenizacion, con predominancia de las abejas generalistas (Tscharntke
et al., 2005). Kleijn et al. (2005) observo que la abundancia de especies dominantes son las
responsables de la produccion de frutos en varios cultivos, apoyando nuestros resultados.
Una disminucién de la proporcion de bosque y la lejania al mismo, parecen favorecer la
riqueza de especies de abejas en el CBN. Sin embargo, los hébitat naturales y heterogéneos
les favorecen, probablemente porque les brindan diversos sitios de anidamiento; y un
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suplemento continuo y diverso de plantas alimenticias a lo largo del afio (Dramstad & Fry,
1995), asegurando la permanencia de una comunidad con gran diversidad de abejas,
caracterizada por distintos habitos alimenticios, tamafios y sociabilidad. Aunque la riqueza
de especies no tiene ninguna importancia en la produccion de C. pepo en el CBN,
indudablemente son polinizadores eficientes de otras especies de plantas silvestres y
cultivadas en el CBN. Es importante recalcar que A. mellifera no tiene ningtin efecto en la
produccion de C. pepo. Esto ha sido reportado anteriormente por Garibaldi et al. (2013),
quienes reportan que los insectos silvestres polinizan los cultivos de forma mas efectiva que

A. mellifera.

Efecto de la estructura del paisaje y el manejo tradicional en la genética poblacional de C.
pepo en el CBN: C. pepo presento altos niveles de variacion genética en el CBN. Esta
especie ha presentado una alta diversidad morfoldgica y genética en la américas (Paris H.S
et al., 2003; Gong et al., 2013); lo cual se explica porque es una especie monoica, de
polinizacion cruzada y con flujo génico mediado por abejas (Mujaju et al., 2010; Enriquez
et al., 2015). Cuatro poblaciones presentaron endogamia, lo cual podria estar relacionado
con deficiencia de polinizadores, aislamiento y poco intercambio de semillas entre las
localidades del CBN. La diferenciacion genética de las poblaciones de C. pepo es moderada
(Fst=0.16), impulsado principalmente por DU-T, OR-T y JU-T, que conforman tres
grupos genéticos diferenciados entre ellos. Pero principalmente por DU-T, altamente
diferenciada del resto de poblaciones de C. pepo. También se pudo observar que solo el
DU-T mostro la existencia de un posible cuello de botella reciente, sugiriendo asi, que el
DU-T tiene un riesgo de extincion por aislamiento, deriva génica y depresion por

endogamia. El resto de poblaciones de C. pepo conforman un solo grupo genético, con alto
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flujo génico, gracias al intercambio comercial entre estas localidades. Por otro lado, las
variedades tradicionales -TL- se encuentran mezcladas genéticamente con la variedad

comercial -CV-, con excepcion del DU-T. Esto se debe, probablemente, a que la CV se
origind de una TL de manera reciente (40 afios) (Azurdia, 2014) debido a exigencias de

mercado.

Por otro lado, no se encontr6 ninguna relacion de la composicion de la estructura del
paisaje del CBN en la variacion genética de C. pepo; pero si con las préacticas agricolas
tradicionales de los pobladores de esa region. Donde, las TL son mayormente asociadas con
los agricultores Maya Q’eqchi, que alin mantienen sus practicas de cultivo tradicional en el
CBN. Esta agricultura tradicional ha sido asociada a la alta diversidad en cultivos,
principalmente en su centro de origen (Casas et al., 2007; Galluzzi & Lépez, 2014). La
cantidad de semillas que intercambian los agricultores esta asociado a una alta variacion
genética de C. pepo. Esto ultimo se explica debido a la incorporacion de genes de otras
localidades del CBN, incluyendo los de las CV, que son muy diversas genéticamente. Este
fenémeno también ha sido reportado para el Valle de Oaxaca, México (Pressoir &
Berthaud, 2004). Asi mismo, la proporcion de semillas intercambiadas por los agricultores,
de forma local, esté relacionado negativamente, aunque en menor grado, con la variacion
genética de C. pepo. El intercambio de semillas locales es una practica comun en
Guatemala, la cual ha sido reportada en Maiz (Van Etten & de Bruin, 2007; Johannessen et
al., 1970; Johannessen, 1982). Este flujo génico bajo y restringido, sumado a la practica de
sembrar pocos individuos para el siguiente ciclo de cosecha, conlleva serias implicaciones
para el mantenimiento de la diversidad genética de C. pepo en el CBN (Gonzélez-Jara et

al., 2011). Por lo anterior, se considera que el abandono de la practica de seleccion se
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semillas y de la conservacion tradicional realizada por los agricultores en el CBN, como se
observo en este estudio, anticipa no solo la pérdida de diversidad genética de las variedades
tradicionales de C. pepo, sino del acervo genético de C. pepo en su conjunto. Nuestros
resultados sugieren que el manejo agricola tradicional en las poblaciones de DU-T, OR-T' y
JU-T pueden diferir notablemente del resto de poblaciones en el CBN. Por lo tanto, es
urgente una especial atencion en el rescate de la poblacion de DU-T, altamente diferenciada

y con cuello de botella.

Los resultados del presente estudio resaltan la importancia de preservar la diversidad de
especies de abejas en el corredor del bosque nuboso -CBN-, en Baja Verapaz Guatemala,
dado su rol como polinizadores de muchas plantas silvestres. No menos importante, es su
rol sobre la produccion en plantas cultivadas, como el caso de C. pepo. Esta planta es una
fuente de ingresos para los agricultores de esta region y esta fuertemente arraigada a su
cultura. También se resalta la importancia de preservar los habitats naturales heterogéneos,
en los alrededores de los cultivos en los sistemas agricolas en el CBN, para preservar la
riqueza de especies. También es importante resaltar la importancia de P. bilineata como un
polinizador clave para salvaguardar la produccion de C. pepo; y en todo el ecosistema del
CBN, por su resiliencia a la pérdida de los hébitats naturales. Por tltimo, nuestros
resultados resaltan la importancia del manejo agricola tradicional de los pobladores del
CBN en la genética poblacional de C. pepo; més que el efecto que pueda tener la estructura
del paisaje. Se destaca también, la presencia de variedades tradicionales de C. pepo en el
CBN, producto de la accion combinada de la seleccion artificial por los agricultores en
sistemas tradicionales y la seleccion natural debida a las condiciones ambientales locales.

Sin embargo, estas variedades afrontan una amenaza debido a la disminucién de las
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précticas agricolas tradicionales en el CBN. Se espera que la informacion generada
contribuya a crear estrategias para la conservacion del servicio de polinizacion en el bosque
de niebla, en areas moderadamente fragmentadas como el CBN; y que también beneficien a
sus sistemas agricolas asociados. Asi mismo, se espera que los datos generados, sean de
utilidad para el establecimiento de programas de conservacion para la coleccion,
investigacion y caracterizacion de la diversidad de cultivos nativos y las practicas
tradicionales asociadas. Asi como, contribuir a la preservacion de las variedades
tradicionales de C. pepo y las practicas tradicionales asociadas, por medio de la promocion
de mercados que promuevan la biodiversidad agricola (la agricultura organica, eco-

amigable, saludable y ligada al comercio justo).

Conclusiones generales
27 especies conforman la comunidad de abejas visitantes florales de C. pepo, en el CBN. El

ensamble de especies es muy variable entre las localidades, con una baja diversidad beta,
por lo que los esfuerzos de conservacion se deben enfocar en los sitios de mayor diversidad,

que generalmente estan asociados a sitios con mayor cantidad de habitat naturales.

Las abejas nativas Partamona bilineata y Bombus ephippiatus son importantes para la
produccion de frutos y semillas de C. pepo en el CBN. Sin embargo, P. bilineata no es
favorecida por los habitats naturales, lo que la hace una especie resiliente e importante para
proveer el servicio de polinizacioén en el CBN, ante la pérdida acelerada de los habitats

naturales.

Los hébitats naturales heterogéneos a nivel local, favorecen la riqueza de especies de

comunidad de abejas visitantes florales de C. pepo. A pesar que esta riqueza de especies de
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abejas no se asocia con la polinizacion de C. pepo, son importantes para la polinizacion de

otras plantas silvestres del CBN.

La variacion genética y el flujo génico de C. pepo no esté relacionada con la estructura del
paisaje del CBN, mas bien, esta relacionada con los patrones de intercambio de semillas,

asociados al manejo agricola tradicional.

A pesar que C. pepo presenta una moderada variacion genética, cuatro de sus poblaciones
se encuentran estructuradas y con endogamia; y el resto de poblaciones se encuentran
mezcladas con las variedades comerciales, lo cual podria afectar su diversidad genética en

un futuro.

Recomendaciones generales
Futuros estudios, deben enfocarse en investigar la composicion de especies, redes de

interaccion de abejas nativas y la dependencia de la polinizacion, en otras especies de
plantas cultivadas y silvestres en el CBN. De esta manera, se podra entender la dindmica de
la polinizacion y la resiliencia de este servicio ecosistémico a la alteracion del paisaje. Asi
mismo, se debe investigar el efecto de la estructura del paisaje a una mayor escala en el
CBN, lo que nos permitira conocer la respuesta de los polinizadores de mayor tamafio al
paisaje, los cuales favorecen el flujo génico de las poblaciones de plantas a lo largo del
paisaje. Por Ultimo, evaluar otros sistemas agricolas tradicionales altamente dependientes
de la polinizacion, incluyendo los aspectos relacionados con el manejo agricola tradicional
para conocer las fuerzas naturales y antropogénica que modelan su diversidad genética a lo

largo del paisaje. Por ultimo, evaluar el efecto de la estructura del paisaje en la diversidad
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genética y flujo génico de algunos polinizadores importantes en el CBN y su efecto como

agentes polinizadores.
Referencias

ADAMSON, N.L., T.H. ROULSTON, R.D. FELL and D.E. MULLINS. 2012. From April
to August—Wild bees pollinating crops through the growing season in Virginia,

USA. Environmental Entomology 41(4):813—-821.

AZURDIA, C. 2014. Cultivos Nativos de Guatemala y Bioseguridad del Uso de
Organismos Vivos Modificados. Cucurbitas (Cucurbitas spp.). C. Azurdia [ed.].

Consejo Nacional de Areas Protegidas, Guatemala.

BROSI, B.J., G.C. DAILY, P.R. EHRLICH, S.E., and N. MAR. 2010. Bee Community
Shifts with Landscape Context in a Tropical Countryside. Ecological Society of

America 17: 418-430.

CANE, J.H., and J.A. PAYNE. 1993. Regional, annual, and seasonal variation in pollinator
guilds: intrinsic traits of bees (Hymenoptera: Apoidea) underlie their patterns of
abundance at Vaccinium ashei (Ericaceae). Annals of the Entomological Society of

America 86 (5): 577-588.

CASAS, A., A. OTERO-ARNAIZ, E. PEREZ-NEGRON, and A. VALIENTE-BANUET.
2007. In situ management and domestication of plants in Mesoamerica. Annals of

Botany 100: 1101-1115.

164



DRAMSTAD, W., and G. FRY. 1995. Foraging activity of bumblebees (Bombus) in
relation to flower resources on arable land. Agriculture, Ecosystems and

Environment 53: 123-135.

ENRIQUEZ, E., R. AYALA, V.H. GONZALEZ, and J. NUNEZ-FARFAN. 2015. Alpha
and beta diversity of bees and their pollination role on Cucurbita pepo L.

(Cucurbitaceae) in the Guatemalan cloud forest. Pan-Pacific Entomologist 91: 211—

222.

VAN ETTEN, J., and S. DE BRUIN. 2007. Regional and local maize seed exchange and
replacement in the western highlands of Guatemala. Plant Genetic Resources 5: 57—

70. Available at: http://dx.doi.org/10.1017/S147926210767230X.

GALLUZZI, G., and I. LOPEZ. 2014. Conservation and use of genetic resources of
underutilized crops in the Americas-A continental analysis. Sustainability

(Switzerland) 6: 980-1017.

GARIBALDI, L.A., I. STEFFAN-DEWENTER, R. WINFREE, M.A. AIZEN, R.
BOMMARCO, S.A. CUNNINGHAM, C. KREMEN, ET AL. 2013. Wild
Pollinators Enhance Fruit Set of Crops Regardless of Honey Bee Abundance.
Science 339: 1608—1611. Available at:

http://science.sciencemag.org/content/sci/339/6127/1608.f

GONG, L., H.S. PARIS, G. STIFT, and T. LELLEY. 2013. Genetic relationships and
evolution in Cucurbita as viewed with simple sequence repeat polymorphisms: the

centrality of C. okeechobeensis. Genetic Resources and Crop Evolution 60: 1531—

1546.
165



GONZALEZ-JARA, P., A. MORENO-LETELIER, A. FRAILE, D. PINERO, and F.
GARCIA-ARENAL. 2011. Impact of human management on the genetic variation

of wild pepper, Capsicum annuum var. glabriusculum. PLoS ONE 6(12): e28715.

GREENLEAF, S.S., N.\M. WILLIAMS, R. WINFREE, and C. KREMEN. 2007. Bee

foraging ranges and their relationship to body size. Oecologia 153: 589-596.

GROSS, C.L. 2001.The effect of introduced honeybees on native bee visitation and fruit-set

in Dillwynia juniperina (Fabaceae) in a fragmented ecosystem. Biological

Conservation 102(1): 89-95.

ISAC, S.A., M. BRENO, S. FERNANDO, and WALTERS. 2016. Pollination in Cucurbit
Crops. In P. Mohammad [ed.]. Handbook of Cucurbits, growth, cultural practices,
and physiology, 181-200. CRC press. Available at:

http://www.crcnetbase.com/doi/10.1201/b19233-16.

JOHANNESSEN, C.L. 1982. Domestication process of maize continues in Guatemala.

Economic Botany 36: 84-99.

JOHANNESSEN, C.L., M.R. WILSON, and W.A. DAVENPORT. 1970. The

Domestication of Maize: Process or Event? Geographical Review 60: 393—413.

JULIER, H.E., and T.H. ROULSTON. 2009. Wild bee abundance and pollination service
in cultivated pumpkins: Farm management, nesting behavior and landscape effects.
Journal of Economic Entomology 102: 563—573. Available at:

http://www.scopus.com/inward/record.url?eid=2-s2.0-

65349103619&partnerID=40&md5=5b72d6409c6fb9591a632c2daba6254.

166


http://www.scopus.com/inward/record.url?eid=2-s2.0-65349103619&partnerID=40&md5=5b72d6409c6fb9591a632c2daba625f4
http://www.scopus.com/inward/record.url?eid=2-s2.0-65349103619&partnerID=40&md5=5b72d6409c6fb9591a632c2daba625f4

KLEIN, A.M., I. STEFFAN-DEWENTER, and T. TSCHARNTKE. 2003. Pollination of
Coffea canephora in relation to local and regional agroforestry management.

Journal of Applied Ecology 40(5):837-845.

KLEIN, D., WINFREE, R., BARTOMEUS, 1., CARVALHEIRO, L., HENRY, M.,
ISAACS, R., KLEIN, AM., KREMEN, C., ET AL. 2015. Delivery of crop
pollination services is an insufficient argument for wild pollinator conservation.

Nature Communications 6:8

KREMEN C., N.M. WILLIAMS, R.L. BUGG, J.P. FAY, and R.W. THORP. 2004. The
area requirements of an ecosystem service: crop pollination by native bee

communities in California. Ecology Letters 7(11):1109-1119.

KRUG, C., I. ALVES-DOS-SANTOS, and J. CANE. 2010. Visiting bees of Cucurbita
flowers (Cucurbitaceae) with emphasis on the presence of Peponapis fervens Smith
(Eucerini-Apidae) — Santa Catarina, southern Brazil. Oecologia Australis

14(1):128-139.

LANDAVERDE-GONZALEZ, P., E. ENRIQUEZ, M.A. ARIZA, T. MURRAY, R.J.
PAXTON, and M. HUSEMANN. 2017. Fragmentation in the clouds? The
population genetics of the native bee Partamona bilineata (Hymenoptera: Apidae:

Meliponini) in the cloud forests of Guatemala. Conservation Genetics DOI

10.1007/s10592-017-0950-x

MACHADO, I.C.S. and M. SAZIMA. 2008. Pollination and breeding system of Melochia
tomentosa L. (Malvales), a keystone floral resource in the Caatinga: the role of Apis

mellifera and autochthonous pollinators in fruit set. Flora 203(6):484-490.
167



MELENDEZ-RAMIREZ, V., S. MAGANA-RUEDA, V. PARRA-TABLA, R. AYALA,
and G. NAVARRO. 2002. Diversity of native bee visitors of cucurbit crops

(cucurbitaceae) in Yucatan, México. Journal of Insect Conservation 6: 135—147.

MUJAJU, C.,J. SEHIC, G. WERLEMARK, L. GARKAVA-GUSTAVSSON, M. FATIH,
and H. NYBOM. 2010. Genetic diversity in watermelon (Citrullus lanatus)
landraces from Zimbabwe revealed by RAPD and SSR markers. Hereditas 147:

142-153.

MURRAY, T.E., U. FITZPATRICK, A. BYRNE, R. FEALY, M.J.F. BROWN and R.J.
PAXTON. 2012. Local-scale factors structure wild bee communities in protected

areas. Journal of Applied Ecology 49(5):998—-1008.

NEVES, E.L. and B.F. VIANA. 2011. Pollination efficiency of Apis mellifera Linnaeus,
1758 (Hymenoptera, Apidae) on the monoecious plants Jatropha mollissima (Pohl)
Baill. and Jatropha mutabilis (Pohl) Baill. (Euphorbiaceae) in a semi-arid Caatinga

area, northeastern Brazil. Brazilian Journal of Biology 71(1):107-113.

PARIS H.S, YONASH N., PORTNOY V., MOZES-DAUBE N., TZURI G., and KATZIR.
2003. Assessment of genetic relationships in Cucurbita pepo (Cucurbitaceae) using

DNA markers. Theoretical and Applied Genetics 971-978.

PRESSOIR, G., J. BERTHUD. 2004. Patterns of population structure in maize landraces

from the Central Valleys of Oaxaca in Mexico. Heredity 92: 88-94.

168



SAMPSON, B.J., and J.H. CANE. 2000. Pollination efficiency of three bee (Hymenoptera:
Apoidea) species visiting rabbiteye blueberry. Journal of Economic Entomology

93(6):1726-1731.

TSCHARNTKE, T., A.M. KLEIN, A. KRUESS, I. STEFFAN-DEWENTER, and T.
CARSTEN. 2005. Landscape perspectives on agricultural intensification and

biodiversity — ecosystem service management. Ecology Letters 8: 857-874.

VAN ETTEN J., S. DE BRUIN. 2007. Regional and local maize seed exchange and
replacement in the western highlands of Guatemala. Plant Genetics and Resources

5:57-70. doi: doi:10.1017/S147926210767230X

WESTPHAL, C., I. STEFFAN-DEWENTER, and T. TSCHARNTKE. 2003. Mass
flowering crops enhance pollinator densities at a landscape scale. Ecology Letters 6:

961-965.

WINFREE, R., R. AGUILAR, D.P. VAZQUEZ, G. LEBUHN, and M. A. AIZEN. 2009. A
meta-analysis of bees’ responses to anthropogenic disturbance. Ecology 90: 2068—

2076.

WINFREE, R., T. GRISWOLD, and C. KREMEN. 2007. Effect of human disturbance on

bee communities in a forested ecosystem. Conservation Biology 21: 213-223.

ZAMBRANO, G., V.H. Gonzalez, I. Hinojosa-Diaz, and M.S. Engel. 2013. Bees visiting
squash (Cucurbita moschata Duchesne ex Poiret) in southwestern Colombia (Hymenoptera:

Apoidea). Journal of Melittology 18:1-5.

169



	Portada 
	Indice
	Resumen  
	Introducción  
	Capítulo I. Alpha and Beta Diversity of Bee Species and Their Pollination Role on Cucurbita Pepo L. (Cucurbitaceae) in the Guatemalan Cloud Forest  
	Capítulo II. Efecto de la Estructura del Paisaje y la Calidad del Suelo en la Comunidad de Abejas y el Servicio de Polinización de Cucurbita Pepo en un Bosque de Niebla Moderadamente Fragmentado en el Centro de Guatemala  
	Capítulo III. Population Genetics of Traditional Landrace of Cucurbita Pepo in the Cloud Forest in Baja Verapaz, Guatemala  
	Discusión General  
	Conclusiones Generales  
	Recomendaciones Generales 
	Referencias

