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INTRODUCCION

Los métodos de distancia (o disimilitud) se basan en relacionar observaciones
con base en sus diferencias, y usan estas distancias entre los objetos o
individuos (y no las variables originales) como base para analisis estadisticos.
Estos métodos se han convertido en una herramienta importante para el
analisis de datos en diferentes campos de investigacion en ciencias sociales y
exactas, pues son adecuados para trabajar con multiples variables, ya sean
cuantitativas y/o cualitativas, para construir contrastes de hipétesis, estudiar
propiedades de estimadores y realizar representaciones geométricas de los
datos (Cuadras, 1989).

Existen varios métodos e indices para caracterizar distancias, cada uno con
propiedades Unicas, y la eleccion de los mismos esta principalmente
determinada por el tipo de datos a representar (Demey et al., 2011). Aunado a
esto, existe una amplia gama de métodos que utilizan de distancias, entre los
cuales se encuentran: escalamientos multidimensionales, analisis de
conglomerados, andlisis candnico de poblaciones (MANOVA), y analisis de
similitudes (ANOSIM), entre otros.

En este trabajo haré: (i) una breve resefia de conceptos y métodos relevantes
para el estudio de caso a presentar, (i) una breve revision de los métodos de
distancia utilizados en el estudio de comunidades en biologia, y (iii) mostraré la
utiidad de algunos métodos de distancia para analizar datos en biologia
utilizando un enfoque de comunidades para analizar datos que ya existen sobre
preferencia de abejas de las orquideas hacia ciertos atrayentes quimicos en la
Reserva de los Tuxtlas, Veracruz, México.



I. TEMAS SELECTOS EN ANALISIS DE DISTANCIA:
CONCEPTOS Y METODOS

Distancia, Similitud y Disimilitud

La palabra distancia puede hacer referencia tanto a una métrica como a una
semi-métrica. El concepto de métrica se generd para describir a aquello que
pertenece o que guarda relacion con el metro, que cumple con los siguientes
axiomas (Manuel, 2011):

l.dyj=0 VijeX No son negativas

2.dgjy=dp Propiedad simétrica

3.dgpn=0 La distancia entre un mismo punto es
cero

4. dgry =dgj +die Propiedad de la desigualdad triangular,

es decir, la longitud de un lado de un
triangulo es menor que la suma de las
longitudes de los otros dos lados

S.dijyy=0 sii=]j La distancia es cero; sii es igual a j

La distancia sera mayor mientras menor sea el valor del parecido entre los
objetos o individuos y viceversa (Demey et al., 2011).

Cuando dg;; =0, no implica i=j; o dicho de otra forma, no se cumple la
propiedad cinco, se estara haciendo referencia a una semi-métrica.

Si, ademas, no se cumple la propiedad de la desigualdad triangular (propiedad
cuatro), se tratara de una disimilitud o casi-métrica. En el caso de las
disimilitudes, cuanto mayor sea el valor de una disimilitud, méas diferentes son
los objetos. Por el contrario, en las similitudes mientras mas grande sea el
valor, mayor es la similitud y se encuentran en el intervalo abierto cero a uno
(0,1) al igual que las disimilitudes (Demey et al., 2011).

Propiedades de las similitudes

-OSSijSSiizl
-Sii=S;ji



Distancias para datos binarios

Cuando una matriz de datos X se obtiene a partir de la observacion de p
atributos o caracteres cualitativos, éstos toman el valor O si la caracteristica
esta ausente y el valor 1 si esta presente. El grado de asociacion (sj) entre
cualquier par de individuos i y j, puede ser calculado a partir de las frecuencias,
siendo:

a = numero de variables con respuesta 1 en ambos individuos

b = nimero de variables con respuesta 0 en el individuo i y con respuesta 1 en
el individuo |

¢ = numero de variables con respuesta 1 en el individuo i y con respuesta 0 en
el individuo j

d = nimero de variables con respuesta 0 en ambos individuos

Es posible representar la relacion entre los individuos con una matriz de
similitudes S= (sj)nxn, para lo cual es necesario seleccionar una medida de
similitud. Se han propuesto diversas medidas de similitud (Demey et al., 2011);
entre las mas famosas se encuentran Jaccard, Rusell y Rao; y Sgrensen y
Sokal.

Distancias para datos categéricos

Cuando la matriz X es de variables categéricas nominales, el grado de
asociacion entre un par de individuos puede calcularse codificando, para cada
variable, multiestados excluyentes 0,7,2...k, y posteriormente medirse a través
de la expansion del emparejamiento simple (Gower, 1985).

numero de caracteres en que coinciden

Cij =

total de caracteres

Las variables ordinales pueden considerarse como variables cuantitativas, y
dependiendo de si son equidistantes 0 no, es posible utilizar una asignacién
numerica que represente la relacion entre las categorias (Demey et al., 2011).



indice Bray-Curtis

El indice Bray-Curtis es utilizado para cuantificar la diferencia de composicion
entre dos sitios, segun los recuentos en cada sitio (Bray & Curtis, 1957; Herrera
Moreno, 2000). En biologia, es uno de los indices més utilizados, y
basicamente es la diferencia total en la abundancia de especies entre dos
sitios, dividido para la abundancia total en cada sitio; y es utilizado
frecuentemente para hacer estudios de estructura de comunidades.

Una de sus ventajas es que puede expresarse como similitud y disimilitud
(Herrera Moreno, 2000). A continuacion se muestra como se utiliza en ambos
casos:

-Similitud entre la muestra j y la muestra k:

n "
o 2 =y min(Xyj, Xy)
jk — n ) .
i:l(Xl] + Xlk)

donde X;; es el numero de individuos de la especie i en la muestra j; X;;, es el namero
de individuos de la especie i en la muestra k; y n es el total de especies.

-Disimilitud entre la muestra j y la muestra k:

?=1|Xij - xikl

?:1(xij - xik)

Djk =

donde X;; es el nimero de individuos de la especie i en la muestra j; X;, es el nimero
de individuos de la especie i en la muestra k; y n es el total de especies.

El indice de Bray-Curtis se encuentra acotado entre 0 y 1; en el caso de que la
similitud tome el valor de 1 significa que los dos sitios tienen la misma
composicién, es decir, comparten las mismas especies. Por el contrario, Si
toma el valor de 0 significa que los dos sitios no comparten ninguna especie.
Para la disimilitud s6lo cambia el sentido de los limites, es decir, 1 es que no
comparten especies, mientras que 0 es que tienen las mismas especies
(Bloom, 1981; Bray & Curtis, 1957). La disimilitud puede convertirse en una
similitud usando la formula: 1 — Dj;

Bray-Curtis ignora casos en los que una especie esta ausente en ambas
comunidades, esta influenciado por las especies abundantes, y las especies
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raras tienen poca influencia sobre el coeficiente, es decir, trata a las especies
comunes y raras con pesos relativamente similares (Espinosa, 2016). Sin
embargo, es una opcion menos sesgada que la distancia euclidiana, pues a
diferencia de ésta donde las diferencias son elevadas al cuadrado, Bray-Curtis
utiliza diferencias absolutas que son posteriormente divididas entre la
sumatoria de las sumas individuales (Espinosa, 2016).

Distancias para datos numéricos
La distancia euclidiana es la mas conocida y de mayor uso en la mayoria de los
analisis multivariados basados en distancias.

Sean Xxi = (Xi,...,Xip), Xp= (Xj1,...,.Xjp) las observaciones de dos objetos o
individuos. La distancia euclidiana d;;) esta definida como:

n
dijy = Z(xip — Xjp)*
Jp=i

Si bien, la distancia euclidiana es ampliamente utilizada, es importante tener
presente varios de sus inconvenientes: no esta acotada, es sensible a cambios
de escalas y asume que las variables son independientes, es decir, que no
estan correlacionadas (Cuadras, 2007; Demey et al., 2011).

Otro ejemplo de distancia para datos numéricos es la distancia de Manhattan o
city-block, la cual se calcula como la suma de las diferencias absolutas entre
unidades para cada variable. Esta medida es menos sensible a datos
aberrantes que la euclidiana o valores muy grandes o (Cain & Harrison, 1958;
Demey et al., 2011; Gower, 1971). Las distancias derivadas de la Manhattan
son la de Bray-Curtis (1957) y la de Canberra (Demey et al., 2011; Lance &
Williams, 1966).

Sean Xxi = (Xi1,...,Xip), Xp= (X1,...,Xjp) las observaciones de dos objetos o
individuos. La distancia de Manhattan se representa como:

n
de,j) = Z|xip — Xjp
p=1



Distancias para datos mixtos

Para un conjunto de individuos u objetos donde se tiene registradas tanto
variables numéricas como categoricas, se dice que se tienen datos mixtos.
Entonces, la distancia entre individuos puede ser medida a través del indice de
Gower (1971).

p1 |Xin—xjn|
(1222 M yata
Th (120

p1+(p2—d)+ps

Sij =

donde:
p1: €s el nimero de variables cuantitativas continuas
p.: €s el numero de variables binarias
ps3: es el numero de variables cualitativas
a: es el numero de coincidencias (1, 1) en las variables binarias
d: es el nimero de coincidencias (0, 0) en las variables binarias
a: es el numero de coincidencias en las variables cualitativas

Gy: es el rango de la h-ésima variable cuantitativa



Analisis multivariados que utilizan matrices de distancia

Escalamiento Multidimensional

Es un método de ordenamiento espacial que permite visualizar de manera
grafica un conjunto de datos a partir de una matriz de distancias o similitudes
entre los individuos u objetos (Guerrero & Ramirez, 2012). El escalamiento
multidimensional se divide en: métrico y no métrico.

Escalamiento Multidimensional Métrico (MDS)

El escalamiento multidimensional métrico, también conocido como anélisis de
coordenadas principales, se basa en el supuesto de que la relacion entre las
proximidades y las distancias son de tipo lineal (Guerrero & Ramirez, 2012).
Las matrices de disimilitud no tienen una representacion euclidiana exacta, lo
cual hace necesario obtener una representacion aproximada de dimensién mas
reducida (Baillo & Grané, 2008). El procedimiento consiste en transformar la
matriz de proximidades en una matriz de distancias, de tal forma que se
cumplan los tres axiomas de la distancia euclidiana (no negatividad, propiedad
simétrica y propiedad de la desigualdad triangular).

Sea D una matriz de distancias euclidianas, tal que para cada distancia, se
cumple que di= dj= d; 2d;. Existen n puntos (matriz X) x;...xn € R del espacio
euclidiano, que verifica que las distancias entre los x; son iguales a los
elementos correspondientes de la matriz D. El escalamiento multidimensional
métrico trata de encontrar la matriz X més adecuada a partir de la matriz de
distancias.

Para Baillo y Grané (2008), el algoritmo de obtencién de las coordenadas se
puede resumir en cuatro pasos:

1. Calcular la matriz de cuadrados de distancias D(®
n

(2) _ 2 _ '
D¥' = ) (e —x ) = (x; — %) (x; — %)
k=1
donde, la representacion euclidiana exacta en dimensién p = 0 es un conjunto
de n puntos xg, ..., X, del espacio euclidiano R,



2. Construir la matriz B que cumpla con el siguiente teorema:

Teorema. La matriz de distancias D tiene una representacion euclidiana de
dimension p <n - 1 si, y sOlo si, la matriz:

1
B = —EHD(Z)H

Es semidefinida positiva con p = rango(B). Donde D® denota la matriz de
cuadrados de distancias y H la matriz de centrado (H = —%1(1’); donde I es

la matriz identidad de dimensién n, 1 un vector de columna que sélo contiene al
namero 1y de dimension n).

3. Diagonalizar la matriz B. Como la matriz B es semidefinida positiva, se
puede descomponer de la siguiente manera: B = UAU' = XX'.

4. Obtener las coordenadas principales (X), a partir de la matriz B
X =UAY?

donde: A es la matriz diagonal que contiene los autovalores o eigenvectores
(A4 =43 =2...2 4, > Ap4y = A, = 0) de B; y U es una matriz nxp ortogonal
cuyas columnas son los autovectores de B.

Las n filas de la matriz X son las coordenadas de los individuos cuya
matriz de distancias es D. La variabilidad total de X para dos
dimensiones esta dada a partir de los autovalores de la matriz B por:

_Audy
27T op
=110

Los cuatro pasos para obtener las coordenadas pueden resumirse en la
siguiente figura:

Proximidades i i Productos
Distancias el Coordenadas

Figura 1. Resumen del procedimiento en el escalamiento multidimensional métrico.
Tomado de: (Guerrero & Ramirez, 2012).
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Para obtener la bondad de ajuste del MDS se tienen las siguientes medidas:

- Bondad de ajuste o Goodness of fit (GOF), se trata de reducir a m
dimensiones y dividir entre el total de las dimensiones n; para ser
aceptable debe tener al menos un valor de 0.8:

2iz1 i

GOF =
A,

11



Escalamiento Multidimensional No Métrico (NMDS)

El escalamiento multidimensional no métrico sélo presupone una relacion
mondtona creciente entre las proximidades y las distancias, pero no asume una
relacion lineal, entre ambas (Guerrero & Ramirez, 2012). Esto se debe a que el
NMDS sélo toma en cuenta la informacion referente al orden entre las
disimilitudes y no su magnitud (McCune & Grace, 2002; Pefia, 2002; Guerrero
& Ramirez, 2012).

El procedimiento para realizar un NMDS consiste en primero calcular unas
coordenadas iniciales, por ejemplo aplicando el escalado métrico a la matriz de
disimilitudes. Posteriormente, a partir de tales coordenadas iniciales, se calcula
una matriz de distancias con base en disparidades (dij) aplicando una
transformacion a las distancias. En un andlisis de NMDS es importante que la
transformacion que se aplica a las distancias mantenga la misma ordenacion
que las disimilitudes (Guerrero & Ramirez, 2012).

dij = f(dyj)

donde c?ij son las disparidades; d;; son las disimilitudes

Si las disparidades y disimilitudes mantuvieran el mismo orden, de menor a
mayor, las disparidades serian iguales a las distancias. Y en ese caso las
coordenadas iniciales obtenidas al principio serian la solucion.

Existen varias formas de obtener la medida de bondad de ajuste de la solucion
resultante (Guerrero & Ramirez, 2012). Una de ellas es el “Stress” (S), el cual

se calcula de la siguiente forma:

-Stress:

Yic(dij — dij)?
Yicjdi;

donde (iij son las disparidades; d;; son las disimilitudes

0<S5<1.
Si § < 0.01la solucién es muy buena
si 0.01 < S < 0.05 la solucion es buena
si 0.05 < S < 0.1 la solucién es aceptable

12



Otra medida de bondad de ajuste es “S-Stress” (SS):

Zi<j(‘2i2j _ dizj)4
Yicjdij

Donde c?ij son las disparidades; d;; son las disimilitudes.

SS =

0<Ss<1.
Valores cercanos a 0 indican un buen ajuste, y valores cercanos a 1 un mal ajuste.

También esta el RSQ, el cual es el coeficiente de correlacion al cuadrado entre
las distancias y las disparidades. Si RSQ = 0.6 el ajuste es aceptable.

Y finalmente esta el Diagrama de Sheppard, este consiste en hacer una gréafica
con los puntos (dij, d;;). La representacion es buena si se forma una curva
creciente, lo cual significa que la preordenacién se esta conservando.
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Analisis de Similitudes (ANOSIM)

Es un analisis no paramétrico que se utiliza para detectar diferencias en la
composicion de las comunidades entre dos o méas grupos. El ANOSIM se
emplea para evaluar la hipotesis nula: las similitudes dentro de sitios son
menores o iguales a las similitudes entre sitios.

Partiendo de la matriz de distancias, la prueba calcula el estadistico R, el cual
se basa en la diferencia de rangos medios entre los grupos (r;,) y dentro de los
grupos (r,,) (Clarke, 1993):

Tp—Tw

- 2nn-1)]

donde 1, es la media del rango entre grupos, es decir, de pares de muestras que se
originan en sitios diferentes, r, es la media dentro de los grupos, (es decir, entre
muestras dentro de cada uno de los sitios), y n es el nimero de muestras.

El valor de R esta acotado en el intervalo (-1,1), donde los niumeros positivos
sugieren mas similitud dentro de los sitios que entre sitios (es decir, que los
sitios son distintos); valores cercanos a cero indican que no hay diferencias
entre las similitudes dentro de los sitios, es decir, que los sitios son
indistinguibles; y los valores negativos sugieren una mayor similitud entre los
sitios que dentro de los sitios, lo cual puede aumentar la posibilidad de una
asignacion incorrecta de muestras a los sitios (Clarke, 1993).

La significancia de la prueba observada se realiza con permutaciones del
vector de agrupacion para obtener la distribucion empirica de R bajo el modelo
nulo, es decir, el estadistico R se compara con un conjunto de valores R' que
se logran mediante la combinacion aleatoria de los datos. El valor de p para el
estadistico R real consiste en el porcentaje de veces que el R real supero las
permutaciones derivadas de los valores R ' (Clarke, 1993).

A continuacién, se presenta un ejemplo de como funciona el andlisis de
similitudes:

Primero se obtiene la matriz de distancias

Muestra 1 | Muestra 1l | Muestra 2 | Muestra 2
Muestra 1 0
Muestra 1 0.21 0
Muestra 2 0.52 0.67 0
Muestra 2 0.33 0.25 0.46 0

14



Muestra 1 | Muestra 1 | Muestra 2 | Muestra 2
Muestra 1 0
Muestra 1 1 0
Muestra 2 5 6 0
Muestra 2 3 2 4 0

Posteriormente, se asignan rangos. La disimilitud con menor valor se le
asigna el 1; y asi sucesivamente.

Se calcula el rango medio de las disimilitudes, entre los grupos (r;) y dentro
de los grupos (r,)

B 1+4 5
T'b:T:EZZ.S

_ 5+464+3+2 16
rW=—=—=

4 4

Y finalmente se calcula el estadistico R
2.5—4 —1.5
R = =——=-05
[4(4 —1)]

e

Para la significancia de la prueba, se realiza una permutacion dentro de
los grupos y se recalcula el rango medio y se obtiene un estadistico R*

15



Analisis Permutacional Multivariado de Varianza (PERMANOVA)

Es una prueba estadistica multivariada no paramétrica, utilizada comianmente
en estudios ecolégicos (Anderson, 2001). Consiste en comparar grupos de
objetos poniendo a prueba la hipétesis nula de que los centroides y la
dispersion de los grupos, segun lo definido por el espacio de medida, son
equivalentes para todos los grupos (Anderson, 2001).

Los pasos para la realizacion de un PERMANOVA se pueden resumir segun
Vicente (2018) en:

- Célculo de la matriz de distancias.

- Calculo de la pseudo-F, a partir de la suma de cuadrados medios de las
distancias entre y dentro de los grupos.

- Permutaciones de los individuos para aproximar la distribucion del
estadistico bajo la hipotesis nula.

- Célculo del valor de p

En el caso del PERMANOVA de una via (Anderson, 2001; Vicente, 2018),
utilizado en el presente trabajo (ver Capitulo IllI), se comienza con una matriz

de distancias d;; a partir de la cual se obtiene la matriz de distancias al
cuadrado dizj y se determina la suma total de cuadrados:

n-1 n
=30 3. &
T B n ] ] - ij
=1 j=1+1

donde n es el nimero total de objetos.

Posteriormente se determina la suma de cuadrados dentro de los grupos, se
calcula la suma de cuadrados de las distancias al centroide de cada uno y se
suman todas segun la siguiente expresion:

n-1 n
1 2
SSW = EZ Z dijEij
=1 j=i+1

donde ¢;; es 1 si la observacion i y la observacion j estan en el mismo grupo; de lo
contrario, toma el valor de cero.
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La suma de cuadrados entre grupos (SSa) se puede calcular como la diferencia
entre la suma de cuadrados total (SSt) y dentro de los grupos (SSw):

SSA — SST - SSW

Finalmente se calcula una pseudo-estadistica F:

_ S5a/p—1
B SSyw/n—np

donde p es el numero de grupos y n es el total de objetos.

El valor de significancia del analisis se calcula con base en permutaciones de
los datos. Para cada permutacion realizada se calcula un estadistico de F’y
luego se calcula p mediante:

B No.de F' > F
p= No.total de F'
O

B No.deF'>F +1
" No.totalde F' + 1

p

Debido a que el niumero de permutaciones posibles es impracticable, suele
seleccionarse aleatoriamente un conjunto grande de permutaciones (Vicente,
2018).
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Il. METODOS DE DISTANCIA PARA EL ESTUDIO DE
COMUNIDADES EN BIOLOGIA

La diversidad bioldgica o biodiversidad es la variabilidad entre los organismos
(United Nations Environment Programme, 1992). Esta contempla, ademas del
namero de especies existentes, diferentes escalas: desde la variacion genética
en individuos y poblaciones hasta la diversidad de ecosistemas y biomas (
United Nations Environment Programme, 1992; Moreno, 2001; Martinez-Meyer
et al., 2014).

La medicion de la diversidad ha sido un tema de debate por mucho tiempo.
Cualquier intento de medir la biodiversidad rapidamente se encuentra con el
problema de que es un concepto multidimensional (Purvis & Hector, 2000); ya
gue las comunidades no se encuentran aisladas y existen muchas variables
que la pueden explicar. Con el fin de poder facilitar el estudio de la
biodiversidad, Whittaker (1960) propuso tres niveles de biodiversidad: alfa,
beta y gamma. A continuacion, describiré estos tres niveles de biodiversidad,
pero cabe sefalar que cada una de ellos puede ser calculada de varias
maneras (McCune & Grace, 2002), y se relacionan entre si mediante las
siguientes propiedades:

-Alfa y beta, son medidas independientes
-Gamma debe estar determinado por alfa y beta

-Alfa nunca puede ser mayor qgue gamma

Diversidad alfa

Es la diversidad de especies promedio en una muestra individual (McCune &
Grace, 2002). Cabe mencionar que la escala espacial no esta vinculada a esta
definicion (Whittaker et al., 2001). Para calcular este tipo de diversidad
usualmente se ocupa la riqgueza de especies, el indice de Simpson o el indice
de Shannon (Moreno, 2001).

Riqueza de especies: es el nimero de especies presentes en la comunidad
local.

indice de Simpson: expresa la probabilidad de extraer de la comunidad dos
individuos al azar que sean de la misma especie.

indice de Shannon (H’): este indice se basa en la teoria de la informacion,

considera tanto la riqueza en especies como su abundancia. Es uno de los
indices mas utilizados para cuantificar la biodiversidad especifica (Pla, 2006).
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S
H' = —z pilog,p;
i=1

donde S es la rigueza de especies, y p; es la proporcion de individuos de la
especie i respecto al total de individuos (abundancia relativa).

Diversidad beta

Mide la cantidad de variacion composicional en una muestra; también se le
considera como el recambio (diferencia) de especies de una localidad a otra
(McCune & Grace, 2002; Sonco, 2013). Existen muchos conceptos y formas de
medir la diversidad beta, pero muchos de estos conceptos tienen similitudes
(Koleff, 2005). El tipo de analisis donde es utilizada la diversidad beta
generalmente es para evaluar aspectos como los cambios en la composicion
de especies en gradientes espaciales o ambientales; conocer el grado de
similitud entre muestras, e identificar los limites biogeograficos o patrones de
zonas de transicién y sus implicaciones para la conservacion de la planeacion
(Koleff, 2005).

Existen varios indices para documentar diversidad beta, pueden evaluarse con
base en coeficientes de similitud, de disimilitud, o de distancia entre las
muestras a partir de datos cualitativos (presencia-ausencia) 0 cuantitativos
(abundancia proporcional, densidad, cobertura) (Moreno, 2001). Las razones
para usar un indice en particular no son claras hasta ahora (Koleff, 2005),
aunque generalmente depende del tipo de datos que se tiene: cuantitativos o
cualitativos. Entre las mas famosas estan Jaccard, Rusell y Rao; y Sgrenseny
Sokal y Bray-Curtis.

Diversidad gamma

Es la diversidad total de las muestras, generalmente se ocupa a nivel “paisaje”
y se construye con base en la diversidad alfa y la diversidad beta (McCune &
Grace, 2002, Sonco, 2013). La diversidad gamma no puede ser usada en
forma tedrica debido a que nunca se sabe el nimero real de especies de un
paisaje, pero es auxiliar en la comparacion de grupos de especies dentro de un
area (McCune & Grace, 2002).
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Ordenaciones en biologia

La ordenacion es organizar elementos de la misma escala a lo largo de un eje
0 varios ejes, cada eje es una dimension. La ordenacién se utiliza de manera
muy frecuente en la biologia para descubrir y describir patrones, realizar
pruebas de hipotesis y reducir la complejidad de los datos; con el fin de
comprender, visualizar y facilitar la interpretacion de los resultados. En
ecologia, los métodos de ordenacion han sido importantes para seleccionar
factores importantes, revelar patrones y sugerir procesos (McCune & Grace,
2002). Autores como McCune y Grace (2002) han presentado métodos
dependiendo del problema ecolégico a resolver. Por ejemplo, cuando lo que se
busca es medir las distancias de dos muestras en un espacio multidimensional
ellos recomiendan el uso de la distancias de Sorensen/Bray-Curtis; para
pruebas de hipétesis univariadas (de una via) se recomienda un prueba de
procedimiento de permutacion de respuesta multiple (MRPP) y para
ordenaciones, escalamientos no métricos. Si bien estas soluciones fueron
propuestas a partir de observar que usualmente se ocupan modelos lineales no
apropiados para los datos que se tienen, es importante recordar que éstas no
son las Unicas soluciones. A continuacién se presentan, en una linea de
tiempo, algunos métodos de ordenacion y cuando fueron ocupados por primera
vez en ecologia (Fig. 2) y algunos ejemplos (Cuadro 1).

2000 —

1990 — —
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ARno de creacion

Primer uso en la ecologia

Figura 2. Linea del tiempo de algunos métodos de ordenacion ocupados en la
ecologia. Modificado de McCune y Grace, 2002.
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Cuadro 1. Ejemplos de métodos de ordenacion ocupados en la ecologia (Martinez
Wilches, 1995; McCune & Grace, 2002).

Tipo de estudio

Algunos ejemplos

analisis de comunidades

-diversidad de especies

-composicion de organismos

-factores ambientales que afectan a las especies
-estructura a través del tiempo

nicho-espacio

-recursos utilizados por las especies
-interacciones

-Optimos ambientales (limites y respuestas
-caracteristicas fisicoquimicas de los recursos
-hébitats

conducta

-actividades
-respuesta a estimulos

taxonomia y sistemética

-caracteres morfolégicos
-caracteres moleculares
-relaciones de parentesco

funcional

-ciclos de vida
-morfometria o comparaciones morfologicas
-funciones ecoldgicas

biologia molecular y genética

-determinar variabilidad
-estructura genética de individuos y poblaciones
-marcadores moleculares
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lll. ESTUDIO DE CASO: COMUNIDADES DE ABEJAS
(TRIBU EUGLOSSINI) ESTRUCTURADAS CON BASE
EN ATRAYENTES QUIMICOS EN LA RESERVA DE LOS
TUXTLAS, VERACRUZ, MEXICO

La Tribu Euglossini

Los euglosinos o abejas de las orquideas se caracterizan por tener una glossa
(lengua) alargada, una coloracién llamativa, y la presencia de una serie de
peines en el ala posterior (trasera) en lugar del I6bulo jugal (Michener, 2007).
En el mundo se han reportado 240 especies, divididas en cinco géneros (Fig. 3)
(Roubik & Hanson, 2004):

-Eufriesea. Son abejas relativamente grandes (1.3-2.6 cm), aunque mas
pequefias que las del género Eulaema. Se caracterizan por ser altamente
estacionales. Presentan colores metalicos en cabeza, mientras que el térax
suele ser bastante oscuro con tonalidades metélicas al frente.

-Euglossa. Abejas pequefias (0.9 a 1.9 cm) en relacion con los otros géneros,
de colores metalicos. Es el género con mayor riqueza de la Tribu.

-Eulaema. Abejas grandes (1.8 a 3.1 cm) de color negro con amarillo y/o
naranja; es el Unico género de euglosinos que no presenta una coloracién
metélica.

-Exaerete. Abejas grandes (2 a 2.5 cm) con colores metélicos en el cuerpo y
alas con tonalidades negras. Se caracterizan por ser cleptoparasitas de los
géneros Eufriesea y Eulaema, es decir, se comen o matan al huevo de los
hospederos y ponen su propio huevo en la celdilla de los hospederos.

-Aglae. Género monotipico que se encuentra en el Amazonas en Brasil (Roubik
2004). También es cleptoparasito. Es una abeja larga (25 mm) y delgada, de
coloracion azul grisacea.

Los euglosinos poseen alta capacidad de vuelo ya que pueden recorrer
distancias muy grandes, se ha observado que durante un viaje pueden volar 23
km, aunque sean encontrado abejas que recorren hasta 95 km (Pokorny et al.,
2015). Numerosas observaciones dan cuenta de que las abejas recorren largas
distancias sobre los humedales y que las especies de gran tamafio, como los
géneros Eulaema, Eufriesea y Exaerete, pueden volar distancias considerables
dentro de las areas forestales continuas y entre los fragmentos de bosque, asi
como a través de grandes cuerpos de agua (Janzen, 1971; Kroodsma, 1975).
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Figura 3. Especies de los géneros de la Tribu Euglossini. a) Eufriesea mexicana; b)
Exaerete smaragdina; c) Euglossa mixta; d) Eulaema polychroma (fotografia
de Francisco J. Martinez); e) Aglae caerulea (fotografia de Barbara
Strnadova, http://www.godofinsects.com)

Las hembras visitan principalmente las flores buscando polen como alimento
para sus crias; y tanto hembras como machos visitan las flores para obtener
néctar, que es su fuente de alimento (Ramirez et al, 2002; Roubik & Hanson,
2004). Las hembras de euglosinos son generalistas, es decir, visitan una
amplia gama de plantas buscando su recurso y tienden a visitar flores utilizadas
por abejas grandes y que también son visitadas por otros insectos. Las
principales familias de plantas visitadas por los euglosinos son: Apocynaceae,
Costaceae, Marantaceae, Bignoniaceae, Rubiaceae, Gesneriaceae,
Lecythidaceae y Polygalaceae, entre otras (Roubik & Hanson, 2004). Su papel
global como polinizadores de plantas neotropicales es importante, ya que
visitan mas de 60 familias de plantas (Rocha-Filho et al., 2012; oubik &
Hanson, 2004), de las cuales algunas son de importancia econdmica (Dressler,
1982).

Las esencias/atrayentes quimicos y las abejas de las orquideas

Los machos de euglosinos, ademas de recolectar néctar, recolectan
compuestos aromaticos o quimicos asociados a las flores, sin embargo, no
dependen de forma unica de las flores para la recoleccion del recurso
aromatico (Fig. 4), ya que también pueden obtenerlo de sustratos como
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hongos, madera en descompaosicion, raices expuestas y heces de mamiferos
(Ramirez et al., 2002; Roubik & Hanson, 2004).

Figura 4. Macho de Euglossa obrima recolectando compuestos aromaticos sobre una
orquidea.

Las flores de la mayoria de las orquideas que visitan los euglosinos no
producen néctar, pero, si compuestos aromaticos que son la Unica recompensa
para los euglosinos que las polinizan. Estos compuestos son producidos por los
osmaoforos, que son estructuras especializadas que se localizan en la superficie
de la flor (Bembé, 2004; Parra-H et al., 2016). Cabe mencionar que existen
otros grupos de orquideas que ofrecen néctar pero no fragancias, por lo que se
les excluye del sindrome de polinizacion euglosina (Roubik & Hanson, 2004).
Los machos euglosinos en conjunto, son responsables de polinizar entre 600 y
700 especies de orquideas neotropicales de las subtribus Catasetinae,
Dichaeinae, Stanhopeinae, Zygopetalinae y algunos géneros dentro de
Oncidiineae y Cyrtopodiinae ( Williams, 1982; Ramirez et al., 2002).

Para obtener el compuesto aromatico de las flores, los machos solubilizan los
compuestos aromaticos a través de una sustancia lipidica, producida por
glandulas en su cabeza, después, usan las patas delanteras para raspar la
superficie de la orquidea, donde estan los osmodforos. Posteriormente,
revolotean para llevar el compuesto a las tibias medias de las patas, y lo llevan
a guardar en una cavidad ensanchada con una hendidura localizada en la tibia
posterior (Eltz et al., 2005; Roubik & Hanson, 2004). Durante este proceso, la
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planta adhiere un polinario al cuerpo de la abeja macho y cuando éste llega a la
siguiente flor, las polinias se despegan y se adhieren al estigma.

Los compuestos aromaticos fueron descubiertos a principios de los 60°s
(Lopez, 1963; Roubik & Hanson, 2004). Para finales de los 60’s se habia
identificado que estos compuestos estan formados principalmente por
sesquiterpenos y derivados de los mismos (Dodson et al., 1969). Varios
autores han elaborado listas de estos compuestos, mismos que se han
utilizado como para atraer a las abejas. Roubik y Hanson (2004) hicieron una
compilacién de casi 50 compuestos aromaticos, sefialando las esencias mas
efectivas y las especies de euglosinos que se han encontrado usando los
diferentes compuestos como “anzuelos quimicos”. Al hacer mas sencilla la
colecta de ejemplares de euglosinos, este conocimiento ha facilitado varias
investigaciones; sin embargo, muy pocos trabajos han documentado de
manera cuantitativa el poder de atraccion de las esencias (McCravy et al,
2017).

Distribucién

Los euglosinos se distribuyen principalmente en la region neotropical del
continente americano, desde México hasta el norte de Argentina (Roubik &
Hanson, 2004); algunas especies han sido registrada en al norte de México y
sur de los Estados Unidos ( Minckley & Reyes, 1996; Skov & Wiley, 2005; Eltz
et al., 2011, Falcon-Brindis et al., 2018).

La distribucién de las especies de euglosinos estad determinada por diversos
factores, incluidos el clima y la vegetacion asi como sitios de anidamiento, la
disponibilidad de néctar y recurso aromatico y, en el caso de los
cleptoparasitos, la presencia de abejas hospederas (Rosenzweig, 1995; Wcislo
& Cane, 1996; Roubik & Hanson, 2004).

Varios autores han discutido sobre los patrones biogeograficos de las abejas
euglosinas (J.M.F. Camargo, 1996; Jodao M F Camargo & Pedro, 2003; Kimsey,
1992; Michener, 1979, 2007; Roubik & Hanson, 2004); sin embargo, el
conocimiento sobre su distribucion es aun limitado por la falta de estudios de
campo (Roubik & Hanson, 2004). Lo que sabemos sobre las comunidades de
euglosinos es que las comunidades mas ricas consisten de aproximadamente
50 especies y que una sola especie puede comprender cerca del 25% de las
abejas locales (Roubik & Hanson, 2004).
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Importancia de los euglosinos

Por su gran capacidad de vuelo, facilidad de recolecta y comportamiento social,
la tribu Euglossini se ha convertido en un grupo clave como bio-indicador de la
respuesta a cambios en el entorno. En numerosos trabajos, las comunidades
de euglosinos se han utilizado para estudiar la fragmentacion de sitios con
cierto grado de conservacion, observar el efecto de borde y cuantificar la
diversidad de sitios (Brito & Régo, 2001; Silva & Rebélo, 2002; Nemésio &
Silveira, 2004). Ademas, conocer las comunidades de euglosinos proporciona
informacion sobre sus tasas de visita a flores (especialmente orquideas), lo que
ayuda a inferir la fenologia de algunas las plantas.

Los euglosinos como bio-indicadores para el monitoreo de la Estacion de
Biologia Tropical Los Tuxtlas

La Estacion de Biologia Tropical “Los Tuxtlas” (Fig. 5) representa un remanente
de selva alta perennifolia en la region sur de México. La reserva fue creada con
el proposito preservar una de las zonas de mayor diversidad biologica del pais
y crear conocimiento cientifico de la misma (Lot- Helgueras, 1976; Ruiz Cedillo
& Durand, 2004). Desde la década de 1960 la reserva ha sufrido un proceso de
deterioro principalmente generado por las actividades agropecuarias y
agricolas de la region, que incluyen la tala inmoderada (Dirzo et al., 1992;
Durand & Lazos, 2004; Ruiz Cedillo & Durand, 2004). Aunado a esto existe un
gran desconocimiento y falta de educacion ambiental entre los campesinos,
que con la practica de la técnica de roza-tumba-quema y la aplicacién de
herbicidas, fungicidas, fertilizantes y plaguicidas en sus cultivos afectan
directamente los recursos naturales y generan erosion en el suelo (Leal, 2005).

La fragmentacion afecta a las poblaciones de seres vivos: la reduccion del
hébitat limita su tamafio poblacional, genera extinciones locales y afecta la
dispersion de la especies (Leal, 2005). Debido a que los euglosinos pueden
proporcionar informacion importante sobre la calidad del ambiente, conocer las
comunidades de abejas y darles seguimiento en el tiempo puede proporcionar
informacion relevante sobre cambios en la vegetacion de un area. Esta
informacion podria también ser utilizada para realizar inferencias teéricas sobre
si la fragmentacion en un area (por ejemplo, la Reserva de Los Tuxtlas) esta
afectando a la comunidad regional de euglosinos, el grado de la afectacion, y
buscar posibles soluciones o medidas que ayuden a mitigar tales efectos
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Figura 5. Frente de la stacic'm de Biologa Tropical “Los Tuxtlas”
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Objetivos

Objetivo general

Determinar si las abejas de las orquideas (Apidae: Euglossini) de la Reserva de
la Estacion de Biologia Tropical Los Tuxtlas pueden agruparse con respecto a
sus preferencias quimicas, usando un enfoque de analisis multivariados.

Objetivos particulares
e Describir la composicion de abejas de las orquideas de acuerdo a las
esencias utilizadas y los transectos establecidos.
o Establecer relaciones de similitud/diferencia entre las esencias y los
transectos.
e Conocer los patrones de preferencia de esencia de las abejas de las
orquideas.
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Metodologia

Area de estudio

Las recolectas se realizaron en la Estacion de Biologia Tropical Los Tuxtlas
(95° 04' al 95° 09'0, 18°34' al 18° 36'N) de la Universidad Nacional Autbnoma
de México (UNAM), la cual se localiza al sur del estado de Veracruz; al
noroeste del municipio de Catemaco, sobre la carretera Catemaco-Montepio
(Fig. 6). La Estacién cuenta con una superficie de 644 hectareas, con una
vegetacion conocida como selva alta perennifolia o bosque tropical perennifolio.
El clima es calido-humedo, con un promedio de temperatura maxima anual de
27.3°C y minima anual de 21.5°C. La precipitacion anual es mayor a los 4500
mm con lluvia todo el afio, sin embargo, hay una época de “lluvias" que va de
Junio a Febrero, y una época de” secas" de marzo a mayo.

|
N18.58682 *

Estacionibosiiuxtiast
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Figura 6. Ubicacion de la Estacion de Biologia Tropical de Los Tuxtlas

29



Colecta en campo

Los muestreos se realizaron en nueve salidas (de agosto del 2016 a mayo del
2019: agosto, octubre y noviembre del 2016; marzo, abril, julio y noviembre del
2017; octubre del 2018 y mayo del 2019).

Para captura de los machos de la tribu Euglossini, se generaron tres transectos
en diferentes sitios dentro de la Estacion: ‘Transecto bajo’ (125-156 msnm)
que se ubica a lo largo de El Sendero Darwin; ‘Transecto medio’ (159-184
msnm) en el limite derecho de la Estacién, y ‘Transecto alto’ (311- 339 msnm)
en el Cerro “Vigia” (Fig. 7). Cada transecto tenia una longitud de 250 m, donde
se marcaron seis puntos (cada 50 m). En cada punto, se colocaron cuatro
trampas cebo separadas entre si por una distancia de dos metros y a una
altura de 1.50 m del suelo (Fig. 8). Las trampas cebo consistieron de una
botella de plastico de 600 ml con 2 a 4 ml de alcohol en el fondo, un orificio a
cada costado, y tres hisopos humedecidos con la esencia en la parte superior,
siguiendo el disefio descrito por Sydney & Goncalves, (2015) (Fig. 9). Cada
trampa contenia una de cuatro esencias, en el siguiente orden: eugenol,
salicilato de metilo, cineole (eucaliptol) y dimetoxibenceno (DMb). Estas
esencias fueron seleccionadas con base en conocimiento sobre su gran
potencial para atraer a un gran numero de euglosinos (Dr. Hinojosa-Diaz,
comm. pers.).
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Figura 7. Mapa donde se muestran los transectos trazados en la Estacion Los Tuxtlas.
Los limites de la Reserva Estacion de Biologia Los Tuxtlas son evidentes
por la presencia de vegetacion al interior de los mismos. Los transectos alto
(azul) y bajo (amarillo) se ubican dentro de la estacidn; el transecto medio
(verde) se localiza en borde.
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Figura 8. Esquema de un transecto. Cada transecto consistio en seis puntos con una
separacion de 50 m entre si, en cada uno de los cuales se colocaron las
cuatro esencias E1, E2, E3 y E4.

Con el fin de evitar interacciones entre los transectos, las trampas fueron
colocadas en distintos dias para cada transecto y se dejaron por un intervalo de
seis horas.

Los especimenes fueron secados previo al montaje. La identificacién a nivel
especie fue realizada con ayuda del Dr. Ismael A. Hinojosa Diaz y los
especimenes se depositaron en Coleccion Nacional de Insectos (CNIN),
albergada en el Instituto de Biologia de la UNAM.

Figura 9. Trampa cebo siguiendo el disefio de Sydney y Goncalves. A la izquierda, un
esquema de la trampa cebo ilustrando como entran a ella las abejas. A la
derecha, una fotografia de una trampa utilizada en el presente estudio.
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Analisis estadisticos

Procesamiento de datos

Se construyé una matriz de datos con las especies de euglosinos como
columnas y las muestras como filas. La clave asignada a cada muestra
contempla una combinacion de las fechas de muestreo (n=9), los transectos
(n=3) y las esencias (n=4), teniendo un total de 108 muestras.

Todos los analisis se realizaron con funciones de la libreria “vegan” v.2.5-3
(Oksanen et al., 2018) del software R (R Core Team, 2018).

Para cada muestra se calcularon la riqueza y el indice de Shannon, para
compararlos por transecto y por esencia.

A partir de la matriz de datos, se calcul6 una matriz de similitudes con el indice
Bray-Curtis. Se emplearon técnicas de andlisis multivariados para transectos y
esencias de forma separada.

Para visualizar las comunidades de euglosinos por transecto y por esencia se
utilizé un analisis de escalamiento multidimensional de dos dimensiones, tanto
métrico (MDS) como no métrico (NMDS). Para evaluar estadisticamente si las
comunidades se estructuran por transecto o esencia, se utilizaron analisis de
similitud (ANOSIM) de una via con 10,000 permutaciones, utilizando como
grupo a contrastar cada factor (es decir, esencia o transecto). También se
implementd un analisis permutacional multivariado de varianza (PERMANOVA)
de un factor, considerando como variable predictora el transecto o la esencia
por separado. Si se encontraba diferencia entre los grupos, se prosiguié con
una prueba de contrastes entre pares para ver si las diferencias entre grupos
eran significativas.
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Resultados

Composicion taxonémica

En total se recolectaron 3,621 ejemplares machos de abejas de las orquideas,
los cuales pertenecen a cuatro géneros reportados para el pais, y 17 especies
(Anexo 1). La especie con mayor representacion en las muestras es Euglossa
imperialis, presente en el 34.47% de la recolecta total (Fig. 10). El género
Euglossa fue el que tuvo mayor cantidad de especies (n=10) y ejemplares
recolectados (79% de los ejemplares en total) (Fig. 11).
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Figura 10. Abundancias de las especies recolectadas de euglosinos en la Estacion de
Los Tuxtlas. Ef: Eufriesea; Eg: Euglossa; El: Eulaema; Ex: Exaerete
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Figura 11. Abundancias y cantidad de las especies recolectadas por género.
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Estructura de comunidades de abejas con respecto a transecto

El transecto alto fue en el que se recolectaron mas abejas (1299 ejemplares);
también fue el transecto que obtuvo mayor cantidad de especies recolectadas,
con 16 de las 17 especies de abejas presentes en la zona, y las tres especies
con un solo ejemplar recolectado fueron muestreadas en el transecto alto
(Cuadro 2). La especie con mayor abundancia en general fue Euglossa
imperialis. De las 17 especies reportadas, 12 fueron capturadas en los tres
transectos, la mayoria de las cuales presentd una abundancia similar entre los
tres transectos. Excepciones al patron anterior son EI. cingulata, cuyos
ejemplares fueron capturados principalmente en el transecto medio, y Eg.
tridentata, Eg. allosticta y Eg. mixta, que tuvieron mas ejemplares capturados
en el transecto alto. Eg townsendi no fue recolectada en el transecto alto y de

cuatro especies solo se recolectaron uno o dos ejemplares.

Cuadro 2. Listado de abejas con la frecuencia en la que se recolectaron en cada

transectos.

Especie T. bajo T.medio T.alto

Ef. mexicana 67 81 42
Eg. allosticta 0 0 1
Eg. dilemma 236 218 226
Eg. heterosticta 0 1 1
Eg. imperialis 382 387 479
Eg. mixta 32 91 122
Eg. obrima 24 30 47
Eg. obtusa 31 46 26
Eg. townsendi 1 3 0
Eg. tridentata 48 38 89
Eg. variabilis 14 12 9
Eg. viridissima 92 97 74
El. cingulata 65 207 119
El. meriana 0 0 1
El. polychroma 0 0 1
Ex. frontalis 14 9 12
Ex. smaragdina 48 48 50
Total 1054 1268 1299
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El transecto alto fue el que presentd mayor riqueza (naw=16); sin embargo, se
puede observar en la figura 12 que no existe una diferencia notable respecto a
los otros dos transectos (Nmedio= 14; Nwajo= 13); es decir, el numero de especies
por muestra no parece variar entre transectos. En cuanto a Shannon, los
transectos medio y bajo se observa que no difieren relevantemente del
transecto alto.

|. Shannon
P

0- ‘ ‘ 00-

T. bajo T. medio T.alto T. bajo T. medio T.alto

Figura 12. Diagramas de caja de la rigueza e indice de Shannon por transecto;
amarillo: transecto bajo, verde: transecto medio y azul: transecto alto.

El escalamiento multidimensional métrico (MDS) muestra un sobrelapamiento
(Fig. 13) evidente entre los tres transectos; lo cual representa que existe una
similitud muy marcada entre los tres transectos en cuanto a su diversidad.
Ademas, del traslape de datos, las tres elipses son muy similares en forma, lo
que indica que la variabilidad entre las muestras en los transectos es similar
(GOF: 0.312, 0.35). Sin embargo, dado lo estricto del analisis al suponer
linealidad entre las distancias, el ajuste del MDS es bajo.
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Figura 13. Escalamiento multidimensional métrico de las comunidades de euglosinos
con respecto a transectos. Amarillo: transecto bajo, verde: transecto medio
y azul: transecto alto. Las elipses representan la variabilidad dentro de
cada uno.

El escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) por transecto tiene un
“stress” de 0.1422, sugiere que las comunidades de euglosinos los tres
transectos se traslapan, y esto es compatible con los resultados del MDS. La
figura 14 muestra que si bien las comunidades de euglosinos son similares en
cuanto a su estructura, una de las elipses (transecto alto) es més larga. La
forma de las elipses puede reflejar la variabilidad de los datos al interior de los
grupos, y en este caso, sugiere que los datos se encuentran dispersos dentro
de los transectos, es decir, que los datos en el transecto alto tienen bastante
variabilidad (Fig. 14). Al examinar la figura puede observarse que existe un
punto considerablemente alejado de los demas. Este punto corresponde a una
muestra donde sélo cayeron ejemplares de Eg. townsendi, que es una especie
“rara”.
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Figura 14. Escalamiento multidimensional no métrico de los transectos. Amarillo:
transecto bajo, verde: transecto medio y azul: transecto alto. Las elipses
representan la variabilidad dentro de cada uno.

La similitud entre transectos se confirma con el analisis de similitud (ANOSIM),
gue nos arroja un valor de R=-0.006 (p= 0.63134), lo que quiere decir que no
existen diferencias significativas entre los transectos. EIl PERMANOVA también
da cuenta de la falta de diferencias significativas entre transectos (F=0.712;
p=0.797).
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Estructura de comunidades de abejas con respecto al atrayente quimico
La esencia con mayor cantidad de abejas recolectadas fue cineole con 1,680
especimenes en total; la cual también fue la esencia con mayor cantidad de
especies (n=15). La especie Eg. imperialis fue la mas abundante en salicilato
de metilo y cineole, mientras que para eugenol la especie mas abundante fue
El. cingulata; para DMb, la especie mas abundante fue Eg. dilemma (Cuadro
3).

Existe una diferencia en la afinidad que las especies de euglosinos tienen por
ciertos compuestos aromaticos. Ef. mexicana fue la Unica especie
representante del género Eufriesea, se reportd principalmente cineole. El
género Euglossa fue capturado en su mayoria en cineole, seguido de DMb. Del
género Eulaema, la especie mas abundante fue atraida al eugenol, y las otras
dos especies, con un unico ejemplar cada una, fueron capturadas en cineole.
El cineole también fue el atrayente mas efectivo para el género Exaerete.

Cuadro 4. Frecuencia de abejas por especie capturadas en las cuatro esencias
utilizadas en este estudio.

Especie Eugenol Salicilato Cineole DMb
de metilo

Ef. mexicana 0 177 13
Eg. allosticta 1 0 0 0
Eg. dilemma 76 3 71 530
Eg. heterosticta 1 0 1 0
Eg. imperialis 1 231 1005 11
Eg. mixta 0 127 22 96
Eg. obrima 34 0 1 66
Eg. obtusa 1 0 82 20
Eg. townsendi 0 2 2
Eg. tridentata 6 0 113 56
Eg. variabilis 17 0 16 2
Eg. viridissima 39 3 76 145
El. cingulata 372 1 18
El. meriana 0 0 0
El. polychroma 0 0 0
Ex. frontalis 1 0 23 11
Ex. smaragdina 3 50 89 4
Total 552 415 1680 974
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El atrayente quimico con mayor cantidad de especies fue el cineole, seguida de
DMb, eugenol y salicilato de metilo. En la figura 15, se puede observar que el
patron de mayor riqgueza para el cineole y el DMb comparado con el eugenol y
el salicilato se refleja también en el indice de Shannon. Ademas, se puede
apreciar que las muestras de salicilato tienden también a tener menor
variabilidad tanto en rigueza como en indice de Shannon.

20-

15-

Rigueza
|. Shannon
P

05-

0- P 0o-

! I I I ! ! ! !
Eugenol Salicilato de metilo Cineole Db Eugenol Salicilato de metilo Cineole DMb

Figura 15. Diagramas de caja de la riqueza de especies de euglosinos e indice de
Shannon por esencia; naranja: eugenol, verde: salicilato de metilo, azul:
cineole, morado: DMb.

En el escalamiento multidimensional métrico (MDS) de las comunidades de
euglosinos con base en esencias revela que las cuatro forman grupos en
general bien definidos (Fig. 16), aunque el cineole y el salicilato de metilo
tienen un pequefo traslape, es decir, comparten algunas especies (GOF:
0.312, 0.35).
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Figura 16. Escalamiento multidimensional métrico de las comunidades de euglosinos
con base en esencias; naranja: eugenol, verde: salicilato de metilo, azul:
cineole, morado: DMb. Las elipses representan la variabilidad dentro de
cada uno.

El escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) (stress: 0.1422; Fig. 17)
confirma que las comunidades de abejas se estructuran formando cuatro
grupos que corresponden a las cuatro esencias utilizadas. Se observa menor
traslape, lo cual indica mejor separacion entre grupos. Las dimensiones de las
elipses, que muestran la variabilidad de los datos, sugieren que las
comunidades atraidas por DMb son mas variables que las de las otras
esencias. Los otros analisis nos muestran que las esencias difieren entre ellas
en cuanto a composicién de especies recolectadas (ANOSIM: R= 0.64, p=
<0.001; PERMANOVA: F=18.917, p=<0.001).
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Figura 17. Escalamiento multidimensional no métrico de las comunidades de
euglosinos estructuradas con base en esencias; naranja: eugenol, verde:
salicilato de metilo, azul: cineole, morado: DMb. Las elipses representan la
variabilidad dentro de cada grupo.
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Discusion

Sitios de muestreo como unidad estructuradora de comunidades de
abejas euglosinos en la Reserva de Los Tuxtlas

Los datos del presente estudio sugieren que los transectos no son una unidad
estructuradora importante de las comunidades de abejas de las orquideas en la
Reserva de Los Tuxtlas. Estas comunidades son similares en todos los analisis
realizados, y esto coincide con lo presentado por McCravy et al (2017), quienes
no encuentran diferencias significativas (p=0.918) al comparan comunidades
de abejas en seis sitios de muestreo con diferentes altitudes en el Parque
Nacional Cusuco ubicado en Honduras. En el presente estudio los transectos
examinados, ademas, no varian significativamente en altitud; tampoco habia
replicacion suficiente con respecto a su distancia del borde de la reserva, por
lo que en este estudio se consideraron simplemente como sitios de muestreo.

Tanto en el trabajo de McCravy et al (2007) como en el presente trabajo, un
factor determinante para la similitud entre las comunidades en los sitios de
muestreo puede ser la distancia entre los mismos. En el presente trabajo, la
distancia maxima entre sitios es de ~1 km, mientras que en el trabajo de
McCravy et al (2007) la distancia maxima entre sitios fue de ~4 km. Estos sitios
pueden ser demasiado cercanos para albergar comunidades de abejas de las
orquideas distintas, siendo que estas abejas pueden llegar a desplazarse mas
de 1,000 km en un dia (Janzen, 1971; Kroodsma, 1975).

En un trabajo donde se compara la composicion de las comunidades de abejas
de las orquideas en dos sitios con diferentes altitudes en Costa Rica (Janzen et
al, 1982), si se encuentran diferencias en la composicion de las comunidades
de abejas en ambos sitios. Cabe mencionar que en este caso, los dos sitios
muestreados estan separados por una distancia de ~340 km. Es decir, lo que
podria explicar la diferencia entre los sitios es la distancia entre los mismos y
no necesariamente la elevacion. Si bien los datos de elevacion en el caso de
McCravy y del presente trabajo no fueron de relevancia para la estructura de
abejas, no es posible descartar que la altitud tenga un efecto sobre la
comunidad de abejas de las orquideas. Para evaluar el papel de la elevacién
como elemento estructurador de las comunidades de euglosinos, y poder
disociarlo de la distancia entre sitios, es necesario un disefio experimental con
suficiente replicacion para las elevaciones de interés y a distancias variables.
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Preferencia quimica como agente estructurador de las comunidades de
euglosinos en Los Tuxtlas

En el presente estudio, el cineole/eucaliptol fue la esencia méas efectiva, es
decir, fue la esencia donde se recolecté la mayor cantidad de ejemplares y
especies de abejas, representando el 46% del total de ejemplares y el 94% de
las especies. Janzen et al (1982) utilizaron cinco esencias en su estudio, de las
cudles solo tres coinciden con el presente estudio: eucaliptol, eugenol y
salicilato de metilo. Las mismas tres esencias también fueron incluidas por
McCravy et al (2017) en su estudio, que incluyé un total de cuatro esencias.
Este trabajo coincide con ambos trabajos (Janzen et al 1982; McCravy et al
2017) en que la esencia con mayor poder de atraccion para euglosinos es el
cineole/eucaliptol, sin embargo, la eficacia varia. En el trabajo presentado por
Janzen et al. (1982) a pesar de que cineole es la esencia mas efectiva en
general, la abundancia de las abejas entre las esencias se distribuye un poco
mas equitativamente. En el trabajo de McCravy et al (2017), lo recolectado con
cineole/eucaliptol representa 63% de lo recolectado (649 ejemplares); en este
estudio, representa poco menos del 50%. La esencia que en este trabajo le
sigue en efectividad (abundancia y riqgueza de especies recolectas) al
cineole/eucaliptol es DMb, misma que no fue utilizada ni por Janzen et al
(1982) ni por McCravy et al (2017).

En cuanto a las esencias menos efectivas, Janzen reporta que para uno de los
dos sitios muestreados, el cinamato de metilo y el acetato de bencilo fueron los
atrayentes mas pobres de especies e individuos, mientras que en el otro sitio,
el salicilato de metilo y el acetato de bencilo fueron los mas pobres. Para
McCravy la esencia menos efectiva en individuos y especies fue el eugenol. En
este trabajo la esencia mas pobre en individuos y especies fue el salicilato de
metilo. La presencia de las abejas de las orquideas en un determinado lugar,
como la de cualquier ser vivo, esta determinada por causas diversas, de modo
que las diferencias en efectividad como atrayentes quimicos de euglosinos
reportados para las esencias por distintos trabajos estan determinadas por
diversos factores. Si bien no todos los estudios incluyeron las mismas
esencias, el salicilato de metilo tiene importancia pero nunca la mayor.
También, la efectividad de los atrayentes quimicos se encuentra determinada
por la geografia, el climay el horario (Nemésio, 2012), y esto puede explicar las
diferencias observadas entre los tres estudios. Los tres estudios se realizaron
en paises con clima distinto, el cual pudo haber intervenido en la volatilidad de
las esencias (McCravy et al., 2017); estudios revelan que las moléculas de
aroma se dispersan mejor en un clima calido. Con respecto al horario, se ha
reportado que las esencias son mas activas entre 10 y 13h (Armbruster &
McCormick, 1990), por lo que el horario en el que se colocaron las esencias en
cada estudio puede tener un efecto también importante. Finalmente, la
efectividad de las esencias también depende del fabricante de la misma y la
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concentracion; se ha reportado que las soluciones mas fuertes generalmente
son mejores atrayentes.

Con respecto a las especies de abejas y la composicion de comunidades,
Janzen et al (1982) reporta 32 especies en su estudio en Costa Rica, de las
cuales 12 coinciden con este trabajo. McCravy et al (2017) reporta 17 especies,
y soOlo 10 son iguales a las del presente estudio. Solo siete especies son
comunes a los tres trabajos. En general, entre las especies comunes en los
tres trabajos, las relaciones especie-atrayente fueron bastante similares entre
estudios. Sin embargo, este trabajo tiene mayor similitud con el realizado por
McCravy en Honduras, con el que comparte casi 59% de las especies
reportadas, que con el de Janzen.

McCravy et al (2017) mencionan que en su trabajo, las capturas de E.
imperialis representaron 87.1% en cineole/eucaliptol y 11.9% en salicilato de
metilo. Estos porcentajes son relativamente consistentes con los obtenidos en
el presente estudio: 81% y 18.5%, respectivamente. Janzen et al (1982) reporta
esta proporcion como 68.3% y 31.4%, respectivamente.

En ambos estudios (Janzen et al.,1982; McCravy et al., 2017), la totalidad de E.
mexicana fue atraida en cineole/eucaliptol, mientras que en este trabajo esta
especie fue atraida por cineole/eucaliptol en su mayoria, seguida por DMb,
esencia que solo fue usada en este trabajo. Un caso similar fue el de E. mixta
en funcion del salicilato de metilo: McCravy et al. (2017) reporta su asociacion
con esta esencia en un 80%, Janzen et al (1982) en un 100%, y en este estudio
fue de 52%. Al igual que para la especie E. mexicana, el segundo atrayente
mas efectivo fue DMDb, el cual no se ocupé en los otros dos trabajos. La especie
E. heterosticta fue capturada en cantidades iguales en eucaliptol y salicilato de
metilo en el trabajo de McCravy et al (2017) y en el presente estudio, pero
Janzen et al (1982) sdlo la recolectaron en cineole/eucaliptol.

De las especies que sOlo se comparten entre este estudio y en realizado por
Janzen et al. (1982), Exaerete frontalis y E. smaragdina presentan un
comportamiento similar. E. frontalis fue recolectada en un 77% en
cineole/eucaliptol de la recolecta total realizada por Janzen, mientras que en el
presente trabajo un 67% fue recolectado en dicho atrayente. Por su parte, E.
smaragdina en ambos trabajos fue recolectada por todas las esencias usadas,
y en ambos trabajos la esencia mas efectiva fue cineole/eucaliptol, seguida de
salicilato de metilo.

En comparacién con el trabajo realizado por McCravy et al. (2017), se encontrd
que las especies coincidentes Unicamente con este trabajo presentan un patron
bastante similar. Euglossa obtusa en ambos estudios fue recolectada
principalmente en cineole/eucaliptol y en las demas esencias tuvo capturas
muy bajas. También McCravy et al (2017) reporta la presencia de Euglossa
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dilemma de manera equitativa en cineole/eucaliptol y eugenol. Si bien en este
trabajo Eg. dilemma fue recolectada mayoritariamente en DMb, esencia no
utilizada por McCravy, los ejemplares recolectados en nuestro estudio también
fueron recolectados de manera equitativa en cineole/eucaliptol y eugenol.

McCravy et al menciona que la recolecta de la especie Euglossa obrima fue
pobre, con un Unico ejemplar recolectado en eugenol. En el presente estudio, la
mayoria de ejemplares para esta especie fueron colectados en DMb, y el
eugenol fue segundo en importancia. Este resultado sugiere que el DMb es un
atrayente importante, pues en este trabajo fue la segunda esencia en cuanto a
efectividad en la captura de individuos, y se colectaron varias especies que en
los otros trabajos no estuvieron bien representadas.

Con respecto a la parte analitica, McCravy et al (2017) realiz6 un analisis de
permutacion de respuesta multiple (MRPP) con base en el cual document6
diferencias significativas en la composicion de las comunidades de abejas de
las orquideas de acuerdo con los cuatro atrayentes utilizados (F=11.702; df = 3,
20; P <0.001). Este resultado es consistente con el presentado en este trabajo,
donde todos los analisis dan cuenta de las esencias como estructuradores de
las comunidades de euglosinos. A pesar de que los tres trabajos tienen
diferencias metodoldgicas en tiempo de recolecta, tiempo de colocacion de las
botellas, trampas para recolectar abejas y cantidad de puntos de recoleccion,
asi como en geografia, los tres presentan algunos patrones similares. Y esto
representa evidencia considerable de la disponibilidad de esencias como un
factor importante en estructurar las comunidades de euglosinos.
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Comparacion de métodos multivariados e importancia de usar varios
estadisticos

Las técnicas multivariadas son importantes para datos multidimensionales, en
particular porque al utilizar indices que reducen la variabilidad a una dimension
(p. €j., indice de Shannon) es inevitable la pérdida de informacion. El uso de
técnicas multivariadas variadas, incluidos métodos de ordenacion, pueden
ayudar a una mejor interpretacion de los datos. Las diferentes técnicas de
ordenamiento utilizadas en este estudio, arrojaron resultados congruentes entre
si. Guerrero y Ramirez (2012) mencionan que el escalamiento multidimensional
puede ser complementario a otras técnicas multivariadas, lo cual funcion6 en el
presente trabajo. La principal funcion del escalamiento es reducir la
dimensionalidad de los datos, mostrandolos graficamente; una limitante
importante de este tipo de métodos es no nos da informacion sobre qué tan
diferentes son los grupos, y en caso de haber un traslape, no lo cuantifica o lo
compara con alguna distribucién para asignarle un valor de significancia. Sin
embargo, al ocupar otras técnicas mayormente informativas, como el
PERMANOVA, es posible poner a prueba los grupos y obtener informacion
sobre la diferencia entre ellos y su significancia, asi como la posibilidad de
hacer contrastes por pares. Anderson y Walsh (2013) compararon el
desempeiio de ANOSIM, PERMANOVA y prueba de Mantel. Encontraron que
la prueba de Mantel y el ANOSIM son métodos sensibles a la heterogeneidad,
es decir, son sensibles al disefio del experimento. También, documentaron que
el PERMANOVA no resulta afectado por la heterogeneidad, lo que los lleva a
concluir que el PERMANOVA es una técnica mas efectiva para detectar
cambios en la estructura de la comunidad y que un escalamiento
multidimensional puede ayudar a interpretar las diferencias encontradas.
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Conclusiones

Nuestros datos muestran que la preferencia quimica es un factor estructurador
importante en las comunidades de abejas de las orquideas en la Estacion de
Biologia “Los Tuxtlas”. Mientras que la ubicacion de los transectos no lo es, es
decir, las abejas acudieron de manera igual a los tres sitios. Esto lo atribuimos
disefio del muestreo, puesto que se colocaron a distancias muy cercanas.

En cuanto a la preferencia quimica, cineole fue la esencia mas efectiva para la
atraccion de abejas de las orquideas, atrayendo tanto mayor cantidad de
individuos y como de especies.

El uso de técnicas multivariadas es importante para datos multidimensionales,
y estos métodos se pueden complementar entre si. El uso de varios métodos
de ordenacion aunados a estadistica descriptiva, nos permitié tener una
interpretacion de los datos mas global de las comunidades de euglosinos en la
Reserva de Los Tuxtlas, Veracruz, México.
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ANEXOS

l. Listado faunistico y cantidad de ejemplares recolectados
Especie Cantidad de ejemplares
Eufriesea Ef. mexicana 190
Euglossa Eg. allosticta 1
Eg. dilemma 680
Eg. heterosticta 2
Eg. imperialis 1248
Eg. mixta 245
Eg. obrima 101
Eg. obtusa 103
Eg. townsendi 4
Eg. tridentata 175
Eg. variabilis 35
Eg. viridissima 263
Eulaema El. cingulata 391
El. meriana 1
El. polychroma 1
Exaerete Ex. frontalis 35
Ex. smaragdina 146
TOTAL 3621
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1. Matriz de datos

Especies
Muestras

M TAEE

M1 TaEwms

\ERRVISIVE

MoTgEc

MQTBEDMb

Donde:
Muestreo (n=9):
Transecto (n=3):

Atrayente (n=4)

Especies:
Frecuencias:

M; i €1,..9

Ta: Transecto alto; Ty: Transecto medio;

Tg: Transecto bajo

Ee: Eugenol; Eys: Salicilato de metilo; Ec: Cineole;
Eomp: Dimetoxibenceno

Sp. a €1,..,17=Especies (n=17)

Xix j €1,..,108; k €1,...,17=Frecuencias
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Matriz de datos por transecto

Especies

Transectos

Tag
Ta)

Tme1)

)- M. TAEE
- M1TaAEMms

: M1TmEwms

Tg(3s): MoTgEC
. Mo TeEDMb

Tg(36)

Donde:

Transecto (n=3):

V.

Sp1

XA(1),1 XA®1),2 X A(1),16 XA®1),17
XA@Q2)1 XA@2),2 X A@2),16 X A2),17
Xm(1),1 XA@Q),2 X'M(1),16 X'M(1),17
XB(35),1 X'B(35),2 X B(35),16 X'B(35),17
X B(36),1 X B(36),2 X B(36),16 X1 B(36),17

Ta: Transecto alto con 36 repeticiones

Twm: Transecto medio con 36 repeticiones

Tg: Transecto bajo con 36 repeticiones
Especies:
Frecuencias:

Matriz de distancias de los transectos

SPa
X]’k

a €1,..,17=Especies (n=17)
j €1,..,108; k €1,...,17=Frecuencias

Tae) IOV 0
; : : 0
Tu) dM(l),A(l) dm (1),A(2) X 0
LEEEN  ds35)401) dp(35),4(2) dp(35)mM(1) 0
UEON  deie)aa) | 9BGe)ae) dp3e)M(1) 5(36)5(35) 0
Donde:

Transecto (n=3):

Ta: Transecto alto con 36 repeticiones
Tw: Transecto medio con 36 repeticiones
Tg: Transecto bajo con 36 repeticiones

Distancia:

d;

i €1,..,108; j €1,...,108

L#]j




V. Formulas del analisis permutacional de la varianza
(PERMANOVA) de los transectos

Suma total de cuadrados:

SST — 1082107 2101+1 d

Donde: d;; i €1,..,108;j €1,..,108 i#j

Suma de cuadrados dentro de los grupos

107 108
Sow = 1082 Z dijeij
=1 j=i+1
Donde
dij i €1,..,108;j €1,..,108 i#j
€ij € €0,1 1:siiyjestan en el mismoy 0: si no estan en el mismo grupo

Suma de cuadrados entre grupos (SSa)

SS, =SS, — SSy,

Pseudo-estadistica F:

_8S4/2
~ SS,,/107
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Matriz de datos de los atrayentes quimicos

VI.
Muestras Especies ‘

Eeq): MiTaEE ‘ X1,16 X1,17
Ems@): M1TaEms ‘ X2,1 X2,2 X2,16 X2,17
Ewms(10):M1TumEMs ‘ X38,1 X38,2 X38,16 X38,17

Ece7): MoTgEC ‘ X107,1 X107,2 X107,16 X107,17
Epmb27): Mo TeEpmb ‘ X108,1 X108,2 X108,16 X108,17

Donde:

Atrayente (n=4):
Eg: Eugenol con 27 repeticiones
Ens: Salicilato de metilo con 27 repeticiones
Ec: Cineole con 27 repeticiones
Epwp: Dimetoxibenceno con 27 repeticiones

Especies: Spa a €1,..,17=Especies (n=17)

Frecuencias: Xik j €1,..,108; k €1,...,17=Frecuencias

Matriz de distancias de los atrayentes quimicos

VII.
Ewms(10) Ecer) Eowmb(27)
Eeq) 0
STHON dms.EQ) 0
: : : 0
SN dusaoyne) | Ausaoymsa) | - 0
E : : 0
EC(27) dc(z 7),E(1) dC(27),MS(1) dc(z 7),MS(10) 0
SUTPUN domb7)e() | dombe7)Ms) dpmb(27),Ms(10) dpmb27),c(27) 0

Donde:
Atrayente (n=4):
Eg: Eugenol con 27 repeticiones
Ens: Salicilato de metilo con 27 repeticiones
Ec: Cineole con 27 repeticiones
Epmp: Dimetoxibenceno con 27 repeticiones

Distancia: d;j i €1,..,108;j €1,..,108 i#j
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VIll. Foérmulas utilizadas en el analisis permutacional de la varianza
(PERMANOVA) de los atrayentes quimicos

Suma total de cuadrados:

SST — 1082107 2101+1 d

Donde: d;; i €1,..,108;j €1,..,108 i#j

Suma de cuadrados dentro de los grupos

107 108
Sow = 1082 Z dijeij
=1 j=i+1
Donde
dij i €1,..,108;j €1,..,108 i#j
€ij € €0,1 1:siiyjestan en el mismoy 0: si no estan en el mismo grupo

Suma de cuadrados entre grupos (SSa)

SS, =SS, — SSy,

Pseudo-estadistica F:

RVE
~ SS,,/107
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