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RESUMEN

Fuchs Castillo, Eric José

Efecto del aislamiento espacial y fenologico sobre el flujo génico y el éxito
reproductivo de Pachira quinata.

Tesis de Maestria en Biologia. — San José, C.R.:

E. J. Fuchs C., 2000. :

54h.:il. — 99 refs.

En paises tropicales la tasa de deforestacion ha aumentado exponencialmente en
los Ultimos cuarenta afios, originando una creciente fragmentacién del bosque. La
fragmentacion del bosque puede tener un efecto negativo sobre el éxito reproductivo de
las especies vegetales, introduciendo un efecto de aislamiento espacial. La variacion
anual en el nimero de individuos que se reproducen, y la sincronia de floracion; son
parametros anexos que afectan directamente la intensidad de floracion. El pochote
(Pachira quinata), es un arbol tropical de la familia Bombacaceae, que ha sido
explotado desde los afios 40, diezmando las poblaciones fuera de las areas protegidas. El
objetivo de este trabajo fue estudiar los efectos del aislamiento espacial y fenologico,

sobre el flujo génico y el éxito reproductivo de P. quinata.

Para evaluar el efecto del aislamiento espacial y la pérdida de bosque sobre el
éxito reproductivo y el flujo génico de P. quinata, se establecieron tres poblaciones o
grupos de estudio. 1. arboles en alta densidad con matriz de bosque, dentro del Parque
Nacional Sta. Rosa en la zona del “Bajo Tigre”. 2. arboles en intermedia densidad en
matriz de pastizal, localizados en la Bahia de Cuajiniquil. 3. arboles aislados o en baja
densidad en matriz de pastizal o potrero, marcados a lo largo de la “Carretera

Interamericana”, desde la ciudad de Canas hasta la ciudad de Liberia.

Para evaluar el efecto que tiene la época en que los arboles alcanzan su punto
maximo de reproduccion, sobre el éxito reproductivo de P. quinata, se establecieron tres
episodios o grupos fenologicos. 1. arboles cuyo punto maximo de floracion se de una
desviacion estandar antes de la fecha promedio de floracion para la poblacion de estudio

(1.e. Temprano). 2. arboles que se reproduzcan dentro 1 desviacion estandar del
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promedio (i.e. Pico). 3. arboles cuyo pico de floracion se de una desviacion estandar
después de la fecha promedio de la especie (Tardio). Para determinar el pico de

floracion se realizaron conteos de flores en cada arbol, desde Diciembre (1998) hasta
Mayo de 1999.

El éxito reproductivo se determiné mediante la produccion de frutos y semillas
viables. Mediante el uso de podadoras, se obtuvo una muestra de capsulas maduras para
cada arbol. El numero de semillas viables y el nimero de semillas abortadas, se
determind para todos los fruto maduros colectados. La variacién genética se estudio a
partir de isoenzimas en geles de almidon. Tres parametros genéticos fueron estimados a
partir de la progenie de P. quinata: la tasa multiloci de exocruzamiento (tm), la

correlacion de paternidad (r,)y el nimero efectivo de apareamientos en la progenie.

La floracion en P. quinata se extendi6 desde Enero hasta principios de Marzo. La
produccion méaxima de flores para un individuo fue de 20000 flores y la minima de 36.
En promedio un arbol de Pachira quinata produjo 150 frutos maduros (+ 33.8). La
poblacton de Cuajiniquil produjo significativamente mas flores por arbol (x = 10803; s«
= 4284.8) que las otras poblaciones. La produccion de flores fue significativamente

mayor en los arboles pertenecientes al grupo fenologico Tardio (x = 11140.8; s; =
3134.7).

Los arboles en la poblacion de Cuajiniquil producen significativamente mas
frutos que las poblaciones del Tigre o Carretera Interamericana. En el grupo fenologico
Tardio, el 5.5% de las flores maduran frutos, mientras que menos del 3% lo hacen en los
otros grupos. En promedio se produjeron 24.015 semillas buenas por fruto (+ 0.923) y
9.550 (% 0.516) semillas abortadas. El nimero promedio de semillas no difiere entre

poblaciones, ni entre grupos fenoldgicos.

Los niveles de exogamia sugieren que el pochote presenta un sistema de

apareamiento predominantemente exocruzado (t,, = 0.814 + 0.057). La proporcion de

semillas originadas por exogamia (tm) no difirié entre las tres poblaciones estudiadas. En
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la poblacion del Tigre las semillas pertenecientes a distintos frutos tuvieron menos
probabilidad de ser hermanas completas, que arboles en la Carretera Interamericana o en
Cuajiniquil. El nimero de apareamientos independientes que explica los genotipos
filiales fue significativamente mayor en las poblaciones del Tigre. La correlacion de
paternidad en semillas dentro y entre frutos fue similar para los tres grupos fenologicos.

Los grupos fenologicos tuvieron el mismo niimero de apareamientos efectivos.

El incremento en el éxito reproductivo femenino puede explicarse por un
incremento en la cantidad del recurso para los polinizadores. Arboles con una alta
produccion floral, se espera que experimenten tasas altas de visitacion y fertilizacion,
por lo que se espera un incremento en su producciéon de frutos. Se demuestra que el

aislamiento fenoldgico no afecta la produccion de frutos, como lo hace la intensidad de

floracién por arbol.

Los resultados de este trabajo demostraron que P. quinata es una especie
predominantemente exogamica con cierto grado de autopolinizacién, sin efectos
evidentes por aislamiento espacial o fenologico. Si el pochote es incompatible, una
reduccion en la densidad de individuos no afectara los sistemas de autoincompatibilidad,
por ende, tampoco la proporcion de semillas exocruzadas. Los resuitados demostraron
que la proporcion de semillas hermanas-completas es n.ayor en Cuajiniquil y Carretera
Interamericana. Es posible explicar estos resultados a partir del patron de forrajeo del
polinizador Glossophaga soricina. Los arboles inmersos en matriz de pastizal o potrero
son un recurso muy grande para los polinizadores, en una zona de escasos recursos.
Esto implica que ellos atraeran a varios polinizadores, ademas, los murciélagos visitaran
mas a estos individuos y no se arriesgaran a buscar otros arboles. En zonas donde los
recursos son abundantes G. soricina tiende a visitar un mayor nimero de arboles. Esto
implica un incremento en el nimero de arboles visitados y el acarreo de polen de un

mayor numero de donadores, en poblaciones dentro de bosques continuos.

En conclusion, el efecto de la reduccion en el nimero de individuos

reproductivos de P.quinata originado por la fragmentacion del bosque, se evidencio
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principalmente en una disminucion en la proporcion de semillas hermanas-completas y
el niimero de padres representados en la progenie. Ademas, este trabajo demuestra que
el aislamiento fenologico no afecta las tasas de exocruzamiento y la estructura de

parentesco en la poblaciones de P.quinata.

Palabras clave:

FRAGMENTACION DE BOSQUE; FENOLOGIA; EXITO REPRODUCTIVO,
POCHOTE; EXOGAMIA; NUMERO DE APAREAMIENTOS.

Director de la Investigacion:
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1. INTRODUCCION.

La fragmentacion del bosque es una de las consecuencias directas de la
destruccion de los bosques tropicales. La deforestacion y reduccion de los bosques
naturales amenaza la diversidad y la extincion de las poblaciones naturales. En paises
tropicales la tasa de deforestacion ha aumentado exponencialmente en los ultimos
cuarenta afios; en Costa Rica las areas de bosque natural se han reducido hasta cubrir
menos del 30% del territorio original (Janzen, 1988; Sader y Joyce, 1988). La
industria maderera y la expansion de la frontera ganadera han sido los principales

responsables de la devastacion de bosques tropicales (Uhl y Bushbacher, 1985;
Janzen, 1986).

Algunas zonas de vida se han visto mas perjudicadas por la deforestacion
masiva que ha ocurrido en los Gltimos afios. Un ejemplo es el bosque tropical seco,
ya que actualmente en Costa Rica existe menos del 0.1% del area onginal cubierta
por este tipo de habitat. Muchas de las especies forestales que se encuentran en esta
zona de vida presentan valor comercial y han sido fuertemente explotadas por la
industria maderera (Janzen, 1988). Estas especies presentan reproduccion estacional,
tasas de crecimiento lentas y capacidad fotosintética reducida. Estas caracteristicas
hacen que el bosque seco sea mucho mas sensible a perturbaciones, disminuyendo su
capacidad de recuperacion (Murphy y Lugo, 1986). Esta zona de vida ha adquirido
una gran importancia desde el punto vista conservacionista, debido principalmente al
dafio actual que presenta y su susceptibilidad a futuras perturbaciones. Actualmente,
las poblaciones naturales de plantas fuera de las areas protegidas se caracterizan por

estar ubicadas en fragmentos de bosque de diferentes tamafios (Keogh, 1984; Aizen y
Feisinger, 1994).

Se ha afirmado que la fragmentacion del bosque puede tenmer un efecto
negativo sobre el éxito reproductivo de las especies vegetales (Aizen y Feisinger,
1994). La reduccion del habitat resulta en una disminucion en el numero efectivo de
donadores de polen y semillas, por lo que se compromete el flujo génico para las

poblaciones remanentes, introduciendo un efecto por aislamiento (Barret y Kohm,



1991; Hamrick ef al., 1993; Stacy et al. 1996; Goodell et al., 1997, Kaufman, et al.
1998; Nason y Hamrick, 1997, Aldrich y Hamrick, 1998). Este efecto puede tener
consecuencias deletéreas relacionadas con una reduccion de la variabilidad genética
por disminucion del flujo génico (Aldrich, et al. 1998), por fenomenos aleatorios
como la deriva genética (Levy y Neal, 1999) o por un aumento de cruces
geitenogamicos y la endogamia biparental (Husband y Schemske, 1995; Bosch y
Waser, 1999). Si las poblaciones se encuentran completamente aisladas pueden
ocurrir extinciones locales de ciertos genotipos - originados por factores
demograficos o genéticos- las cuales incrementan la posibilidad de extincion total
(Templeton et al. 1990). La reduccion de la diversidad genética puede disminuir la
capacidad de respuesta, por parte de las especies, a cambios ambientales y presion
selectiva (Charlesworth y Charlesworth, 1987; Ellstrand, 1992; Young, ef al. 1993).
En una opinién diferente, algunos autores sugieren que el flujo génico a nivel de
semillas y polen, puede aumentar en condiciones de fragmentacioén o aislamiento
(Satkin, 1987; Foré, er al 1992; Levin, 1995), aunque el polen y los propagulos
deben transportarse a mayor distancia entre individuos reproductivos. Esto puede
tener un efecto homogenizador para las frecuencias alélicas de poblaciones
fragmentadas, reduciendo la diferenciacion entre fragmentos (Foré, et al. 1992;
Kaufman et al, 1997). El incremento en flujo génico puede generar depresion por
exogamia (i.e. "outbreeding"), ya que obliga cruces entre individuos distantes,

rompiendo complejos genéticos coadaptados al ambiente local (Ellstrand 1992).

La fragmentacion del bosque y la consecuente reduccion del numero de
individuos reproductivos, es particularmente importante para los arboles tropicales,
ya que éstos ocurren en bajas densidades, presentan sindromes de polinizacion
predominantemente zoofilicos; ademas de sistemas de autoincompatibilidad (Bawa,
1974, 1992). En estos organismos, una reduccion en la densidad implica que los
polinizadores llegaran con menos frecuencia ya que se aumenta la distancia entre
individuos reproductivos, se reduce el despliegue floral y las recompensas para los
polinizadores (Goodell ef al., 1997, Bosch y Waser, 1999). Este fendmeno podria
reducir la cantidad y calidad del polen que llega a los arboles en fragmentos de

bosque, reduciendo el éxito reproductivo de la especie (Ellstrand y Ellam, 1993;
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Aizen y Feisinger, 1994). Las cargas de polen pequefias reducen la competencia de
los tubos polinicos permitiendo que genotipos menos viables fertilicen los ovulos y
desarrollen frutos, consecuentemente produciendo progenie menos Vviable
(Stephenson et al. 1986, Mulcahy y Mulcahy, 1987, Quesada ef al 1993,
Niessenbaum, 1999). En general, la reduccion de poblacion afecta principalmente la
intensidad de floracion por unidad de area, por lo que ciertos parametros
reproductivos como la disponibilidad de polen y el éxito de polinizacion, se ven

directamente afectados.

La variacion anual en el nimero de individuos que se reproducen, y la
sincronia de floracion; son parametros anexos que afectan directamente la densidad
de floracion. Varios autores han sefialado que la fenologia es un factor ecologico
importante en el estudio de flujo génico y estructura genética de las poblaciones de
arboles tropicales (Murawski ef al. 1990; Murawski y Hamrick, 1991; Chase ef al.
1996; Doligez y Joly, 1997a,b; Nason y Hamrick, 1997; Loveless, ef al. 1998); no
obstante, pocos estudios han tomado en cuenta este factor en sus disefios
experimentales y a mi conocimiento, solo se ha estudiado en coniferas (Burczyk y
Prat, 1997) y en herbaceas (Sih y Baltus, 1987). La extension del episodio
reproductivo para especies de arboles tropicales con una floracion anual, puede ser
altamente variable (Newstrom, et al. 1994). Las poblaciones de arboles con floracion
anual varian también en la sincronia e intensidad de floracion en un periodo
reproductivo. Entre mds extenso sea el periodo de floracion, la variacion en el
numero de individuos que se reproducen se incrementa. Ademas, el reclﬁtamiento de
individuos nuevos que se incorporan a una poblacion como producto de su episodio
reproductivo asociado, varia considerablemente entre mayor sea el periodo de
floracion de una especie (Gentry, 1974). Esto implica que la poblacion efectiva no
solo se reduce por el nimero de individuos reproductivos en la poblacion, sino
también por el nimero de individuos reproduciéndose en un momento determinado
(Loveless ef al. 1998). El aislamiento fenologico se presenta cuando los cruces en
una poblacion se limitan a los individuos que florecen sincronicamente y en igual
intensidad que sus conespecificos (Murawski y Hamrick, 1992b). El analisis

combinado del aislamiento espacial con el fenologico, puede mejorar los estudios



sobre los efectos del aislamiento y la fragmentacion en los sistemas de apareamiento
de las especies de arboles tropicales.  Ademas, episodios asincronicos de
reproduccion, interactuando con diferentes niveles de aislamiento espacial, pueden
incrementar los efectos que tiene el aislamiento espacial sobre la diversidad genética

en la progenie y el flujo génico;, dado a que se adicione un efecto adicional por

aislamiento fenologico.

Algunos trabajos han investigado la variacion genética, flujo génico y el
efecto del aislamiento en arboles tropicales de la familia Bombacaceae (Murawski ef
al. 1990; Murawski y Hamrick, 1991; Murawski y Hamrick, 1992 a, b),
principalmente en las especies Cavanillesia platanifolia, Ceiba pentandra y
Quararibea asterolepis.  Para C. platinifolia, se determind que la densidad de
floracion esta relacionada positivamente con los niveles de exogamia, al igual que la
diversidad del polen recibido por los arboles madre. De la misma manera, estos
autores determinaron que especies como (. platanifolia, C. pentandra y ().
asterolepis presentan variacion en el nimero de individuos que florecen por afio, al
igual que en la intensidad de floracion; lo cual sugiere que también se encuentran
sujetos a aislamiento fenologico. Por estas razones las especies de la familia
Bombacaceae son idonens para el estudio de los efectos de fragmentacion y
aislamiento fenoldgico, basado principalmente en su sensibilidad a la reduccion en el
numero de donadores de polen y a los altos niveles de diversidad genética

encontrados en marcadores genéticos como isoenzimas.

Los arboles de la familia Bombacaceae son polinizados principalmente por
murciélagos y polillas (Heithaus er al., 1975; Baker, 1983; Gribel y Abbott, 1995,
Cascante, 1997). Las especies de murci€lagos que probablemente visitan los arboles
de la familia Bombacaceae son: Glossophaga soricina, Carollia perspicillata,
Sturnira lilium y Artibeus jamaicensis, aunque se espera que la mayor proporcion de
visitas sea por el nectarivoro G. soricina. Esta especie tienen un ambito de dispersion
promedio de 1.5 km en una noche, ademas este murciélago tiene un patron de

forrajeo solitario (Heithaus er al., 1975). Si la fragmentacion y el aislamiento



espacial tienen un efecto sobre la capacidad de dispersion de las especies de
murciélagos, esto afectaria directamente el é€xito reproductivo de los arboles

polinizados por ella, ya que se reduce el transporte de polen entre individuos o entre

poblaciones.

El pochote (Pachira quinata), es un arbol tropical de la familia Bombacaceae,
que ha sido explotado desde los afios 40, diezmando las poblaciones fuera de las areas
protegidas (Urefia, ef al. 1993). Esto puede afectar la variabilidad genética de las
poblaciones remanentes, ademas de reducir el nimero de individuos de mayor
envergadura (mayor capacidad reproductiva) fuera del bosque natural. El objetivo de
este trabajo fue estudiar los efectos del aislamiento espacial y fenologico, sobre el
flujo génico y el éxito reproductivo de P. quinata. A pesar de ser una especie
altamente explotada por su importancia econémica, no se han estudiado los efectos de
la fragmentacion del bosque sobre esta especie. Los resultados obtenidos a partir de
esta investigacion seran de suma importancia para las estrategias de conservacion de
arboles tropicales, ya que se pretende determinar los efectos de practicas comunes de
desarrollo como el cambio del uso de la tierra, sobre la reproduccion de especies
arboreas. De igual manera, la informacion sobre patrones reproductivos de arboles
aislados o en bajas densidades, deben ser tomados en cuenta para el planeamiento y

ejecucion, de futuras practicas de manejo y de muestreos de recursos genéticos.



2. OBJETIVOS.
2.1. Objetivo general.
El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de la fragmentacién

del bosque y el aislamiento fenologico sobre la estructura genetica y el €xito

reproductivo de Pachira quinata (Bombacaceae).

2.2. Objetivos especificos.

Los objetivos especificos de este proyecto fueron los siguientes:

1. Estimar la tasa promedio de exocruzamiento y la estructura de parentesco dentro

de la progenie en las poblaciones de P. quinata, por medio del estudio de

variacion de marcadores genéticos en isoenzimas.

2. Determinar el efecto del aislamiento espacial y fenologico, sobre los mismos

parametros establecidos en el objetivo N° 1.

3. Estimar el efecto que tiene el aislamiento espacial y fenologico, sobre el éxito

reproductivo a nivel de produccion de frutos y semillas, producidos por P.

quinata.



3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Especie en estudio.

Pachira quinata (Jacq.) Dugand, ocurre desde el sur de Honduras hasta el
area central de Venezuela. Habita normalmente en zonas con una época seca bien
definida y en elevaciones que oscilan entre el nivel del mar y los 900 m.s.n.m.. Se
encuentra con mayor abundancia en zonas con una precipitacion anual entre los 800 y
1200 mm de lluvia, de suelos profundos, bien drenados y levemente acidos (Arguedas

y Torres, 1995; Urefia et al. 1993).

Es una especie decidua, latifoliada, que puede alcanzar una altura promedio
de 12 metros. El fuste se caracteriza por presentar numerosos aguijones y gambas,
aunque existen variaciones de troncos cast lisos. Su corteza externa es de color
grisaiceo, mientras que la interna es rojiza. Presenta hojas alternas, digitadamente
compuestas, con un promedio de 5 foliolos glabros. El pochote pierde su follaje a

finales de Noviembre para reaparecer a mediados de Mayo (Arguedas y Torres, 1995;
Navarro, 1989).

P. quinata, presenta flores hermafroditas en inflorescencias cimosas con
sépalos pentameros y pubescentes. Las flores son multestaminadas y el estigma
sobresale ligeramente las anteras. Las flores abren entre las 17:00 y 19:00 horas, vy al
amanecer el androceo se desprende del caliz. El ovario y pistilo permanece adherido
a la planta hasta la maduracion del fruto. P. quinata florece desde mediados de
Diciembre hasta finales de Marzo, seguido por un periodo corto de fructificacion

desde Marzo hasta Abril (Urefia ez al. 1993; Cascante, 1997).

El fruto es una capsula dehiscente, oblongo ovoide, pentagona, de color
café. Las semillas son de color café, con un diametro promedio de 5 mm, cubiertas
por fasciculos lanosos de color café claro. La fructificacién es masiva y cada fruto

presenta en promedio unas 24.1 (+ 0.9) semillas anemocoras (Urefia ef al. 1993).

En Costa Rica, el pochote se ha utilizado como una especie comercial desde

los afios 80, cuando se cultivo en plantaciones a grande escala. Actualmente puede



ser encontrada en poblaciones naturales en la provincia de Guanacaste principalmente
en Parques Nacionales. Los individuos fuera de zonas protegidas del Pacifico Norte
del pais, se encuentran normalmente aislados en potreros o pastizales. Arboles en

plantaciones o cercas artificiales pueden encontrarse a lo largo de la costa pacifica.

3.2. Poblaciones y Disefio experimental.

Para evaluar el efecto del aislamiento espacial y la pérdida de bosque sobre el
éxito reproductivo y el flujo génico de P. quinata, se establecieron tres poblaciones o
grupos de estudio: arboles en alta densidad con matriz de bosque, arboles en
intermedia densidad en matriz de pastizal y arboles aislados o en baja densidad en

matriz de pastizal o potrero.

Las poblaciones de alta densidad son aquellas, en las que hay mas de 10
individuos por hectarea. Las poblaciones de pochote en bosque continuo fueron
marcadas durante las primeras semanas de Diciembre, 1998, en zonas de bosque
maduro dentro del Parque Nacional Sta. Rosa (Area de Conservacién Guanacaste ).
Estas poblaciones se escogieron ya que presentaban individuos con DAP (didmetro a
la altura del pecho) superiores a los 15 cm. Se utilizaron dos poblaciones de Pachira
quinata dentro del Parque Sta. Rosa; la primera se encuentra en la zona conocida
como “Hacienda Sta. Rosa” con un total de 44 individuos adultos, en adelante se
denominard “Sta. Rosa”. La segunda poblacion se encuentra en la zona del “Bajo
Tigre” camino hacia playa Naranjo, con un total de 24 individuos adultos. Ambas

poblaciones estan separadas por una distancia de 20 km.

Los arboles en densidad intermedia, ubicados en una matriz de pastizal, se
marcaron en la bahia de Cuajiniquil al noroeste de las éreas estudiadas en el Parque
Nacional Sta. Rosa. Once individuos se escogieron por presentar madurez

reproductiva, una densidad entre 1 y 3 individuos por hectarea y estar inmersos en

una matriz de potrero o pastizal.

Los arboles en baja densidad, estan ubicados a lo largo de la Carretera

Interamericana desde la ciudad de Cafas, hasta el pueblo de “Potrerillos” a 10 Km. al



Sur del Parque Nacional Santa Rosa. Estos individuos se escogieron segun los
siguientes criterios: a. poseer un DAP mayor a 15 cm. b. estar separado de algin
conespecifico por no menos de 500 metros y estar alejados de bosques maduros por
no menos de 1 kilometro de distancia. Los arboles aislados normalmente se

encontraron a lo largo de la carretera aislados en pastizales o en potreros de gran

extension.

3.3. Fenologia.

Con el proposito de caracterizar fenologicamente a los individuos de
P.quinata, se realizaron observaciones en cada arbol la primera y tercera semana de
cada mes, desde Diciembre (1998) hasta Mayo de 1999. Se determino la fase en que
se encuentraba cada arbol (reproductiva o vegetativa) y se caracterizo la cantidad de
follaje en una escala ordinal de 0 a 4 segun el método propuesto por Fournier (1974);,

donde 4 representa cobertura total de la copa por hojas, y 0 la pérdida completa de las

mismas.

Durante la fase reproductiva de los arboles, la intensidad de floracion se
estimo mediante el conteo de estilos en las ramas. Los estilos de flores que abren la
noche anterior al censo, pueden ser distinguidos de estilos viejos, ya que éstos
presentan una coloracion blancuzca y una posicion erguida con respecto al ovario;
mientras que los estilos viejos se tornan café y pierden su turgencia. Todos los estilos
nuevos fueron estimados como el promedio de dos conteos independientes, para cada
arbol durante la época de floracion. El total de flores producidas por arbol fue
estimado como el area total bajo el poligono formado por los conteos quincenales.
Este método resulta en valores que se asemejan en magnitud a los obtenidos mediante
conteos diarios de flores, para 40 arboles de pochote en 1995 en el Parque Nacional
Palo Verde (Quesada ef al. en preparacion). También se determind el pico de

floracion para cada individuo, como la fecha con el nimero mas alto de flores

determinado.

Posterior a la floracion, durante la €poca de fructificacion, se determiné el

numero de frutos producidos para cada arbol por medio de conteos totales. Los frutos
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maduros de P. quinata, presentan una coloracion café lefiosa y cuando dispersan sus
semillas, se abren y permanecen adheridos a las rama en forma de estrella. El nimero
total de frutos por arbol, se determiné mediante el promedio de dos conteos
simultineos ¢ independientes. La mayoria de los frutos permanecen adheridos al
arbol a lo largo del periodo reproductivo, por lo que fueron contados varias veces
durante el muestreo. No obstante, muchos frutos tienden a caerse entre muestreos
(i.e. viento, dafio por loras, ardillas). Por esta razon, el nimero total de frutos

producidos por arbol se determind como el valor maximo de todos los valores

quincenales.

Para evaluar el efecto que tiene la época en que los arboles alcanzan su
punto maximo de reproduccion, sobre el éxito reproductivo de P. quinata, se
establecieron tres episodios o grupos fenologicos. Suponiendo que la dinamica de
floracion de esta especie, tanto a nivel de individuo como a nivel de poblacion, puede
ser representada como una distribucion normal, donde se relaciona la frecuencia de
arboles en pico de floracion versus la fecha de floracion; se puede determinar una
fecha promedio de floracion para la poblacion en estudio. El primer grupo o episodio
fenologico se define como aquellos arboles cuyo punto maximo de floracion se de
una desviacion estandar antes de la fecha promedio de floracion para la poblacion de
estudio(z; < p - o). El segundo grupo lo comprenden aquellos individuos que se
reproduzcan dentro 1 desviacion estandar del promedio, en cualquier direccion ( p +
o). El tercer episodio reproductivo lo comprenden los arboles cuyo pico de floracion
se de una desviacion estandar después de la fecha promedio de floracion para la
poblacion (z; > p + o). A pesar de que la floracion de individuos en distintos grupos
se puede traslapar en los extremos de sus distribuciones, el pico de floracién de los
individuos en un grupo fenologico esta separado por al menos 3 semanas del

siguiente grupo. Los arboles fueron asignados a un grupo fenologico segiin el

promedio de la poblacion a la cual pertenecian.
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3.4. Colecta de frutos y extraccion de semillas.

Los frutos maduros de P. quinata se colectaron desde finales de Febrero hasta
la segunda semana de Mayo de 1999. Mediante el uso de podadoras de extension y
sierras manuales, se obtuvieron las capsulas maduras para cada fecha de colecta, sin
dafiar significativamente los otros frutos en desarrollo. Las capsulas se recolectaron

en bolsas de papel y se identificaron segin el arbol madre y la fecha de colecta.

Los frutos se transportaron al Laboratorio de Genética de la Escuela de
Biologia, donde se extrajeron sus semillas. El nimero de semillas viables y el
numero de semillas abortadas, se determind para todos los fruto maduros colectados.
P. quinata presenta semillas secas y esféricas de unos 5 milimetros en didmetro, de
coloracion café oscura (Urefia ef al., 1993). Las semillas abortadas son de menor
tamafio y presentan una superficie rugosa; ademas su coloracion tiende a ser mas

clara y usualmente no presentan un embrién desarrollado o estan huecas.

3.5. Andlisis genético.

Con el proposito de estudiar los efectos que presentan el aislamiento espacial
y fenologico sobre la estructura genética de la progenie, se realizd un estudio de
variacion genética de isoenzimas en geles de almidon.  Se seleccionaron al azar
cuatro semillas por fruto y diez frutos por arbol, para todos los arboles de la muestra.
Este muestreo es apropiado para determinar el genotipo materno y el nimero de

donadores de polen involucrados en la produccion de un fruto (Ritland 1989).

Las semillas extraidas de los frutos maduros se germinaron en cajas de petri
hasta que la radicula rompiera la testa seminal. Solamente las plantulas que
germinaron fueron homogenizadas utilizando el buffer de extraccion N°1 propuesto
por Alfenas et al.( 1991). El homogenizado fue filtrado y absorbido en tiras de papel
absorbente (“wicks”) de 7 x 4 mm de ancho y éstas se aplicaron a geles de almidon al
10% (10% w/v almidon, 2% sucrosa) para realizar la electroforesis. Para estimar los

genotipos multiloci de los individuos de P. quinata, se analizaron 16 sistemas
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enzimaticos: alcohol deshidrogenasa (ADH: 1.1.1.1), aspartato aminotransferasa
(AAT: 2.6.1.1)), diaforasa (DIA: 1.8.1.4), esterasa (EST: 3.1.1.1.), Fosfatasa acida
(ACP: 3.132), Fosfoglucomutasa (PGM: 2.75.1), 6-Fosfoglucanato
deshidrogenasa (6PGDH: 1.1.1.44), Fosfoglucosa isomerasa (PGI: 5.3.1.9), Glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH: 1.1.1.49), Glutamato deshidrogenasa (GDH:
1.4.1.3), Hexoquinasa (HK: 2.7.1.1), Isocitrato deshidrogenasa (IDH: 1.1.1.42),
Leucina aminopeptidasa (LAP: 3.4.11.1), Malato deshidrogenasa (MDH: 1.1.1.37),
Menadione reductasa (MR: 1.6.99.2), y, Xiquimato deshidrogenasa (SKDH:
1.1.1.25). La técnica de electroforesis, las soluciones amortiguadoras utilizadas y los

procedimientos de tincion se realizaron segiun las recomendaciones propuestas por
Wendel y Weeden (1986).

3.6. Analisis estadistico.

3.6.1. Analisis genéticos.

Los genotipos maternos se infirieron a partir de los genotipos de la progenie,
segun el procedimiento propuesto por Brown y Allard (1970). - Ademas, se estimo la
heterocigocidad esperada y la proporcion de loci polimoérficos (P). Un locus fue
considerado polimérfico cuando se distinguio claramente un segundo alelo en la
muestra.  Con el propdsito de determinar los niveles de diferenciacién génica entre
las poblaciones las estadisticas F propuestas por Wright (1951) segin el
procedimiento descrito por Weir y Cockerham (1984) y el programar TFPGA (Mark,
1997). Se calcularon errores estandar, para dichas estadisticas mediante la técnica de

Jacknife, donde se elimina cada locus secuencialmente. La Ho: F = 0, se evalua

mediante pruebas de t-student.

Dos parametros genéticos fueron estimados a partir de la progenie producida
por los arboles de P. quinata: la tasa multiloci de exocruzamiento (t,) y la
correlacion de paternidad (r,). Ambos estadisticos se calculan para semillas

producidas dentro de un fruto y entre frutos. La tasa de exocruzamiento se entiende
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como la proporcion de semillas que son originadas por polinizacion cruzada. El

estimado t, se obtiene por maxima verosimilitud, a partir de la funcion.:
L(X,P)=1" (X-In(P))

donde X es la matriz de genotipos observados y la matriz P es la ecuacion de
probabilidad:

P=(1-1)S+!T

donde S y T son las matrices de transicion madre-hijo para progenie originada por
autofertilizacion y fertilizacion cruzada, respectivamente (Ritland y Jain | 1981).
Dado que P depende de 7 y de las frecuencias alélicas, los valores de P se ajustan
hasta obtener un valor maximo. Esto se realiza mediante un proceso iterativo segun

el método Newton-Rapson (Ritland, 1989).

La correlacion de paternidad cruzada se entiende como la proporcion de
hermanos completos entre la progenie producida por polinizacion cruzada (Ritland,

1989). Este estadistico se estima a partir de f (la correlacion de gametos paternales)

como:

N
"’*(1+Fjj

donde F es el coeficiente de endogamia de los padres en la poblacion. Los valores de

r, varian entre 0 y 1, indicando una que toda la progenie la comprenden medios

hermanos o hermanos completos, respectivamente.
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Se obtienen valores de ty vy 1, tanto entre como dentro de frutos; para las
distintas poblaciones y los tres grupos fenologicos utilizando el programa MLTR
propuesto por Ritland y Jain (1981). Los errores estandar para ambos estadisticos se
obtienen mediante la técnica de remuestreo “Bootstrap”, con 100 repeticiones y

utilizando arbol como la unidad de remuestreo.

Los parametros t, y 1p se comparan mediante una prueba de t-student, con b-
2 grados de libertad, donde b es el nimero de bootstraps realizados para estimar sus

errores estandar (Hoel, 1971):

[0, -0,

L.
Sel =0,

los valores 0; y 0, se refieren al parametro t, o 1, para el grupo 1 y 2
respectivamente. El denominador se define como el error estandar de la diferencia,

el cual segun Zar (1996), se detalla como:
So, -0, = So, t o,

Dado que se realizaran varias pruebas de t-student, para comparar los distintos

grupos fenologicos y las diferentes poblaciones, los valores de alfa se ajustaran

mediante el método de Bonferroni.

El nimero de apareamientos efectivos que explican los genotipos filiales se
analizaron segun el modelo propuesto por Lobo y Kerr (1993). El numero de
apareamientos y su varianza se obtiene mediante el método de maxima verosimilitud.

Las poblaciones y los grupos fenologicos mediante pruebas de t-student como se ha

descrito anteriormente (Zar, 1996).
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3.6.2. Modelos lineales generalizados (MLG).

Las variables de éxito reproductivo (produccion de frutos y semillas) fueron
analizados mediante modelos lineares generalizados (Breslow y Clayton, 1993). Los
modelos lineares generalizados son modelos similares a la Regresion o al Analisis de
Varianza, no obstante, estos no suponen que las variables dependientes son continuas,
ni que sus distribuciones son normales. Estos modelos proponen estimar una variable
respuesta, Y, a partir de una funcion lineal de un grupo de valores: xi, Xz, ..., X;

(] >

provenientes de variables Xj, Xa,...., X;. La funcion respuesta es denominada la

funcion ligamen (g(u)):
P
g(u): Bo + Z B; x,
i=1

Los coeficientes B; de regresion, comparan el efecto de cada factor (e.g.
poblaciones) con un factor base, escogido al azar, cuyo efecto es 0 por definicion
(Breslow y Clayton, 1993). De esta manera, los coeficientes se interpretan como
valores comparativos entre un factor a; y el factor base. Si el coeficiente de regresion
€S mayor a cero, se supone que el nivel aumenta el valor de la variable dependiente,

mientras que coeficientes inferiores a cero, reducen el valor de la variable

dependiente.

3.6.3. Analisis del éxito reproductivo.

Con el proposito de determinar el efecto del aislamiento espacial y fenoldgico
sobre el éxito reproductivo femenino; éste se estudio utilizando las variables:
produccion de frutos y produccion de semillas, para cada arbol en la muestra, como

variables dependientes en modelos lineales generalizados.
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La produccion de frutos para cada arbol se determiné como la probabilidad
de que una flor produjera un fruto (Pr = Total de frutos producidos por el arbol/ Total
de flores producidas por el arbol). El efecto de poblacion, grupo fenologico y su
interaccion, como factores fijos del modelo, se estudi6 mediante un MLG con

funcion de ligamen tipo “logit™

g(u):logit (p):a+ B,x, +B,x,+ B, x, +€

donde p es la probabilidad de que una flor desarrolle un fruto, x; es la variable
"Poblacion", x, es la variable "grupo fenologico", xj, es la interaccion entre

Poblacion y grupo fenologico. Finalmente € es el componente de varianza residual.

El nimero de semillas aparentemente viables producidas por fruto dentro de
cada arbol, se estudi6 mediante un modelo lineal, con poblacion y grupo fenologico
como factores fijos. El factor arbol, se estudia como un factor aleatorio, y se calcula
su componente de variacion. La significancia de dicho componente se estima
mediante una prueba de t-student, con n-1 grados de libertad, donde n es el numero de
arboles analizados. Dado que los conteos usualmente siguen una distribucion

Poisson, el modelo lineal generalizado utiliza una funcion de ligamen logaritimica:

g(},l)ZIOg (n):a +Bx +Byx, +B X, + B xy, +E

donde n es el nimero de semillas, x; es la variable "Poblacion”, x; es la variable
"grupo fenologico", x3 es el factor arbol, xj2 es la interaccion entre Poblacion y

grupos fenologico, y € es el componente de varianza residual.

Ambos modelos lineares se resuelven mediante verosimilitud maxima residual
(REML, Gleeson y Cullis, 1987), utilizando el paquete estadistico ASREML
(Gilmour ef al., 1998). En general, los estimadores de parametros se presentan + sus

errores estandar, o €stos entre paréntesis.



4. RESULTADOS.

4.1. Poblaciones y Grupos fenologicos.

Con el proposito de caracterizar fenologicamente todos los arboles de P.
quinata, se siguid la fenologia de un total de 91 arboles de P. quinata, distribuidos en
4 poblaciones: Bajo del Tigre, Hacienda Sta. Rosa, Carretera Interamericana y
Cuajiniquil. Las poblaciones presentaron diferencias en el nimero de darboles
estudiados, con el mayor nimero de individuos en la Hacienda Sta. Rosa; y el menor

en la zona de Cuajiniquil (Cuadro 1).

Los arboles de P. quinata perdieron sus hojas a mediados de Diciembre, y
comenzaron paulatinamente a producir flores (Figura 1). Segln la fase fenologica
que domina la copa de cada arbol, la floraciéon se extendi6 desde Enero hasta
principios de Marzo. Una vez terminada la floracion, se dio una fructificacion masiva
de aproximadamente un mes. Las nuevas hojas se produjeron a finales de Mayo

(Figura 1).

El pochote (P. quinata) produce en promedio un total de 4500 (+ 814.4)
flores alo largo del episodio reproductivo. La produccion maxima de flores para un
individuo fue de 20000 flores y la minima de 36. En promedio un arbol de Pachira
quinata produjo 150 frutos maduros (+ 33.8), con un rango que va desde arboles con

0 frutos hasta individuos cuya produccion excede los 1500 frutos maduros.

Se determind el pico de floracion para cada arbol como la fecha en que se
contd el mayor nimero de flores producidas. En general el numero de flores
producidas en el pico del episodio reproductivo comprendid en promedio 42.1 + 1.3
% de la produccion total de flores para cada individuo. La distribucion de arboles en
su pico de floracion varia segin la poblacion en que se encuentren (Figura 2). La
fecha promedio en que la mayoria de individuos se encontraban en su pico de

floracion, se determind mediante un promedio de dias (1 = el primer dia de muestreo,
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121 = el ultimo), ponderado por el nimero de individuos en su punto maximo de
floracion por poblacion. El dia promedio de floracion para los arboles en la
poblacion de Cuajiniquil y los de la carretera Interamericana fue el 4 de Marzo con
4.5 y 3.2 dias de desviacion estandar, respectivamente. La mayoria de individuos
florecieron el 6 de Marzo en la poblacion del Tigre (= 3.04 dias) y el 14 de Marzo en
la poblacion de Sta. Rosa (£ 4.32 dias). El dia promedio de floracion si difirio entre
poblaciones (F3, 1= 603.1 ; p <0.0001 ), principalmente por el desvio en Sta. Rosa
(Figura 2). Dado que los muestreos se hicieron quincenalmente, aquellos arboles
cuyo pico de floracion se anotd quince dias o mas antes de la fecha promedio de su
poblacion, se clasificaron como: “Tempranos”. Aquellos individuos cuyo pico de
floracion se encontro 15 6 mas dias después de su promedio poblacional, se
denominaron “Tardios”. En total hubo 21 arboles “Tardios”, 30 “Pico” y 40

“Tempranos” (Cuadro 1).

La produccion de flores vario segun la poblacion en la que se encuentraban (F
=9.093; gl. =3, 86; p <0.0001). La poblacion de Sta. Rosa present6 la menor
produccion de flores por arbol entre las cuatro poblaciones (x = 1504; sy = 200,
Figura 3), mientras que los arboles en la poblacion de Cuajiniquil produjeron, en
promedio, el mayor numero de flores por arbol (x = 10803; s, =4284.8; Figura 3).
La produccion de flores fue similar entre las poblaciones «.el Tigre, Cuajiniquil y
Carretera Interamericana, cuando se realizaron comparaciones "a posteriori”,
mediante una prueba de Tukey (HSD). De la misma manera, se observd que la
produccion de flores fue significativamente mayor en los arboles pertenecientes al
grupo fenologico Tardio (x = 11140.8; sy = 3134.7), que en los arboles Pico (x =
4885.3; sy = 1660.1) y los arboles Temprano (x = 3822.0; s, = 12209; F=312;
gl. =2, 84; p= 0.049; Figura 4)

4.2. Exito reproductivo femenino.

Con el proposito de determinar el efecto del aislamiento espacial y fenolégico

sobre la produccion de frutos y semillas, el éxito reproductivo femenino se determino
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como: la proporcion de flores que produjeron frutos, y el nimero de semillas,
aparentemente viables, producidas por fruto. La “Hacienda Sta. Rosa” fue eliminada
del calculo de éxito reproductivo, dado que tuvo una tasa de aborto de frutos
desproporcionada, en comparacion con afios anteriores (observacion personal). En el
afio anterior (1998), se colecté un minimo de 30 frutos por arbol en la poblacion de
Sta. Rosa, donde en algunos arboles se llegd a colectar un maximo de 50 frutos. No
obstante, este afio, la mayoria de los frutos fueron abortados antes de alcanzar la

madurez.
4.2.1. Produccion de frutos.

Los arboles de pochote analizados en 1999 produjeron muchas mas flores de
lo que produjeron frutos. En total solo el 4% de las flores llegan a madurar un fruto,

no obstante, esto varia entre poblaciones.

Los coeficientes de regresion indican que la probabilidad de que una flor
desarrollara un fruto fue significativamente mayor para arboles en la poblacion de
Cuajiniquil (Cuadro 2). El 4.94 % (£ 0.07) de las flores desarrolla un fruto en la
poblacion de Cuajiniquil, mientras que tan solo el 0.85% (£ 0.06) lo hacen en la
poblacion del Tigre (Figura 5.)). La produccion de frutos fue significativamente
mayor en arboles cuyo pico de floracion estuvo después del promedio de su poblacion
(datos). Las flores de los arboles con fenologia tipo Pico y Temprano, maduran un

3.53% (£ 0.07) y 3.61% ((x 0.06), respectivamente (Figura 6, Cuadro 2).

Los arboles que en el Tigre tuvieron un floracion temprana, desarrollaron una
proporcion de frutos significativamente menor a arboles de floracion Pico o tardia.
Es decir, la poblacion del Tigre, aumento la produccion de frutos por flor, conforme
avanzo el episodio reproductivo. Lo contrario ocurrio con los arboles tempranos en
la poblacion de Cuajiniquil; donde la probabilidad de desarrollar un fruto fue
significativamente mayor en arboles de floracion temprana (Cuadro 2). Por lo tanto,
la poblacion de Cuajiniquil tiene la mayor produccion de frutos por flor al inicio del

periodo reproductivo, mientras que el Tigre lo presento al final.
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4.2.2. Produccidn de semillas.

En promedio se produjeron 24.015 semillas buenas por fruto (+ 0.923) y
9.550 (+0.516) semillas abortadas. El nimero promedio de semillas por poblacion y
por grupos fenologicos puede observarse en las Figuras 7 y 8. Se puede observar
(Figuras 9 y 10) que los arboles con mayor produccion de semillas se encuentran en

la poblacion del Tigre y el grupo fenologico Pico, sin embargo, también lo hacen los

arboles con los mayores niveles de variacion.

Ni el aislamiento espacial, ni el aislamiento fenolodgico lograron explicar la
variacion en la produccion de semillas por fruto. La mayor parte de la variacion en el
numero de semillas viables se debe al factor arbol, como lo demuestra su componente
de variacion (0%umo = 0.745 £ 0.197, tpe;=3.78; p = 0.0005;, Cuadro 3). La
interaccion de los factores fenologia y poblacion, produce coeficientes que no
difieren significativamente de cero (Cuadro 3), por lo que la producciéh de semillas

es similar en cada poblacion a través de los diferentes grupos fenoldgicos.

4.3. Estructura genética.

En total se analizaron 16 loci hipotéticos, de los cuales solo 7 enzimas
presentaron resolucion electroforética y un polimorfismo interpretable en términos de
una relacion clara entre zimogramas proteicos y genotipos monogénicos (Cuadro 4).

Un total de 30 arboles y 627 semillas fueron analizados.

Se observd una menor deficiencia de heterocigotas en la poblacion del Tigre,
comparado con las poblaciones de Cuajiniquil y Carretera Interamericana (Cuadro 5).
Los arboles cuyo pico de floracion fue Temprano, tendieron a presentar una

deficiencia significativa de heterocigotas, comparado con arboles de floracion Pico y
Tardia (Cuadro 5).

Todos los loci presentaron equilibrio Hardy-Wienberg, con excepcion de la

GPI (1) (x* = 7.8431, gl =1;p=00051)y la LAP (3 = 83.0809, gl.=1;p<
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0.00001), donde se observo un exceso de homocigotas. Finalmente, las estadisticas F
sugieren que existe cierto grado de diferenciacion entre poblaciones (Fsti = 0.0513 +
0.0156; t= 328;gl =6, p=0.017)y entre fenofases (Fsr> = 0.0149 + 0.006; t =
2.5, gl =6, p=0.047), ambos parametros difieren de cero, mas no lo hacen entre

si(t =168, gl =10, p=0.123). No existen niveles significativos de endogamia

dentro de las distintas poblaciones (Fis; = 0.1042 £ 0.0676; t=154; gl. =6, p

I

0.174 ), ni dentro de los grupos fenologicos (Fis; = 0.1272 £ 0.0742; t = 1.71;, gl
6, p=0.138).

Los niveles de exogamia sugieren que el pochote presenta un sistema de
apareamiento predominantemente exocruzado (t, = 0.814 = 0.057). La proporcion de
semillas originadas por polinizacion cruzada no difiri6 estadisticamente de 1.0 (t =
3.26; g1 = 99, p=0.0015). La proporcion de semillas hermanas-completas dentro
de un mismo fruto, fue r, = 0.872 £ 0.117, la proporcion observada no difiere de una
donde el 100% de las semillas son hermanas completas (t = 1.09; g.1. = 99; p = 0.28).
La correlacion de paternidad para semillas entre frutos fue r, = 0.723 £ 0.121 (t =
2.29; g1 =99; p = 0.024).

La proporcion de semillas originadas por exogamia (tm) no difirid entre las
tres poblaciones estudiadas (Cuadro 6). Se observo una tendencia no significativa a
un incremento en los niveles de autogamia, por parte de los arboles en la Carretera
Interamericana. Los niveles de exocruzamiento fueron similares para los arboles, sin
importar el momento de su pico de floracion. Los arboles de floracion Pico, tienden a

demostrar un leve incremento en la proporcion de semillas exogamicas (Cuadro 7).

La correlacion de paternidad (rp) entre semillas del mismo fruto fue menor
para arboles en la poblacion del Tigre, aunque esta diferencia no fue significativa
(Cuadro 6). Paralelamente, la proporcion de hermanos completos en los frutos de
arboles en las poblaciones de Cuajiniquil y Carretera Interamericana no difirio del
100%. En la poblacion del Tigre las semillas pertenecientes a distintos frutos
tuvieron menos probabilidad de ser hermanas completas, que arboles en la Carretera

Interamericana (t = 2.22; g.I. = 99; p=0.03) o en Cuajiniquil (t =2.27;g1.=99; p=
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0.02; Cuadro 6). Esto sugiere que la progenie de arboles inmersos en bosque

continuo, fue originada por un grupo mas diverso de donadores de polen.

Fenologicamente, se observd que la correlacion de paternidad en semillas
extraidas del mismo fruto fue similar para los tres grupos fenologicos (Cuadro 7).
Para progenie 'entre frutos', la correlacion de paternidad fue menor en éarboles Pico,
que en arboles Tempranos, no obstante dicha diferencia no fue significativa para un
alfa de 0.05 (t=1.39,g1. =99, p=0.167). La progenie de arboles Tempranos y
Tardios fue similar en el nimero de donadores que la origina (Cuadro 7, t = 0.63; g.1.
=99; p=0.531).

El nimero de apareamientos independientes que explica los genotipos filiales
fue significativamente mayor en las poblaciones del Tigre comparado con los arboles
en la carretera Interamericana (t = 2.198; g.1. = 17, p = 0.04; Cuadro 8.). El nimero
de apareamientos en los arboles del Tigre no difiri6 del nimero de apareamientos
estimados para la poblacion de Cuajiniquil (t = 0.964; gl. = 16; p = 0.35). Los
arboles dentro de Cuajiniquil presentaron el mismo niimero de apareamientos que los
arboles en la Carretera (t = 1.11; g1. = 17; p = 0.28). Estos resultados concuerdan
con lo estipulado por los valores de correlacion de paternidad (Cuadro 8). Los

grupos fenologicos tuvieron el mismo numero de apareamientos efectivos (F = 0.3)0;
gl.=2,23; p=20.743, Cuadro 8.).



CUADRO 1.

TOTAL DE ARBOLES DE PACHIRA QUINATA ANALIZADOS FENOLOGICAMENTE

SEGUN LOCALIDAD Y GRUPO FENOLOGICO PARA

EL PERIODO REPRODUCTIVO DE 1999.

(D%}

Fenologia
Zona Temprano Pico Tardio 1otal
Bajo del Tigre 5 13 5 23
Hacienda Sta. Rosa 9 19 5 33
Carretera Interamericana 6 13 3 22
Bahia de Cuajiniquil 5 4 2 11
Total 25 49 15 89
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CUADRO 2.

COEFICIENTES DE REGRESION LINEAL ESTIMADOS (% E.S) PARA LA VARIABLE
DEPENDIENTE; PROBABILIDAD DE QUE UNA FLOR PRODUZCA UN FRUTO. SE
ANALIZAN LOS FACTORES POBLACION Y GRUPO FENOLOGICO. LA POBLACION
CARRETERA INTERAMERICANA Y EL GRUPO FENOLOGICO

TEMPRANOS SON LOS NIVELES BASE.

Factor Coeficiente E.S. t
Tigre -1.4768 0.082 18.12**
Cuajiniquil 0.3265 0.024 13.52**
Interamericana 0 0 N.A.
Temprano 0 0 NAT
Pico -0.0239 0.029 0.84 NS
Tardio 0.4228 0.067 6.20**
INTERACCION
Cuajiniquil * Pico -1.4684 0.0523 28.10**
Cuajiniquil * Tardio -1.3406 0.14006 Q. 53%*
Tigre * Pico 1.6475 0.0905 18.19**
Tigre * Tardio 1.4009 0.1096 12.78**
T No aplica.

*: p<0.05 para estadistico “t” con hipotesis nula: Ho: p=0.

: p <0.01 para estadistico “t” con hipétesis nula: Ho: B=0.
N.S. : valor del estadistico “t”, no significativo para un alfa de 0.05.

*k
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CUADRO 3.

COEFICIENTES ESTIMADOS (% E.S) PARA LA VARIABLE DEPENDIENTE; NUMERO DE
PROMEDIO SEMILLAS VIABLES POR FRUTO Y ARBOL. SE ANALIZAN LOS FACTORES
POBLACION, GRUPO FENOLOGICO Y ARBOL. LA POBLACION CARRETERA INTER-
AMERICANA Y EL GRUPO FENOLOGICO TEMPRANOS SON LOS NIVELES

BASE. EL FACTOR ARBOL SE ANALIZA COMO UN FACTOR ALEATORIO.

Factor Coeficiente E.S. t

Tigre - 0.5086 0.438 1.16™
Cuajiniquil 0.5689 0.923 0.62"°
Interamericana 0 0 NAT
Temprano -0.1616 0.542 030"
Pico 0 0 NAT
Tardio -0.1380 0.601 0.23™
INTERACCION

Cuajiniquil * Temprano -0.8393 1.091 . 0.77"°
Cuajiniquil * Tardio -0.1640 1.363 0.12™
Tigre * Temprano 1.0224 0.728 1.40™
Tigre * Tardio 0.0553 0.772 0.07™

Componente de

., E.S. t
variacion
Arbel 0.745 6.197 78*x
7.

. No aplica.

p < 0.05 para estadistico “t” con hipdtesis nula; Ho: f=10.
**: p <0.0] paraestadistico “t” con hipotesis nula: Ho: =0.
N.S. : valor del estadistico “t”, no significativo para un alfa de 0.05.

*.
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CUADRO 4.
SISTEMAS ENZIMATICOS RESUELTOS PARA PACHIRA QUINATA. NUMERO DE ALELOS
OBSERVADOS PARA CADA SISTEMA Y SOLUCIONES

TAMPON UTILIZADAS. 1999.

Enzima N°de alelos ~ Soluciones tampén y pH
ADH 2 Tris-HC1 (8.6 -8 6*)

AAT 4 Litio-Borato (8.1 — 8.5)
Est (flurogénica) 3 Litio-Borato (8.1 — 8.5)
GPI (1) 2 Litio-Borato (8.1 - 8.5)
GPI (2) 2 Litio-Borato (8.1 — 8.5)
SKDH 4 Tris-Citrato (6.3 —6.7)
LAP 4 Tns-Citrato (6.3 —6.7)

*: Se refiere al pH de la solucion del electrodo y el gel, respectivamente.

CUADRO 5.

HETEROCIGOSIDAD OBSERVADA, ESPERADA (EHW) E INDICES DE FIJACION PARA LAS

TRES POBLACIONES Y LOS TRES GF UPOS FENOLOGICOS. 1999.

Grupo Ho Hg F

El Tigre 0.3755 0.4032 0.0687
Carretera Interamericana  0.3675 0.4096 0.1028
Cuajiniquil 03145 0.3580 0.1215
Temprano 03065 0.3831 0.1999"
Pico 0.3846 0.4161 0.0757
Tardio 0.3655 (.4004 0872
Total 0.3521 04049 0.1304

* p <0.05. Prucba chi-cuadrado para Ho: F = 0.
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CUADRO 6.

INDICE DE EXOGAMIA MULTILOCUS (Ty) Y CORRELACION DE PATERNIDAD (Rp)
ESTIMADOS PARA LAS DISTINTAS POBLACIONES, UTILIZANDO SEMILLAS

ENTRE FRUTOS Y DENTRO DE FRUTOS. E.S. SE DAN EN PARENTESIS.

Tp
tm

Poblacion Dentro de Frutos Entre Frutos
i 09181 0.638% 0.252%
1gre (0.061) (0.096) (0.037)
Cuatiniaui 0.823 0.990° 0.685¢
uajiniqu (0.163) (0.160) (0.153)
Interame ricana 0.780" 0.923° 0.560¢
(0.092) (0.129) (0.102)

1 valores con la misma letra no difieren estadisticamente entre si.

LAk e AaSea J9 SS9 3 tAVIR

: valores con la misma letra no difieren estadisticamente entre si



CUADRO 7.

INDICE DE EXOGAMIA MULTILOCUS (Tyv) Y CORRELACION DE PATERNIDAD (Rp) PARA
LOS DISTINTOS GRUPOS FENOLOGICOS, UTILIZANDO SEMILLAS ENTRE

FRUTOS Y DENTRO DE FRUTOS. E.S. SE DAN ENTRE PARENTESIS.

r'p
tm
Poblacion Dentro de Frutos Entre Frutos
Tembrano 0.702¢' 0.990% 0.875%
empran (0.085) (0.097) (0.139)
) 0.898° 0.881" 0.5028
Pico
(0.049) (0.139) (0.129)
Tardio 0.775¢ 0.933f 0.6908
(0.175) (0.150) (0.155)

t: valores con la misma letra no difieren estadisticamente entre si.
I: valores con la misma letra no difieren estadisticamente entre si
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CUADRO 8.

PROMEDIO Y ERROR ESTANDAR PARA EL NUMERO DE APAREAMIENTOS QUE MAXIMIZAN
LA PROBABILIDAD DE LOS GENOTIPOS FILIALES; SEGUN LA POBLACION Y EL GRUPO

FENOLOGICO AL QUE PERTENEZCAN LOS ARBOLES. 1999.

Grupo Promedio E.S.
El Tigre 6.6 1.05
Carretera Interamericana 3.0 0.60
Cuajiniquil 47 0.94
Temprano 5.1 1.30
Pico 5.5 1.31

Tardio 4 0.93
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Figura 1. Proporcion de la copa de Pachira quinata (1 = 0% a 25%; 2 =
25% a 50%; 3=50%a75%; 4=75%a100%) que se
encuentra cubierta por hojas, flores o frutos segun la fecha. El
valor expuesto es la moda (Mo) de la muestra. 1999,
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estudiadas en el episodio reproductivo de 1999.
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Figura 3. Numero promedio de flores producidas por los arboles de

Pachira quinata segun la poblacion en la que se encuentren.
1999.
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los arboles de P. quinata, en las distintas poblaciones. 1999.
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5. DISCUSION.

Este estudio demostro que la floracion del pochote se extiende por un periodo
aproximado de 4 meses, durante la época seca (Figura 1). La floracion del pochote es de
tipo anual y duracion intermedia segin la clasificacion propuesta por Newstrom et al.
(1994), o, "Steady-State" segun la clasificacion de Gentry (1974). Frankie ef al (1974),
propusieron que arboles anuales de floracion intermedia, tienden a ser muy sincronicos en
la amplitud de su floracion, lo cual también ha sido observado en arboles del bosque seco
de Chamela (Bullock y Solis-Magallanes, 1990). Los resultados de este trabajo
demostraron que las poblaciones de P. quinata, con la excepcion de la poblacion de Sta.
Rosa, tienden a florecer sincronicamente. La fecha de floracion maxima no difiere
estadisticamente entre las poblaciones de Cuajiniquil, Tigre y Carretera Interamericana
(Figura 2.). Janzen (1967), sugiere que dicho nivel de sincronia esta asociado a una ventaja

adaptativa a reproducirse sexualmente en la época seca, para maximizar el comportamiento

de los polinizadores.

La poblacion de Sta. Rosa experimentdé un atraso significativo en su fecha de
floracion. Varios autores han determinado una relacidn entre periodos de desecacion y
rehidratacion vy el inicio de floracion para arboles tropicales de floracion sincronica
(Borchert, 1980; Opler, et al. 1980; Augspurger, 1990; Madrigal, 1997). - Se ha
determinado que las condiciones ambientales que afectan el inicio y la intensidad de
floracion pueden variar entre sitios y entre afios (Reich y Borcher, 1982; Heideman, 1989).
El desfase de floracion en la poblacion de Sta. Rosa, pudo deberse a condiciones
ambientales que imperaban en dicho sitio. El afio de muestreo (i.e. 1999) experiment6 el
fenomeno ambiental conocido como "La Nifia", el cual se caracteriza por un incremento en
la precipitacion. Un aumento en la precipitacion pudo ocasionar el desfase en la floracion,
y el incremento en la tasa de abortos, observados en este sitio de muestreo. Foster (1990),

observo que los arboles de varias especies (incluyendo la bombacacea (. platanifolia) en la
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isla de Barro Colorado (BCI, Panama) presentaron una disminucion en la produccion de

frutos, asociado con un aumento en la precipitacion durante la €época seca.

Varios autores han demostrado una relacion positiva entre la densidad de individuos
reproductivos y el éxito de polinizacién y produccion de frutos y semillas (Sih y Baltus,
1987, Kunin, 1992; Lamont ef al., 1993; Agren, 1996, Kunin, 1997, Nason y Hamrick,
1997; Bosch y Waser, 1999; Molano-Flores y Hendrix, 1999), principalmente relacionando
con un incremento en el tamafio de la poblacion, con un aumento en el numero de flores
disponibles para los polinizadores. Ademas, dicha relacion se ha extendido a poblaciones
fragmentadas, donde los arboles aislados o en bajas densidades tienden a tener una
reduccion en la produccion de frutos o semillas (Aizen y Feinsinger, 1994). Nason y
Hamrick (1997), demuestran en Spondias mombin, una reduccion en la producciéon de
frutos para arboles dentro de fragmentos de bosque, comparado con arboles en bosque
continuo. Los resultados este trabajo contrastan con dicha prediccion, dado que se observo
una produccion significativamente menor de frutos en la Poblacion del Tigre, donde
solamente el 1 % de las flores liegaron a madurar frutos (Figura 5.). Lo mismo ocurri6 con
la produccion de semillas, 1a cual no difirio entre las poblaciones ni los distintos niveles de
densidad poblacional (Figura 7). La mayor proporcion de frutos fue producida por los
arboles en la poblacion de Cuajiniquil, donde alrededor del 4% de las flores maduraron un
fruto (Figura 5). El .ncremento en el éxito reproductivo femenino puede explicarse por un
incremento en la cantidad del recurso para los polinizadores (i.e. mas flores, mas néctar), en
vez de un incremento en la densidad de arboles. Los arboles en la poblacion de Cuajiniquil
produjeron el mayor nimero de flores (Figura 3), a pesar de que no existen diferencias en el
diametro de los arboles entre poblaciones (F = 1.98; g.1. = 2; 42; p = 0.150). Arboles con
una alta produccion floral, se espera que experimenten tasas altas de visitacion y

fertilizacion, por lo que se espera un incremento en su produccion de frutos.

Algunos estudios han demostrado un incremento en la produccion de frutos para
individuos con reproduccion tipo pico (Sih y Baltus, 1987, Burczyk y Prat, 1997),
relacionandolo a la capacidad de los mismos para atraer polinizadores. Otros trabajos,

principalmente en plantas herbaceas, han descrito una mayor produccion de frutos y
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semillas en individuos de floracion temprana (Bawa y Webb, 1984; Copland y Whelan,
1989; Kelly y Levin, 2000). Estos resultados se explican sugiriendo que los frutos de flores
tempranas utilizan los recursos de la planta, necesitados por los frutos de flores tardias.
Un tercer tipo de resultados, sugiere que los individuos de floracion tardia presentan la
mayor produccion de frutos; relacionado a un aumento en la tasa de visitacion por parte de
los polinizadores al final de la época reproductiva (Augspuger, 1981; Stephenson, 1982).
Este trabajo demostrd que los arboles de P. quinata con floracion tardia tuvieron la mayor
produccion de frutos (Figura 6.). Esto concuerda con los arboles de mayor floracion
(Figura 4). Se demuestra que el aislamiento fenologico no afecta la produccion de frutos,
como lo hace la intensidad de floracion por arbol. Augspurger (1983), demostro en seis
especies de arbustos que los niveles de floracion asincronica no afectan la produccion de
frutos, como si lo hace el mimero de flores producidas por arbol. El murciélago es capas
de recordar sitios de muchos recursos y los visita avidamente (Lemke, 1984), por lo que
arboles con muchas flores presentaran la mayor visitacion por parte de los polinizadores,

de esta manera, incrementando su produccion de frutos.

Pocos estudios han evaluado la interaccion entre el efecto de aislamiento espacial y
fenologico sobre la produccion de frutos. Sih y Baltus (1987), demostraron en Nepeta
cataria, que individuos aislados presentan su mayor éxito reproductivo al final del episodio
reproductivo, dado que los polinizadores utilizan el recurso mas ansiosamente dado que
fuera del bosque hay menos disponibilidad de recursos. Plantas de N. cataria dentro de un
parche de bosque, tuvieron su mayor produccién de frutos en las épocas temprano y pico.
En P. quinata, no se observa una relacion clara entre densidad y fenologia. En la poblacion
del Tigre, la mayor produccién de frutos se da en el pico y al final del episodio
reproductivo, mientras que los arboles en densidades intermedias tienen la mayor
produccion de frutos cuando su floracion es temprana (Cuadro 2.). Janzen (1967), sugirid
que arboles de floracion tardia experimentaran un incremento en la tasa de visitacién por
parte de los polinizadores, ya que éstos - acostumbrados a un recurso - visitaran los arboles
hasta el Gitimo momento antes de buscar una nueva fuente de alimento. Este hipotesis
puede explicar el por qué los arboles en dentro de bosque continuo, presentan un

incremento en su éxito reproductivo mientras avanza el periodo reproductivo.



Para arboles tropicales se ha establecido que una reducciéon en el nimero de
individuos reproductivos (i.e. dentro de una vecindad reproductiva) disminuye la diversidad
genética y aumenta los niveles de endogamia en la progenie (Slatkin, 1985; Hall et al.,
1996; Nason et al., 1997). Dicha relacion se confirmé en Symphonia globulifera donde los
arboles en fragmentos de bosque presentaron niveles de endogamia significativos (Aldrich
et al., 1998). En P. quinata no se probo estadisticamente una relacion entre el nimero de
individuos reproductivos cercanos y los niveles de endogamia observados; aunque las
tendencias sugieren que los niveles de endogamia son mayores en poblaciones de
individuos en bajas densidades. Ademas; los niveles de variacion genética son mayores
dentro de poblaciones que entre poblaciones. Estos resultados pueden ser explicados por la
capacidad de dispersion del polinizador. Fleming y Sossa (1994), sugieren que las
poblaciones de plantas quirdpterofilicas presentan los menores niveles de diferenciacion
genética, principalmente por la gran capacidad de dispersion de estos organismos (Heithaus
et al.,1975), la cual conlleva a un alto nivel de flujo génico entre poblaciones. Los niveles
mas altos de endogamia se observaron en los arboles de floracion temprana (Cuadro 5.). El
indice de fijacion observado en arboles de floracion temprana fue mayor que el reportado
por Hall (1996), para arboles de Pithecellobium elegans aislados en la zona norte de Costa
Rica (F=1.01), y para arboles de S. globulifera en remanentes de bosque en la zona sur de
Costa Rica (Aldrich ef al., 1998). Estos resultados sugieren que el nivel de aislamiento
reproductivo de los arboles de P. quinata de floracidon temprana es comparable con arboles

tropicales en poblaciones de baja densidad.

Los resultados de este trabajo demostraron que P. quinata es una especie
predominantemente exogamica (tm = 0.814 + 0.057) con cierto grado de autopolinizacion.
Sin embargo, los valores de t, no son tan altos como los de otras Bombacaceaes
autoincompatibles (Quararibea asterolepis;, tn = 0.970, Murawski ef al. 1990). Una
opinidn contrastante sugiere que P. quinata es autoincompatible, y que los valores
reducidos de t.,, se fundamentan en endogamia biparental (Ritland, 1981). Experimentos de
polinizacion realizados en 1995, apoyan la segunda hipdtesis; de 46 autopolinizaciones

realizadas en 4 arboles distintos, ninguna llegd a madurar un fruto (Quesada et al. en
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preparacion). Esto sugiere un sistema de autoincompatibilidad. No obstante, los analisis de

marcadores genéticos, pueden estar detectando cierto nivel de autopolinizacion, fuera del

alcance de experimentos de polinizacion clésica.

Se ha reportado una relacion positiva entre la densidad de individuos y los niveles
de exogamia (Raijmann et al., 1994; Hall et al. 1996; Aldrich y Hamrick, 1998; Routley ez
al. 1999; en contra ver Pascarella, 1997). Esta relacion ha sido determinada especialmente
para especies de la familia Bombacaceae. Ceiba pentandra y Cavanillesia platanifolia
presentan una correlacion positiva entre el numero de individuos reproductivos y los
niveles de exogamia representados en la progenie (Murawski y Hamrick, 1991; Murawski
y Hamrick, 1992a, b). Basado en estos resultados uno esperaria que en P. quinata los
arboles de poblaciones en baja densidad (Carretera Interamericana) o en aislamiento
fenologico (Temprano o Tardio), presentaran una mayor proporcion de semillas originadas
por autopolinizaciéon. Los resultados de la presenta investigacion demuestran que los
indices multilocus de exocruzamiento, no difieren estadisticamente entre las distintas
poblaciones ni entre los grupos fenologicos. Este contraste en los resultados puede ser
explicado, si C. pentandra y C. platinifolia, son mas autocompatibles que P. guinata. De
esta manera, ellas serian capaces de presentar un sistema mixto de apareamiento. Si el
pochote es mas incompatible, una reduccion en la densidad de individuos no afectira los

sistemas de autoincompatibilidad, por ende, tampoco la proporcion de semillas

exocruzadas.

Los resultados demostraron que la correlacion de paternidad de la progenie entre
frutos es significativamente menor en arboles en altas densidades, por lo que la proporcion
de semillas hermanas-completas es mayor en Cuajiniquil y Carretera Intefamericana
(Cuadro 7). Esta proporcion se relaciona directamente con el nimero de padres que origina
la progenie (Ritland,1989). El numero promedio de apareamientos presenta una relacion
positiva con la densidad de individuos reproductivos, donde la progenie del Tigre esta
representada por un numero mayor de padres (6.6 + 1.05) que las poblaciones de
Cuajiniquil y Carretera Interamericana (Cuadro 8). Es posible explicar estos resultados a

partir del patron de forrajeo del polinizador Glossophaga soricina. En estudios realizados
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en zonas urbanas, se demostr6 que cuando los recursos eran limitados G. soricina
presentaba un comportamiento de forrajeo territorial. Ademas los individuos incrementan
la tasa de visitacion a las flores hasta un maximo de 1000 visitas por hora (Lemke, 1984).
En un estudio similar se demostrd que los murciélagos de esta especie demuestran fidelidad
al recurso, visitando la misma planta por periodos de hasta 6 meses (Lemke, 1985). No
obstante, en poblaciones de bosque continuo se ha propuesto que G. soricina visita menos
flores dentro de un arbol y mucho mas individuos por unidad de tiempo. Ademas, visita
varias veces la misma flor por lo que este patron de forrajeo se sugirid que asemeja el tipo
"trapliner" (Fleming, ef al. 1972; Heithaus ef al. 1974). Los arboles inmersos en matriz de
pastizal o potrero son un recurso muy grande para los polinizadores, en una zona de escasos
recursos. Arboles que son capaces de producir hasta 10000 flores en un episodio
reproductivo atraeran a varios polinizadores, ademas dado a que estos arboles se encuentran
en zonas de bajos recursos, los murciélagos visitaran mas a estos individuos y no se
arriesgaran a buscar otros arboles a mucha distancia. Esto implica que la paternidad
representada en la progenie sera baja. En contraste los arboles en altas densidades (i.e. El
Tigre), reciben mayor diversidad de polen, ya que el comportamiento del polinizador
cambia. En zonas donde los recursos son abundantes, como dentro del bosque continuo, G.
soricina tiende a visitar un mayor numero de arboles, ademas establece rutas de forrajeo de
hasta 1.5 km de distancia (Lemle, 1985). Esto implica un incremento en el numero de
arboles visitados y el acarreo de polen de un mayor nimero de donadores. El numero de
padres representados en la progenie es mayor, para arboles en alta densidad. No se
observaron diferencias en la correlacion de paternidad y en el nimero de apareamientos
entre grupos fenologicos (Cuadros 7 y 8), lo que evidencia que el nimero de padres esta

influenciado por el aislamiento espacial y no el fenologico.

En conclusion, la produccion de frutos y semillas se relaciono directamente con la
intensidad de floracion y no con la densidad poblacional. El efecto de la reduccion en el
namero de individuos reproductivos de P.quinata originado por la fragmentacion del
bosque, se evidencio principalmente en una disminucion en la proporcion de semillas
hermanas-completas y el numero de padres representados en la progenie. Se demostro que

la fenologia es un factor importante a estudiar en aspectos de éxito reproductivo y



<40

diversidad génica. No obstante, el aislamiento fenologico no afecta las tasas de
exocruzamiento y la estructura de parentesco en la poblaciones de P.quinata, aunque
existen tendencias que tal vez puedan ser confirmadas con un incremento en el nimero de

arboles estudiados o utilizando marcadores con un numero mayor de loci o niveles altos de
polimorfismo.
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