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RESUMEN

Se estudid en esta tesis la demografia y la genética de poblaciones de Cyclopogon luteo-albus,
una orquidea terrestre asociada al bosque de niebla de la region central de Veracruz, México. Se
estudiaron dos poblaciones en fragmentos de bosque de niebla perturbado distanciados por ~8km,
ambos sitios se encuentran muy proximos de la zona urbana (< 1km), y estdn inmersos en una
matriz de plantaciones de café, zona urbana, pastizales, entre otros regimenes de uso de suelo. El
estudio demografico comprendi6 un periodo de 3 y 4 afios en dos poblaciones, y mostro que sus
tasas de crecimiento poblacional son menores que la unidad, por lo que las poblaciones no se
encuentran en equilibrio numérico (A = 0.975, 1Cgs, 0.960-0.984 y A = 0.956, 1Cgss, 0.935-0.959).
De hecho, existe una alta probabilidad de que sus tamafios poblacionales se reduzcan al 10% de
su tamafo actual en los proximos 100 afios. El andlisis genético reveld altos niveles de
variabilidad genética en C. luteo-albus (Ho = 0.46 y He = 0.44), lo cual coincide parcialmente
con lo encontrado en especies de amplia distribucion y con sistemas reproductivos
preferencialmente de exocruza, y una diferenciacion genética entre poblaciones moderada pero
significativa (Fsr = 0.13). También se encontro una fuerte estructura genética espacial a escala
fina entre las categorias del ciclo de vida y valores altos de endogamia en las plantulas, lo que
coincide con un escenario de una restringida dispersion de semillas y polen, mediada por la
distribucion en parches de los sitios de reclutamiento (“sitios seguros™) y por el patron de forrajeo
de los polinizadores de C. luteo-albus. Los resultados muestran que, si bien la diversidad genética de la

especie no se ha deteriorado, la viabilidad demogréfica no esta asegurada en los fragmentos estudiados.
Esto implica que para conservar la especie es necesario asegurar el funcionamiento de fragmentos donde
las poblaciones sean viables (posiblemente de mayor tamafio) y puedan, eventualmente, asegurar un flujo

de semillas hacia otros fragmentos.
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ABSTRACT

In this dissertation | studied the demography and population genetics of Cyclopogon
luteo-albus, a terrestrial orchid found in the cloud forest of central Veracruz, México. Two
populations separated by a distance of ~8km inside perturbed cloud forest fragments were
studied, both sites are close to urban settlements (< 1km), and are immersed in a matrix of coffee
plantations, urban settlements, pasture land, and other land use regimens. The demographic
study, based on a 3 and 4 years dataset at two populations, showed that population growth rate
were below unity and populations were not at numeric equilibrium (1 = 0.975, 1Cgsy, 0.960-0.984
and 4 = 0.956, 1Cgs9 0.935-0.959), with a high probability of populations size declining to a
threshold of 10% its current size in the next 100 years. Genetic analysis of C. luteo-albus showed
high genetic variability (Ho = 0.46 y He = 0.44), which is partially coincident with the fact that
this is a widespread and preferentially outcrossing species, and with moderate but significant
genetic differences between populations (Fsr = 0.13). In addition, a high spatial population
genetic structure was found between life cycle sizes with high inbreeding coefficients on
seedlings. This correlates with a restricted seed and pollen dispersal scenario, due to the patchy
distribution of recruitment sites “safe sites” and to the foraging patterns of C. luteo-albus
pollinators. The results show that while genetic diversity of the species has not been deteriorated,
demographic population viability is not assured in the fragments studied. This implies that in
order to conserve this species, is necessary to ensure the functioning of fragments where
populations were viable (possibly larger population sizes) and eventually, ensure the flow of

seeds to other fragments.
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Introduccion

La comprension de los procesos préximos y ultimos que determinan la distribucién y abundancia
de las especies es de gran relevancia en organismos sesiles que viven en ambientes fragmentados,
ya que no pueden migrar ante condiciones desfavorables naturales o antropogénicas. El
entendimiento de los procesos proximales, tales como los procesos ecoldgicos (i.e. dispersion de
gametos, procesos demograficos) y los procesos ultimos, tal como los procesos evolutivos (i.e.
seleccién natural, eventos aleatorios), podrian ser importantes consideraciones para el desarrollo
de programas de conservacién de grupos carismaticos como las orquideas (Kalisz, 2001;
Silvertown y Charlesworth, 2001; Swartz y Dixon, 2009), porque estan asociadas con la
capacidad de persistencia a lo largo del tiempo y con el potencial evolutivo de las poblaciones

(Wright, 1978; Forrest, et al. 2004; Metcalf y Pavard, 2006; Hutchings, 2010).

La forma de evaluar dicha capacidad de persistencia poblacional, es a través de la
informacidn obtenida de la demografia y genética de poblaciones. La demografia, es la base para
entender la dindmica poblacional y las historias de vida de una especie y, para abordarla, se han
utilizado herramientas numéricas, como los modelos de proyeccion matricial (Silvertown, et al.
1993; Crone, et al. 2011). Estos modelos describen el ciclo de vida y la variacion en las tasas
vitales de poblaciones no homogéneas, es decir, con estructuras de edades o tamafios. La genética
de poblaciones, por su parte, analiza el grado de agregacion de las frecuencias génicas, 0
estructura genética, al describir como se reparte la variacion genética dentro y entre poblaciones
(Wright, 1951). Dentro de una poblacion, es posible vincular ambas disciplinas explorando la

relacion que existe entre la estructura genética y la estructura poblacional (Epperson, 2003). Sin

17



embargo, los estudios en orquideas terrestres que utilizan simultdneamente ambas herramientas
(e.g., analisis demogréafico y andlisis genético) aun son escasos (sélo 16 articulos, Chung, et al.
2011). Especificamente, en Meéxico, se considera que ambas disciplinas de la biologia

poblacional deben ser una prioridad en los estudios de orquideas (Soto-Arenas, 2006).

En esta tesis, se aborda la demografia y la genética de poblaciones de una orquidea
terrestre, Cyclopogon lute-albus, que habita en fragmentos de bosque de niebla, un tipo de
vegetacion que, debido a procesos naturales y antrdpicos, se encuentra fragmentado e inmerso en
una matriz de pastizales, cafetales y zonas urbanas. Este trabajo tiene la finalidad de determinar el
estado actual de las poblaciones de estudio, desde un punto de vista demografico, identificar los
procesos demogréaficos que tienen mayor relevancia en la tasa finita de crecimiento poblacional,
estimar el tiempo de persistencia demografica de las poblaciones, y desde un punto de vista

evolutivo, discernir los procesos ecoldgicos y evolutivos que moldean sus poblaciones.

Las orquideas

Las orquideas son un grupo de plantas con flores con una historia fésil escasa pero con un
hallazgo reciente de un pedazo de ambar cuyo interior exhibia un polinario de una orquidea
adherido al cuerpo de una abeja. A partir de éste fosil y, con los andlisis de reloj molecular se
establece una fecha de origen de la familia Orchidaceae, que ocurri6 hace 76-84 millones de afios
(Ramirez et al. 2007), una fecha intermedia a la estimada en otros estudios (~40 M.a., Bremer,
2000; ~110 M.a., Janssen y Bremer, 2004), pero que, a diferencia de estos la calibracién interna
esta fundamentada tanto por la evidencia fosil de reciente descubrimiento como por el nimero de

representantes de la familia Orchidaceae.
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El fosil usado por Ramirez et al. (2007) reveld, una de las caracteristicas ecoldgicas que
mas distingue a la familia Orchidaceae de otras familias de angiospermas, que es la interaccion
con otros organismos. De éstas, la relacion planta-polinizador es una de las méas estudiadas en el
ambito evolutivo desde que Charles Darwin, inspirado en ellas, las propone como una fuerte
evidencia para la seleccion natural (Darwin, 1862; Micheneau, et al. 2009). Por otro lado, la
interaccion orquidea-micorriza también es de gran importancia, debido a que en las primeras
etapas del ciclo de vida de una orquidea se presenta una etapa mico-heterétrofa inicial, donde la
planta obtiene nutrientes a partir del hongo, y una vez que la planta comienza a fotosintetizar,
comienza la etapa fototréfica (Roche et al. 2010; Rasmussen y Whigham, 1998). En algunos
casos esta interaccion es tripartita; es decir, las orquideas tienen especificidad con hongos
endofitos que a la vez son ectomicorrizas de otros grupos de plantas (Warcup, 1985; Rasmussen

y Whigham, 1998).

Desde el punto de vista morfoldgico, hay una serie de atributos florales que, si bien no son
exclusivos de este grupo, son un buen indicador de los cambios evolutivos que ha presentado el
grupo en respuesta a las interacciones bidticas que mantiene; entre estos atributos esta el labelo,
pétalo modificado que difiere de los demés por su tamafio, color o forma y que generalmente es
la parte mas vistosa de la flor, la columna, estructura que une los érganos sexuales femeninos y
masculinos, y los polinios, que son paquetes mas o menos sélidos de polen con algin grado de

agregacion que forman un polinario (Hégsater, et al. 2005).

La familia Orchidaceae es una de las familias que junto con la familia Fabaceae y la
Asteraceae albergan la mayor riqueza a nivel especifico, con aproximadamente 25,000 especies,
de las cuales el 70% son de habito epifito (Dressler, 2005). Se han postulado varias hipétesis que

explican dicha riqueza. Entre ellas esta la particion fina del nicho, que considera la
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especializacion al habitat epifito como una respuesta evolutiva a la disponibilidad de nichos
(Gentry y Dodson, 1987); la especiacion alopatrica, promovida tanto por la fragmentacion natural
del habitat (Benzing, 1990), como por el modo de dispersion de las semillas que permitio
establecer innumerables poblaciones fundadoras (Vasquez, et al. 2003); la alta especializacion de
los polinizadores (Tremblay, 1992); y las condiciones ambientales que, a principios del periodo

Terciaro favorecio la radiacion adaptativa (Wiktrom y Kenrick, 2001).

No obstante la alta riqueza de especies y de formas de vida, las orquideas se consideran
un grupo sensible ante factores extrinsecos como cambios en los regimenes climaticos, y a
factores ligados a la influencia humana (Koopowitz, et al. 2003; Swartz y Dixon, 2009).
Respecto a estos Ultimos, las orquideas han formado parte de la cultura humana, al tener un uso
horticola, medicinal, alimenticio, artistico y ceremonial (Halbinger y Soto, 1997; Castro y
Garcia-Franco, 2007; Solano-Gomez, et al. 2010). No obstante, las zonas tropicales que albergan
una alta diversidad de orquideas, coinciden con las zonas de mayor crecimiento humano, y el
habitat de muchas orquideas se ha alterado por la conversién a un uso agricola y/o ganadero, las
quemas no controladas y también por la demanda de ejemplares en el mercado local (Ackerman,
1985, IUCN/SSC Orchid Specialist Group, 1996; Soto-Arenas, et al. 2007; Swarts y Dixon,

2009).

A nivel poblacional, las orquideas terrestres han Ilamado la atencién por presentar
marcadas fluctuaciones poblacionales causadas por la transicion de una etapa fotosintética a una
etapa de latencia o viceversa (Tamm, 1948, 1972; Wells, 1967; Wells, et al. 1991; Hutchings,
2010). En las orquideas terrestres, se reconocen dos etapas en las historias de vida: 1) la etapa
subterranea o latente, ésta ocurre en distintas etapas del ciclo de vida: durante la germinacion de

la semilla y hasta el establecimiento de la plantula (donde el mecanismo de nutricién es
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micotrofico), y en plantas juveniles y/o adultas, donde la latencia es un estado diferenciado en el
que se suspende de forma temporal el desarrollo y el crecimiento del tejido fotosintético, por lo
que la planta prescinde de reproducirse sexualmente al menos durante una temporada (Lesica y
Steele, 1994; Kull, 2002; Shefferson, 2002). El tiempo de duracién de esta etapa se ha estudiado
poco, pero puede variar desde unos meses hasta afios (Hutchings, 2010); y 2) la etapa
fotosintética, la cual inicia con el desarrollo de hojas durante el establecimiento de la plantula 'y
puede continuar a lo largo de su vida (Rasmussen, 1995; Kull, 1992; Lesica and Steele, 1994;
Shefferson, 2005). En la etapa fotosintética, el reclutamiento de individuos (i.e. individuos
nuevos que se incorporan a la poblacién), se considera una de las etapas mas importante en las
orquideas, debido a la dependencia y especificidad que tienen las semillas con hongos
micorrizicos para germinar (Calvo, 1993; Sanger y Waite, 1998; Batty, et al. 2001), y ademas,
porque en muchas orquideas terrestres los sitios de reclutamiento se concentran cerca de la planta

madre (Peakall y Beattie, 1996; Diez, 2007).

El hecho de que los sitios de reclutamiento de las orquideas terrestres se encuentren
alrededor de la planta madre (Jerzakova y Malinova, 2005) ha despertado el interés hacia los
estudios que ligan aspectos demograficos con la genética de poblaciones en este grupo utilizando
un enfoque espacialmente explicito (Estructura Genética Espacial o EGE, Epperson, 2003). La
EGE se relaciona con el grado de similitud genética entre los individuos con respecto a la
distancia geografica entre ellos, es decir, que se desarrolla una fuerte EGE cuando los genotipos
no se encuentran distribuidos al azar. Este patron se ha observado en orquideas terrestres (Chung,
2004; Jacquemyn et al. 2006). Ademés, al analizar la EGE con la estructura demogréfica
(categorias de tamafios), se pueden relacionar los procesos proximos que la desarrollan, tales

como los mecanismos de dispersion de gametos (semillas y/o polen) con los procesos ultimos,
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como flujo génico, deriva génica y seleccion, que actuan al interior de una poblacion (Wright,

1943; Kalisz et al. 2001).

Problematica local de las orquideas

La familia Orchidaceae es grupo exitoso debido a su gran riqueza taxonomica, la cual sigue
incrementadndose por nuevos descubrimientos, y porque ocupan casi cualquier ambiente (Kull y
Kindlmann, 2006; Salazar, 2009; Castafieda-Zarate et al. 2012), pero también se ha considerado
como un grupo vulnerable (Solis-Montero, et al. 2005; Swarts y Dixon, 2009). El concepto de
vulnerable, se refiere a una categoria de riesgo de acuerdo a los criterios establecidos por los
convenios internacionales o nacionales, tales como, los tamafios poblacionales pequefios, que
estan distribuidos en habitats especificos, sus grandes fluctuaciones poblacionales, y a las altas
probabilidades de disminuir sus poblaciones hasta un 10% del tamafio inicial en menos de 100
afios (cuasi-extincion), entre otros (i.e. Shaffer, 1987; Convencion Internacional en el Tratado de
Especies en Peligro, CITES; NOM-059-SEMARNAT-2010). No obstante, al ser un grupo
vegetal que enfrenta fuertes presiones antropogénicas como fragmentacion del habitat, comercio
ilegal y cambio de uso de suelo, comparables a otros grupos como las cactaceas, lo reafirma

como un grupo vulnerable (Solis-Montero, et al. 2005; Swarts y Dixon, 2009).

México cuenta con 1,263 especies de orquideas, cifra que ha crecido en los Gltimos 20
afios y se espera siga incrementandose conforme se describan nuevas especies (Soto-Arenas, et
al. 2007; Espejo-Serna, 2012). La mayor diversidad de especies de orquideas (~60%) se
encuentra en el bosque de niebla (Hagsater, et al. 2005), un tipo de vegetacion que constituye un
valioso capital natural, pero con un elevado cambio de uso de suelo y una superficie ocupada en

el pais de menos del 1% (Rzedowski, 1996; INEGI, 2005; Gonzélez-Espinosa, et al. 2012). Ante
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este panorama, la conservacion de las orquideas constituye un reto por lo que surge la necesidad
de intensificar los estudios sobre este grupo en diversos aspectos de su biologia (Hagsater, et al.

2005; Swartz y Dixon, 2009).

En México, el estado de Veracruz cuenta con una de las areas de mayor riqueza
orquideoldgica en el area de Uxpanapa, entre el limite de Veracruz y Oaxaca. También la zona
montafiosa central es importante, ya que alberga al Bosque Meso6filo de Montafia (Rzedowski,
1996), llamado también Bosque de Niebla (BN, Williams-Linera, 2007). En México, la riqueza
floristica de esta formacion vegetal se caracteriza por tener elementos holarticos y meridionales,
siendo dominados en el dosel por algunos de afinidad boreal, y otros de origen tropical en el
sotobosque (Villasefior, 2012). El bosque de niebla presenta altos niveles de endemismos y, en
México alberga al 60% de la flora orquideoldgica, la mayoria de cuyas especies son epifitas
(dominadas por Bromeliaceae, Orchidaceae y Araceae), y contribuyen a la fisonomia que

caracteriza a este tipo de vegetacion (Rzedowski, 1996; Hagsater et al. 2005).

Actualmente, el Bosque de Niebla presenta una distribucion analoga a un archipiélago,
dando lugar a parches de bosques diferentes en su composicién y estructura incluso en
fragmentos contiguos (Vazquez-Garcia, 1995). Los disturbios fisicos naturales del Bosque de
Niebla de la region de barlovento del Golfo de México por lo general se deben a huracanes, y en
menor medida a incendios (Rzedowski, 1991; Arriaga, 2000; Asbjornsen, et al. 2005; Gamper et
al. 2010). En la region central de Veracruz diversos estudios coinciden en que la superficie de
BN ha disminuido en la Gltima década, transformandose en potreros hasta el 37% de la cobertura
original, a vegetacién secundaria el 28%, a zonas urbanas y bosque perturbado el 18% y 17%,
respectivamente  (Williams-Linera, 2007; Mufoz-Villers y Lépez-Blanco, 2008).

Especificamente, el area que rodea la ciudad de Xalapa era la ruta de paso desde el puerto de
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Veracruz y la ciudad de México desde finales del siglo XVI, lo que determino un alto crecimiento
poblacional durante la época colonial. A partir de esa época, se establecieron varias haciendas de
café, cafla de azlcar e industrias textiles en la vecindad de Xalapa, lo que fomento la

construccion de caminos y asentamientos humanos (Florescano, 1989).

En general, la fragmentacion del habitat disminuye el tamafio de las poblaciones, aumenta
el aislamiento entre ellas y como consecuencia lleva a la erosion de la variabilidad genética
(Honnay y Jacquemyn, 2007; Aguilar, et al. 2008). Probablemente también afecta otros factores
ecoldgicos tales como los procesos de polinizacion pues se ha visto que las tasas de visitas
disminuyen en fragmentos mas aislados, afectando parametros demograficos importantes como la

fecundidad (Lovejoy, et al. 1986; Jacquemyn et al. 2005; Swartz y Dixon, 2009).

Asimismo, las alteraciones en los patrones de precipitacion y los cambios en la dindAmica
del bosque de niebla por efecto del cambio climatico proyecta alteraraciones el habitat y por lo
tanto a las poblaciones de orquideas (Zotz y Schmidt, 2006; Ponce-Reyes, et al. 2012). No
obstante, el conocimiento sobre las respuestas ecologicas de las orquideas en general frente al

cambio climatico aun es incipiente (Pfeifer, et al. 2006; Blinova y Chelewski, 2008).

Debido a la amplia diversidad de historias de vida que presentan las orquideas, algunos
autores proponen enfocar los esfuerzos de conservacion en los habitats mas vulnerables. En este
sentido, los esfuerzos de conservacion se han enfocado en orquideas epifitas y su conservacion en
las plantaciones de café (u otros sistemas manejados que mantienen la cobertura arbérea) y
habitats secundarios (Sosa y Platas, 1998; Solis-Montero, et al. 2005; Soto-Arenas, et al. 2005;
Damon y Valle-Mora, 2008). Tambien se sugiere aportar informacion demogréafica (dinamica

poblacional a largo plazo) y genética (variabilidad genética) para establecer criterios de
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conservacion especificos que asegure su persistencia y nos permitan conocer sus caracteristicas
ecologicas a mayor profundidad (Kull y Kindlmann, 2006; Gordon. A. Fox, Universidad de

Florida, comunicacion personal).

Especie de estudio

Cyclopogon luteo-albus (A. Rich. y Galeotti) Schltr. 1920 (Spiranthoideae: Cranichidae:

Spiranthinae) Clasificacion segun Dressler 1993.

Dentro de la familia Orchidaceae la Tribu Cranichideae comprende cerca de 95 géneros y 1140
especies predominantemente terrestres distribuidas en casi todo el mundo (excepto en Antartica),
pero la mayor diversidad de esta tribu se presenta en las regiones tropicales y subtropicales de
América y Asia (Salazar, et al. 2003). El género Cyclopogon presenta alrededor de 60 especies

distribuidas en América tropical y subtropical.

Cyclopogon luteo-albus (A. Rich. y Galeotti) Schitr. es una hierba perenne que forma una
roseta de hasta 8 hojas pecioladas, elipticas-lanceoladas de 0.5 a 5 cm de anchoy 1 a 16 cm de
largo. Presenta un sistema simple de raices adventicias, ramificadas y tuberoides que también
funcionan como tejido de perennacién cuando la planta pierde todo su follaje y entra en latencia o
etapa subterranea (Gregg, 1991). En contraste con las orquideas terrestres mico-heterotrofas
(carentes de clorofila), las orquideas terrestres fotosintéticas presentan ciclos de vida complejos
que incluyen una etapa micotréfica o subterranea durante la germinacion y una etapa fotosintética
en el estado adulto (Rasmussen 1995, Tremblay y Hutchings 2003). En la primera, las diminutas
semillas “tipo polvo” carecen de reservas por lo que requieren de la asociacion obligada con un
hongo micorrizico que les provee principalmente de carbohidratos para germinar. Una vez que se
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forman los primordios foliares, es posible que la asociacion con el mismo hongo permanezca y se
prolongue hasta la etapa adultas (fidelidad), o bien que se presente una sucesion de hongos
micorrizicos a lo largo de su vida (McCormick et al. 2006; Rasmussen, 1995). Una vez que la
raiz cuenta con suficientes reservas, se forma el primordio foliar y comienza la etapa
fotosinteética, en la que se lleva a cabo el crecimiento, produccion de hojas, lo cual ocurre durante
la época de lluvias (de junio a noviembre), y produccion de una inflorescencia individual durante

diciembre y febrero.

Las hojas se reemplazan cada afio (aunque algunas pueden permanecer hasta 2 afios) y los
individuos no pierden las hojas durante la reproduccion. La floracién ocurre durante el invierno
en el mes de febrero y los frutos maduran en marzo. Las plantas que han alcanzado un tamafio
reproductivo producen una inflorescencia durante la época invernal y las mindsculas semillas (<1
mm de largo) se dispersan por gravedad o viento a finales de invierno y principios de primavera.
En la época reproductiva, cada inflorescencia contiene alrededor de 40.64 + 14.1 flores
(promedio + DS; N = 17) de color verdoso-pélido de 2 cm de largo y con un labelo de 3 mm de
ancho. Las flores producen néctar y duran alrededor de 10 dias. Los frutos contienen 2,510 +
1,593 DS semillas (N = 8 frutos), que son dispersadas por viento o gravedad en la época seca del

afio (febrero-marzo).

De acuerdo con datos experimentales realizados en el mismo sitio SBN, durante el 2008,
se observo que la auto-polinizacion es posible, pues una proporcién promedio de 0.83 = 0.23 DS
de las flores que se mantuvieron en inflorescencias embolsadas produjeron frutos (N = 14), y una
proporcion similar de 0.85 + 0.13 DS lo hizo en inflorescencias no-embolsadas (N = 17,

produccion de frutos, t = -0.15, P > 0.05). En 20 horas de observacion floral en el sitio SBN
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(febrero del 2007), se registraron visitas de las abejas Caenaugochlora cupriventis y Augochlora

sp. (Halictidae), siendo la primera la que portaba el polinario en el labro (Figura 1.1).

Este mecanismos de polinizacion coincide con las observaciones en otros Cyclopogon,
donde las abejas Halictidae se posan en el labelo y debido a que su tamafio es mayor al de la flor,
solo introducen la parte bucal. Como la flor es angosta, las abejas deben empujar el sépalo dorsal
y los pétalos laterales para introducirse en ella. Al intentar llegar al néctar, el cual se deposita en
la base de la columna, las abejas presionan la superficie dorsal del viscidio con el labrum (debajo
de la cabeza) quedando el polinario adherido al labrum de la abeja. (Singer y Coccuci, 1999;

Singer y Sazima, 1999; Benitez-Vieyra et al. 2006; Juarez et al. 2011).

Figura 1.1. Inflorescencia de Cyclopogon luteo-albus con abeja Halictidae visitando flores en el
sitio SBN (17/02/2007). La flecha muestra el polinario adherido al labro de la abeja (Fotografia:
Phill Brewster).
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Cyclopogon luteo-albus se distribuye en Veracruz (Acatlan, Banderilla, Otilpan, Rancho
Viejo, Zongolica, Zontecomatlan), Hidalgo, Puebla, Oaxaca, Querétaro, Chiapas, Guerrero. Se
debe mencionar que algunos registros tienen mas de diez afios de haber sido colectados, por lo
que no hay seguridad que el habitat todavia exista (Espejo-Serna, et al. 2005; R. Solano, CIDIIR
Unidad Oaxaca, IPN, com. pers.). Su habito es terrestre y se observa escasamente en
acumulaciones de humus en rocas y arboles. Se distribuye en una amplia gama de tipos de
vegetacion, tales como en bosque de encino, pino-encino, bosque tropical caducifolio, pero en la
region central de Veracruz generalmente se encuentra en acahuales maduros de bosque de niebla
y en la sierra de Zongolica se observa en el bosque de niebla asociado a bosque tropical

perennifolio (Diaz-Toribio, 2009; L. Judrez observacién personal).

Dado que las poblaciones de C. luteo-albus se encuentran inmersas en fragmentos de
bosque de niebla, un tipo de vegetacion amenazado en la region central de Veracruz, es
importante evaluar su estado de conservacion de C. luteo-albus a partir del enfoque de dindmica
poblacional y de la genética de poblaciones; de aqui que surjan las preguntas ¢cudl es la tasa de
crecimiento poblacional?, ¢cuéales son los procesos demogréficos que tienen mayor influencia
sobre la dindmica poblacional?; dado el comportamiento demografico actual de estas
poblaciones, ;cual es el tiempo de persistencia poblacional (a partir del calculo de su

probabilidad de cuasi-extincion dada las condiciones demograficas actuales?.

Desde un enfoque de genética de poblaciones, se formulan las preguntas, ¢cémo se
reparte la variacion genética dentro y entre las poblaciones de C. luteo-albus?, y al interior de una
poblacion, se pretende evaluar la estructura genética fina considerando la estructura de tamarios,
asi como identificar ¢cuales son los factores ecologicos y evolutivos que producen dicha

estructura?
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La informacion demografica y genética son los parametros claves que permiten
determinar el comportamiento demogréafico y las implicaciones numéricas de sus caracteristicas
de historias de vida, y permiten estimar la probabilidad del tiempo de persistencia poblacional de

las mismas.

En el Capitulo 1l de esta tesis, se presenta el andlisis del estado poblacional de C. luteo-
albus desde un enfoque de dindmica poblacional. Esto se aborda a traves del uso de matrices de
transicion que describen los principales pardmetros y procesos demograficos que determinan las
tasas de crecimiento poblacional observadas en cuatro periodos (2005-2009) para una poblacidn,

y en tres periodos (2006-2009) para una segunda poblacién.

En el Capitulo Ill, se analiza la genética de poblaciones de C. luteo-albus en tres
localidades, dos de ellas distanciadas por ~8 km lineales y la mas alejada a ~100 km, usando
marcadores aloenzimaticos. En este analisis, se describen los principales parametros de variacion
y estructura genética dentro y entre poblaciones. Asimismo, se compara la estructura genética al
interior de una de las poblaciones de estudio considerando aspectos demograficos, tales como la
estructura de tamafos, para discernir sobre los posibles factores ecoldgicos y evolutivos que
moldean la estructura genética. Estos aspectos se analizan bajo el contexto de la fragmentacion
del hébitat. A partir del escenario de fragmentacion, cuya génesis permite inferir una breve
historia de los cambios antropicos que el bosque de niebla ha presentado desde el siglo XVI, el
objetivo de este capitulo fue determinar la estructura genética de C. luteo-albus en dos escalas
espaciales, a nivel poblacion y a nivel de parche (dentro de una poblacién), asi como determinar
los aspectos del ciclo de vida que esta orquidea terrestre producen en la estructura genética a un
nivel mas fino (entre categorias de tamafio). Por ultimo, la importancia de obtener informacion

demogréafica y genética de la especie de estudio se discute en el Capitulo 1V.
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Capitulo 11

Dinamica poblacional de Cyclopogon luteo-albus (Orchidaceae) en el Bosque de Niebla del

centro de Veracruz, México

Juarez, L., C. Montafia.
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RESUMEN

Se realiz6 un estudio demogréafico de dos poblaciones de Cyclopogon luteo-albus, que es una
orquidea terrestre localmente abundante en el bosque de niebla de la region central de Veracruz;
este tipo de vegetacion en la actualidad enfrenta un continuo proceso de fragmentacion de origen
antrépico. Se construyeron matrices anuales de proyeccién poblacional y de elasticidad con 7 y 6
categorias de tamafio (con y sin la categoria de latencia) para el periodo 2005-2009 en el sitio
Santuario del Bosque de Niebla (SBN) y 2006-2009 en el sitio Martinica (MART) y se realizé un
andlisis para calcular la probabilidad de cuasi-extincion de cada poblacion. En general, C. luteo-
albus mostro bajas tasas de crecimiento poblacional. Los valores de elasticidad fueron mayores
para las entradas matriciales correspondientes a la permanencia, seguidos del crecimiento y la
fecundidad. Las tasas finitas de crecimiento poblacional anuales no variaron marcadamente en el
tiempo al interior de cada poblacion, pero se encontraron diferencias significativas entre ambas
poblaciones sélo para el periodo 2006-2007, cuando A fue de 0.988 (ICqsy = 0.947-0.992) en SBN
y de A = 1.001 (ICgs= 0.976-1.022) en MART. Probablemente esta diferencia se debid a que,
durante este periodo, la poblacion de MART presentd tasas de mortalidad bajas y una alta
permanencia en la categoria de adulto 1. La demografia de ambas poblaciones sugiere que si las
condiciones actuales se mantienen podrian extinguirse al disminuir su tamafo poblacional al 10%
de su tamafio actual en menos de 100 afios. Los estudios demogréaficos, pueden ser una
herramienta importante para determinar las escalas de las unidades de conservacion que permitan
mantener los procesos ecolOgicos, asi como proponer pautas para la conservacion de fragmentos

de bosque de niebla capaces de sostener poblaciones grandes de C. luteo-albus.

Palabras claves: conservacion, demografia de plantas, elasticidad, latencia, orquidea terrestre,
tasa de crecimiento poblacional, viabilidad poblacional.
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ABSTRACT
We conducted a demographic study of two populations of Cyclopogon luteo-albus, a locally
abundant terrestrial orchid that inhabits the cloud forest of central Veracruz; the later it is a type
of vegetation that currently faces a continuous process of anthropogenic fragmentation. Annual
population projection matrices and elasticity matrices were constructed with 7 and 6 size
categories (with and without a dormant category) for the period 2005-2009 in Santuario del
Bosque de Niebla (SBN) and from 2006-2009 in Martinica (MART) and the probability of quasi-
extinction was calculated for each population. The two populations of C. luteo-albus showed low
rates of population growth in most years. Elasticity values were highest for the matrix entries
corresponding to stasis, followed by growth and fecundity. It was also found that the dormant
stage does not contribute significantly to population growth rate. Finite rates of annual population
growth did not vary much over time within each population. Significant differences were found
between the A values of both populations only for the period 2006-2007, A = 0.988 (Clgsy =
0.947-0.992) in SBN and A =1.001 (Clgsy = 0.976-1.022) in MART. These differences could be
accounted for by the low mortality rate and a high stasis shown by the adult 1 category. In
conclusion, the quasi-extinction probabilities calculated showed that under current conditions,
both populations could become extinct because a reduction of their population size to a 10% of
its current size in less than 100 years. Demographic studies may be an important tool for
determine the scales of conservation unities in order to protect the ecological processes, and also
to propose strategies of cloud forest fragments conservation that may sustain large C. luteo-albus

populations.

Keywords: conservation, plant demography, elasticity, dormancy, terrestrial orchid, population
growth rate, population viability.
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Introduccion

En México el Bosque de Niebla (BN) es uno de los ecosistemas méas amenazados. La superficie
original del BN ha desaparecido en méas del 50% de su superficie original y en la actualidad
ocupa menos del 1 % del territorio nacional (Challenger, 1998). Este tipo de vegetacion ha estado
sujeto a un constante cambio durante siglos como resultado de un proceso de fragmentacion
(Rzedowski, 1978), un fendmeno complejo que involucra la pérdida del habitat, el aumento en el
nimero y grado de aislamiento de los fragmentos y la disminucion en el tamafio de las

poblaciones remanentes (Fahrig, 2003).

En la region central de Veracruz, una de las principales causas de la fragmentacion del
BN ha sido la deforestacion para la introduccion de plantaciones de café, la cual fue muy
pronunciada en el altimo cuarto del siglo XIX, mientras que en la segunda mitad del siglo XX se
orientd a la creacion de pastizales inducidos para la crianza de ganado (Challenger, 1998;
Mufioz-Villers y Lopez-Blanco, 2008). En la actualidad esta region es un mosaico de fragmentos
de BN, que albergan alrededor de la mitad de las especies de orquideas conocidas para México
(TUCN/SSC, 1996), asi como cafetales de sombra, los cuales se consideran refugios importantes
de algunas poblaciones de orquideas epifitas (Lugo 1998; Williams et al. 1995), y pastizales y

asentamientos urbanos.

La conversion del BN a cafetales puede tener diversas consecuencias en la demografia de
las orquideas terrestres que ahi habitan, ya que su transformacion implica la eliminacién
definitiva del estrato mas bajo del sotobosque. Esto, ademas de eliminar el tamafio poblacional,
restringe el nimero y el area de los sitios de reclutamiento, ya que las orquideas terrestres suelen

demandar condiciones especificas de sustrato para su establecimiento (Rasmussen, 1995; Sosa y
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Platas 1998; McCormick et al, 2006). En los fragmentos de bosque, el efecto de borde disminuye
el reclutamiento y/o supervivencia de plantulas debido a cambios microambientales, tales como
el incremento en la radicacion solar, la disminucion de la humedad del suelo y del aire, y la
competencia interespecifica con especies invasoras (Jules, 1998; Douterlungne, et al. 2008). Esto
ultimo es méas grave en especies con individuos longevos, cuyas poblaciones presentan bajas
tasas de reclutamiento y de crecimiento poblacional (Oostermeijer et al. 1996). La fragmentacion
también aumenta el aislamiento de las poblaciones y con ello promueve una disminucién en la
fecundidad, debido a la limitada disponibilidad de polinizadores y la disminucion del flujo génico
entre ellas, lo que incrementa la probabilidad de deriva génica y endogamia, con consecuencias
negativas sobre la diversidad genética, especialmente en especies con un sistema de
entrecruzamiento obligado (Aguilar et al. 2008; Honnay y Jacquemyn, 2007; Oostermeijer,

2003).

Los estudios demograficos cuantifican los cambios numéricos de las poblaciones a lo
largo del tiempo y son una herramienta que proporciona informacion del estado actual. Los
primeros estudios sobre dindmica poblacional de orquideas se realizaron con especies terrestres
de regiones Holarticas (Wells, 1967; Tamm, 1972; Hutchings, 2010). Uno de los primeros
estudios en el que se implementd un modelo matricial de proyeccion poblacional fue el de
Ophrys sphegodes (Waite y Hutchings, 1991). Este modelo incluyé explicitamente una de las
etapas mas enigmaticas del ciclo de vida de las orquideas terrestres, que es la etapa de latencia, en
la cual la planta pierde sus hojas, permanece viva bajo la superficie del suelo y pospone la
reproduccion sexual al menos durante una temporada (Lesica y Steele, 1994). Los estudios
posteriores han sugerido que la latencia puede actuar como una estrategia de amortiguamiento en

contra de afios con estrés ambiental (Kull, 2002; Shefferson, 2005; Shefferson y Tali, 2007).
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En México, los estudios que exploran el comportamiento demografico de orquideas
terrestres aln son escasos. Solo se tienen noticia de un estudio, sobre Cypripedium irapeanum
realizado en Valsequillo, Puebla (Gutiérrez-Paredes, 2000) y de algunos estudios sobre la
transicion de semilla a plantula en orquideas terrestres del Pedregal de San Angel, en la Ciudad
de México (Ortega-Larrocea et al. 2009). Los estudios demograficos con especies epifitas
mexicanas son mas numerosos, entre los que se encuentra el de Laelia speciosa, Artorima
erubescens, Oncidium poikilostalix, O. crista galli, Guarianthe aurantiaca, Ryncholaelia glauca,
Jaquiniella leucomelana, J. teretifolia y Lycaste aromatica (Hernandez-Apolinar, 1992; Garcia-
Soriano, 2004; Garcia-Gonzalez et al. 2011; Maldonado-Flores, 2006; Mondragén 2009; Flores-
Palacios y Garcia-Franco, 2003; Winkler et al. 2009). En general, los estudios que utilizan
matrices de proyeccion poblacional para las orquideas epifitas han mostrado, en su mayoria, que
la persistencia de sus poblaciones esta sujeta a perturbaciones naturales, como la caida de ramas,
mientras que en la orquideas terrestre Cypripedium irapeanum, esta sujeta a la apertura de claros

(Sosa y Platas, 1998; Gutiérrez-Paredes, 2000; Solis-Montero, et al. 2005).

De forma complementaria a los estudios demograficos, y cuando existen datos de mas de
cuatro afos, es deseable evaluar el tiempo de persistencia de una poblacion a través de un analisis
de viabilidad (PVA, Morris y Doak, 2002). Este anélisis estima el riesgo relativo de extincion
(cuasi-extincion), un enfoque mas realista que la estimacion del riesgo absoluto de extincion ya
que evalua la probabilidad de que una poblacién disminuya su tamafio poblacion a un umbral tal
(i.e. <10 %), que la probabilidad de extincion se acerque a 1. Los PVA en orquideas mexicanas
aun son escasos y solo se conoce el estudio de la orquidea epifita Guarianthe aurantiaca
(Mondragon, 2009). En especies longevas con ciclos de vida complejos que requieren de censos

de largo plazo como las orquideas terrestres, aun no existe informacion por lo que es necesario
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recabar dicha informacion para determinar el comportamiento futuro de sus poblaciones (Nicolé

et al. 2005).

En la region central de Veracruz, Cyclopogon luteo-albus (A. Rich. y Galeotti) Schltr. es
una orquidea terrestre abundante. Se distribuye en forma agregada en los fragmentos de bosque
de niebla debido a las condiciones especiales de suelo que requiere para el desarrollo de las
micorrizas con las que se asocia a partir de la germinacién de sus semillas (Rasmussen, 1995).
Un estudio previo mostrd que algunas poblaciones de C. luteo-albus tienen una considerable
diversidad genética, la cual podria mantenerse a largo plazo bajo las condiciones actuales de
fragmentacion (Juérez, et al. 2011); no obstante, no existen datos sobre la viabilidad demogréfica
de las poblaciones de esta especie. Se eligié esta especie debido a que presenta tamafios
poblacionales grandes con respecto a otras orquideas terrestres de la zona de estudio, con una

notable estructura de tamanos.

En este trabajo se estudié el comportamiento demogréafico en dos poblaciones de C. luteo-
albus, contestando las siguientes preguntas: a) ¢cual es la tasa de crecimiento poblacional en dos
localidades, esta tasa presenta variacion en el tiempo (entre afios) y espacio (entre poblaciones), y
cuales son los procesos demograficos que tienen mayor influencia sobre la dindmica
poblacional?; b) dado el comportamiento demogréafico actual de estas poblaciones, ¢;cual es la

probabilidad de cuasi-extincion de cada poblacion a lo largo del tiempo?

Las poblaciones de estudio son fragmentos de bosque de niebla en la regién central de
Veracruz, ambos fragmentos se encuentran protegidos desde hace algunas décadas en un

santuario y en una reserva privada. El Santuario de Bosque de Niebla, SBN, esta protegido desde
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hace 45 afios, mientras que el otro fragmento (Martinica, MART) forma parte de una reserva

privada desde hace 20 afios.

METODOS

Sitios de estudio.- El Santuario del Bosque de Niebla (SBN) pertenece al Jardin Botanico
Francisco Javier Clavijero del Instituto de Ecologia, A.C., ubicado en la Ciudad de Xalapa,
Veracruz (19° 31’ 05’ N, 96° 56’ 03*” O, 1,350 m s.n.m., 1,517 mm de precipitacion anual y 18
°C de temperatura media anual). Forma parte del Area Natural Protegida Estatal Parque
Francisco Javier Clavijero, decretada en 1975, que fue cedida en comodato al Instituto de
Ecologia A.C. en 1996. SBN, es un area de 30 ha, protegida desde 1976, y en la actualidad se
encuentra inmersa en la ciudad de Xalapa, capital de Veracruz, México (Figura 2.1). En este sitio,
C. luteo-albus se distribuye en colonias o parches e individuos solitarios. Es una de las orquideas
terrestres mas abundante con respecto a otras especies, como Pelexia funckiana, Calanthe

calanthoides, Habenaria sp., Sarcoglotis sp.

Esta localidad es un fragmento cuyo dosel estd dominado por Liquidambar styraciflua,
Quercus leiophylla y Carpinus carolineana, principalmente. En los estratos inferiores abundan
los arbustos Palicourea padifolia, Piper auritum, Moussonia deppeana, Cestrum miradorense.
Algunos arboles de antiguos usos agropecuarios son Coffea arabica (café), Citrus aurantinum
(naranja), Psidium guajava (guayaba) y Eriobotrya japonica (nispero) (INECOL, 2004;

Williams-Linera, 2007).
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Martinica (MART, 19° 34> 49> N, 96° 56 28’ O, 1,550 m s.n.m., 1,470 mm de
precipitacion anual aunque puede alcanzar 2,270 mm y 17°C de temperatura media anual), es un
pequefio fragmento de BN, de ca. 10 ha, inmerso en la localidad de Banderilla, al noroeste de la
ciudad de Xalapa, a 8 km lineales del SBN. Este terreno es una propiedad privada y sus duefios lo
han mantenido sin explotacion agropecuaria desde hace 20 afos. Este sitio es aledafio al Cerro La
Martinica (Mapa 1), un fragmento de 52 ha que en 2005 fue decretado como area natural
protegida por su diversidad bioldgica y por los servicios ambientales que ofrece. En esta zona, la
vegetacion del dosel es similar al SBN, siendo dominado en el dosel por Liquidambar styraciflua,
Quercus corrugata, Q. leiophylla, Q. xalapensis y Carpinus carolineana, principalmente. En los
estratos inferiores abundan los arbustos Palicourea padifolia, Piper hispidum, Cestrum

miradorense, Simplocos coccinea, Moussonia deppeana, entre otros (SEDESMA, 2006).

Ambas localidades presentan un clima templado himedo C(fm), con tres temporadas
climéticas al afio, una relativamente seca y fria que se extiende de noviembre a marzo con
heladas entre diciembre y enero, una temporada seca-calida de abril a mayo y una temporada
himeda-templada de junio a octubre. Las principales amenazas para la persistencia de estas areas
naturales son la tala ilegal de arboles, como Liquidambar styraciflua, y diversas especies de
Quercus, la presencia de especies invasoras como algunas gramineas y el helecho Pteridium
aquilinum, como la extraccion de “efecto hormiga” de hojarasca y epifitas (i.e. orquideas y
bromelias), y la extraccion de agua de manantiales en Martinica (SEDESMA, 2006; L. Juérez,

observacion personal).
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Figura 2.1. Ubicacion de los sitios de estudio en los fragmentos de Bosque de Niebla cercanos a
la Ciudad de Xalapa (triangulos). SBN (Santuario del Bosque de Niebla, inferior derecha) y

MART (Martinica, superior derecha) y ambos sitios, izquierda.

Especie de estudio.- Cyclopogon luteo-albus (A. Rich. y Galeotti) Schitr. (Orchidoideae:
Cranichideae) es una especie de origen neotropical que se distribuye en México. En la region
central de Veracruz se encuentra en fragmentos de BN y es abundante en zonas de transicion

entre selva mediana y bosque de niebla (Espejo-Serna et al. 2005).

Los individuos de C. luteo-albus forman una roseta perenne de hasta 8 hojas eliptico-
lanceoladas de 0.5 a 5 cm de ancho y 1 a 16 cm de largo. Presenta un sistema simple de raices
adventicias, ramificadas y tuberoides que también funcionan como tejido de perennacién cuando
la planta pierde todo su follaje. En esta etapa llamada latencia, la planta se mantiene viva por
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debajo de la superficie del suelo y (Lesica y Steele, 1994; Kull, 2002; Shefferson, 2005). La
latencia es un estado diferenciado en el que se suspende de forma temporal el desarrollo y
crecimiento del tejido no-subterraneo; puede ser inducida por dafio fisico derivado de la
herbivoria o por condiciones ambientales adversas, como sequia (Tamm, 1972; Kull, 1995). En
este estudio, la latencia se considero en el modelo demografico que méas adelante, se presenta
como la categoria de “latente”. Las plantas pueden entrar en latencia y sobrevivir algunos afos en

ese estado. La latencia la entendemos aqui como

En esta especie, la propagacion vegetativa es poco comun; sélo 5 de los més de 500
individuos estudiados en este estudio demogréfico tuvieron raices que los conectaran entre ellos
(observacion personal), por lo que la inspeccion multilocus de alrededor de 340 individuos
permitié descartar esta posibilidad. Sin embargo, en un estudio sobre genética de poblaciones
realizado en estas poblaciones, se confirmé que la ausencia de genotipos repetidos al

inspeccionar 340 individuos de C. luteo-albus, lo que permitié descartar esta posibilidad.

Ensayos de germinacion.- Para determinar si C. luteo-albus forma banco de semillas, se
realizaron experimentos de germinacion en condiciones controladas. Para la germinacion de
semillas de orquideas se utilizan medios simbidticos o asimbidticos in vitro. El primer medio
consiste en germinar las semillas en un medio de cultivo con hongos micorrizicos, mientras que
el segundo medio, consiste en germinar las semillas en ausencia del hongo, ya que el medio de

cultivo provee los nutrimentos necesarios para que la semilla germine (Rasmussen, 1995).

Los experimentos que se han llevado a cabo en México en medios asimbidticos especificos con

algunas especies de orquideas epifitas (Oncidium tigrinum, Baltazar, 2004; Mormodes tuxtlensis,
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Cuitlauzina pendula y Lycaste skinneri, Salazar-Rojas, 2004; Euchile mariae, Suarez-Quijada, et
al. 2007) arrojan resultados contrastantes obtuvieron alrededor del 90% de germinacion en
periodos de entre 0.5 y 4 semanas. Por otro lado, los experimentos con medios simbidticos in
vitro en semillas de orquideas terrestres tropicales (Spiranthes brevilabris y Habenaria
macroceratitis, Stewart y Kane, 2006, 2007) obtuvieron entre el 50 y 60% de germinacion
dandose la emergencia y elongacion de la primera hoja en periodos de entre 7 y 12 semanas, por
su parte, el experimento con medios asimbidticos con una orquidea terrestre tropical
(Cyrtopodium punctatum) se obtuvo alrededor del 80% de germinacién en 25 semanas de cultivo

(Dutra, 2008).

Para C. luteo-albus, se inici6 un experimento de germinacion de semillas con medios
asimbidticos en el mes de mayo de 2007. Se colectaron semillas de frutos inmaduros para evitar
posibles fuentes de contaminacion y se mantuvieron en bolsas de papel de estraza con silica gel a
temperatura ambiente por dos semanas hasta que los frutos maduraron y liberaron las semillas
dentro de las bolsas. Antes de iniciar el experimento se evalud la viabilidad de las semillas
mediante una inspeccion visual al microscopio dptico para verificar la presencia de embrién.
Cada fruto contenia en promedio 2,510 semillas + 1,593 SD (N= 8 frutos) con embrion y
aproximadamente el 10% sin embrion. Las semillas que presentaban un embridn evidente y

redondo se consideraron viables (Stewart y Kane, 2007).

Se utilizaron dos medios de cultivo asimbiotico para poner a germinar las semillas (medio
Knudson y Knudson 2, Rasmussen, 1995) y se sembraron 100 semillas en cada caja de Petri (N=
10) en condiciones asépticas por cada medio de cultivo (N= 30). Las cajas se mantuvieron en
condiciones de obscuridad total (0/24 h Luz/Oscuridad) a una temperatura promedio de 25 °C (+

2) en una camara de germinacion y se examinaron cada semana durante tres meses:
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posteriormente se realizaron revisiones mensuales durante 1 afio para descartar la posible
formacion de un banco de semillas, pero en ningun caso se registré germinacion. En un futuro es
necesario llevar a cabo experimentos con distintos medios de cultivo y/o fotoperiodos, asi como
realizar siembras de semillas con medios simbidticos o colectar los frutos con las semillas en

mayor estado de maduracion.

Diagrama del ciclo de vida de Cyclopogon luteo-albus.- El diagrama del ciclo de vida de C.
luteo-albus es una herramienta Gtil para visualizar las etapas del ciclo de vida de la especie y las
transiciones demogréaficas que involucran su estudio a nivel poblacional (Figura 2.2). En C. luteo-
albus, la floracion y fructificacion se producen durante el invierno y la dispersion de semillas se
da en la primavera siguiente. La etapa subterrdnea o micotréfica que involucra desde la
germinacién de la semilla hasta el establecimiento de la plantula no ha sido estudiada en esta
especie, pero suponemos que es relativamente rapida de aproximadamente cuatro meses, como lo
sugieren los resultados in vitro de algunas orquideas tropicales epifitas (como Oncidium
tigrinum, Baltazar, 2004; Mormodes tuxtlensis, Cuitlauzina pendula, Lycaste skinneri y Euchile
mariae, Salazar-Rojas, 2004) y de otras orquideas terrestres (i.e. menos de cuatro meses, como en
Spiranthes brevilabris, Stewart y Kane, 2007). No obstante, consideramos que para que se forme
el protocormo (etapa de desarrollo del embrion previo a la formacion del primordio foliar) en
condiciones naturales se requiere de un periodo de crecimiento de algunos meses antes de que
produzca los primordios foliares. De este modo, las semillas producidas en el afio t dan lugar a

las plantulas que se registran como recién emergidas en el afio t + 1.
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Las categorias de tamafio se establecieron a partir de la estimacion del area foliar de cada planta

(Calvo, 1990, explicado en la siguiente seccion).

RS

Figura 2.2. Ciclo de vida de C. luteo-albus. Los circulos representan las categorias de tamafio de
acuerdo al rea foliar total de la planta (cm?): plantulas de < 0.3 cm? con una raiz < 1 cm de largo
(P), juveniles de 0.01-10.01 cm? (J1), juveniles de 10.02-26.64 cm? (J2), adultos de 26.65—
64.25cm? (A1), adultos de 64.26 — 93.6cm? (A2), y adultos de > 93.7cm? (A3) y latentes (L). Las
flechas representan transiciones entre categorias y la flecha punteada representa la fecundidad.

Datos demograficos

Se utilizaron modelos poblacionales matriciales basados en cuatro transiciones anuales para la
poblacion SBN (2005-2009) y tres transiciones anuales para MART (2006-2009). Esta diferencia

se debio a que inicialmente el proyecto contemplaba un anélisis de viabilidad poblacional para la
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localidad SBN, un predio protegido, y posteriormente se extendio a un segundo predio privado
(MART), donde se gestion0 que se eliminara la perturbacion antropica a lo largo del trabajo de

campo.

En cada poblacion se ubicaron y marcaron los individuos de C. luteo-albus (en SBN, N=

591 y en MART, N= 336), dentro de un &rea de 0.4 ha en 10 cuadros permanentes no contiguos

de 20 x 20 m cada uno (Figura 2.3. - D), y cada afio se realizaron mediciones del area foliar en

los individuos marcados y en los nuevos (Kéry y Gregg, 2004). El area foliar se estimé con la
ecuacion para un rombo utilizada por Calvo (1990) para Cyclopogon cranichoides:

Y AL

A=

2 (Ec. 1)

Donde, i adquiere valores de 1 a n (n = namero de hojas de la planta), Ai = ancho de la hoja i, en

cm, Li = largo de la hoja i, en cm.

Los individuos de C. luteo-albus se clasificaron en siete categorias de tamafios definidas de
acuerdo con su area foliar total y su estado de desarrollo (plantula, no reproductivo, reproductivo
o latente, Figura 2.3. - A-C, Cuadro 2.1). Para esto, se obtuvo el AFT de cada planta y se definio
el tamafio (cm?) minimo a partir del cual una planta se reproduce (produce una inflorescencia).
Este tamafio se utiliz6 como referencia para distinguir los individuos adultos (Al, A2, y A3,
Figura 2.3. — F e I) de los juveniles (J1 y J2). Las plantulas (P), se determinaron como aquellas
plantas con primordios foliares distintivos < 0.3 cm?y por una pequefia raiz < 1 cm de largo;
juveniles 1 (J1), de 0.01-10.01 cm?; juveniles 2 (J2), de 10.02-26.64 cm? adultos 1 (A1), de
26.65-64.25cm?; adultos (A2) de 64.26 — 93.6cm?, y adultos (A3), de > 93.7cm? y latentes (L)

(Figura2.3.- Ay B).

54



Figura 2.3. A) Plantas de C. luteo-albus dispuestas de acuerda a las categorias de tamafio
consideradas (A3, A2, Al, J2 y J1, la flecha indica los frutos maduros), B) acercamiento de las
raices de un individuo adulto, C), ejemplo de la medicién de las hojas de una planta adulta, D)
habitat de C. luteo-albus en el sitio SBN, Veracruz, E) avispas de la familia Eurytomidae que
emergieron de ovarios florales (escala en mm), F) plantas adultas (la flecha indica el escapo con
herbivoria en el sitio SBN, en 2010, Figura 2.3. - F), G) semillas viables de C. luteo-albus (escala
5 mm), H) acercamiento de la avispa (Eurytomidae), e I) planta adulta de C. luteo-albus (la flecha

indica el escapo emergiendo).
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Matrices de proyeccion poblacional.- Se construyeron matrices de proyeccion poblacional
clasificadas por categorias de tamafio (Lefkovitch, 1965) para calcular las tasas finitas de
crecimiento poblacional anual (A, Caswell, 2001). Este modelo proyecta el nimero de individuos
en cada categoria de tamafio en el tiempo t+1 a partir de la estructura poblacional en el tiempo ty
el conocimiento de las probabilidades de transicion y las contribuciones entre categorias, segun la

siguiente ecuacion:

Ny = AN, (Ec.2)

Donde A es una matriz cuadrada, no negativa, cuyos elementos a;, ; representan las
probabilidades de transicion o la contribucién de los individuos de la clase de tamafio j a la clase i
entre el tiempotyelt+ 1,y n; y nyy son los vectores que contiene el nimero de individuos por

clase de tamario en el tiempo ty t+1, respectivamente.

El producto de A*n;, genera un nuevo vector que representa el tamafio y la estructura
poblacional en el tiempo t+1. Después de varias iteraciones de esta multiplicacién, la estructura
proporcional del vector resultante converge en una estructura estable de tamafios (w, autovector
derecho de la matriz A), un vector de valores reproductivos especificos por categoria (v,
autovector izquierdo de la matriz) y una tasa finita de crecimiento poblacional constante (4,

autovalor dominante de A).

En términos generales, una matriz de transicion esta compuesta por cuatro diferentes tipos
de entradas: a) fecundidad, dispuesta en la primera fila de la matriz, que representan el aporte de
plantulas per capita de cada categoria de adultos a la siguiente generacion; b) estasis, que son los
elementos dispuestos en la diagonal de la matriz y representan la probabilidad de persistencia en

la misma categoria de tamafio de un afio a otro; c¢) crecimiento, que son los elementos colocados
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por debajo de la diagonal principal y representan la probabilidad de que los individuos pasen a
categorias de mayor tamario de un afio a otro; y d) retrogresion, que son los elementos por encima
de la diagonal (excluyendo la primera fila), que representan la probabilidad de que los individuos
retrocedan a categorias de menor tamafio de un afio a otro. Adicionalmente, en el presente estudio
se consider0 a la categoria de plantas latentes, en donde se agrup06 a las plantas que perdieron las
hojas pero que permanecieron vivas entre ty t + 1 (Waite y Hutchings, 1991; Nicolé et al. 2005).
En los casos en los que se afiadid esta categoria, la matriz resultante tuvo una fila y una columna
adicionales. Un segundo enfoque para ubicar en la matriz a las plantas latentes fue considerar a la
latencia ya no como una categoria mas sino como una forma de retrogresion o disminucion de
tamafio, de tal manera que si una planta redujo su area foliar hasta perderla por completo, se
interpreté como una reduccion individual de tamafio y se le ubico entonces en la categoria de los
juveniles mas pequefios (J1), teniendo asi una matriz de solo seis categorias de tamafio (P, J1, J2,

Al. A2y A3).

La fecundidad se puede estimar mediante dos métodos: el mecanicista y el empirico
(Menges, 1990; Valverde 1995). El primero utiliza datos detallados de los diferentes procesos
involucrados en la reproduccién: produccion de frutos y semillas, depredacion de semillas,
porcentaje de germinacion y establecimiento en condiciones naturales o experimentales (Menges,
1990; Valverde 1995). En el segundo, las plantulas reclutadas en un area en el tiempo t+1 se
asignan a los adultos existentes en cada categoria en el tiempo t con base en su esfuerzo
reproductivo individual en el tiempo t. En este caso, el nUmero de plantulas producidas por el
individuo i en el tiempo t+1 se puede obtener multiplicando el nimero de plantulas encontradas
en el tiempo t+1 por el cociente del numero de frutos producido por el individuo i de la categoria

j entre el numero de frutos producidos por todos los individuos de la poblacion en el tiempo t (ver
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ecuacion 3 mas abajo). La fecundidad per capita de los individuos de una clase de tamafio se
obtiene sumando las fecundidades de todos los individuos de esa clase y dividiéndola entre el

numero de individuos de esa clase (fecundidad anénima de Caswell, 2001).

En este estudio se utilizd el método empirico, debido a la dificultad de observar la
germinacion de las semillas in situ (Figura 2.3. - G) y a que no se obtuvo germinacién en los
experimentos in vitro con medios de cultivo asimbioticos. De esta manera, el célculo de la
fecundidad per capita de los individuos de la categoria j (F;); es decir, la contribucion individual
promedio de los adultos de esa categoria al reclutamiento de plantulas, se llevo a cabo a partir de

la siguiente ecuacion:

Splif. (F
_— (f, {F)
—N.
] (Ec. 3)
Donde, F;j es la fecundidad per capita de los individuos de la categoria j en el tiempo t,
fij es el nimero de frutos producidos por el individuo i de la categoria j,

pl es el nimero total de plantulas encontradas en el rea de muestreo en el tiempo t+1,

N;j es el nimero de adultos de la categoria j en el tiempo, y

F=221

(Ec. 4)

donde, F es el nimero total de frutos de todos los individuos i de la categoria j en el tiempo t.
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Tasa de crecimiento poblacional y estructura de tamafos.- Se calcularon las tasas de
crecimiento poblacional (1), la estructura estable de tamafos (vectorw) y los valores
reproductivos especificos por categoria de tamafo (vectorV) de las matrices de transicion anuales
usando el programa STAGECOCH (Cochran y Ellner, 1992). Para saber si la estructura de
tamanos observada diferia de la estructura estable de tamafios proyectada para cada periodo, se
utiliz6 la prueba de bondad de ajuste Kolmogorov-Smirnov, debido a que las categorias de
tamafo se analizan en una escala ordinal, donde la categoria de menor tamafio corresponde a las
plantulas y la de mayor tamafio corresponde a los adultos 3 y entonces asume que hay cierta
dependencia entre ellas (Zar, 1999). Para determinar si la tasa de crecimiento poblacional no
diferia del equilibrio numérico (i.e. si los intervalos de confianza de A incluian a A= 1), para cada
valor de /1 se calculo el intervalo de confianza al 95% a través de un remuestreo con reemplazo de
los individuos de cada poblacion, usando el lenguaje de programaciéon R (Versién R 2.12.0,
Venables y Smith 2004; Mayberry y Elle, 2010). Para cada matriz de transicion, se realiz6 un
remuestreo con reemplazo de los individuos, lo que consiste en crear 1000 matrices de transicion
y obtener de cada una su respectivo valor de A, y de esta forma graficar la distribucion de

frecuencias de los valores de A para cada sitio y afio (Verhulst, et al. 2008).

Sensibilidad, elasticidad y otros parametros poblacionales.- La sensibilidad es una medida del
efecto que tendria un pequefio cambio absoluto en cada uno de los elementos de la matriz
poblacional sobre la tasa de crecimiento de la poblacion (Caswell y Trevisan, 1994). La
elasticidad es una medida del efecto que tendria un cambio relativo o proporcional de los
elementos de la matriz sobre la tasa de crecimiento de la poblacion al dividirse cada elemento

entre el valor de 1 (de Kroon, et al. 1986; Caswell, 2001). La sumatoria de las elasticidades de la
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matriz es igual a la unidad, lo que permite valorar el impacto relativo que tendrian
modificaciones de cada probabilidad de transicion o de cada contribucion sobre la tasa de
crecimiento poblacional, y permite hacer comparaciones entre poblaciones, entre afios y entre

especies.

Las sensibilidades (s;;) de 1 a cambios en cada a;j se pueden calcular segln la siguiente

ecuacion (Caswell, 2001):

(Ec. 5)

donde s; mide la sensibilidad absoluta de 2 a cambios pequefios en ajj, V'Y W son los
autovectores izquierdos y derechos de A respectivamente, y < V,w > es el producto escalar entre
vV Yy w. Por otro lado, las elasticidades se pueden calcular a partir de las sensibilidades, como

sigue:

eu = Slj — (Ec. 6)

Los datos de las elasticidades se sumaron por proceso demografico (estasis, crecimiento,
fecundidad y retrogresion, ver Silvertown, et al. 1993) para sumar 1 y poderse comparar con

otros estudios.

Por otro lado, se incluyé un andlisis de la importancia de la latencia en la dinamica
poblacional (Waite y Hutchings 1991; Nicolé et al. 2005). Para determinar la influencia de la

latencia en la demografia de C. luteo-albus, se construyd una matriz de 6 x 6, que excluia esta
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etapa (en este caso, a los individuos que entran en latencia se les representa como parte de la

transicion hacia la categoria J1).

Ademas de los valores de 4, las sensibilidades y elasticidades, también se calcularon los siguientes
parametros: la tasa reproductiva neta (Ro, nUmero de descendientes que se espera que produzca un
individuo promedio de la categoria inicial, a lo largo de su vida), la longevidad maxima (L, la
edad esperada de muerte condicionada al paso por el estadio de plantula), la edad a la madurez
sexual o edad a la primera reproduccion (a), y una medidas del tiempo generacional, que es la
edad promedio a la cual se reproducen los individuos de una cohorte (4;). También, se obtuvo la
proporcion de sobrevivientes que llegan a la categoria x (1), y los valores reproductivos escalados
con respecto al valor reproductivo de las plantulas. Todos estos pardmetros, asi como las
sensibilidades y elasticidades, se calcularon con el programa STAGECOCH (Cochran y Ellner,

1992).

Variabilidad en la tasa de crecimiento poblacional.- Para determinar si la demografia de C.
luteo-albus vari6 significativamente entre afios y entre poblaciones, se emplearon métodos de
remuestreo bootstrap (Verhulst et al. 2008; Caswell, 2001) implementados con el lenguaje de

programacion R (Version 2.12.0, Venables y Smith, 2004).

Se evaluaron las diferencias temporales en la tasas de crecimiento poblacional al interior
de cada poblacion, y entre las dos poblaciones para cada afio (i.e. comparacion para cada matriz
anual), y en el periodo 2006-2009 (comparacion de las matrices promedio 2006-2009 de los dos

Sitios).
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Para evaluar si hubo diferencias en las tasas de crecimiento al interior de cada poblacion
en el tiempo (entre afnos), se utilizd la Desviacion Estandar de las tasas de crecimiento
poblacionales (4ij, Verhulst et al. 2008). El subindice i de 4 identifica a la poblacion (s para SBN
y m para Martinica), mientras que el subindice j identifica al periodo anual (en SBN hubo cuatro
transiciones anuales en el periodo 2005-2009 y en Martinica hubo tres transiciones en el periodo
2006-2009). El nimero de individuos encontrados cada afio en cada sitio s Nst1; Nsio; Nsis Y
Nsiw para las cuatro transiciones de SBN; Y Nmu; Nme Y Nm para las tres transiciones de
Martinica. Ejemplo: para la poblacion de Martinica se agruparon los Np; individuos de los tres
afios y a partir de ese conjunto se remuestrearon aleatoriamente y con reemplazo N individuos,
con los que se construyd una nueva matriz de transicion del afio 1 y se calcul6 la correspondiente
Am.u. Luego se remuestrearon N2 Y Nms individuos y se calcularon las correspondientes An Y
Amgs. Por altimo se calcul6 la DS de Anu, Ame Y Amw. El proceso se repitio 5000 veces, se
construyd la distribucion de frecuencias de los 5000 valores de DSy se verifico si el valor de la
DS observado (es decir la DS de las lambdas observadas) caia dentro del intervalo del confianza
del 95% de esas observaciones. En el caso de SBN se usO el mismo procedimiento, pero

considerando cuatro transiciones en lugar de tres (Verhulst, et al. 2008).

Para evaluar si hubo diferencias en la tasa de crecimiento entre las dos poblaciones en
cada uno de los afios de estudio, se utiliz6 el estadistico € = Ast — Amt, (donde Ji; es el valor de la
tasa de crecimiento de la poblacion i en el afio t, el subindice s identifica a la poblacion de SBN 'y
el subindice m identifica a la poblacién de Martinica). Para cada afio se agruparon los Ns;
individuos de SBN y los Nt individuos de Martinica, (es decir se construy6 una matriz agrupada
de las dos poblaciones para cada afo) y a partir de ese conjunto se remuestrearon aleatoriamente

y con reemplazo Ns individuos y Ny, individuos. Se construy6 una matriz de transicion con cada
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uno de esos dos grupos de individuos, se calcularon las correspondientes tasas de crecimiento
anuales (1s y Am) y se calcularon sus diferencias con 0 = is — . EsSte proceso se repitio 5000
veces, se construyé la distribucion de frecuencias de esas 5000 diferencias y para conocer su
significancia, se verifico si el valor de & observado caia dentro del intervalo del confianza del
95% de esas observaciones (Verhulst, et al. 2008). La ventaja de este método de remuestreo, es
que las simulaciones se construyen con cada individuo a partir de la base de datos original y no

considera el tipo de distribucién estadistico (Caswell, 2001).

Probabilidad de cuasi-extincién. Finalmente, para calcular la viabilidad poblacional de las
poblaciones estudiadas de C. luteo-albus, se obtuvo su probabilidad de cuasi-extincién. Esta
probabilidad se define como la probabilidad de que la poblacion disminuya a niveles criticos -
por ejemplo, una reduccién de hasta el 10% del tamafio poblacional inicial en algun periodo de
tiempo definido (Ginzburg et al. 1982). Las proyecciones de los tamafios poblacionales obtenidos
se basan en un modelo estocastico, en el cual las matrices anuales obtenidas de las observaciones
de campo se eligen aleatoriamente en cada iteracion de la proyeccion (Morris y Doak, 2002).
Para éste analisis se utilizé la rutina de la Caja 7.6 (Morris y Doak, 2002) en MATLAB 7.5 para
Windows. Cada una de las matrices anuales tenia la misma probabilidad de aparecer en cada
iteracion. Las simulaciones se hicieron para un periodo de 100 afios, y el tamafio poblacional

“critico” al que se considero “extinta” una poblacion fue de 10 % de tamafio poblacional inicial.
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RESULTADOS
Densidad y Estructura poblacional

Las densidades poblacionales de C. luteo-albus de 0.13 + 0.22 DE individuos/m? en SBN y de
0.08 + 0.15 DE individuos/m? en Martinica, aunque no presentaron diferencias significativas
entre sitios (U = 47.5, P >= 0.05), en ambas poblaciones, la estructura de tamafios observada
difirio significativamente de la estructura estable de tamafios (prueba Kolmogorov-Smirnov; P <
0.001, Figura 2.4a). En SBN, la estructura poblacional estuvo dominada por individuos juveniles
pequefios y adultos pequefios (J1 y Al). Sin embargo, la abundancia de los primeros fue muy
variable (69.86% CV), con un pico en su frecuencia en 2005 con respecto a otras categorias como
los latentes o adultos Al. Tanto en SBN como en MART, el coeficiente de variacién promedio
para la abundancia de los adultos (A1-A3) fue de 18.2% y 22% CV, mientras que para el resto de
las categorias (P, L, J1, J2) fue de 55.7% 44.6% CV, respectivamente (Figura 2.4.ay b). En SBN
y MART, la categoria de plantulas fue la menos representada, no obstante, su frecuencia relativa
promedio fue la tercera mas variable entre afios (34.8% y 46.81% CV, respectivamente), después

de los individuos latentes (95.36% Yy 52.1% CV) y los Juveniles 1.

En MART, la categoria de latentes fue la Unica que presentd un ligero aumento en su
frecuencia a lo largo del tiempo y una variabilidad similar a la categoria J1 (52.14% y 53.58%
CV, datos no mostrados), mientras que la abundancia relativa de todas las categorias de adultos
fue similar, a excepcion de los Adultos 1 que presentaron un pico en su frecuencia en 2007

(Figura 2.4b).

64



Din&dmica poblacional

Durante el periodo de estudio, se observaron individuos que no se reprodujeron, asi como
individuos que formaron frutos en uno o mas afios, aunque mas de la mitad de los adultos
produjeron frutos en un solo afio (Figura 2.5). ElI promedio anual del nimero de frutos que
produjeron los individuos reproductivos fue de 30.6 + 13.9 en SBN y de 29.9 + 14.9 en MART
no presentaron diferencias significativas entre ellos (t = -0.15, P>= 0.05). Los valores de
fecundidad fueron en aumento al incrementar el tamafio de las plantas (Cuadro 2.2a-1, vectores v).
En ambas poblaciones, las categorias de tamafio P y J1 obtuvieron los valores mas altos de
mortalidad (en SBN 51% y 20% y en MART 44% y 19%, respectivamente) (Cuadro 2.2e y ).
Las plantas que realizaron una transicion a latentes mostraron mortalidad en la mayoria de los
afios, con algunas excepciones (Cuadro 2.2h). Sin embargo, la probabilidad de muerte nunca fue

superior a la de las plantulas.

En ambas poblaciones, las matrices anuales presentaron valores altos de permanencia
(estasis) en la misma categoria para las categorias de tamafio A3, seguida de la categoria de
tamafo Al (Cuadro 2.2a-i). El valor méas alto de estasis en Al se presentd en MART durante
2006-2007 (Cuadro 2.2f). La retrogresion se observo en la mayoria de las categorias (excepto en

las plantulas), pero fue poco frecuente de los adultos A2 y A3 hacia J1.

En la mayoria de las matrices anuales de ambas poblaciones, las tasas de crecimiento
poblacional estuvieron significativamente por debajo de la unidad, mostrando que las poblaciones
de C. luteo-albus tanto en SBN como en MART estan en decremento numerico (Cuadro 2.2a-i).
La Unica excepcion fue la poblacion de MART en 2006-2007 (A= 1.001, 1Cgse, 0.976-1.022,

Cuadro 2.2f), cuyos intervalos de confianza al 95% indican que dicho valor de A no difiere de la
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unidad y que, por tanto, la poblacion estaria en equilibrio numérico si se mantuviera el

comportamiento demografico de este periodo.

En general, los individuos de todas las categorias de tamafio pueden transitar a la
categoria de latentes, y a su vez, los individuos en latencia pueden transitar hacia cualquier otra
categoria de tamafio (excepto a la de plantulas, Figura 2.6a y b), también permanecer como
latentes o morir. Las matrices promedio que consideraron a la categoria de latencia mostraron un
valor de A similar al de las matrices que no la consideraron (Cuadro 2.3, SBN con latencia, A=
0.956, I1C g59 0.935-0.959; y sin latencia, 2= 0.951, 1Cgsy, 0.930-0.954 y MART con latencia, A=
0.978, 1Cgsy 0.960-0.984; y sin latencia, A= 0.970, 1Cgs0, 0.950-0.977). Entonces, la etapa de
latencia no parece haber contribuido de manera importante a la dindmica poblacional. Debido a
esto, la etapa de latencia se excluyo en los analisis de viabilidad poblacional que se presentan mas

abajo.

Sensibilidad, elasticidad y otros parametros poblacionales

El andlisis de elasticidad basado en las matrices promedio y representado en el tridngulo
demografico de ambas poblaciones mostré que la supervivencia, seguida del crecimiento, fueron
los procesos demograficos que tuvieron la mayor contribucion a 4, independientemente de que se
considere a la etapa de latencia o no (Supervivencia = 71% y 69%, Crecimiento = 28% y 30%
para SBN y MART, respectivamente, Figura 2.7), mientras que la contribucion de la fecundidad
fue baja en ambos casos (1.3%). No se presentaron mayores diferencias en el patrén de las
elasticidades cuando se omitio la latencia (Supervivencia = 73% y 68%, Crecimiento = 26% y

31% para SBN y MART, respectivamente; Figura 2.7, color negro).
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Segun las matrices promedio, tanto para SBN (2005-2009) como para MART (2006-
2009), se obtuvieron curvas de supervivencia (log Ix, Figura 2.8a) del tipo Ill, segun la
clasificacion de Deevey (1947). El valor reproductivo (escalado segun el valor de la categoria 1)
fue mayor en SBN que en MART (Figura 2.8b). En ambas poblaciones se obtuvieron valores
bajos de la tasa reproductiva neta (Ro): de Ro= 0.18 individuos en SBN y 0.33 individuos en

MART.

La edad promedio a la que se alcanza la madurez sexual (a) fue de 5.4 + 13 DE (SBN) y
45 £ 9.5 DE (MART) afos. La edad promedio a la cual se reproducen los individuos de una
cohorte (tiempo generacional, p;) fue de 22 + 17 DE y 32 + 28 DE afios, para SBN y MART,
respectivamente, y la longevidad méxima promedio (L) fue de 28 + 17 DE afios y 39 + 29 DE

afios, respectivamente (Cuadro 2.3).

Variabilidad en la tasa de crecimiento poblacional

Al interior de las poblaciones, la tasa de crecimiento poblacional obtenida a través del analisis de
las matrices anuales no varid significativamente entre afios en ninguna de las dos poblaciones
(Figura 2.9a y b). Por otro lado, s6lo se encontraron diferencias significativas en la tasa de
crecimiento poblacional entre ambas poblaciones para el periodo 2006-2007 (Figura 2.10a;
4=0.988 en SBN y 1=1.001, en MART, Cuadro 2.2b y f, respectivamente). Para este periodo,
SBN fue significativamente menor que la unidad, representando a una poblacion decreciente y
MART present6 un valor de 2 que no difirid de la unidad. No obstante, no se encontraron

diferencias significativas en los valores de 4 de las matrices promedio.
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Probabilidades de cuasi-extincion

El anélisis de viabilidad poblacional mostré que, bajo las condiciones demogréaficas y
ambientales actuales, tanto la poblacion de SBN como la de MART disminuirian a un 10 % de su
tamafio inicial en menos de 100 afios. De acuerdo con la simulacién, en 47 afios SBN tendra una
probabilidad de 0.2 de que su poblacién disminuya al 10% de su tamafio inicial, y una
probabilidad de 1.0 de que lo haga en 60 afios (Figura 2.11a). MART parece tener probabilidades
de permanencia un poco mayores, ya que tendrd una probabilidad del 0.2 de que su poblacion
disminuya al 10% después de 67 afios y en 90 afios y una probabilidad del 1.0 de que lo haga en

90 afos (Figura 2.11b).
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DISCUSION

Los analisis prospectivos a través de modelos matriciales proveen una forma precisa de evaluar
las contribuciones de los distintos estadios del ciclo de vida y de los diferentes procesos
demogréaficos a la tasa de crecimiento poblacional (1). Asimismo, los modelos matriciales
permiten evaluar si la poblacion estd creciendo o decreciendo, a partir de lo cual es posible
generar una guia para dirigir los esfuerzos de conservacion de las poblaciones. Avances recientes
en esta area han llevado a incorporar el efecto de la variacion o estocasticidad ambiental y
proyectar el tiempo que transcurrira para que la poblacion disminuya hasta un umbral de cuasi-
extincién, convirtiéndose en una herramienta bastante detallada para los analisis demogréaficos de
viabilidad poblacional (Benton y Grant, 1999; Caswell, 2000; Morris y Doak, 2002). En los
siguientes parrafos exploraremos en mayor detalle las implicaciones de los analisis demogréaficos

aqui presentados.

Estructura poblacional

La estructura poblacional observada de C. luteo-albus fue variable afio con afio (i.e. una alta
proporcion de individuos juveniles J1 en 2005 y Al en SBN, y una mayor proporcion de
individuos A1y A3 en MART), lo que difiere de otras orquideas terrestres en las que predominan
los individuos juveniles (Gutiérrez-Paredes, 2000; Hutchings, et al. 1998). No obstante, la baja
frecuencia de plantulas registrada en ambas poblaciones es una condicién frecuente en las
orquideas (Ackerman et al. 1996; Gutiérrez-Paredes, 2000). La explicacién al bajo reclutamiento,

a pesar de la gran cantidad de semillas que producen las orquideas, se ha relacionado con la baja
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probabilidad de encontrar “sitios seguros”, micrositios Optimos para la germinacion y
establecimiento (Harper, 1977; Jersakova y Malinova, 2007; Winkler et al. 2009), donde se
encuentren los recursos edaficos (incluyendo a los hongos micorrizicos) necesarios para el
desarrollo de la etapa micoheterotrofa o etapa de germinacion (Rasmussen, 1995). Por otro lado,
la alta proporcion de individuos pequefios (J1) registrada en SBN durante el primer afio de
estudio (2005), sugiere que a pesar de haber observado un afio con elevado reclutamiento (o un
probable reflejo de afios anteriores con buen reclutamiento), esto no es suficiente para mantener a
una poblacional estable o en crecimiento (Martinez-Ramos y Alvarez-Buylla, 1995). La
estructura poblacional es un reflejo de la dindmica demogréfica de la poblacién, reflejada en las
tasas de natalidad y mortalidad especificas de las categorias de tamafio/edad, que a su vez
responden a factores extrinsecos impuestos por el ambiente. Debido a la variabilidad ambiental,
es comun que las poblaciones estén lejos del equilibrio, en el sentido de que la estructura
poblacional observada cominmente difiere de la estructura estable de tamafios (Gutiérrez—

Paredes, 2000; Valverde y Silvertown, 1998).

Dindmica poblacional

El analisis de la dinamica poblacional de C. luteo-albus, permitié conocer algunas caracteristicas
de su historia de vida, como la edad promedio a la madurez o a la primera reproduccion (Cochran
y Ellner, 1992), parametros que permiten clasificarla como una orquidea de larga vida. Las
especies de vida larga, presentan una edad tardia a la madurez, lo que implica que la asignacion
de recursos se concentre mas en la supervivencia que en la reproduccion. Este es el caso de C.

luteo-albus que en promedio requiere de un periodo relativamente largo (4.5 + 9.5 afios en
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MART y 5.4 = 13 afios en SBN, segln las matrices promedio) para almacenar suficientes
reservas antes de reproducirse (Silvertown y Charlesworth, 2001).

A lo largo del periodo de estudio, el comportamiento demogréafico de ambas poblaciones
mostré que las dos poblaciones estan decreciendo (i.e. A<1). La disminucion en el tamafio
poblacional en orquideas se ha relacionado con la incidencia de distintas perturbaciones
naturales. Por ejemplo, la orquidea epifita Lepanthes eltoroensis mostré poblaciones con un
comportamiento demogréafico hacia el decremento poblacional (1<1) después de un huracan. No
obstante, la resiliencia de la poblacion le permitié una rapida recuperacion al siguiente afio
(Benitez y Tremblay, 2003). En la zona en la que se llevd a cabo el presente estudio, los
huracanes son poco frecuentes (~30 huracanes en el periodo de 1866 a 2005), pero las rafagas de
viento de hasta 50 km/h que se presentan sobre todo durante la temporada de “nortes” provocan
la caida de ramas lo que, a su vez, dafia fisicamente a las plantas reproductivas de C. luteoalbus
(observacion personal). Sin embargo, en estudios posteriores se debe corroborar el posible efecto
que podria tener la mortalidad por dafio fisico de los adultos reproductivos sobre la tasa de

crecimiento.

Asimismo, las perturbaciones de origen humano podrian provocar cambios directos en el
habitat y, en algunos casos, podrian favorecer a la presencia de algunas especies de orquideas (i.e.
aquellas asociadas a comunidades de pastizales donde el fuego les resulta favorable), o bien,
afectar negativamente la supervivencia de las plantas (Coates et al. 2005). Se ha sugerido que los
ambientes perturbados favorecen el parasitismo, como en la orquidea terrestre Aulosepalum
pyramidale donde la totalidad de las plantas reproductivas fueron parasitadas por avispas de la
familia Eurytomidae (Salazar, 2009). Durante 2005, en las poblaciones estudiadas de C. luteo-

albus también se registraron ovarios florales parasitados por el mismo agente (avispas
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Eurytomidae, Chalcidoidea, Figura 2.3. — E y H). No obstante, esta interaccion afecté a menos
del 1% de los individuos muestreados (en SBN). Por otro lado, la herbivoria causada por
caracoles también puede afectar a las orquideas, como Lycaste aromatica y Ophrys apifera; en
ésta ultima, tal efecto redujo hasta el 10% su tamafio poblacional. En 2010, se registré dafio por
herbivoria en las estructuras reproductivas de C luteo-albus en la totalidad de las inflorescencias
(probablemente por caracoles, observacién personal), lo que redujo la fecundidad para ese
periodo, tal como se ha registrado en otros estudios (Winkler, et al. 2005; Wells y Cox, 1991).
Sin embargo, es necesario continuar con los estudios a largo plazo para medir la posible respuesta
de las poblaciones de estudio ante estos factores y otros relacionados con la perturbacion humana
local (i.e. frecuencia e intensidad del pisoteo humano, poda selectiva del sotobosque;

observacion personal).

El comportamiento demogréfico no vari6 de manera substancial al interior de cada
poblacion a lo largo del periodo de estudio. Y la comparacién entre poblaciones mostré que sélo
en uno de los tres periodos anuales de estudio se observaron diferencias significativas entre ellas
en términos del valor de A (2006-2007, Figura 2.10a), en el que MART tuvo una tasa de
crecimiento poblacional que no difirié de la unidad (4 = 1.001, IC 95%, 0.976-1.022), mientras
que SBN presentd una A marginal pero significativamente menor que la unidad (4 =0.988, IC
95%, 0.947-0.992). Ambos sitios, comparten alrededor del 70% de las especies arbustivas y
hierbas, ambos sitios se encuentra a menos de 1 km lineal de la zona urbana, ambos tienen un
nivel similar de compactacién del suelo - 11 kg/cm? una comunidad de arboles similar,
condiciones climaticas y efectos antropicos similares (Alvarez-Aquino, et al. 2005). Las
diferencias en el comportamiento demografico entre SBN y MART, probablemente se debié a

que, en SBN se ha registrado una mayor densidad de semillas de especies herbaceas en el suelo
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con respecto a una zona aledafia a MART (Alvarez-Aquino, et al. 2005). Si el banco de semillas
es un reflejo de la comunidad vegetal, entonces es posible que la alta densidad de hierbas (nativas
e invasoras) en SBN, tuviera un efecto negativo sobre la dinamica poblacional de C. luteo-albus

debido a la competencia inter-especifica.

Otra caracteristica de la historia de vida de C. luteo-albus que se exploré en este estudio,
fue la etapa de latencia (Tamm, 1956; Hutchings, 2010; Shefferson y Tali, 2007). Se ha
demostrado que las plantas vasculares entran en latencia como una respuesta fisioldgica
individual al estrés ambiental, aunque estudios a nivel poblacional han mostrado que la latencia
tiene efectos sobre la tasa de crecimiento poblacional (como medida de adecuacidn), por lo cual
es posible considerarla como un proceso demogréfico méas. Se ha postulado que la latencia puede
implicar costos a corto plazo asociados con la supervivencia y la reproduccién, ya que: a) la
porcion latente de la poblacion no se reproduce sexualmente, al menos durante una temporada
(menor fecundidad), y b) la supervivencia de los individuos provenientes de esta etapa es
considerablemente menor con respecto a la de los individuos provenientes de etapas
fotosintéticas (menor supervivencia). Una menor supervivencia y reproduccion, claramente se
pueden traducir en tasas de crecimiento poblacional mas bajas en un corto plazo. Sin embargo, se
ha sugerido que la latencia podria ser una estrategia que actla a largo plazo permitiendo que la
poblacion pueda amortiguar el efecto de condiciones ambientales desfavorables “storage effect”

(Chesson, 1984; Lesica y Steele, 1994; Shefferson, et al. 2003; Shefferson, et al. 2005).

Al parecer, en C. luteo-albus, asi como en otras orquideas terrestres, la latencia es un evento
relativamente frecuente, pero muy variable, ya que a lo largo del estudio (cinco afios), la porcion
de la poblacion de C. luteo-albus en latencia varié de 4.4% y hasta el 26%. Por Ejemplo, en

Cypripedium irapeanum sélo el 4% de la poblacion se encontr6 en latencia (Gutiérrez-Paredes,
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2000) mientras que en C. calceolus se encontrd entre 19-67% (Shefferson, et al. 2001). Sin
embargo, los valores de elasticidad en ambas poblaciones mostraron que hay una fuerte
contribucion a 4 de la permanencia de los individuos de las categorias adultas, pero la etapa de
latencia no tiene tal efecto. Asi, la latencia podria ser una respuesta fisiologica al estrés
ambiental, sin mayor relevancia demografica para la poblacion (Lesica y Steele, 1994). Esto
sugiere que los esfuerzos de conservacion dirigidos hacia las poblaciones de C. luteo-albus deben
(ademas de evaluar el efecto de la introduccion de nuevos individuos a la poblacidn) priorizar la
supervivencia de adultos. Es decir, tratar de asegurar que las plantas lleguen a adultas y
permanezcan en ese estado es muy significativo para la tasa de crecimiento poblacional, debido a
que una vez que alcanzan el tamafio potencialmente reproductivo, sus tasas de mortalidad
disminuyen considerablemente. Esto contrasta con lo que se ha observado en otras orquideas
terrestres, como Ophrys sphegodes, donde el asegurar la transicion de plantas latentes hacia
adultos reproductivos ayuda a que exista un aporte de alrededor de la mitad del total de las

semillas de la poblacion (Wells, 1981).

Respecto a las curvas de supervivencia, ambas poblaciones de C. luteo-albus presentaron
el mismo patron, i.e. Tipo Ill, con una mortalidad mas intensa al inicio de la vida y que
disminuye hacia las etapas adultas, lo cual es comin en plantas de semillas pequefias (Begon et
al. 2006; Hutchings, 1987; Waite y Hutchings, 1991; Willems y Melser, 1998). Esta informacion
se complementa con la gréafica de los valores reproductivos, en la que los individuos de categorias
pequefias presentaron bajas probabilidades de llegar a la madurez. Posteriormente, el valor
reproductivo se fue incrementando conforme los individuos aumentan de tamafio (asintota,

Figura 2.8b).
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En general, los analisis prospectivos (i.e. las elasticidades), evalGan las consecuencias que
tendria sobre A la modificacion puntual de las tasas vitales. Al analizar los valores de elasticidad
expresados en tres procesos demograficos principales -- crecimiento, permanencia y fecundidad -
- y graficarlos en el triangulo demogréafico (Silvertown et al., 1993), las poblaciones de C. luteo-
albus se ubican en la misma region del tridngulo en la que se encuentran hierbas iteroparas de
larga vida, como la cebolla Allium monanthrum, la hierba anual Disporum smilacinum, la hierba
venenosa Podophyllum peliatum y la hierba Chamaelirium luteum (Silvertown et al., 1993). Con
respecto a otras orquideas, C. luteo-albus difiere de Cypripedium calceolus, una orquidea
extremadamente longeva (223.6 £147.6 DE afios en promedio) cuyo principal mecanismo de
persistencia es la supervivencia (elasticidad de la estasis 0.98, Nicolé et al. 2005; Silvertown y
Franco, 1993). Asimismo, contrasta con la orquidea de vida corta Ophrys sphegodes (longevidad
< 2.3 afos), que habita en zonas abiertas y en la que la fecundidad y el crecimiento son los
procesos que tienen mayor relevancia para la persistencia de sus poblaciones (Waite y Hutchings,
1991); y C. luteo-albus se ubica relativamente cerca de C. irapeanum y Cypripedium acaule,
orquideas que pasa una parte de su ciclo de vida en estado de latencia. La edad promedio a la
madurez de esta ultima es mayor que la de la especie de estudio (11.1 afios vs. 5.4 + 13 afios en
SBN y 4.5 + 9.5 afios en MART). Sin embargo, el comportamiento demografico de sus adultos
(mayor supervivencia que transito a otras categorias de tamafio) es similar al de C. luteo-albus

(Cochran y Ellner, 1992; Gutiérrez-Paredes, 2000).

El andlisis de viabilidad poblacional mostr6 que, de continuar las tendencias demogréficas
observadas, ambas poblaciones podrian disminuir hasta alcanzar un tamafio de 10 % del tamafio
poblacional actual (es decir, el observado en 2009, N = 441 en SBN y N = 332 en MART), en

menos de 100 afios, sugiriéndose en SBN una disminucion mas rapida que en MART.
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En conclusion, las poblaciones estudiadas estan declinando y se espera que a largo plazo
estén cerca de la extincion si las condiciones actuales se mantienen. Al parecer, la permanencia
en las mismas categorias y especificamente, la permanencia de los Adultos 1, podria ser un
mecanismo para mantener la tasa de crecimiento, por lo que las practicas de manejo podrian
dirigirse a introducir individuos, asegurar que las plantulas y los juveniles lleguen a adultos, por
ejemplo a través de programas de repoblacién y/o de control de especies invasoras que al parecer
podrian competir con C. luteo-albus (i.e. poda de pastos invasores u otras especies, como el
helecho Pteridium aquilinum). Sin embargo, para confirmar cual elemento de la matriz, o bien
qué proceso demografico contribuy6 a generar los cambios observados en A para ese afio, seria

necesario llevar a cabo un analisis retrospectivo (Caswell, 2000; Martinez-Ballesté et al. 2005).

En vista de que los anélisis de probabilidad de cuasi-extincidbn muestran que ambas
poblaciones tienen una tendencia a la desaparicion en menos de 100 afios, surge la pregunta de si
estas poblaciones son estables o seniles de acuerdo a la etapa de sucesion de la vegetacion
(Oostermeijer, 2000), o bien, si este tipo de comportamiento demografico es comun en otras
poblaciones de esta especie, y si lo fuera, como se mantiene a nivel regional: ;quizas a través de
un balance entre poblaciones que se extinguen y poblaciones que surgen a partir de la
colonizacion de nuevos espacios? Y también como metapoblaciones no equilibradas, donde las
extinciones rebasan a las colonizaciones (Harrison, 1991). Esto abre el tema del posible
comportamiento metapoblacional de C. luteo-albus que, en asociacién con la distribucion
naturalmente fragmentada de los bosques de niebla, surge como una posibilidad real que seria

importante explorar a futuro en la dindmica regional.
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Cuadro 2.1. Delimitacion de las categorias de tamario utilizadas para el estudio demografico de

Cyclopogon luteo-albus en el bosque de niebla de la zona central de Veracruz. Solo las categorias

de adultos pueden producir semillas.

Categoria

Avrea Foliar Total (cm?)

Plantulas (P)

Latentes (L)

Juveniles 1 (J1)
Juveniles 2 (J2)
Adultos 1 (A1)
Adultos 2 (A2)
Adultos 3 (A3)

< 0.3 (con raiz<1 cm)
solo raiz
0.01-10.01

10.02 — 26.64

26.65 — 64.25

64.26 — 93.6

>93.7

Nota: Para el analisis que no consider0 a la categoria Latentes, los individuos latentes se
sumaron a la categoria de Juveniles 1 (J1), conformando asi matrices de dimensiones 6 x 6.
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Cuadro 2.2. Matrices anuales de proyeccion poblacional de las poblaciones SBN (a-d) y
promedio (e), y MART (f-h) y promedio (i), respectivamente, para los periodos 2005-2009 y
2006-2009. Se muestran también la estructura poblacional observada (n), la estructura estable de
tamafos (w), el vector de los valores reproductivos especificos por categoria, escalado con
respecto a la primera categoria de tamafio (v), la tasa finita de crecimiento poblacional A, con sus
intervalos de confianza al 95% (ICI y ICS, intervalos de confianza inferior y superior,
respectivamente), y la mortalidad especifica por categoria (gx). Los valores subrayados son los
elementos de la diagonal.

a)

SBN
2005-2006

P 0 0 0 0 0.032 0.091 0.145 0.027 0.028 1.00
L 0375 0400 0.324 0.222 0.165 0.100 0.061 0.025 0.269 1.48
Jl1 0312 0.333 0.380 0.120 0.009 O 0 0.423 0.198 1.29
4=0.959 J2 0 0.133 0.116 0.314 0.067 0.020 0.020 0.183 0.119 1.88
ICI=0946 A1 O 0.067 0.020 0.324 0.533 0.240 0.122 0.174 0.215 2.17
ICS=0.991 A2 0 0 0.004 0.009 0.126 0.440 0.183 0.085 0.085 2.30
A3 0 0 0 0 0.087 0.160 0.571 0.083 0.083 2.48

% 0313 0067 0156 0009 0.010 0.040 0.041
N 16 15 250 108 103 50 49 591

b)
SBN
9006-2007 P L J1 J2 Al A2 A3 Nt w v
P 0 0 0 0 0.023 0.079 0.126 0.027 0.058 1.00
L 0.066 0.197 0.075 0.108 0.070 0.021 0.044 0.256 0.065 1.96
Jl 0400 0.352 0.478 0.095 0.018 O 0 0.214 0.113 1.29
4=0.988 J2 0 0.162 0.218 0.283 0.087 0.021 O 0.133 0.080 2.39
ICI=0.947 A1 O 0.091 0.142 0.378 0.385 0.130 0.133 0.205 0.194 2.63

ICS=0.992 A2 0 0.028 0.016 0.067 0.219 0.369 0.222 0.083 0.190 2.90
A3 0 0.028 0 0.027 0.184 0.434 0.578 0.081 0.298 2.94

9 0533 0141 0067 0.041 0035 0.022 0.022
N 15 142 119 74 114 46 45 555
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c)

SBN

9007-2008 P L J1 J2 Al A2 A3 Nt w v
P 0 0 0 0 0.012 0.043 0.054 0.023 0.033 1.00
L O 0.263 0.115 0.037 0.044 0.032 0.014 0.109 0.046 4.14
Jl1 0416 0.246 0.230 0.099 0.018 O 0 0.233 0.053 2.20

1=0.916 J2 0 0.193 0.139 0.358 0.088 0.016 O 0.155 0.072 3.90

ICI=0.878 Al O 0.228 0.098 0.284 0.447 0.159 0.110 0.218 0.232 5.00

ICS=0.946 A2 O 0.035 O 0.074 0.219 0.270 0.247 0.120 0.219 5.22
A3 0 0.018 O 0 0.123 0.460 0.534 0.139 0.341 5.09
% 0583 0.018 0418 0.148 0.061 0.063 0.096
N 12 57 122 81 114 63 73 522

d)

SBN

9008-2009 P L J1 J2 Al A2 A3 Nt w v
P 0 0 0 0 0.009 0.031 0.044 0.018 0.022 1.00
L O 0.225 0.017 0.014 0.042 0.014 0.012 0.091 0.030 7.10
Jl1 0250 0.100 0.543 0.029 O 0 0.024 0.129 0.043 3.87

4=0.968 J2 0 0.150 0.087 0.544 0.068 0.058 0.024 0.154 0.114 8.14

ICI=0.949 A1 O 0.250 0.087 0.264 0.641 0.191 0.096 0.265 0.322 9.18

ICS=0.982 A2 0 0125 0 0.088 0.119 0.573 0.096 0.154 0.198 09.14
A3 0 0.025 0 0 0.111 0.132 0.734 0.188 0.269 9.37
% 0750 0125 0263 0.059 0017 0.029 0.012
N 8 40 57 68 117 68 83 441
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e)

SBN promedio

9005-2009 P L J1 J2 Al A2 A3 Nt w v
P 0 0 0 0 0.019 0.061 0.093 0.024 0.041 1.00
L 0110 0.271 0.133 0.096 0.080 0.042 0.033 0.120 0.089 2.17
Jl 0345 0.258 0.408 0.086 0.011 O 0.006 0.260 0.090 2.19

4=0.956 J2 0 0.160 0.140 0.375 0.0/8 0.029 0.011 0.157 0.093 2.26

ICI=0.935 A1 O 0.159 0.087 0.313 0.502 0.180 0.115 0.212 0.250 6.09

ICS=0.959 A2 0 0.047 0.005 0.060 0.171 0.413 0.187 0.108 0.183 4.46
A3 0 0.018 0 0.007 0.126 0.297 0.605 0.119 0.250 6.09
9 0.545 0.088 0.226 0.060 0.031 0.039 0.043
N 13 64 137 83 112 57 63 527

f)

MART

9006-2007 P L J1 J2 Al A2 A3 Nt w v
P O 0 0 0 0.032 0.089 0.092 0.018 0.036 1.00
L 0.166 0.200 0.030 0.085 0.083 0.090 0.063 0.060 0.095 2.07
Jl 0333 0 0.181 0.014 0.011 O 0 0.098 0.024 1.97

4=1.001 J2 0 0.600 0.484 0.314 0.047 0.022 0.012 0.208 0.139 2.20

ICI=0976 Al O 0.150 0.212 0471 0.642 0477 0.240 0.250 0477 2.27

ICS=1.022 A2 O 0 0 0.085 0.142 0.204 0.265 0.131 0.132 2.37
A3 0 0 0 0.014 0.059 0.204 0.392 0.235 0.094 2.35
% 0500 0.050 0091 0014 0012 0.000 0.025
N 6 20 33 70 84 44 79 336
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9)

MART

9007-2008 P L J1 J2 Al A2 A3 Nt w v
P 0 0 0 0 0.010 0.041 0.077 0.041 0.029 1.00
L O 0.357 0.100 0.107 0.233 0.208 0.173 0.083 0.219 2.88
Jl 0357 0.071 0.100 0.071 0.021 0.041 0.021 0.029 0.061 1.66

1=0.947 J2 0.142 0.142 0.200 0.375 0.109 0.021 0.087 0.165 0.156 3.10

ICI=0.901 A1 O 0.107 0.200 0.232 0.2/0 0.083 0.065 0.404 0.147 3.10

ICS=0.972 A2 O 0071 O 0.071 0.160 0.145 0.196 0.142 0.127 3.00
A3 0 0214 O 0.017 0.197 0.437 0434 0.136 0.262 3.17
% 0500 0.036 0.400 0.125 0.007 0.063 0.022
N 14 28 10 56 137 48 46 339

h)

MART

9008-2009 P L J1 J2 Al A2 A3 Nt w v
P 0 0 0 0 0.017 0.020 0.053 0.022 0.024 1.00
L O 0.641 0.055 0.040 0.112 O 0.026 0.208 0.130 3.45
Jl1 0571 O 0.444 0.020 0.016 O 0 0.056 0.038 1.26

4=0.972 J2 0.142 0.059 0.166 0.408 0.048 0.090 0.026 0.152 0.091 1.74

ICI=0.946 A1 O 0.104 0.055 0.224 0.645 0.181 0.066 0.193 0.256 3.33

ICS=0.987 A2 O 0.089 0 0.020 0.048 0.477 0.146 0.137 0.145 342
A3 0 0.104 O 0 0.112 0.250 0.720 0.233 0.313 3.63
9 0286 0000 0278 0.286 0.016 0.000 0.013
N 7 67 18 49 62 44 75 322
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i)

MART
promedio P L J1 J2 Al A2 A3 Ny W v
2006-2009
P 0 0 0 0 0.020 0.050 0.074 0.027 0.042 1.00
L 0.055 0.399 0.061 0.077 0.143 0.009 0.087 0.115 0.152 2.35
Jl 0420 0.023 0.242 0.035 0.016 0.013 0.007 0.061 0.047 1.55
4=0.975 J2 0.095 0.267 0.283 0.365 0.068 0.044 0.042 0.176 0.150 2.04
ICI=0.960 A1 O 0.120 0.155 0.309 0.519 0.247 0.124 0.284 0.281 2.63
ICS=0.984 A2 O 0.053 0 0.059 0.117 0.275 0.202 0.136 0.128 2.73
A3 0 0.106 O 0.010 0.123 0.297 0.515 0.201 0.197 2.90
O 0429 0029 0256 0.142 0012 0.021 0.020
N 9 38 20 58 94 45 67 332
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Cuadro 2.3. Resumen de los parametros demograficos obtenidos para las poblaciones SBN y

Martinica de C. luteo-albus.

Parametro Periodo Poblacion SBN MART

A 2005-2006 0.959 -

IC 0.946-0.991

A 2006-2007 0.988 1.001

IC 0.947-0.992¢g 0.976-1.022
A 2007-2008 0.916 0.947

IC 0.878-0.946 0.901-0.972
A 2008-2009 0.968 0.972

IC 0.949-0.982 0.949-0.982
A 2005-2009p 0.956 -

IC 0.935-0.959

A 2005-2009p* 0.952 -

IC 0.930-0.954

A 2006-2009p - 0.975

IC 0.960-0.984
A 2006-2009p* - 0.970

IC 0.950-0.977
L matriz p 28 £ 17DS 39 £ 29DS
(@ matriz p 5.4 +13DS 4.5+9.5DS
M1 matriz p 22 +17DS 32 +28DS
Ro= matriz p 0.18 0.23

Simbologia: Tasa de crecimiento poblacional, A, Intervalo de confianza al 95%, IC; Longevidad maxima, L; Edad
a la madurez (afios), (a); Tiempo generacional (afios), p1; Tasa reproductiva neta, Ro; la letra p corresponde a la
matriz promedio; p* corresponde a la matriz promedio que omite la etapa de latencia; matriz p: la matriz promedio
correspondiente a cada poblacion (2005-2009 para SBN y 2006-2009 para MART).
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A3 i = nf SBN 2005
w 2005-2006
- 0
A O
J2 |
M I
L P <0.001
P | D= 169.43
A3 [ = nf SBN 2007
w 2007-2008
A2 |
A1 I
J2 [ |
" I
L |
P <0.001
b | D=164.42
1.0 05 0.0 05 1.0
Frecuencia
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I = nf SBN 2006
w 2006-2007
[ |
[
|
[
|
P<0.001
| D=180.50
= nf SBN 2008
- w 2008-2009
|
I
H
|
|
P<0.001
| D=80.39
10 05 0.0 05 10
Frecuencia



b)

A3 I ®m nf MART 2006
w 2006-2007
S |
A .
J O
J |
L P <0.001
b | D=4723
A3
[ ] B nf MART 2008

& w 2008-2009
A1l =
J |
J1 [
. |
P ] P <0.001

| D=7334

10 05 00 05 1.0
Frecuencia

| = nf MART 2007
— w 2007-2008
I
—
|
[ |
P<0.001
i D=52.49
1.0 05 0.0 05 1.0
Frecuencia

Figura 2.4. Comparacion entre la estructura poblacional observada (n;) y la estructura estable de
tamanos (vector w) de las poblaciones SBN (a) y MART (b) para los afios 2005-2009 y 2006-
2009, respectivamente. El valor de D= corresponde a los valores de significancia a traves de la

prueba Kolmogorov-Smirnov. La estructura poblacional observada (n;) barras en negro, y la

estructura estable de tamafios (w), barras grises.
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Figura 2.5. Porcentaje de individuos que formaron frutos en un afio o mas durante el periodo
2005-2009 en SBN y durante 2006-2009 en Martinica.
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b)

0309+

Figura 2.6. Diagrama del ciclo de vida de Cyclopogon luteo-albus para las poblaciones SBN (a)
y MART (b). Los valores corresponden a las matrices promedio de transicion (2005-2009 y
2006-2009, respectivamente). Las letras dentro de cada 6valo corresponden a la categoria de

tamano (ver definiciones de categorias de tamafio en Cuadro 2.1).
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Figura 2.7. Triangulo demogréafico en el que se ubican las poblaciones estudiadas de C. luteo-
albus (construido con las elasticidades de las matrices de transicion promedio) y otras especies de
orquideas terrestres. En las poblaciones de C. luteo-albus, los circulos consideran la etapa de
latencia y los tridngulos la omiten (SBN en gris y MART en negro). Los subindices indican la
referencia bibliografica.

Referencias: Cypripedium acaule!, Cochran, 1986; Cypripedium irapeanum?, Gutiérrez-Paredes,
2000; Ophrys sphegodes®, Waite y Hutchings, 1991; Cypripedium calceolus®, Nicolé et al. 2005.
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Figura 2.8. Curvas de supervivencia (log Ix), (a); y valor reproductivo escalado a la primera
categoria de tamafios (Vx/V1), (b), calculados a partir de las matrices promedio de las
poblaciones SBN (periodo 2005-2009) y MART (periodo 2006-2009). La curva de supervivencia
muestra una mortalidad mas intensa al inicio de la vida que disminuye hacia las etapas adultas. El
valor reproductivo muestra a los individuos de categorias pequefias con bajas probabilidades de

llegar a la madurez, y éste se incrementa conforme los individuos aumentan de tamafio.
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Figura 2.9. Analisis que muestra si la variacion en las tasas finitas de crecimiento poblacionales
(Lobs) observadas a lo largo del periodo de estudio, fue significativa. Se verifica si el valor de la
DS de Zobs (indicado con una flecha) cae dentro de los intervalos de confianza al 95% (marcados
con guiones verticales que cruzan en el eje de las abscisas). La distribucion de frecuencias
corresponde a las desviaciones estandar de A, obtenidas a partir de 5000 simulaciones al azar con
remplazo. Para realizar las simulaciones, en SBN se agruparon las bases de datos de los cuatro
periodos anuales (2005-2009) (a), mientras que para MART, se agruparon las bases de datos de
tres periodos anuales (2006-2009) (b).
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Figura 2.10. Analisis que prueba si las tasas finitas de crecimiento poblacional entre SBN y
MART, presentaron diferencias significativas para un mismo periodo anual. Se verifico si el
valor de @ observado caia dentro del intervalo del confianza del 95% (marcados con guiones
verticales que cruzan en el eje de las abscisas). La distribucion de frecuencias corresponde a las
diferencias de A de SBN y MART para los periodos anuales (a) 2006-2007, (b) 2007-2008, y (c)
2008-2009, obtenidas a partir de 5000 simulaciones al azar con remplazo. La flecha indica el
valor de la diferencia observada de A (6obs) para cada periodo anual.
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Figura 2.11. Probabilidades de cuasi-extincion a través del tiempo para las poblaciones SBN (a)
y MART (b), estimadas a partir de los datos demogréficos de cuatro periodos anuales (2005-
2009) y tres periodos anuales (2006-2009), respectivamente.
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Abstract Genetic differentiation in space can be detected
at various scales. First, habitat fragmentation can produce a
mosaic genetic structure. Second, life history aspects of a
species such as dispersion, mating system, and pollination
can generate a genetic structure at a finer level. The
interplay of these levels has rarely been studied together. In
order to assess the effects of forest fragmentation we
analyzed the genetic structure at two spatial scales of the
terrestrial orchid Cyclopogon luteoalbus, which lives in
patches inside forest fragments in a cloud forest of eastern
Mexico. We hypothesized high differentiation between
forest fragments and strong spatial genetic structure within
fragments under this scenario of strong fragmentation and
restricted dispersal patterns. Using 11 allozymic loci we
found high genetic diversity at fragment level with mod-
erate differentiation among fragments, and at patch level,
strong and variable spatial genetic structure among life
cycle stages with high inbreeding coefficients. We also
found bottlenecks indicating recent population size reduc-
tions. While both inbreeding and restricted seed dispersal
may explain the strong spatial genetic structure at patch
level, reduction in population size may explain the genetic
structure at fragment level. However, the levels of genetic
diversity indicate that some between-fragment gene flow
has occurred. Bottlenecks and high inbreeding at patch
level may result in local extinctions, but as long as an
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important number of fragments remain, patch recoloniza-
tion through immigration is possible in C. luteoalbus.

Keywords Allozymes - Autocorrelation -
Heterozygosity - Inbreeding - Outcrossing rate -
Spatial genetic structure

Introduction

Genetic structure is defined by differences in allele fre-
quency within and among populations (Loveless and
Hamrick 1984). It can be detected at landscape, population,
or patch level (Epperson 1993; Fenster et al. 2003; Manel
et al. 2003) and is influenced by ecological factors (Kalisz
et al. 2001) such as pollinator availability (Van Rossum
and Triest 2006), pollination mechanism (Hamrick and
Godt 1996), habitat availability (Sun and Wong 2001), and
breeding system and dispersal mechanisms (Hamrick et al.
1993; Kalisz et al. 2001; Wright 1943). At landscape and
population scales, isolation by distance (due to genetic drift
associated with limited gene flow) may also influence
genetic structure (Wright 1943). Another factor that is
becoming important for genetic structure is habitat frag-
mentation, as isolation contributes to genetic differentia-
tion between fragmented populations and diminishes
genetic variation (Aguilar et al. 2008).

At fine scale or patch level, spatial genetic structure
(SGS) is promoted when relatedness decreases with dis-
tance and genotypes are not randomly distributed within a
population (Epperson 1993). SGS can be the result of
limited gene flow, genetic drift, microenvironmental
selection, breeding system, dispersal mechanisms, and
inherently ecological proximal causes acting at that level
(Hamrick et al. 1993; Kalisz et al. 2001; Wright 1943).
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SGS in terrestrial orchids has been attributed to: (1) the
presence of pollinaria, because this ensures that seeds
within a capsule are full sibs, (2) seedling establishment
aggregated around mother plants where the necessary
mycorrhiza are found (this mechanism was inferred by
Chung et al. 2004a for Cephalanthera longibracteata, and
by Jacquemyn et al. 2006 for Orchis purpurea), (3) polli-
nation among near neighbors or flowers of the same plant
promoting inbreeding (e.g., Caladenia tentaculata, Peakall
and Beattie 1996 and Cymbidium goeringii, Chung et al.
1998), (4) clonal propagation (e.g., Cremastra appendicu-
lata, Chung et al. 2004b), and (5) recent founding of the
population (e.g., Spiranthes spiralis, Machon et al. 2003
and Cymbidium goeringii, Chung et al. 1998). Also, SGS
may vary with life cycle stage or cohort age (Alvarez-
Buylla et al. 1996; Epperson 1993; Kalisz et al. 2001); for
instance, SGS in seedlings may be lower than in adults
when after-establishment thinning preferentially eliminates
full sibs or highly related seedlings (Kalisz et al. 2001;
Tonsor et al. 1993). In these cases, seeds produced by
adults are highly inbred because seeds produced in polli-
naria are full siblings and seedlings mostly establish near
established plants.

Distributed mostly in the mountains of eastern Mexico,
cloud forest is home to half of the orchids known in Mexico
(IUCN/SSC 1996), but this vegetation type has been sub-
jected to a long and strong deforestation process to make
grazing lands, coffee plantations, and urban settlements,
particularly since the 19th century until now. In cloud forest,
as in most tropical forests, fragmentation may disrupt
genetic processes of some species, diminishing the genetic
diversity of remnant populations as local drift and/or
inbreeding increases and gene flow decreases (Aguilar et al.
2008; Honnay and Jacquemyn 2007). Orchidaceae is one of
the largest angiosperm families (17,000-35,000 species),
with around one-third of the species displaying terrestrial
growth habit (Dressler 1993). Cyclopogon luteoalbus
(A. Rich. & Galleoti) Schltr. is a locally abundant terrestrial
orchid patchily distributed in remnant cloud forest fragments
of very variable sizes but larger than 2 ha that are immersed
in a matrix of coffee plantations, pasturelands, and urban
settlements in the mountains of eastern Mexico. As its
generational time is 25 years, as shown by a demographic
study from 2005 to 2009 (Juarez and Montafia, unpublished
data), it is expected that its current genetic structure has been
affected by the long and strong fragmentation process.

This genetic study of C. luteoalbus was conducted, at
both fragment and patch (within-fragment) levels, in the
cloud forest of central Veracruz. In this highly fragmented
landscape we hypothesized high genetic differentiation
between fragments as a consequence of limited gene flow,
and strong spatial genetic structure at patch level because
seedling establishment occurs nearby already established

@ Springer

plants. We also expected to find differences among the
SGS of the different life stages due to nonrandom thinning
of individuals in transitions from each life stage to the next
one.

Materials and methods
Species and study sites

Cyclopogon luteoalbus (Orchidoideae: Cranichideae) is a
Neotropical species distributed from Mexico to El Salva-
dor. It is composed of a rosette (fewer than eight leaves)
and a simple system of tuberoid roots. Clonal propagation
is rare (5 out of 500 revised individuals in a 5-year
demographic study had connecting roots; Judrez and
Montafia, unpublished data). Flowering occurs synchro-
nously in winter (February), while fruits are set in March.
Nectar-producing flowers last 10 days. Fruits contain
2,510 £ 1,593 SD seeds (N = 8 fruits), which are wind-
dispersed during the dry season. The species has a mixed
mating system: autonomous self-pollination is possible, as
corroborated experimentally (0.83 & 0.23 SD fruit set in
bagged inflorescences, N = 14 and 0.85 % 0.13 SD fruit
set in nonbagged inflorescences, N = 17), and outcrossing
is promoted by sequential opening of flower within inflo-
rescences. Two halictid bees (Caenaugochlora cupriventris
and Augochlora sp.) are potential pollinators. Five-year
(2005-2009) demographic studies conducted in two
populations (where the fate of a total of 950 individuals
was monitored) showed that the generational time of
C. luteoalbus is around 25 years (Juiarez and Montaia,
unpublished data).

The species lives in unevenly distributed patches inside
forests fragments of eastern Mexico. In a surface area of
approximately 15 km x 15 km (which included the SBN
and Martinica study sites), Diaz-Toribio (2009) reported
the presence of C. luteoalbus in 14 cloud forest fragments
of more than 2 ha surface area. The mean surface area of
and the mean distance between the 14 fragments were
13.3 & 10.7 SD ha and 4.8 £ 2.7 SD km. The values of
some soil parameters were: litter depth 5.7 & 1.8 SD cm,
pH 4.6 £ 0.8 SD, herbaceous cover 52.6 &+ 22.2 SD%,
total N 1.2 + 0.6 SD%, total C 18.7 £ 12.7 SD%, C/N
14.2 + 2.5 SD, available P 3.9 + 3.4 SD ppm, and K
0.8 £ 0.4 SD cmol/kg (N = 14 in all cases). Most proba-
bly the patchy distribution inside fragments is due to the
very special soil conditions needed for the development of
the mycorrhizae required for seed germination (Rasmussen
1995). These soil conditions under forest canopies may be
locally absent for natural reasons or may have been elim-
inated by management in forested areas used for shadow
coffee plantations, where under a canopy of native and
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introduced trees, the understory is permanently eliminated
with consequent loss of the upper soil layer. The eventual
use of fertilizers (mainly phosphorus) and/or pesticides also
affects soil conditions. Even if coffee plantation is aban-
doned, reconstruction of these upper soil layers may take
several decades (or even centuries).

According to Rzedowski (1978), cloud forest in the
mountains of eastern Mexico has been occupied and
exploited by man during centuries. Forest clearing for
maize and bean cultivation was done during pre-Colum-
bian times, and for cane sugar cultivation since colonial
times (16th century). Challenger (1998) mentions that
deforestation for introduction of coffee plantations was
very pronounced between the last quarter of the 19th
century and 1960. Using satellite images of a watershed
which included two of our three study sites, Mufioz-Villers
and Lopez-Blanco (2008) documented a process of forest
conversion to grazing and agriculture lands that occurred in
central Veracruz between 1990 and 2003 (this process
began by the mid 20th century and is still going on). In this
1,325 km? watershed (1,316 of which has the potential to
sustain several types of forest, but mainly cloud forest)
these authors report that there remained only 561 km? of
forests in 1990 and that this figure had decreased to
487 km? in 2003. This variation was due to a small
increase in oak—pine (25 kmz) and conifer (48 kmz) forests
due to reforestation programmes and to a decrease from
427 to 279 km? of cloud forest cleared to be used as pas-
ture and agriculture lands. These anthropogenic changes in
natural habits had led to fragmentation (a complex process
that involves habitat loss, an increase in number of patches,
a decrease in patch size, and patch isolation; Fahrig 2003)
of the original continuous habitat for cloud forest orchids,
affecting the connection between them.

The study was conducted in three cloud forest fragments
in the central part of the State of Veracruz, Mexico [San-
tuario del Bosque de Niebla (SBN), Martinica, and Zon-
golica sites]. SBN is a 30-ha protected area (since 1975)
located 2.5 km southwest from the City of Xalapa
(19°31'05"N, 96°56'03”W, 1,350 m a.s.l., 1,517 mm rain-
fall, 18°C mean annual temperature). The dominant species
at the forest canopy are: Liquidambar styraciflua, Quercus
xalapensis, and Carpinus caroliniana, and at the under-
story are Palicourea padifolia and Piper auritum with
some remnants of farming such as coffee, orange, loquat,
and guava. Martinica is located 8 km northwest from SBN
at the outskirts of the City of Banderilla (19°34'49"N,
96°56'28"W, 1,550 m a.s.l., 1,470 mm rainfall, 16°C mean
annual temperature), comprising ca. 10 ha of privately
owned land that has not been farmed for the last 20 years.
The vegetation is similar to SBN.

Zongolica is a ca. 50 ha nonprotected area located ca.
200 km northwest from Martinica and SBN, in the Sierra
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Zongolica, in western Veracruz (18°39'00"N, 96°49'49"W,
1,330 m a.s.l., 2,270 mm rainfall, 17°C mean annual
temperature). Cloud forest in this zone is mixed with
tropical semi-evergreen forest and is subjected to illegal
wood extraction, clearing for farming purposes, and
browsing by goats at the understory. Canopy dominant
species include Alchornea latifolia, Cupania dentata, and
Guettarda elliptica.

The size of the studied populations is variable (Marti-
nica ca. 1,500, SBN ca. 1,000, and Zongolica ca. 200
plants/ha).

SBN was partially used (away from the sites occupied
by patches of C. luteoalbus) for coffee and citrus planta-
tions from the 19th century until the 1970s. In contrast, at
Martinica and particularly Zongolica, deforestation was
triggered by conversion of cloud forest into pasturelands
that began in the second half of the 20th century.

Sample collection

At fragment level, leaf tissue from 30 reproductive adults
from each of the three fragments (SBN, Martinica, and
Zongolica) was collected.

At patch level, SGS was analyzed in the largest patch
within SBN (SBN-1 henceforth) containing 258 individuals
in a plot of 30 m x 40 m (Fig. 1). At SBN-1 all individ-
uals were sampled and mapped using Cartesian coordi-
nates. Four life cycle stages were used to categorize
individuals as follows: 31 recruits or seedlings (nonrepro-
ductive with only one tuberoid root), 60 juveniles (nonre-
productive individuals with foliar area <25.0 cm2), 106
nonreproductive adults (nonreproductive individuals with
foliar area >25.1 cmz), and 61 reproductive adults (dis-
playing reproductive structures at least once during
2005-2007 with foliar area >25.1 cm?). No additional
C. luteoalbus plants were observed in the immediate
neighborhood of the patch. Maximum distance between
individuals was 8.3 m, and spatial analysis (not shown)
using the K statistic (Ripley 1976) after 19 Monte Carlo
simulations indicated that individuals were aggregated.

Enzymatic extraction and electrophoresis

Three hundred milligrams of foliar tissue from sampled
individuals (transported in ice from field and stored at
—70°C) were ground in a mortar and pestle, adding 250 pl
extraction buffer consisting of 0.05 mM Tris—HCI pH 7.5,
2% PVP-40, 5% sucrose, and 0.1% p-mercaptoethanol,
modified from Soltis et al. (1983). Homogenized tissue
embedded in wicks (2 x 20 mm) was placed in starch gels
(11.5% w/v) and run in an electrophoresis chamber with
constant current of 35 and 50 mA for the R (Chao-Luan
et al. 1999) and PK buffer systems (Soltis et al. 1983) at

@ Springer


juan
Texto escrito a máquina
109


240

L. Juarez et al.

Fig. 1 Spatial distribution of 0 10 20 30
Cyclopogon luteoalbus plants A
within patch SBN-1 with inset A
showing SBN fragment and the - 80 4
four patches existing inside it = - A v
(full squares, the upper of them \y AA LA
being the studied SBN-1 patch). ‘_%) B A n
Reproductive adults (white 5 A @ XL A &R 86
triangles), nonr'eproductive 05X :_':]u < paad)
adults (black triangles), oy =) L B
juveniles (circles), and A
seedlings (stars). Axes scale in 4. :E
meters * & yaN
A A s R &
ix R
20 s 1 20
Q-'.‘.‘-
88 p
A A
A A
A “a
RS ¥ e,
o) yi
10 as 4 40 i
A
N A [o)
A "
i A S5m
0 10 20 30

4°C during 9 and 7 h, respectively. Six legible loci were
found in the R system: anodic peroxidase (Apx-1, Apx-2,
and Apx-3), phospoglucoisomerase (Pgi), esterase (Est),
and acid phosphatase (Acph) and five in the PK system:
malate dehydrogenase (Mdh), malic enzyme (Me), diaph-
orase (Dia), and glutamate oxalacetate transaminase (Got-1
and Got-2). Loci and alleles were designated with
ascending ordered numbers and letters, respectively, from
the most anodally to the most cathodally migrating. No
genotype was identical, thus clonal propagation was ruled
out in the C. luteoalbus sampled individuals.

Genetic diversity measurements

For all fragments and SBN-1 we measured: (1) percentage
of polymorphic loci (P), (2) mean number of alleles per
locus (A), (3) observed mean heterozygosity (Hp), and (4)
expected mean heterozygosity (Hg) (Hartl and Clark 2007).
Hardy—Weinberg equilibrium for genotype frequency was
tested using the Monte Carlo method (Weir 1990). Com-
parisons of Hp and Hg among life cycle stages and popu-
lations were done with Kruskal-Wallis nonparametric
analysis of variance (ANOVA) (Zar 1999). Additionally,
inbreeding coefficients (F}s) were estimated for each of the
life cycle stages and populations, and significant differ-
ences from O for each estimator were determined by chi-
squared tests following Weir (1990).
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Genetic structure at fragment level

Genetic variation among and within fragments was
assessed with the Weir and Cockerham (1984) modified
estimators of Wright (1965) F statistics. Departures from
0 for each locus were determined by chi-squared tests
following Weir (1990) for Fig and Fir and Workman
and Niswander (1970) for Fgt. Confidence intervals
(95%) of F statistics were obtained from bootstrapping
for all loci, and from jackknifing for single-locus esti-
mates. All these analyses were done using TFPGA 1.3
(Miller 1997). To test for isolation by distance, the
coefficient of regression between pairwise Fgt values
and pairwise geographical distances was calculated and
compared with those obtained from 1,000 permutations
of individual genotypes among fragments (Hardy and
Vekemans 2002).

Evidence of recent bottlenecks

After a bottleneck, the heterozygosity expected under
Hardy—Weinberg equilibrium (Hg) should be greater than
that expected under mutation—drift equilibrium (H.q) in
more than 50% of loci (Cornuet and Luikart 1996). This
hypothesis was assessed at each fragment and for each life
cycle stage at SBN-1 using the BOTTLENECK program
1.2 (Cornuet and Luikart 1996).
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Table 1 Genetic diversity statistics for patch SBN-1 and for three fragments in Veracruz (SBN, Martinica, and Zongolica) of Cyclopogon

luteoalbus
N P A Ho Hg Fis - +
Life cycle stage
Seedlings 28.36 100 2.00 0.365 0.443 0.176%* 3 0
Juveniles 51.18 100 2.20 0.404 0.463 0.127%** 5 0
Nonreproductive 92.18 100 2.20 0.425 0.473 0.101%** 3 2
adults
Reproductive adults 53.18 100 2.20 0.410 0.453 0.095%** 3 2
Mean 56.22 100 2.15 0.401 0.458 0.125
SD 26.48 0.10 0.026 0.013 0.037
Fragments
SBN 27.70 100 227 0.415 0.442 0.061 ns 2
Martinica 26.30 100 2.00 0.509 0.461 —0.104*
Zongolica 25.30 100 2.10 0.479 0.433 —0.106* 1 2
Mean 26.43 100 2.12 0.468 0.445 —0.05
SD 1.20 0.13 0.048 0.014 0.09

If all loci are found in every plant, N will equal the number of plants, but it will decrease if some loci are missing in some individuals. Number of loci
(total 11 loci) displaying significant deviations from Hardy—Weinberg equilibrium: heterozygosity deficiency (—) and heterozygosity excess (+)

N average number of genotypes analyzed, P percentage of polymorphic loci, A number of alleles per locus, Ho and Hg mean observed and

expected heterozygosity, respectively, Fig inbreeding coefficient

Asterisks indicate the probability of y* under the null hypothesis that Fig is equal to zero (Weir 1990), * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001

Spatial genetic structure at patch level

To analyze SGS by life cycle stage, the number of dis-
tance classes to be used for kinship analyses was
obtained using Sturge’s rule (Legendre and Legendre
1998). These distance intervals were chosen to maximize
the number of pairs of plants (at each life cycle stage)
contained in the distance interval. The chosen lags were
2 m for the first 11 classes and 25, 30, and 40 m for the
last three distance classes. Pairs of seedlings were found
only in 8 distance classes, while pairs of individuals of
the remaining life cycle stages were found in all 14
distance classes.

The mean kinship coefficients (F;;) proposed by Loiselle
et al. (1995) were estimated for pairs of individuals within
each of the 14 distance intervals using the program SPA-
GeDI 1.3 (Hardy and Vekemans 2002). The coefficients of
the regressions (bg) between the kinship coefficients and
the logarithm of the distances between paired individuals
were estimated within each life cycle stage and also for all
individuals in the pooled dataset. SGS is significant when
the slopes of these regressions are negative and different
from 0. The hypothesis that SGS is significant was tested
by comparing the values of the slopes with those obtained
from 1,000 permutations of individual genotypes. To allow
nonstatistical assessment of differences between different
studies, the S, statistics were estimated using the formula
Sy = —bp/(Fy — 1), where F; is the average kinship
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coefficient for the shortest distance class (Vekemans and
Hardy 2004).

SGS differences between life cycle stages were made
using autocorrelation coefficients (which are another
measure of SGS) between geographical distance and
genetic similarity using the heterogeneity test proposed by
Smouse et al. (2008, GENEALEX 6.4). Significance of the
between life cycle stages differences in autocorrelation
coefficients within each distance class were tested with the
7 statistic using sequential Bonferroni correction, while the
significance of between life cycle stages differences in
autocorrelation coefficients in the pooled dataset was tested
using the multiclass test statistic o (Peakall and Smouse
2006).

Results
Genetic diversity

At both fragment and patch level all loci were polymorphic
(P = 100%), with mean number of alleles per locus of
2.12 £ 0.13 and 2.15 £ 0.10 (Table 1), respectively.
Genetic diversity was high with mean Hg of 0.46 £ 0.04
and 0.40 £+ 0.02 at fragment and patch level, respectively
(Table 1). The observed heterozygosity at fragment level
was higher than expected, but at patch level the reverse was
true.
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Hardy—Weinberg equilibrium was found in only 2 out of
11 loci in the patch- and fragment-level analysis. At frag-
ment level, 4 and 5 loci had deficiency and excess of
heterozygotes, respectively, while at patch level these
figures were 14 and 4, respectively. There were no sig-
nificant differences in genetic diversity among fragments
[Kruskal—Wallis tests: H(2’3]) = 119, P = 0.55 and H(2’3]) =
0.21, P = 0.89 for Hp and Hg, respectively]. Similarly, no
significant differences were found for genetic diversity
among different life cycle stages [Kruskal-Wallis tests:
H(3?44) = 064, P = 0.88 and H(3’44) = 106, P = 0.78 for
Hg and Hg, respectively].

At fragment level Ho was 0.415, 0.509, and 0.479 (SBN,
Martinica, and Zongolica fragments, respectively). The
average of Hp over life cycle stages at patch level was
0.401, decreasing from 0.41 in reproductive adults to 0.365
in seedlings.

At fragment level, Fis was negative and different from 0
(except for at SBN, Table 1). At patch level, all Fg values
for life cycle stages were positive and significantly differ-
ent from O (Table 1). The value of Figs for seedlings was
1.86 times higher than that of reproductive adults, while the
Fis values of juveniles and nonreproductive adults were
1.34 and 1.07 times higher than that of reproductive adults
(Table 1). Allele frequencies are given in Appendix 1.

Genetic structure at fragment level

CIs (95%) for the mean values of Fir and Fig included
zero, while mean values of Fgp were positive and signifi-
cantly different from zero, indicating that ca. 12% of
genetic diversity was distributed among fragments
(Table 2). The Fst value between the SBN and Zongolica
fragments was the highest (Fsr = 0.208), followed by the
Fst value between the SBN and Martinica fragments,
which was two times higher than the Fgr value between
Martinica and Zongolica (Fsy = 0.128 and 0.066, respec-
tively). The distance between the SBN and Martinica
fragments is ca. 8 km, while Martinica and Zongolica are
more than 100 km apart. No isolation by distance was
found: the slope (b = 0.000013) of the regression between
paired Fgr values and geographic distance did not differ
from that obtained from permutation test (P = 0.67).

Evidence of recent bottlenecks

Both within fragments and within all life cycle stages at
SBN-1, most of the 11 loci analyzed had higher expected
heterozygosity under Hardy—Weinberg (HW) equilibrium
than under drift-mutation equilibrium (Table 3). Similar
results were obtained using the infinite allele model and the
stepwise mutation model.
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Table 2 Wright’s F statistics for three Cyclopogon luteoalbus pop-
ulations in Veracruz cloud forest

Loci Fir Fsr Fis

Got-1 0.363%** 0.167* 0.235%*%*
Got-2 —0.432%%% —0.006 ns —0.423%*%*
Apx-1 0.331* 0.374%#%%* —0.067 ns
Apx-2 0.123* 0.068 ns 0.059 ns
Apx-3 0.102%%* —0.001 ns 0.103*
Me 0.388#** 0.092* 0.326%**
Pgi 0.2507%** 0.266%#* —0.022 ns
Acph —0.272%%:* 0.054 ns —0.344 %%
Dia 0.419%%%* 0.249%** 0.226%%%*
Mdh —0.214%%*%* 0.029 ns —0.251%#%*
Est —0.493%** 0.006 ns —0.502%*%*
Mean 0.068 ns 0.128* —0.069 ns
SD 0.10 0.04 0.09
Upper limit 95% CI 0.240 0.029 0.087
Lower limit 95% CI —0.121 0.053 —0.223

ns not significant, CIs confidence intervals

Probability of the Xz goodness-of-fit test with respect to Hardy-—
Weinberg equilibrium: * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001

Spatial genetic structure at patch level

Spatial genetic structure analyses indicated significant
positive autocorrelation for all life cycle stages (and for the
pooled data set) at the shortest distance class (Fig. 2a—e).
Different life cycle stages showed different levels of
relatedness at the shortest distance class, which includes
the following significant kinship coefficients (Fj):
0.142 £ 0.023 SE for all life cycles pooled (Fig. 2a),
0.03 £ 0.025 SE (marginally significant, P = 0.052,
Fig. 2b) for seedlings, 0.192 + 0.041 SE (Fig. 2c) for
juveniles, 0.22 + 0.044 SE (Fig. 2d) for nonreproductive
adults, and 0.154 £ 0.027 SE (Fig. 2e) for reproductive
adults. Significant slopes of the regression between the
logarithm of distances and the kinship coefficients for the
pooled data set (bg = —0.045, P < 0.001), for seedlings
(br = —0.023, P < 0.05), and for juveniles, nonreproduc-
tive adults, and reproductive adults (bg = —0.067, —0.062,
and —0.059, P < 0.001, respectively; Table 4) confirmed
that genetic relatedness decreases with distance. The S,
value for the pooled data set was 0.053, increasing from
seedlings to juveniles to reproductive adults and then
decreasing slightly in nonreproductive adults (S, = 0.024,
0.084, 0.08, and 0.069, respectively; Table 4), suggesting
that spatial genetic structure increases with age.

The heterogeneity test was not significant after Bon-
ferroni sequential correction for within distance—class
comparisons between the life cycle stages (Appendix 2).
However, the global test (w) was significant for all
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Table 3 Expected (Exp.) and observed (Obs.) values for the number
of loci showing higher expected heterozygosity under HW than under
drift-mutation equilibrium for the infinite allele model (IAM) and the

stepwise mutation model (SMM), and P values for the Wilcoxon test
comparing the observed and expected values

1AM SMM
Number of loci with heterozygosity P value Number of loci with heterozygosity P value
excess excess
Exp. Obs. Wilcoxon test Exp. Obs. Wilcoxon test
Life cycle stage
Seedlings 4.67 11 5.24 11 0.0002
0.0002
Juveniles 4.60 11 5.37 10 0.0005
0.0002
Nonreproductive adults 4.39 11 5.14 11 0.0002
0.0002
Reproductive adults 4.64 11 5.25 10 0.0007
0.0002
Fragments
SBN 4.99 11 5.66 9 0.004
0.0002
Martinica 427 10 471 10 0.0005
0.0005
Zongolica 4.38 9 4.94 8 0.0068
0.0009

Results from bottleneck analyses in SBN-1 patch, and in three fragments of Cyclopogon luteoalbus from cloud forest of Veracruz. Only the
Wilcoxon test is reported, as all other tests used by BOTTLENECK program (sign, standardized departure, and Wilcoxon tests) gave similar

results

comparisons between life cycle stages except seedlings
versus reproductive adults, suggesting differences in
strength for SGS (Appendix 2).

Discussion
Genetic diversity

The high genetic diversity found in C. luteoalbus is par-
tially explained by the fact that only polymorphic loci were
considered here. Comparing the average values of Hp (0.46
and 0.40 in the fragments and at patch SBN-1) with those
obtained in other studies in which only polymorphic
loci were analyzed and <5 populations were studied,
C. luteoalbus genetic diversity was higher than that observed
for a narrowly distributed and obligated outcrossing orchid
(Ho = 0.33 £ 0.02, N =2, Pleurothallis fabiobarossii,
Borba et al. 2001), similar to a widespread and preferen-
tially outcrossing orchid (Hp = 0.46 £+ 0.15, N =3,
Govenia superba, Garcia-Cruz et al. 2009) but lower than
another widespread and preferentially outcrossing orchid
(Ho = 0.52 £+ 0.18, N = 2, Govenia mutica, Garcia-Cruz
et al. 2009), lower than that for orchids with mechanical
barriers to self-pollination (Ho = 0.61, N = 1, Bulbo-
phyllum bidentata, and Ho = 0.49, N = 1, B. rupicolum,
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Azevedo et al. 2007), but higher than that for orchids
where pollination by deceit prevents inbreeding (Hp =
0.21 £ 0.06, N = 5, Sophronitis sincorana, Borba et al.
2007). However, some caution about these comparisons
should be applied, because only polymorphic loci were
analyzed and only between 36% and 55% of those found in
the cited species were shared with those used in C. lute-
oalbus. High genetic diversity seems to be related with
cross-pollination, and it has also been related to high out-
crossing rates and floral synchrony as a result of increased
gene flow via pollen (Dominguez et al. 2005; Ferrer et al.
2004), and this could be true in C. luteoalbus, a species
with synchronous blooming and whose negative Fig values
indicate high outcrossing rates.

Between-fragment gene flow through pollen exchange
is expected in species with a mechanism of pollination
by deceit which promotes long-distance pollen flow. In
food-rewarding species such as C. luteoalbus, pollinator
foraging pattern is spatially limited as pollinators spend
more time foraging within the same patch (Cozzolino
and Widmer 2005). Although this foraging pattern pro-
motes local mating and positive inbreeding coefficients
at patch level (as was found in C. luteoalbus), the high
genetic diversity and negative Fig values (indicating high
outcrossing rates) found at fragment level suggest that
some interpatch and interfragment pollen exchange is
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Fig. 2 Correlograms showing A 03
kinship coefficients F; and their
95% confidence intervals
(vertical bars), calculated by
1,000 permutations within each
distance class. Kinship
coefficients for all life cycle
stages pooled (a), for seedlings
(b), for juveniles (c), for
nonreproductive adults (d), and
for reproductive adults (e). Data
from Cyclopogon luteoalbus
plants found at patch SBN-1

02 -

0.1

Kinship coefficlent
=]

[ ]
-

B 03

02

0.1

0.1

Kinship coefflclent
=

]
-

0.2

0.1

Kinship coefflcient
(-]

0.2

03

(5]
-

occurring as in other terrestrial orchids (Caladenia ten-
taculata, Peakall and Beattie 1996). Also, even if seed
dispersal is leptokurtic, some between-fragment gene
flow through wind-dispersed seeds (that may travel long
distances) has been found (Jersakova and Malinova
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2007). This is also possible in C. luteoalbus, as a
between-fragment distance of 4.8 & 2.7 SD km has been
reported by Diaz-Toribio (2009) for 14 fragments in a
15 km x 15 km area which included the SBN and
Martinica fragments.
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Bottleneck analyses showed evidence of recent reduc-
tions in effective population size of C. luteoalbus at both
fragment and patch level. A decrease in genetic diversity is
expected after a reduction of effective population size
(Aguilar et al. 2008; Ghazoul 2005; Honnay and Jacque-
myn 2007) due to random fixation and loss of alleles and
consequent reduction of heterozygosity, but this would be
evident in C. luteoalbus if monomorphic loci were also
included in this analysis. Genetic diversity is also affected
if the efficiency of pollinator services decreases as a con-
sequence of fragmentation (Aguilar et al. 2008; Ghazoul
2005; Honnay and Jacquemyn 2007). In C. luteoalbus the
effect of reduction of population size and genetic drift in
the remnant fragments are counterbalanced by gene flow
among them. Also, the high genetic diversity in C. lute-
oalbus could be partially due to selection favoring het-
erozygotes, as discussed in the next subsection.

It is interesting to note that the inbreeding coefficient Fg
is negative at the Martinica and Zongolica fragments (but
not significant at the SBN fragment), while it is positive
and significant at the SBN-1 patch (Table 1). This suggests
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that within-fragment heterozygotes are favored by natural
selection (Lewontin 1974; Mitton and Grant 1984) while at
patch level local mating inside family groups favors a
Wabhlund effect.

Genetic structure at fragment level

Genetic differences between fragments were found to be
moderate (Fst = 0.12 £ 0.04 SD). However,
dence of isolation by distance was found. First, the
Fgsr = value for C. luteoalbus falls within the range of
Fgr values for data reported for allozyme studies made in
70 orchid species (Gst or Fgt) of 0.012-0.75 (Forrest
et al. 2004). This considerable variation has been attrib-
uted to a high variability in life histories characteristics
such as reproductive strategies and generation times, and
to the degree of isolation (Forrest et al. 2004). Bottle-
necks and isolation have been found to increase genetic
structure among populations, resulting in among-popula-
tion differentiation in allelic frequencies (Honnay and
Jacquemyn 2007).

no evi-
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Table 4 Statistics of spatial genetic structure in Cyclopogon
luteoalbus within SBN-1

Life cycle stage Fijat2m bg (slope) Sp

Seedlings 0.039 —0.023* 0.024
Juveniles 0.192 —0.067* 0.084
Nonreproductive adults 0.220 —0.062* 0.080
Reproductive adults 0.154 —0.059* 0.069
All samples 0.142 —0.045* 0.053

The kinship coefficient (F;;) between individuals in the shortest dis-
tance class, and the slope (bg) of the regression between the kinship
coefficients and the logarithm of the distances between paired
individuals

* P <0.05

SBN fragment, which is immersed in an urban matrix
and surrounded by coffee plantations, is the more differ-
entiated fragment, as shown by the larger Fgr value
between this fragment and Martinica and Zongolica
(Fst = 0.128 and Fst = 0.208, respectively). Moreover,
larger portions of SBN (away from the sites where
C. luteoalbus is present) were used for coffee and citrus
plantations from the 19th century until the 1970s. In con-
trast, at Martinica and particularly Zongolica, deforestation
began more recently (the second half of the 20th century)
by the conversion of cloud forest into pasturelands.

This moderate but significant genetic differentiation
suggests that, even if C. luteoalbus is a locally abundant
species, colonization of new fragments depends on (1)
specific habitat requirements (see “Species and study
sites”), and (2) even if abandoned, coffee plantation
physicochemical soil properties may remain unsuitable for
orchid colonization as the continuous removal of under-
story during coffee cultivation eliminates soil surface lay-
ers. The lack of suitable sites for recruitment of
C. luteoalbus individuals in grazing lands, urban environ-
ments, and present or past coffee plantations confined this
species to settle on relatively undisturbed cloud forest
fragments, which are becoming less frequent.

Despite the fragmentation process, there is still some
between-fragment gene flow that hinders the development
of stronger differentiation between them. This is suggested
by the small Fgr values and by the lack of evidence of
isolation by distance (i.e., there was no progressive
increase of genetic differentiation with geographic dis-
tance). In this sense, it is important to note that the frag-
mentation process has developed unevenly in space and
time and so its probable effect on Fgr values is by now
spatially variable. Taking into account that the generational
time of C. luteoalbus is 25 years, it can be expected that, in
places where fragmentation started in the 18th or early 19th
century for coffee cultivation, its current effect should be
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stronger than in places that were cleared during the last
decades of the 20th century to be used as pasturelands.

Spatial genetic structure at patch level

As we expected, strong spatial genetic structure was found at
patch SBN-1. The S, statistic for all life cycle stages pooled
(Sp = 0.05 £ 0.02 SD) was similar to that found for mixed
mating species (S, = 0.03 & 0.03 SD, N = 7) and herba-
ceous plants (S, = 0.04 £ 0.06 SD, N = 24) but higher
than those expected for species with gravity seed dispersal
and animal-dispersed pollen (S, = 0.02 & 0.01 SD,
N =17and S, = 0.01 &£ 0.01 SD,N =6, respectively), as
reported by Vekemans and Hardy (2004).

The short distance at which SGS was detected (<6 m)
falls within the range recorded for five other terrestrial
orchids (range of minimal distance at which SGS equals
zero in the correlograms: 5-16 m; Peakall and Beattie
1996; Chung et al. 1998, 2005; Chung et al. 2004a, b).
This distance reflects the spatial structure of the family
group derived from restricted seed and pollen dispersal
(Sokal and Wartenberg 1983).

Inbreeding in SBN-1 (Fig = 0.12) could be a conse-
quence of the foraging behavior of the pollinators that
promotes local mating. In C. congestus, the halictid bee
Pseudoaugochloropsis graminea visits 1-4 flowers per
inflorescence and 1-2 inflorescences per visit on a patch
(Singer and Sazima 1999). As a similar foraging pattern
was observed in bee visitors to C. luteoalbus (Caenaug-
ochlora cupriventis and Augochlora sp.; Juarez and
Montafia, personal observation), capsules set within an
inflorescence could be derived from both geitonogamous
pollination and within-patch pollination. On the other hand,
experimental and observational studies show that seed
dispersal is highly leptokurtic in orchids, as most of the
seeds are dispersed by gravity near to the mother plant
(Chung et al. 2005; Jersakova and Malinova 2007). Both
the pollination mechanism and the leptokurtic seed dis-
persal may lead to outcrossed, biparental-inbred, and self-
fertilized seeds (and also to a Wahlund effect derived from
within-patch breeding). All these factors may serve to
explain the strong spatial genetic structure.

Four scenarios involving proximal causes such as pollen
and seed dispersal have been envisaged in the literature for
SGS development: (1) strong SGS and inbreeding, when
dispersal of both pollen and seeds is limited (Caujapé-
Castells and Pedrola-Monfort 1997; Chung et al. 2004a),
(2) weak SGS without inbreeding, when dispersal of both
pollen and seeds is widespread (Epperson and Allard
1984), (3) SGS without inbreeding, when pollen dispersal
is random and seed dispersal limited (Hamrick and Nason
1996), and (4) SGS absent, when pollen dispersal is limited
but seed dispersal is not (Chung et al. 2003a). The case of
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C. luteoalbus seems to points to the first scenario where
SGS is promoted by restricted pollen and seed dispersal.

SGS varies across life cycle stages because demographic
processes affect each life cycle stage differently (Jacque-
myn et al. 2007; Kalisz et al. 2001). If reproductive adults
have strong SGS, within-patch mating will result in marked
SGS in the other stages (Kalisz et al. 2001). According to
Kalisz et al. (2001) the lower SGS of seedlings as com-
pared with other life cycle stages can be due to historical
contingencies, local selection, or random processes. The
current reproductive cohort could have been the product of
a single population founding event (that triggered a genetic
bottleneck; Nei et al. 1975; Cornuet and Luikart 1996),
creating a pattern of genetic structure in adults that is
decaying in offspring cohorts. Microlocal environmental
conditions (such as fine-scale genetic interactions of
mycorrhizal associations; Taylor and Bruns 1999) may
favor survival of spatial aggregates of relatives. Kalisz
et al. (2001) mention that also balancing selection favoring
increasing levels of heterozygosity with age could partially
explain differences between offspring and adults.

Also the differences in SGS among life cycle stages
suggest a differential reproductive contribution over time
which is due to the fact that a different set of adults
reproduce each year. In other words, each year seedlings
descend from the same set of adults while juveniles and
adults (recruited from different cohorts of seedlings) des-
cend from a different set of adults, and are established
close to their mother plant. Five-year demographic data of
C. luteoalbus show that only 0.4% of adults set fruits all
years while 50% set fruits only 1 out of the 5 years (7, 18,
and 25% set fruit in 4, 3, and 2 out of 5 years, respectively;
Juarez and Montafia, unpublished data).

Because inbreeding and the consanguinity level affect the
kinship coefficient (F;) (coancestry coefficient sensu Crow
and Kimura 1970), the expected values of 0.250 for full sibs
and 0.125 for half-sibs under random mating (Loiselle et al.
1995) must be corrected (Weir et al. 2006). Seedlings and
juveniles at SBN-1 are not originated by random mating
(Fis = 0.176 and 0.127, respectively; Table 1), and their
expected F;; values are 0.213 and 0.222 assuming mating
between full sibs, 0.106 and 0.111 assuming mating between
half-sibs, 0.053 and 0.055 assuming mating between first
cousins, and 0.027 and 0.028 assuming mating between
second cousins (estimated from Crow and Kimura 1970,
eqn 3.3.1, p. 69). The observed values of the mean kinship
coefficient for seedlings and juveniles at 0-2 m distance
class were F;; = 0.039 and 0.192, respectively, suggesting
that recruited seedlings are most likely progeny from first or
second cousins while juveniles are most likely progeny from
full siblings. The kinship coefficient of seedlings is lower
than that of juveniles, which suggests differential survival
favoring closely related individuals.
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Differences in the length of residence in each life cycle
stage can contribute to between life cycle stages SGS
changes: seedlings came from only one cohort and remain
at this stage only 1 year, while juveniles came from at least
five cohorts (minimum age of first reproduction is 5 years)
and may remain more than 5 years at this stage. The
accumulation of juveniles during this time interval arising
from within-patch mating may reinforce the juvenile SGS,
and a similar reasoning applies for adult stages.

The heterogeneity test shows that SGS of seedlings and
reproductive adults do not differ (Appendix 2), most
probably due to the genetic similarity between reproductive
adults and their progeny and to the fact that seedlings of
different mother plants are more of less evenly distributed
in space because their seed shadows largely overlap inside
the patch. Afterwards, the mechanisms described above
may be responsible for creating the difference between
SGS of seedlings and the other life cycle stages (Tonsor
et al. 1993; Kalisz et al. 2001).

After fragmentation, plants from a formerly continuous
population remain isolated in patches and inbreeding
becomes the predominant mechanism of mating. As plants
of these patches senesce and die, genetic variability is
eroded and inbreeding depression may appear. Seedlings
produced in these populations have a high inbreeding
coefficient which decreases as life cycle develops, probably
due to the expression of deleterious allele combinations at
different life cycle stages or due to the negative effects of
fragmentation, as Aguilar et al. (2008) suggests.

Nevertheless, the genetic viability of populations with a
history of bottlenecks and isolation may not be severely
affected by inbreeding because deleterious alleles in the
homozygous condition are purged by natural selection
(Wallace 2003).

In conclusion, this study shows the existence of spatial
genetic structure inside patches, and this coincides with a
scenario where gene flow via pollen and seed dispersal is
restricted. Also, there are high levels of genetic diversity
and moderate between-fragment genetic differentiation that
points to a scenario of moderate gene flow via between-
fragment pollen and seed dispersal. At patch level, local
mating may result in high levels of autogamy, geitonogamy
or biparental inbreeding. By contrast, all the few between-
fragment matings are between unrelated plants. The neg-
ative effects of fragmentation revealed by recent bottle-
necks and the high inbreeding coefficients (that decrease as
the life cycle develops) may result in local extinctions at
patch or even fragment level (when there are few and/or
small patches in the fragment).

However, as long as pollinator services remain in an
important number of fragments bearing suitable habitats,
long-distance pollen and seed dispersal (even if not
very frequent) will counterbalance negative effects of
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fragmentation by promoting gene flow and fragment recol-
onization. Our information was collected in one element of
the current landscape mosaic (forest fragments), but man-
agement of other elements of the mosaic (shadow coffee
plantations) may put in motion another process of coloni-
zation and local extinctions. In these plantations the canopy
is never removed but the understory is regularly cleared to
improve coffee production. However, the vagaries of coffee
prices trigger temporary abandonment of these clearing
practices in periods of low prices, when coffee grains are not
collected. During these periods (whose timing and duration
are unpredictable, but can last for a couple of decades)
C. luteoalbus (and many other herbaceous species) can
colonize the understory and contribute to regional gene flow
until the clearing practices are reestablished.

As the current structure of the fragmented landscape is
sufficient to maintain adequate genetic diversity, stopping

the fragmentation process seems necessary to improve the
viability of C. luteoalbus populations in the cloud forests
of central Veracruz.
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Appendix 1

See Table 5.

Table 5 Allele frequency of 11 loci estimated for four life cycle stages (seedlings, juveniles, nonreproductive adults, and reproductive adults) of
Cyclopogon luteoalbus individuals found at patch SBN-1 and at three fragments in central Veracruz (SBN, Martinica, and Zongolica)

Locus  Allele Life cycle stage Population
Seedlings Juveniles Nonreproductive adults  Reproductive adults ~ SBN Martinica Zongolica

Got-1 a 0.8462 0.8404 (=) 0.7118 0.8868 0.8519 (=) 05714 (—) 0.4231

b 0.15 0.1596 0.2882 0.1132 0.1481 0.4286 0.5769
Got-2 a 0.4750 0.5694 0.6250 0.6759 0.6304 - 0.6786 (+)

b 0.5250 0.4306b 0.3750 0.3241 0.3696 - 0.3214
Dia a 0.6667 0.4792 0.6118 (+) 0.6977 0.2778 0.7143 0.8833

b 0.3333 0.5208 0.3882 0.3023 0.4074 0.2857 0.1167

c 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.3148 0.0000 0.0000
Est a 0.7333 0.7203 0.6538 0.6639 (+) 0.5667 04833 (+) -

b 0.2667 0.2797 0.3462 0.3361 0.4333 0.5167 -
Mdh a 0.5323 0.5000 0.5051 0.4569 (+) 0.4655 (+)  0.6667 0.5862

b 0.4677 0.5000 0.4949 0.5431 0.5345 0.3333 0.4138
Apx-1 a 0.5769 (=) 05114 (=) 0.4247 (—-) 0.4464 (—) 0.1667 0.7115 0.7353

b 0.4231 0.4886 0.5753 0.5536 0.8333 0.2885 0.2647
Apx-2 a 0.6935 (—)  0.5268 (=)  0.6857 (—) 0.5492 0.8000 0.6481 0.5200

b 0.3065 0.4732 0.3134 0.4508 0.2000 0.3519 0.4800
Apx-3  a 0.7097 0.5882 0.6404 0.5104 (—) 0.7321 0.6042 0.7045

b 0.2903 0.4118 0.3596 0.4896 0.2679 0.3958 0.2955
Acph a 0.6207 0.6724 (=)  0.5931 0.6356 0.6833 04333 (+) 05167 (+)

b 0.3793 0.3276 0.4069 0.3644 0.3167 0.5667 0.4833
Me a 0.7143 (=) 0.7143 (=)  0.6180 (—) 0.5700 (—) 0.5536 (—) 0.3333 0.2500 (—)

b 0.2857 0.2245 0.3539 0.3900 0.3929 0.6667 0.7500

c 0.0000 0.0612 0.0281 0.0400 0.0536 0.0000 0.0000
Pgi a 0.5500 0.4153 0.5316 (+) 0.6548 0.6538 0.7143 0.1500

b 0.4500 0.5508 0.4421 0.3333 0.3462 0.2813 0.7167

c 0.0000 0.0339 0.0263 0.0119 0.0000 0.0000 0.1333

Signs in parenthesis indicate significant excess (+) or deficiency (—) of heterozygotes
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Appendix 2

See Table 6.

Table 6 Single-class () and multiclass () test and associated P values for the heterogeneity test of SGS between different life cycle stages of

Cyclopogon luteoalbus at patch SBN-1 in Veracruz, Mexico

Distance 1 2 3 4 5 6 7
class
Interval (m) 0-2 24  4-6 6-8 8-10 10-12 12-14

8 9 10 11 12 13 14 w P

14-16 16-18 18-20 20-22 22-25 25-30 30-40

Life cycle stages pairs

Seedlings versus juveniles

s 11.14 171 235 964 223 260 172

P 001 019 012 001 015 011 023
Seedlings versus reproductive adults

I 855 436 005 122 165 026 005

P 0.01 0.02 085 024 022 067 078
Seedlings versus nonreproductive adults

r 408 017 291 116 429 015 181

P 005 068 0.10 032 0.04 0.71 0.22
Juveniles versus reproductive adults

I 0.61 1.08 1052 597 0.12 3.07 3.62

P 040 035 0.01 0.01 078 009 0.06
Juveniles versus nonreproductive adults

I 405 202 2582 2047 2029 6.25 12.33

P 0.04 018 001 001 0.01 002 0.02
Reproductive adults versus nonreproductive adults

2 315 977 888 7.64 2280 1.82  6.88

P 0.07 0.01 0.02 0.01 001 020 0.02

1.31 2.48 1.52 375 1.67 11.14  1.71 70.51 0.01
029 0.2 0.08 0.01 0.05 0.01 0.19

550 264 082 035 0381 855 436 37.76 0.06
004 012 077 098 087 001 0.02

6.55 1.69 084 207 027 408 017 4176 0.02
003 017 055 014 094 005 0.68

11.02  0.17 1.31 8.49 1.94  0.61 1.08  62.38 0.01
0.01 0.68 031 0.01 0.15 040 035

1435 041 090 060 3.08 405 202 73.57 001
0.01 045 034 047 009 004 0.18

1.53 065 0.00 1.96 1.37 315 977 6550 0.01
022 037 09 016 027 007 0.01

o values in bold are significant at P < 0.05. P values of  must be compared with 0.0035 = 0.05/14, which is the Bonferroni-corrected
significance level (equivalent with 0.05 for only one comparison) for comparison within each of the 14 distance classes
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CAPITULO IV

Discusion General y Conclusiones
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El bosque de niebla es uno de los ecosistemas mas amenazados a nivel mundial. Algunas de las
causas de esta amenaza estan relacionadas con su estrecha distribucion geografica, su alta
biodiversidad por unidad de area y los servicios ambientales que proporciona (Bubb et al. 2004;
Martinez, et al. 2009; Ponce-Reyes, et al. 2012). En México, casi la totalidad del bosque de
niebla se encuentra excluida de las areas legalmente protegidas y una de las principales amenazas
a su persistencia en la region central de Veracruz es la urbanizacion y fragmentacion (Mufioz-

Villers y Lépez-Blanco, 2008; CONABIO, 2010).

Una consecuencia directa de la fragmentacion es la creacion de un mayor ndmero de
fragmentos cada vez més aislados, lo cual repercute tanto en los procesos ecoldgicos como
evolutivos que se dan en estos fragmentos. Por ejemplo, se interrumpen los procesos funcionales
que el bosque de niebla tiene como ecosistema (i.e. en la dinamica hidrologica, disminuye la
cantidad y calidad del agua, Holwerda, et al. 2010; Martinez, et al. 2009); también se presenta
una disminucién en la biodiversidad que altera la estructura y las interacciones bioldgicas (i.e. la
pérdida de grupos funcionales tiene implicaciones demograficas en las poblaciones y en la
dinamica de regeneracion del bosque, Terborgh et al. 2008). A nivel poblacional, la
fragmentacion aumenta el grado de aislamiento entre las poblaciones, lo que implica un menor
éxito reproductivo al quedar restringido el movimiento de los polinizadores y dispersores, y por
lo tanto, el flujo génico (Young, et al. 1996; Aguirre y Dirzo, 2008; Newman, et al. 2013).
También se disminuyen los tamafios poblacionales y con ello, aumenta la probabilidad de
extincion por azar (i.e. estocasticidad demogréfica y genética), de endogamia en la progenie y la
deriva génica (Young, et al. 1996; Aguilar, et al. 2008). Todos estos factores promueven la
pérdida de la variacion genética, lo que implica una menor capacidad de adaptacion a las nuevas

condiciones ambientales (Frankham, 2005; Pertoldi, et al. 2007).
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En un paisaje dominado por pastizales, cultivos de café y zonas urbanas, los fragmentos
de bosque de niebla podrian representar sitios que a largo plazo no aseguren la viabilidad de las
poblaciones locales. Las orquideas terrestres que aun persisten en estos fragmentos podrian
quedar expuestas a los efectos negativos de la fragmentacion, por lo que es importante evaluar el
estado demogréafico y genético de sus poblaciones. Especificamente, al determinar cual es la tasa
de crecimiento poblacional, sera posible estimar cuél es el tiempo de persistencia de la poblacion
a lo largo del tiempo, y conocer los procesos demograficos que tienen mayor influencia sobre la
dinamica poblacional, lo que puede ayudar a disefiar estrategias de conservacion. Asimismo,
desde un enfoque de genética de poblaciones, describir la estructura genética dentro y entre las
poblaciones, asi como al interior de una poblacién, considerando aspectos demograficos
(estructura de tamafios), permitira identificar los factores ecoldgicos y evolutivos que producen
dicha estructura, asi como sus niveles de variacion genética.

El analisis demogréafico de C. luteo-albus mostré que en un periodo de cinco afios, las
tasas de crecimiento poblacionales anuales sugieren que las poblaciones se encuentran en
decremento numeérico, y que la supervivencia y el crecimiento fueron los procesos demogréaficos
que tuvieron la mayor contribucion a A. Esta informacion permitié proyectar que ambas
poblaciones de estudio estaran cerca de la extincion en un plazo de ~100 afios. No obstante dicho
panorama demografico, las poblaciones de C. luteo-albus mostraron una alta variacion genética y
moderada diferenciacion entre poblaciones, lo que sugiere que a pesar de la situacion
fragmentada del bosque de niebla, las poblaciones de C. luteo-albus mantiene niveles de
variacion genética que no ponen en riesgo su potencial evolutivo (Chung y Chung, 1999). Por lo
tanto, los factores demograficos aparentemente son de importancia mas inmediata para la
persistencia de sus poblaciones (Lande, 1988). Al interior de la poblacion SBN, el analisis

genético permitié confirmar que existe una estructura genética a escala fina en la poblacion
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debido a una dispersion restringida de semillas y polen, un patrén que al parecer es comun en
orquideas terrestres (Chung, et al. 2011). Sin embargo, si la fragmentacion del bosque de niebla
reduce la disponibilidad de los polinizadores o la cantidad de apareamientos al azar, tal como se
ha registrado en selvas tropicales, las poblaciones presentaran un efecto fuerte al asilamiento y
pérdida del habitat incrementando las tasas de autofecundacion y los niveles de endogamia con
consecuencias adversas para la diversidad genética (Aguilar, et al. 2008; Aguirre y Dirzo, 2008;

Chung, et al. 2011).

La informacién demografica generada a partir de modelos matriciales se debe interpretar
tomando en cuenta los supuestos del anlisis, en los que las tasas vitales se mantienen constantes
en el tiempo. Por tanto, seria importante analizar otros modelos con la finalidad de comparar
distintos supuestos, tales como, la posibilidad de regulacion dependiente de la densidad, lo cual
representa un escenario mas realista en especies con altas densidades poblacionales (Alvarez-
Buylla et al. 1996). Para probar si existen procesos de regulacion dependientes de la densidad en
la especie de estudio, se podria analizar si hay un efecto de la densidad de las plantas
reproductivas (Meléndez-Ackerman y Ackerman, 2001) sobre el nimero de plantulas reclutadas.
Esta informacion seria relevante en el contexto de historias de vida de C. luteo-albus y también
para incorporarla en los modelos de simulaciones con fines de manejo, reintroduccion y/o
restauracion ecoldgica, lo que permitiria definir tanto la categoria de tamafio como el nimero de

individuos a utilizarse en dichos programas.

La escasa variabilidad demogréafica de las poblaciones a lo largo del tiempo, sugiere que,
para la intensidad de variacion ambiental registrada (media = 1,327 mm de precipitacion,

intervalo 1197-1440, para el periodo 2005-2009), no hay un efecto en la variacion demografica
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de las poblaciones, al contrario de lo que ocurre en ambientes aridos donde la variacion ambiental

estd determinada por los pulsos de lluvia.

Si consideramos que el bosque de niebla de la region central de Veracruz se seguira
fragmentado a través del tiempo, se espera que algunos fragmentos de bosque de niebla queden
mas aislados entre si y con una mayor exposicion al efecto de borde (Ponce-Reyes, et al. 2012).
Desde una perspectiva de ecologia de comunidades, esto significaria que se favoreceria la
presencia de especies de sucesion secundaria de répido crecimiento, demandantes de luz, con
mecanismos de dispersion por viento, generalistas en cuanto a sus polinizadores, incluso podrian
verse favorecidas especies invasoras. Por otro lado, las orquideas del sotobosque (como C. luteo-
albus), que generalmente se establecen en el interior del bosque, requieren de condiciones de alta
humedad, de la presencia de las micorrizas y frecuentemente son de lento crecimiento, por lo que
podrian quedar restringidas a los fragmentos remanentes y sus poblaciones probablemente ya no
serdn viables al quedar cada vez mas aisladas en fragmentos mas pequefios y con mayor

exposicion al efecto de borde (Ramussen, 1995; Jules, 1998).

La exploracion de la amplitud ecologica de C. luteo-albus, complementada con estudios
de plasticidad fenotipica ayudaria a conocer a qué nuevas condiciones podria adaptarse esta
especie (Nicotra et al. 2010). Respecto a la informacion genética, dada la moderada pero
significativa estructura genética de C. luteo-albus entre poblaciones, es recomendable realizar
analisis directos de flujo génico, tales como los andlisis de dispersion de polen (con polvos
fluorescentes o tasa de remocion de polinarios) y semillas (medios de cultivo en cajas de Petri
dispuestas a distintas distancias de la planta madre, Machon et al. 2003). Si C. luteo-albus es una
especie que a pesar de su alta dispersion de semillas y/o polen, es vulnerable a un incremento en

la endogamia, los esfuerzos de conservacion se deberian enfocar a mantener la conectividad y el
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flujo genico entre los fragmentos (Suarez-Montes, et al. 2010). Asimismo, seria importante
realizar estudios genéticos con otros marcadores moleculares, lo que permitiria analizar de
manera mas fina el polimorfismo, pues la informacion generada en este estudio solo analiza una
porcion minima del genoma y podria estar sobrestimando la diversidad genética. Los estudios de
paternidad/parentesco, permitirian hacer inferencias sobre el flujo génico actual y el tamafio
efectivo poblacional, y ademas permitirian probar si el micrositio alrededor de la planta madre
restringe la dispersion de su progenie, o bien, si este sitio constituye un “sitio seguro” para la
misma (Jacquemyn et al. 2007). El uso de otros marcadores moleculares y de un mayor nimero
de loci también permitira analizar si la especie de estudio ha pasado por cuellos de botella, y
evaluar de forma directa el efecto de la fragmentacion, si se incrementara el numero de
poblaciones analizadas y se compararan entre ambientes, e.g. continuo vs. fragmentado (Suéarez-

Montes, et al. 2010).

Dado que los anélisis demograficos sugieren que las poblacionales de C. luteo-albus estan
en decremento numérico, seria importante que los programas de conservacion estuvieran
dirigidos a la proteccion y/o mantener tamafios poblacionales grandes que permitan mantener su
viabilidad. Los estudios que incorporan simultaneamente datos demogréficos y genéticos en
poblaciones de hierbas perennes han mostrado que aln con tasas de crecimiento estables o en
crecimiento, las poblaciones pequefias son vulnerables a la extincion debido a los efectos
genéticos, como la depresion por endogamia o la deriva génica (Oostermeijer, 2000; Pico y

Quintana-Asencio, 2005).

Dado que en la region central de Veracruz la principal amenaza al bosque de niebla es la
fragmentacion, probablemente los esfuerzos de conservacion deban reforzarse con proyectos que

promuevan la conectividad entre dichos fragmentos. Esto seria posible, por ejemplo, a través de
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proyectos de restauracion ecologica del bosque de niebla, por ejemplo con técnicas de
nucleacion; es un conjunto de técnicas tales como, trasposicion de suelos, lluvia de semillas,
creacion de perchas artificiales, que promueven la regeneracion vegetal natural y la conectividad
entre fragmentos. Tiene como objetivo acelerar los procesos ecoldgicos, tales como regeneracion
vegetal y los mecanismos de polinizacién entre fragmentos, asi como mantener la diversidad y
estructura del sistema (Reis, et al. 2003; SER, 2005). En este sentido, C. luteo-albus, podria ser
un buen candidato para este tipo de proyectos, ya que presenta interacciones multiples tales como
asociaciones micorricicas e interacciones con polinizadores, por lo que su presencia contribuye a

la diversidad del bosque de niebla.

Se espera que este trabajo forme parte de los estudios pioneros a largo plazo de
poblaciones de orquideas en México, ya que solo existe un estudio donde se tienen mas de 5 afios
de datos demogréficos (Herndndez-Apolinar, en preparacion). Por ésta razdn, se sugiere
continuar con el estudio a largo plazo en las poblaciones ya monitoreadas, lo que permitiria
detectar variacion ambiental, por ejemplo, conocer si hay afios con condiciones ambientales que
favorezcan aspectos demograficos como un mayor reclutamiento, asi como explorar si las
poblaciones estan sujetas a mecanismos de regulacion dependiente de la densidad, lo que podria

explicar las diferencias entre las poblaciones de C. luteo-albus.

Perspectivas:

Los resultados de esta investigacion representan una primera aproximacion al estudio de la
ecologia de esta orquidea terrestre que; si bien los resultados no son concluyentes, son los

primeros estudios en México que incluyen simultdneamente aspectos demograficos y de genética

129



de poblaciones para una especie de este tipo. No obstante, para que este estudio sea la base para

desarrollar un programa de conservacion mas extenso, debe incorporar un analisis méas detallado

sobre los siguientes aspectos:

a)

b)

d)

Aumentar el nimero de poblaciones de colecta genética con la finalidad de
determinar aspectos sobre aislamiento por distancia y estructura genética
poblacional. Asimismo, aumentar el nimero de estudios demogréficos en distintos
fragmentos de bosque de niebla de la region con la finalidad de detectar la posible

respuesta de los procesos demogréaficos a la variacion espacial.

Probar si los procesos de regulacion dependientes de la densidad en las
plantas reproductivas tienen un efecto sobre el nimero de plantulas
reclutadas (i.e. a mayor densidad de plantas reproductivas menor
reclutamiento, Meléndez-Ackerman y Ackerman, 2001).

Enriquecer la informacion sobre la historia de vida de C. luteo-albus,
incluyendo aspectos tales como, el sistema reproductivo, a través de
experimentos que incluyan polinizacion artificial (tratamientos:
autopolinizacién, geitonogamia, apomixis, exogamia, control).
Implementacion de programas de manejo del habitat a través de técnicas de
restauracion ecoldgica en fragmentos de bosque de niebla, con la finalidad
de fomentar la conectividad entre los fragmentos inmersos en la matriz del

paisaje.
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Conclusiones

La orquidea terrestre C. luteo-albus, tiene un ciclo de vida complejo: éste incluye dos etapas
principales, la etapa fotosintética, donde la planta produce hojas vy, la etapa latente, que ocurre

cuando las plantas no tienen hojas pero permanece viva su raiz.

En el Capitulo 1l se planted determinar los procesos demograficos que mas influencia

tienen sobre la tasa finita de crecimiento poblacional de dos poblaciones de C. luteo-albus.

Al considerar la etapa de latencia como un proceso demogréafico, se comprob6 que su
aporte relativo a la tasa de crecimiento poblacional es préacticamente imperceptible. Al igual que
en otras plantas del sotobosque y de larga vida, el proceso demografico principal fue la
supervivencia, el cual se considera un mecanismo de persistencia poblacional en la especie de

estudio.

El anélisis matricial sugiere que las poblaciones de C. luteo-albus estan decreciendo a
pesar de la alta supervivencia de adultos, a partir de lo cual se propone que esta etapa del ciclo de
vida se debe priorizar, ya que una vez que las plantas llegan a adultas disminuyen las tasas de
mortalidad. Asimismo, el andlisis de probabilidad de extincién en cada poblacion, mostré un
panorama donde ambas poblaciones reduciran sus tamafios poblacionales al 10%; es decir, a un

nivel de cuasi-extincién, en menos de 100 afios.

En el Capitulo Il se discuten aspectos sobre la genética de poblaciones de tres
poblaciones de C. luteo-albus. Se concluyé que las poblaciones albergan una alta diversidad
genética y existe una moderada diferenciacion entre ellas. Este resultado difiere de lo que se
esperaba, dadas la historia de fragmentacion del bosque de niebla de la region central de
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Veracruz. Esto demuestra, por un lado, que la matriz actual de fragmentos de bosque de niebla,
pastizales, cafetales y zona urbana, no han constituido hasta la fecha un obstaculo suficiente para
interrumpir el flujo génico entre las poblaciones de C. luteo-albus. Sin embargo, el estudio
genético a escala fina, brinda evidencia de que la dispersion de semillas y polen es restringida

(<6m) y que la endogamia se manifiesta en todas las etapas del ciclo de vida.

Algunos rasgos de las historias de vida de C. luteo-albus se comparten con otras

orquideas terrestres:

1) Los sitios de reclutamiento cerca de la planta madre, o “sitios seguros”, permiten la

germinacién y reclutamiento de las plantulas a través de las asociaciones micorrizicas.

2) La dispersion del polen es restringida debido a que las abejas Halictidae, en el caso de C.

luteo-albus, forrajean dentro del mismo parche y probablemente se promueva la geitonogamia.

3) La endogamia detectada en la progenie en la poblacion del SBN-1 podria ser una consecuencia
de los apareamientos locales (debido al patron de forrajeo de los polinizadores), muy
posiblemente se ve magnificada por efecto de la fragmentacion (Aguilar, et al. 2008). Esto es de
gran relevancia porque, aunque las poblaciones de C. luteo-albus albergan una alta diversidad

genética, el estudio demografico sugiere que éstas se encuentran en declive.

Dado que los fragmentos de vegetacion se vuelven cada vez mas pequefios y aislados en
la region central de Veracruz, es relevante resaltar la importancia de los programas de
conservacion que consideran la dinamica ecologica y evolutiva de especies de interés. Los
analisis de estructura genética a escala fina y los estudios demogréaficos de C. luteo-albus pueden
ser una herramienta importante para determinar las escalas de las unidades de conservacion que
permitan mantener los procesos genéticos y demogréaficos, asi como proponer pautas para la
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conservacion de procesos ecoldgicos, como las interacciones bidticas y asi asegurar la provision

de los servicios ecosistémicos (i.e. polinizacion) que llevan a cabo estos bosques.
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