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1.

RESUMEN

En el estado de Michoacan, el cambio de uso de suelo y la fragmentacion
han ido incrementando en los utimos anos debido principalmente al
establecimiento de huertos de aguacate. Es sabido que la fragmentacion del
bosque genera una serie de variaciones en las caracteristicas bidticas y
abidticas presentes en los fragmentos inmersos en esa matriz antropogénica.
Estas variaciones pueden verse reflejadas en las plantas que se encuentren
expuestas a estos cambios, comprometiendo su establecimiento, reproduccion
y supervivencia. Una de las caracteristicas mas evidentes de los paisajes
fragmentados es el grado de aislamiento de las poblaciones de plantas que se
encontraban de forma natural en esos sitios. Al encontrarse mas alejadas, el
movimiento de polen y semillas puede verse reducido ya que existe una
disminucién de la conetividad entre fragmentos al aumentar el aislamiento,
ademas de la pérdida de agentes dispersantes (vertebrados herbivoros) que son
susceptibles a la fragmentacion, ocasionando la disminucion de la variacién
genetica. Ademas, las variaciones en las condiciones climaticas de habitats
fragmentados puede generar estrés en las plantas. Los cambios morfolégicos
foliares son un indicador de la adecuacion de las plantas asociado al estrés
fisiolégico y perturbacion de habitat. Similarmente, la asimetria fluctuante
definida como las diferencias aleatorias entre dos lados de un caracter bilateral
de un organismo, es un indicador para evaluar la inestabilidad del desarrollo

resultante de estrés genético o ambiental. Nuestro objetivo fue evaluar los



efectos del cambio de uso de suelo de EFT a huertos de aguacate en Michoacan,
evaluando los niveles de diversidad y estructura genética, y, mediante los ajustes
en la morfologia foliar y asimetria fluctuante en individuos de Quercus castanea
que ocurren en sitios con diferente proporcion de cobertura vegetal de bosque
nativo y huertos de aguacate. Seleccionamos 8 sitios con diferentes
proporciones de cobertura de bosque y huerto (bosque > huerto, bosque <
huerto y bosque = huerto). Se eligieron entre 15 y 30 individuos adultos de Q.
castanea en cada sitio. Para los analisis genéticos seleccionamos 5 hojas sin
dafio aparente de cada individuo. Ademas, seleccionamos 25 hojas al azar por
individuo las cuales fueron digitalizadas para determinar los niveles de asimetria
fluctuante y morfometria geométrica foliar. Encontramos que las poblaciones son
altamente polimérficas (SSRn y ADNcp), ademas de un exceso de homocigotos,
lo que nos indica que hay endogamia (Fis = 0.285). Encontramos baja estructura
genética en el nucleo (SSRn) con el 97% de la varianza de las frecuencias
alélicas explicada dentro de las poblaciones y solo el 3% entre las poblaciones.
En el cloroplasto (ADNcp) encontramos alta estructura genética (Fst = 0.319).
Encontramos una correlacion positiva entre el numero promedio de alelos por
locus (R?=0.62; F=9.74; P=0.02), numero promedio efectivo de alelos (R?=0.64;
F=10.46; P=0.017) y hererocigocidad esperada (R?=0.56; F=7.72; P=0.03) con
el porcentaje de bosque en los sitios. El flujo de genes por polen es alto (de 0.1
a 0.27 de los individuos en cada sitio son inmigrantes), mientras el flujo por
semillas es bajo (de 0.044 a 0.046). Nuestros resultados muestran evidencia de
que la framentacion de bosque debido al cambio de uso de suelo si esta

afectando la diversidad genética de las poblaciones remanentes de Q. castanea



en la franja aguacatera. Encontramos diferencias en los niveles de AF en los
individuos de diferentes proporciones de cobertura entre bosque y huerto, siendo
mas asimétricas las que se encontraron en condiciones de bosque mayor a
huerto, ademas, los encinos que se encontraban en los bordes de los fragmentos
de bosque mas pequefios que el huerto tuvieron hojas mas asimetricas.
Detectamos diferencias significativas en la morfologia foliar entre sitios con
diferentes proporciones de cobertura bosque/huerto, también se diferenciaron
las hojas del borde de los fragmentos de bosque de las del interior. Nuestros
resultados sugieren que la morfologia de las hojas de Quercus castanea es
influenciada por la variacion local ambiental y el estrés ambiental presente en
las diferentes proporciones de cobertura bosque-huerto.

Palabras clave: Encinos, endogamia, cambio de uso de suelo, morfologia, fragmentacion.



2. ABSTRACT

In Michoacan, land-use change and fragmentation have been increasing in
recent years, mainly due to the establishment of avocado orchards. It is known that
the fragmentation of the forest generates a series of variations in the biotic and
abiotic characteristics present in the fragments immersed in this anthropogenic
matrix. These variations can be reflected in the plants that are exposed to these
changes, compromising their establishment, reproduction and survival. One of the
most obvious characteristics of fragmented landscapes is the degree of isolation of
the plant populations that were found naturally at these sites. As they are further
away, the movement of pollen and seeds can be reduced since there is a decrease
in the connectivity between fragments with increasing isolation, in addition to the
loss of dispersing agents (herbivorous vertebrates) that are susceptible to
fragmentation, causing the decrease of genetic variation. In addition, variations in
the climatic conditions of fragmented habitats can generate stress on plants. Leaf
morphological changes are an indicator of the adequacy of plants associated with
physiological stress and habitat disturbance. Similarly, fluctuating asymmetry,
defined as random differences between two sides of a bilateral character of an
organism, is an indicator for evaluating developmental instability resulting from
genetic or environmental stress. Our objective was to evaluate the effects of land-
use change from EFT to avocado orchards in Michoacan, evaluating the levels of
diversity and genetic structure, and, through adjustments in leaf morphology and
fluctuating asymmetry in Quercus castanea individuals that occur in sites with

different proportions of native forest vegetation cover and avocado orchards. We



selected 8 sites with different proportions of forest and orchard cover (forest>
orchard, forest <orchard, and forest = orchard). Between 15 and 30 adult
individuals of Q. castanea were chosen at each site. For the genetic analysis, we
selected 5 leaves without apparent damage from each individual. In addition, we
randomly selected 25 leaves per individual which were digitized to determine the
levels of fluctuating asymmetry and leaf geometric morphometry. We found that the
populations are highly polymorphic, in addition to an excess of homozygotes, which
indicates that there is inbreeding. We detected a low degree of population
subdivision with 97% of the variance of allele frequencies within populations and
only 3% between populations. Gene flow through pollen is high, while flow through
seeds is low. No differences in diversity were found between the populations.
These results indicate that the genetic effects of forest fragmentation are already
being expressed. We found differences in the levels of FA in individuals with
different proportions of coverage between forest and orchard, being more
asymmetric than those found in conditions of forest greater than the orchard, in
addition, the oaks that were found at the edges of the forest fragments smaller than
the orchard had more asymmetric leaves. We detected significant differences in
leaf morphology between sites with different proportions of forest/orchard cover,
the leaves on the edge of the forest fragments also differentiated from those of the
interior. Our results suggest that Quercus castanea leaf morphology is influenced
by local environmental variation and environmental stress present in the different

proportions of forest-orchard cover.



3. INTRODUCCION GENERAL

En México, los ecosistemas forestales templados (EFT) ocupan el segundo
lugar en extension entre los diferentes tipos de vegetacion del pais, representando
el 16.96% (323,300 km?) de cobertura vegetal (CONAFOR 2004). Los EFT se
distribuyen a lo largo de la Sierra Madre Occidental y Oriental, la Faja Volcanica
Transmexicana, la sierra Madre del Sur, las sierras de Chiapas, la sierra norte de
Oaxaca, asi como en el Norte y Sur de Baja California. Son ecosistemas templados
subhumedos a humedos, con una precipitacion anual de 600 a 1000 mm vy
temperaturas promedio entre los 12 °C y 23 °C, llegando a alcanzar temperaturas
bajo cero en invierno. Los EFT se desarrollan sobre suelos muy variados desde
arenosos hasta moderadamente acidos, con abundante materia organica y
hojarasca (CONABIO, 2020). Ademas, albergan una alta diversidad biolégica que
incluye un gran numero de especies de plantas, hongos, animales e insectos
(Challenger, 1998; Rzedowski, 1991).

Los EFT proporcionan numerosos servicios ambientales que benefician a las
comunidades humanas. Dentro de los servicios de soporte podemos encontrar la
formacion del suelo, el ciclo del agua y de nutrientes y la captura de carbono.
También proporcionan servicios de provision de agua, alimentos, madera, lefia y
medicinas naturales; servicios culturales al constituir espacios naturales para
realizar actividades recreativas, de investigacion cientifica, inspiracién cultural y
espiritual. También proporcionan servicios de regulacion, que combinados con los
otros favorecen el control de los riesgos de inundaciones, retencion del agua de

lluvia, mantenimiento de la calidad del aire, promocién de la polinizacion, control del



climay la temperatura, filtracion y recarga de mantos acuiferos, control de la erosion
del suelo (SEMARNAT, 2018; PROFEPA, 2020). Sin embargo, los EFT son
considerados de los ecosistemas mas amenazados debido a diferentes actividades
antropogénicas como el cambio de uso de suelo a sistemas agroforestales, la
deforestacién (Esperdén-Rodriguez & Barradas, 2014), la ganaderia, la caceria de
subsistencia y el trafico ilegal de fauna (CONABIO 2020). En México,
aproximadamente el 40% de la cobertura de los ecosistemas forestales templados
que comprenden bosques mixtos de coniferas, encinos y bosques mesdfilos se ha
perdido (Challenger, 1998; Klooster & Masera, 2000), con efectos negativos como
son la reduccién del tamafo y calidad del habitat boscoso, el efecto de borde, el
aumento del numero de parches y la pérdida de conectividad entre parches (Otavo

& Echeverria, 2017).

3.1 Fragmentacién de bosque en México

La fragmentacién del bosque se define como un proceso a escala de paisaje
que involucra tanto la pérdida como la ruptura del habitat (Fahrig, 2003). Una de las
consecuencias inmediatas de este proceso es un aumento en el grado de
aislamiento de las poblaciones inmersas en esa matriz antropogénica (Fahrig,
2003), lo que ocasiona cambios abidticos y bidticos del habitat remanente (Burel &
Baudry, 1999; Fahrig, 2003), promoviendo la disminucién del potencial de bienes y
servicios ambientales que proporcionan los ecosistemas (Haddad et al., 2015;
Velazquez et al., 2002), asi como una alteracién significativa en la dinamica de las
poblaciones y la estructura y composicion de las comunidades (Farwig, Bohning-

Gaese, & Bleher, 2006)



En México, la deforestacion y el cambio de uso de suelo asociados al
crecimiento de la poblacién humana, la agricultura, la ganaderia y la industria se
han incrementado, llegando a alcanzar tasas de conversion forestal de hasta 0.5%
(354 000 ha/afio) durante el periodo de 1990-2000 y de 0.2% (155 000 ha/afio) en
el periodo de 2005-2010 (Mas et al., 2017) Esto ha llevado a transformaciones en
los paisajes, aumentando la degradacion y la fragmentacion de los ecosistemas
(Castro-Navarro, Sahagun-Sanchez, & Reyes-Hernandez, 2017).

Durante el periodo de 2000 a 2012, la fragmentacion de bosque se
incrementd en México en el este, centro y sur del pais (Ramirez-Reyes, Sims,
Potapov, & Radeloff, 2018). El numero de parches de bosque aumenté en un 27.9%
y las categorias de bosque asociadas a bosques fragmentados aumentaron entre
16 y 17%. Los bosques con mayor pérdida fueron los bosques perennifolios
medianos y altos (7.4 y 7.3%, respectivamente) (Moreno-Sanchez et al., 2012;
Ramirez-Reyes et al., 2018), en los cuales se vio un aumento de sus bordes de
entre el 20 y 94%. Los bosques de encino presentaron una pérdida del 0.68%
durante el mismo periodo con un aumento del area de bordes mayor al 7%
(Ramirez-Reyes et al., 2018).

Actualmente, el estado de Michoacan es una de las regiones mas
amenazadas en términos de degradacion del habitat y extincién de las comunidades
forestales (Molina Sanchez etal., 2019) ya que presenta un alto grado de
fragmentacioén y pérdida de habitat (Mas et al., 2017). Esto se debe principalmente
a la extraccion ilegal de madera y al aumento dramatico de las plantaciones de
aguacate, que representan el factor mas critico del cambio en el uso de suelo en

esta regién (Brown, 2003). Mas et al. (2017) reportaron para el estado de Michoacan



una tasa de deforestacion anual para bosques templados del 0.16% en el periodo
de 2004-2007 y de 0.09% de 2007-2014, con una pérdida neta de 11,156 y 8443
ha, respectivamente.

Desde 1986 a 2016 se ha perdido un total de 106,094 ha de bosque de encino
en la meseta purépecha del estado de Michoacan, observandose un aumento
constante de la superficie cubierta por huertos de aguacate y de este modo los
parches aislados de huertos que existian en 1986, ahora se han transformado en
una masa continua y homogénea, aislando cada vez mas los fragmentos de bosque
restantes (Molina Sanchez et al., 2019), lo que puede desencadenar una serie de
consecuencias negativas sobre la riqueza y estructura del bosque, la abundancia y
diversidad de aves y mamiferos (Monterrubio-Rico, Charre-Medellin, & Lépez-Ortiz,
2018), asi como el ensamble de las comunidades de artropodos, entre otros (Otavo

& Echeverria, 2017).

3.2 El cultivo de aguacate en México

El cultivo de aguacate en México se ha incrementado en los ultimos afos
llegando a alcanzar el 45.95% de las exportaciones mundiales (SAGARPA, 2017a)
lo cual posiciona al pais como el principal productor a nivel mundial. La produccién
de aguacate se lleva a cabo en 28 estados, considerandose el estado de Michoacan
como el area productora de aguacate mas importante de México y del mundo, ya
que contribuye con un 84% de la produccion nacional (Villanueva Tomas & Zepeda
Anaya, 2018) y es el unico estado que presenta produccién durante todo el afo

(CEDRSSA, 2015).



En Michoacan, el aguacate tiene gran importancia socioeconémica debido al
beneficio que genera para productores, comercializadores y consumidores
(Gutiérrez-Contreras, Lara-Chavez, Guillén-Andrade, & Chavez-Barcenas, 2010).
Ademas de la derrama econdmica ($94,267/ha en 2008) que genera a través de
nuevos empleos y servicios en cada eslabdn de la cadena productiva. Segun el
Servicio de Informacion Agroalimentario y Pesquera (SIAP), en la década del 2000
el valor de la produccidon de aguacate se triplicd, lo cual ha llevado a los productores
a ampliar sus huertos ocasionando un aumento en la tasa de deforestacion,
particularmente en la zona productora de aguacate ubicada en una franja al sur del
Eje Neovolcanico (INIFAP, 2012), debido a la similitud de condiciones climaticas
que requieren los bosques de pino-encino y los huertos de aguacate, dejando como
resultado una matriz fragmentada de bosque en la zona de cultivo de aguacate

(Chavez-Leon et al., 2012).

3.3 Consecuencias genéticas de la fragmentacion de bosque

Como resultado de la fragmentacién de bosque, el movimiento del polen y
semillas de especies forestales puede verse reducido debido a la disminucion de la
conectividad entre fragmentos al aumentar el aislamiento entre los individuos (Sork
& Smouse, 2006). Ademas, algunos vertebrados herbivoros se pierden rapidamente
ya que son susceptibles a la fragmentacion, lo que lleva a una pérdida de agentes
dispersores (Wright & Duber, 2001). Por lo tanto, la capacidad de los vectores
animales para transportar el polen y las semillas puede verse afectada (Griscom,
Kalko, & Ashton, 2007), haciendo mas dificil el flujo de genes entre poblaciones

(Honnay & Jacquemyn, 2007). De este modo, la variacidon genética de las
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poblaciones tiende a reducirse debido que han sufrido una alta fragmentacion y
cuellos de botella (Aguilar, Quesada, Ashworth, Herrerias-Diego, & Lobo, 2008;
Piotti, 2009). Como consecuencia, la deriva genética y la endogamia aumentan en
las poblaciones remanentes, lo que lleva a una disminucion de la variabilidad
genética y a un incremento en la diferenciacion entre las poblaciones (Piotti, 2009).
Especificamente, se espera una menor proporcion de loci polimérficos y una
reduccion en el numero de alelos por locus dentro de los fragmentos (Aguilar et al.,
2008; Honnay & Jacquemyn, 2007).

De este modo, si el flujo de genes entre fragmentos es limitado, la diversidad
genética dentro de fragmentos deberia disminuir (Aguilar et al., 2008; Hamrick,
2004), mientras que la diferenciacidon entre fragmentos deberia aumentar (Lowe,
Boshier, Ward, Bacles, & Navarro, 2005; Oyama et al., 2017). Si se mantienen
poblaciones en sitios fragmentados, la diversidad genética general dentro del
paisaje no disminuira, simplemente sera mas estructurado (Hamrick, 2004; Herrera-
Arroyo et al., 2013; Oyama et al., 2017), y, si se pierden poblaciones dentro de los
sitios fragmentados, la diversidad genética dentro del paisaje se reducira (Hamrick,
2004).

Por lo tanto, el efecto de la fragmentacion sobre la composicion genética de
poblaciones de plantas depende del tamafio efectivo de la poblacién dentro de
fragmentos (Oyama et al., 2017) y los patrones de variabilidad genética dentro de
la poblacion original previo a la fragmentacion (Aguilar et al., 2008; Hamrick, 2004;
Honnay & Jacquemyn, 2007). Por otra parte, la pérdida de variacidén genética puede
reducir la habilidad de la poblacion para responder a futuros cambios ambientales,

de modo que la probabilidad de extincion aumenta o, en el mejor de los casos, las
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oportunidades de evolucion son limitadas (Booy, Hendriks, Smulders, Van
Groenendael, & Vosman, 2000). Sin embargo, se deben tomar en cuenta varios
factores ademas de la fragmentacion para poder entender los patrones de
variabilidad genética dentro de las poblaciones; por ejemplo, el tiempo y numero de
generaciones transcurridas desde que ocurrio la fragmentacion de bosque (Aguilar
et al., 2008), el numero de fuentes de polen cercanas, asi como el tipo de dispersion
tanto de polen como de semillas (Oyama et al., 2018), las tasas de cruzamiento, las
distancias de dispersion y los tiempos generacionales (Broadhurst, 2015), ya que
pueden limitar nuestra capacidad para detectar sehales de fragmentacion en
arboles.

Se han realizado numerosos estudios sobre diversidad y estructura genética
enfocados en poblaciones de arboles, y particularmente encinos, en habitats
fragmentados (por ejemplo, Fernandez-M. & Sork, 2005; Herrera-Arroyo et al., 2013;
Oyama et al., 2017). Especificamente, en la cuenca de Cuitzeo se han estudiado
poblaciones de Q. castanea a lo largo de un mosaico de fragmentacién de bosque
mostrando altos niveles de diversidad genética (Herrera-Arroyo et al., 2013;
Maldonado-Lépez et al., 2014; Oyama et al., 2017) y una correlacion positiva entre
el numero de haplotipos en plantulas y el tamafio del fragmento de bosque (Herrera-
Arroyo et al., 2013), lo que sugiere que los fragmentos pequenos tienden a tener
menor numero de haplotipos en los individuos que se establecieron después de la

fragmentacion.
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3.4 Variacion en caracteres funcionales foliares

Las condiciones ambientales de habitats perturbados juegan un papel
importante de la modulacion del funcionamiento de la biodiversidad y los
ecosistemas (Liu et al, 2018). Particularmente, a nivel individual se ha demostrado
que la fragmentacién de bosque genera estrés en las plantas, comprometiendo su
germinacién, establecimiento y regeneracion (Laurence et al., 1998). La
fragmentacién tiene efectos importantes sobre un conjunto de variables del
microclima como son la intensidad de luz, temperatura, velocidad del viento y
humedad (Laurance, 2004; Tuff, Tuff, & Davies, 2016).

Uno de los principales mecanismos que impulsan los cambios en los paisajes
fragmentados es el cambio en las condiciones térmicas de parches remanentes y
estas a su vez pueden influir fuertemente en la morfologia, distribucion y trayectoria
evolutiva de los organismos (Tuff et al., 2016). De tal modo, los cambios ambientales
se han asociado a respuestas y ajustes morfolégicos foliares de la plantas (Cescatti
& Zorer, 2003). Por esta razon, la fisiognomia de las hojas representa una base para
estudios ecoldgicos (Traiser, Klotz, Uhl, & Mosbrugger, 2005; Wright et al., 2004).
Por ser altamente sensitivas, las hojas estan continuamente respondiendo a las
diferentes condiciones ambientales, asi como a diferentes ciclos fenoldégicos y
ritmos de crecimiento (Gonzalez-Rodriguez & Oyama, 2005; Nikolic, Krstic, Pajevic,
& Orlovic, 2006).

La capacidad de un individuo para producir un fenotipo predeterminado
invariante en condiciones ambientales particulares es conocida como estabilidad
del desarrollo (Mgller & Shykoff, 1999). Las alteraciones genéticas o ambientales

pueden generar desviaciones aleatorias de la simetria de organismos simétricos
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alterando la estabilidad del desarrollo (Sandner, Zverev, & Kozlov, 2019). La
inestabilidad del desarrollo es un factor importante que induce desviaciones
aleatorias de la simetria bilateral al alterar las vias normales de desarrollo (Kusi &
Karsai, 2020; Viscosi, 2015). Algunos factores ambientales que aumentan la
inestabilidad del desarrollo de hojas y flores incluyen radioactividad, luz ultravioleta,
exceso de luz, fertilizantes artificiales, varios contaminantes, condiciones de
salinidad extrema, herbivoria, parasitismo y presencia de patdgenos (Mgller &
Shykoff, 1999). La asimetria fluctuante (AF) es ampliamente usada como un
indicador facilmente medible de estrés ambiental y genético, asi como de la aptitud
fisica “fitness” de un organismo. La AF es el resultado de pequefias irregularidades
aleatorias en los procesos de desarrollo que ocurren incluso bajo condiciones
genéticas y ambientales constantes (Tuci¢, Budec€evi¢, Manitasevi¢ Jovanovic,
Vuleta, & Klingenberg, 2018).

El estrés ambiental puede ser analizado a través de la asimetria fluctuante
(AF), que es una medida particular de la estabilidad durante el desarrollo de algun
atributo fenotipico en rasgos bilaterales o radialmente simétricos 6ptimos (Cuevas-
Reyes, Gilberti, Gonzalez-Rodriguez, & Fernandes, 2013; Mgller & Shykoff, 1999;
Sandner et al., 2019). La AF es la varianza en las diferencias entre el lado izquierdo
y derecho en organismos simétricamente bilaterales y nos proporciona una medida
de la capacidad de un individuo para amortiguar el estrés interno (genético) y el
externo (ambiental) durante su ontogenia (Mgller & Shykoff, 1999). La asimetria

fluctuante es considerada como una expresion de inestabilidad en el desarrollo de
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los 6rganos y estructuras bioldgicas, resultado de perturbaciones externas (Cuevas-
Reyes et al., 2013).

Los patrones de variacion morfolégica en poblaciones naturales son de
interés cientifico, ya que se ha identificado que existe variacion de las caracteristicas
fenotipicas como resultado de factores relacionados al genotipo y a cambios
medioambientales (Gonzalez-Rodriguez & Oyama, 2005; Lara-De La Cruz, Garcia-
Oliva, Oyama, & Gonzalez-Rodriguez, 2020; Matesanz, Teso, Garcia-Fernandez &
Escudero, 2017). Los encinos se caracterizan por presentar altos niveles de
variacion morfoldgica foliar entre poblaciones de una especie (Bruschi, Grossoni, &
Bussotti, 2003); también es posible encontrar variacion entre arboles de la misma
poblacién y aun entre hojas dentro del mismo individuo (Bruschi et al., 2003;
Gonzalez-Rodriguez & Oyama, 2005; Warren, Tausz, & Adams, 2005). El andlisis
con morfometria geométrica, nos indica si las variables representativas de las
formas de la estructura en estudio son o no distintas, y permite realizar
interpretaciones de alto significado biolégico de las diferencias entre individuos y

poblaciones (Toro Ibacache, Manriquez Soto, & Suazo Galdames, 2010).

3.5 Género Quercus

El género Quercus es uno de los taxa mas importantes de los EFT en México
(Valencia-A., 2004). Este género cuenta con dos centros de diversidad a nivel
mundial, el primero se encuentra al sureste de Asia y el segundo en México (Hipp
et al.,, 2019; Manos, Doyle, & Nixon, 1999; Nixon, 2008). De las 500 especies
estimadas para el mundo, en México se encuentran 161, contando asi con casi una

tercera parte de las reportadas a nivel mundial (Valencia-A., 2004), de las cuales 76
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pertenecen a la seccidn Lobatae (encinos rojos), 78 a la seccién Quercus (encinos
blancos), 4 a la seccion Protobalanus (encinos intermedios) y 3 a la seccion Virentes
(Cavender-Bares et al., 2015; Denk, Grimm, Manos, Deng, & Hipp, 2017; Valencia-
A., 2004). En total, se estima que 109 especies de encinos son endémicas del pais
(Valencia-A., 2004).

La mayor diversidad de especies se localiza en un intervalo altitudinal que
varia entre los 1,200 y los 2,800 msnm, aunque es posible encontrar especies desde
los 200 hasta los 3,500 m de altitud (Arizaga, Martinez-Cruz, Salcedo-Cabrales, &
Bello-Gonzalez, 2009). Los encinos son uno de los géneros arboreos de mayor
importancia para América del Norte, por su dominancia y por proveer servicios
ecosistémicos importantes como el reciclaje de nutrientes, el balance hidrico y el
secuestro de carbono (Kappelle, 2006; McWilliams et al., 2002; Nixon, 1993). Es
uno de los géneros mas utilizados por el hombre como fuente de carbén y madera
de alta belleza, resistencia y durabilidad (Aldrich & Cavender-Bares, 2011). Ademas,
los encinos mantienen una gran diversidad de interacciones complejas con otros
organismos, como son insectos, hongos, vertebrados y otras plantas, por lo que se
han considerado como especies clave que contribuyen al mantenimiento de la
biodiversidad de EFT (Aldrich & Cavender-Bares, 2011; Kappelle, 2006; McWilliams
et al., 2002; Nixon, 1993).

Los encinos presentan hojas coriaceas, tallos lefiosos y presencia de bellotas
(Nixon, 1993). Las especies de Quercus son polinizadas por el viento y
autoincompatibles, las bellotas maduran durante el primer afio en encinos blancos
y en encinos rojos tardan dos afnos (Aldrich & Cavender-Bares, 2011). Por lo general

presentan una alta variabilidad genética (Herrera-Arroyo et al., 2013; Maldonado-
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Lopez et al., 2014; Oyama et al., 2017, 2018). Sin embargo, se ha demostrado que
debido la fragmentacién de bosque, se interrumpe la conectividad genética mediada
por semillas entre las poblaciones (Herrera-Arroyo et al., 2013), lo que puede tener
efectos a largo plazo sobre las poblaciones de encinos presentes en fragmentos de
bosque.

Bajo este contexto, es de suma importancia entender como la fragmentacion
de bosque y el cambio de uso de suelo en la zona de cultivo de aguacate, esta
afectando la distribucién espacial de los bosques templados, alterando las
condiciones ambientales, su capacidad de resiliencia, y el tamafio poblacional de
diferentes especies. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue documentar los
efectos de la conversion de los ecosistemas forestales templados a agrosistemas
sobre la diversidad y estructura genética y los caracteres funcionales de poblaciones
de Quercus castanea que ocurren en fragmentos remanentes de bosque
adyacentes a huertos de aguacate en diferentes municipios del estado de

Michoacan.
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4. HIPOTESIS

Se espera que haya menor diversidad y mayor estructura genética, asi como mayor
variacion en los caracteres funcionales foliares de los encinos que se encuentren
en el interior de los huertos o en el borde adyacente a ellos que en los que se

encuentran en el interior del bosque.

5. OBJETIVOS

5.1 General

Determinar los efectos del cambio de uso de suelo de ecosistemas forestales
templados a huertos de aguacate sobre la variacion y estructura genética y
caracteres funcionales foliares de Quercus castanea presentes en fragmentos de
bosques templado adyacentes a huertos de aguacate y compararlos con

poblaciones presentes en bosques continuos.
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5.2

Particulares

Determinar si existen cambios en la morfologia foliar en Quercus castanea
en los bosques nativos adyacentes a los huertos de aguacate, bajo diferentes
proporciones de cobertura vegetal entre bosque y huertos de aguacate.
Determinar los patrones de asimetria fluctuante foliar en Quercus castaneay
si hay relacién con las diferentes proporciones de cobertura vegetal entre
bosque nativo y huertos de aguacate.

Evaluar los efectos del cambio de uso de suelo sobre la variaciéon y estructura
genética de Quercus castanea en los bosques nativos adyacentes a los

huertos de aguacate.
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6. CAPITULO 1.
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EFECTO DE LA FRAGMENTACION DE BOSQUE EN LA FRANJA
AGUACATERA DE MICHOACAN SOBRE LA DIVERSIDAD Y

ESTRUCTURA GENETICA DE Quercus castanea

1. Resumen

El cambio de uso de suelo y la fragmentacion de bosques, que se han ido
incrementando en los ultimos afios debido al establecimiento de huertos de
aguacate, ha generado el aislamiento de las poblaciones de plantas que se
encontraban de forma natural en esos sitios. EI movimiento de polen y semillas
puede verse reducido como resultado de la fragmentacion, ya que existe una
reduccion de la conectividad entre fragmentos, ademas de la pérdida de agentes
dispersantes (vertebrados herbivoros), ocasionando la disminucion de la variacion
genética en las poblaciones de plantas. El objetivo de este trabajo fue determinar
los efectos que la fragmentacion de bosque y el cambio de uso de suelo a huertos
de aguacate en el estado de Michoacan, producen sobre la diversidad y estructura
genética de Quercus castanea. Para ello, se eligieron 8 fragmentos con diferentes
proporciones de cobertura bosque/huerto (bosque > huerto, bosque = huerto y
bosque < huerto) dentro de la franja aguacatera. En cada sitio se colecté tejido foliar
de 15 a 30 arboles adultos. Los individuos fueron genotipados con 11 microsatélites
nucleares y secuencias de cloroplasto con dos regiones. Encontramos que las
poblaciones son altamente polimodrficas (SSRn y ADNcp), ademas de un exceso de
homocigotos, lo que nos indica que hay endogamia (Fis = 0.285). Encontramos baja

estructura genética en el nucleo (SSRn) con el 97% de la varianza de las
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frecuencias alélicas explicada dentro de las poblaciones y solo el 3% entre las
poblaciones. En el cloroplasto (ADNcp) encontramos alta estructura genética (Fst =
0.319). Encontramos una correlacion positiva entre el numero promedio de alelos
por locus (R?=0.62; F=9.74; P=0.02), nimero promedio efectivo de alelos (R?=0.64;
F=10.46; P=0.017) y hererocigocidad esperada (R?=0.56; F=7.72; P=0.03) con el
porcentaje de bosque en los sitios. El flujo de genes por polen es alto (de 0.1 a 0.27
de los individuos en cada sitio son inmigrantes), mientras el flujo por semillas es
bajo (de 0.044 a 0.046). Nuestros resultados muestran evidencia de que la
framentacion de bosque debido al cambio de uso de suelo si esta afectando la
diversidad genética de las poblaciones remanentes de Q. castanea en la franja

aguacatera.

Palabras clave: Encinos, endogamia, cambio de uso de suelo

2. Introduccién
La fragmentacién generalmente se define como un proceso a escala de paisaje que
involucra tanto la pérdida como la ruptura del habitat (Fahrig, 2003). Una de las
consecuencias inmediatas de este proceso es un aumento en el grado de
aislamiento de los parches de habitat remanente (Fahrig, 2003), lo cual promueve
la disminucién del potencial de bienes y servicios ambientales que proporcionan los
ecosistemas, asi como una alteracion significativa en la dinamica de las poblaciones
y la estructura de las comunidades (Burel y Baudry, 1999; Velazquez et al. 2002;

Fahrig, 2003; Farwig et al. 2006).
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En las plantas, el movimiento del polen y semillas puede verse reducido como
resultado de la fragmentacion debido a la reduccion de la conectividad entre
fragmentos al aumentar el aislamiento (Sork y Smouse, 2006). Ademas, algunos
vertebrados herbivoros se pierden rapidamente ya que son susceptibles a la
fragmentacion, lo que lleva a una pérdida de agentes dispersores, haciendo mas
dificil el flujo de genes entre poblaciones (Wright y Duber 2001; Honnay y
Jacquemyn, 2007). Un menor flujo génico a su vez puede representar una reduccion
en el tamafo efectivo de las poblaciones, las cuales como consecuencia pueden
experimentar cuellos de botella genéticos, una deriva génica exacerbada y mayores
probabilidades de endogamia (Aguilar et al. 2008; Piotti, 2009). Especificamente, se
espera que los indices de diversidad genética, como la proporciéon de loci
polimdrficos y el numero de alelos por locus sean menores en poblaciones que han
sido severamente fragmentadas (Honnay y Jacquemyn, 2007; Aguilar et al. 2008).

Aunque el efecto de la fragmentacion en la composicién genética de las
poblaciones de plantas dependera del tamano efectivo de la poblacién dentro de los
fragmentos (Oyama, et al. 2017) y de los patrones de variabilidad genética dentro
de la poblacién original previa a la fragmentacion (Aguilar et al. 2008; Honnay y
Jacquemyn, 2007; Hamrick, 2004), en general se espera que si el flujo de genes
entre fragmentos es limitado, la diversidad genética dentro de los fragmentos
deberia disminuir (Hamrick, 2004; Aguilar et al. 2008), mientras que la diferenciacion
entre fragmentos deberia aumentar (Lowe et al. 2005; Oyama et al., 2017).

La pérdida de variacién genética es preocupante desde el punto de vista de
la conservacion porque puede reducir la habilidad de las poblaciones para

responder a los cambios ambientales, de modo que la probabilidad de extincién
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aumenta o, en el mejor de los casos, las oportunidades de evolucién son limitadas
(Booy et al, 2000).

En el caso de los encinos, se han realizado numerosos estudios sobre
diversidad y estructura genética enfocados en poblaciones en habitats
fragmentados (e. g. Fernandez-M. y Sork 2005; Herrera-Arroyo et al., 2013; Oyama
et al., 2018). Por ejemplo, en una poblacién de Quercus humboldtii recientemente
fragmentada analizaron el sistema de apareamiento y encontraron una baja tasa
de autofecundacién y endogamia biparental presente pero reducida en fragmentos
mas grandes (Fernandez-M. & Sork, 2005). También se ha estudiado la diversidad
y estructura genética de Quercus candicans, Quercus crassifolia y Quercus
castanea en un paisaje heterogéneo, encontrandose altos niveles de diversidad
genética, aunque casi el 40% de las poblaciones presento valores significativos de
endogamia (Oyama et al., 2018). Especificamente, en Q. castanea en la cuenca de
Cuitzeo, Michoacan, se encontraron altos niveles de diversidad genética (Herrera-
Arroyo et al., 2013; Maldonado-Lépez et al., 2014; Oyama et al., 2017) y una
correlaciéon positiva entre el numero de haplotipos en plantulas y el tamafo del
fragmento de bosque (Herrera-Arroyo et al., 2013), indicando que las poblaciones
situadas en fragmentos pequefios son mas susceptibles a perder diversidad
genética. Todos estos hallazgos son importantes ya que nos permiten entender
como se ven afectadas las poblaciones. Sin embargo, aun falta mucho por saber
sobre los efectos que acarrea la fragmentacion, sobre todo en esta zona de cambio
de uso de suelo de bosque a huertos de aguacate.

El problema de la fragmentacién en México se ha intensificado en las ultimas

décadas, con tasas de deforestacion de 0.5% (354 000 ha/afio) en el periodo de
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1990-2000 y de 0.2% (155 000 ha/ano) en el periodo de 2005-2010 (Mas et al.,
2017). Actualmente, el estado de Michoacan es una de las regiones mas
amenazadas en términos de degradacion del habitat y extincién de las comunidades
forestales. Esto se debe principalmente a la extracciéon ilegal de madera y al
aumento dramatico de las plantaciones de aguacate, que representan el factor mas
critico del cambio en el uso de la tierra en el area (Brown 2003).

El cultivo de aguacate en México se ha incrementado en los ultimos afos
llegando a alcanzar el 45.95% de las exportaciones mundiales (SAGARPA, 2017a)
lo cual lo posiciona como el principal productor a nivel mundial. La produccién de
aguacate en México se lleva a cabo en 28 estados, considerandose el estado de
Michoacan como el area productora de aguacate mas importante de México y del
mundo, ya que contribuye con un 84% de la produccién nacional (Tomas y Anaya
2018)y es el unico estado que presenta produccién durante todo el ano (CEDRSSA,
2015).

Sanchez et al. (2019) reportaron que desde 1986 a 2016 se perdidé un total
de 106,094 ha de bosque de encino en la Meseta Purépecha del estado de
Michoacan, observandose un aumento constante de la superficie cubierta por
huertos de aguacate. De este modo, los parches aislados de huertos que existian
en 1986 ahora se han transformado en una masa continua y homogénea, aislando
cada vez mas los fragmentos de bosque restantes.

Bajo este contexto, estamos interesados en evaluar los efectos del cambio
de uso de suelo de bosques de encino/pino-encino a huertos de aguacate, en la
franja aguacatera del estado de Michoacan, sobre la diversidad y estructura

genética de Quercus castanea, que es una especie de encino de amplia distribucion
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en México, y que se encuentra presente y es abundante a lo largo de la franja
aguacatera. Esperamos encontrar una menor diversidad y mayor estructura
genética en fragmentos de bosque mas pequefios que los huertos y aislados que

en los fragmentos de bosque mas grandes que los huertos.

3. Materiales y métodos

3.1 Sitio de estudio

El presente trabajo se realiz6 en el area conocida como franja aguacatera del
estado de Michoacan, que se encuentra ubicada entre los los 18°45' y 20°06' N y
los 101°47' y 103°13' O (Gutiérrez-Contreras et al. 2010). Se eligieron ocho sitios
pertenecientes a los municipios de Tacambaro, Acuitzio del Canje, Uruapan y
Tancitaro usando imagenes de satélite de mediana y alta resolucion (Landsat,
SPOT, Sentiel y Rapid Eye con los sensores TM 5, ETM+ OLI) para definir la
ubicacién y extension de las principales coberturas de bosque y huertos de
aguacate (Figura 1). Los sitios elegidos representan un gradiente en la proporcién
de cobertura de bosque y huertos de aguacate; tres sitios con mayor proporcién de
bosque nativo en relacion a la extensién de los de huertos (dos en Acuitzio del Canje
y uno en Tancitaro), dos sitios con igual proporcién de bosque y huertos (uno en
Uruapan y otro en Acuitzio del Canje), y tres con menor proporcion de bosque nativo
que de huertos (uno en Uruapan y dos en Tacambaro) (Tabla 1). La escala espacial

de los sitios estuvo dada en hectareas (ha).
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Tabla 1 Numero y nombre de localidad, coordenadas geograficas, altitud y tamafno

del fragmento de bosque y huerto.

Bosque Huerto Cobertura
Altitud (ha) (ha) de bosque

Poblaciéon LatN Lon W (m) (%)
1. ElEmbrujo  19.28122 -101.45448 2100 3 2.7 52
2. Huitzicho 19.45358  -102.01406 1834 25 4.5 36
3. Caramécuaro 19.24825 -101.42147 1700 1 1.7 37
4. La Yécata 19.45454  -101.28347 2351 123 43 74
5. Llanitos 19.43863 -101.27881 2168 20 3.5 84
6. Las Joyas 19.22778 -101.41986 1514 7.5 14 35
7. Tancitaro 19.30333  -102.39128 1794 5 L5 71
8. El Peral 19.49914 -102.03044 2066 1 0.95 51

1 02°9'0"W
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Figura 1 Ubicacién de las 8 poblaciones colectados de Q. castanea, dentro de la
franja aguacatera del estado de Michoacan. Los numeros de las poblaciones
corresponden con la numeracion de la Tabla 1. Los colores indican los tipos de

cobertura del suelo.

27



3.2 Especie de estudio

Quercus castanea Née. Es un arbol de hasta 30 m de altura
(excepcionalmente mas de 50 m), con un perfil redondeado. Habita en lugares de
1180 a 2600 msnm, en laderas, matorrales semitropicales y bosques de encinos.
Se distribuye a través de México en los estados de Chiapas, Colima, Distrito
Federal, Durango, Guerrero, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, México, Morelos,
Nayarit, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tlaxcala y Veracruz
(Arizaga etal.,, 2009). También se encuentra en Guatemala y el Salvador
(CONABIO 2009). Quercus castanea es una especie monoica, produce amentos
masculinos y pequefias flores femeninas, es de cruzamiento obligado, polinizado
por el viento. Las bellotas se dispersan principalmente por gravedad y aves como
los pajaros carpinteros de bellota (Melanerpes formicivorus) y los pajaros

carpinteros de frente dorada (Melanerpes aurifrons) (Schondube et al. 2010).

3.3 Recoleccion de muestras y extraccion de ADN

Para cada uno de los ocho sitios estudiados seleccionamos entre 15 y 30
arboles separados por al menos 30 metros en cada fragmento de bosque. De cada
uno fueron seleccionadas 10 hojas sin dafio aparente para los analisis genéticos.
Estas muestras fueron congeladas a -80 °C hasta la extracciéon de ADN. La
extraccion de ADN se realizé a partir de 100 mg de material fresco utilizando el
protocolo propuesto por Lefort y Douglas (1999). EI ADN aislado se diluy6 con agua
desionizada a una concentracion final de 20 ng/ul y se almacené a -20 °C hasta su

amplificacion.
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3.4 Amplificacion de ADN

Las muestras se amplificaron para 11 loci de microsatélites nucleares, 8
desarrollados por Aldrich et al. (2002) (quru-GA-OMO07, quru-GA-IC08, quru-GA-
0OC19, quru-GA-IF02, quru-GA-IF07, quru-GA-OEQ9, quru-GA-OI01 y quru-GA-
IC06) y tres desarrollados por Steinkellner et al. (1997) (ssrQpZAG15, ssrQpZAG96
y ssrQpZAG110). La PCR (Reaccién en Cadena de Polimerasa) se realiz6 en un
volumen de 6 pl que contenia 3 ul de taq Master Mix (QIAGEN), 0.3 ul de BSA, 0.3
pl de cada primer (20 pM), 1.4 ul de agua desionizada y 1 pl del ADN a 20 ng/ul en
un termociclador Applied Biosystems® Veriti® 96-Well Thermal Cycler. Las
condiciones del ciclo térmico consistieron en un paso de desnaturalizacién a 94° C
durante 4 min y después 40 ciclos a 94°C durante 30 s para la desnaturalizacién,
45 s de alineamiento a 52° C (IC08, OE09, OI01, IFO2, IF07, IC06, ZAG96, ZAG110)
y 49° C (OC19, ZAG15, OMOQO7), y extension a 72°C durante 60 s, con una extension
final a 72 °C durante 10 min. Los productos de PCR se combinaron con un
GeneScan-500 LIZ de tamafio estandar y los analisis se realizaron con un
secuenciador Avant ABI-PRISM 3100 (Applied Biosystems). Los fragmentos fueron
analizados y registrados con el programa GeneMarker V2.6.4. (SoftGenetics LLC).

Para las secuencias de cloroplasto se usaron dos pares de primers (PsbmR-
ycf6F y Trnc-ycf6R) (Deguilloux et al., 2003). La PCR se realizd en un volumen de
20 pl que contenia 10 pl de taq Master Mix (QIAGEN), 1 ul de BSA, 2 ul de primer
(20 pM), 4 ul de agua desionizada y 3 pl de ADN a una concentracion de 20 ng/ul
en un termociclador Applied Biosystems® Veriti® 96-Well Thermal Cycler. Las
condiciones del ciclo térmico consistieron en una desnaturalizacion inicial a 94° C

durante 5 min, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94° por 60 s, 90 s a 65°
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C (PsbmR-ycfgF) y 49° C (Trnc-ycfgR) de alineamiento y extension a 72° C durante
90 s, con una extension final a 72° durante 10 minutos. Los productos de PCR fueron

enviados a MacroGenUSA para su secuenciacion.

3.5 Analisis de datos

3.5.1 Diversidad Genética

Con el programa MICRO-CHECKER 2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004)
probamos la presencia de alelos nulos, abandono de alelos grandes y errores
debido a la tartamudez en los datos de microsatélites con 102 simulaciones de
arranque y un intervalo de confianza de 95%. Ademas, evaluamos el efecto de
alelos nulos en la estimacion de niveles de endogamia en poblaciones con el
programa INest 2.0 (Chybicki y Burczyk 2009). Para cada poblacién estimamos los
siguientes parametros de diversidad genética: numero de alelos por locus (Na),
numero efectivo de alelos por locus (Ne), heterocigosidad observada (Ho) vy
heterocigosidad esperada (He), los cuales fueron calculados con el programa
GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse 2012). Se realizaron regresiones lineales entre los

parametros de diversidad genética y el porcentaje de cobertura de bosque/huerto.

3.5.2 Estructura genética

Con el programa GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse 2012) realizamos un
analisis de varianza molecular (AMOVA) (Hedrick, 2005) para dividir la variacion
genética entre y dentro de las poblaciones mediante la estimacién de Fsr usando
999 permutaciones para el calculo de su significancia. Para inferir la estructura

genética de la poblacion, se realizé un analisis de agrupamiento bayesiano en
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Structure version 2.3.3 (Pritchard et al. 2000). Se completaron diez corridas por cada
K (desde 1 hasta 10) con 50,000 iteraciones, luego de un periodo de burn-in de
30,000. Usamos el modelo de admixture y frecuencias alélicas correlacionadas;
ademas, utilizamos la poblacién de origen como informacion previa (prior) para
facilitar el agrupamiento. EI mejor valor de K se infirid por medio del valor de delta
K en Structure Harvester 0.6.9 (Earl y Von Holdt 2012).

Las secuencias de cloroplasto fueron alineadas con el programa MEGA
7.24.2827 (Kumar et al., 2016), los dos fragmentos de secuencias se unieron con el
software MESQUITE version 3.61 (Maddison & Maddison, 2019) para después
obtener los estimadores de diversidad (numero de haplotipos, diversidad haplotipica
y diversidad nucleotidica) y estructura genética (Gst y Fst) mediante el programa
DNAsp version 6.12.03 (Rozas et al., 2017). La red de haplotipos se obtuvo con el
programa POPArt version 1.7.2 (Leigh & Bryant, 2015), utilizando el algoritmo
“Median-Joining Network” basado en el criterio de maxima parsimonoia, el valor de

Epsilon fue por defecto cero.

3.5.3 Conectividad entre poblaciones
Las tasas de migracion recientes entre todas las poblaciones fueron estimadas
utilizando el programa BayesAss 3.0.4 (Wilson y Rannala 2003). Este método
permite desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg, pero asume un equilibrio de
ligamiento y que las tasas de migracion pueden ser asimétricas pero constantes
durante dos o tres generaciones antes del muestreo. Se realizaron un total de
150,000,000 iteraciones de MCMC (descartando las primeras 10° como burn-in) y

se recolectaron muestras cada 300 iteraciones. Los parametros de mezcla de
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MCMC de tasas de migracién, frecuencias alélicas y coeficientes de consanguinidad
se establecieron en 1.0, 0.4 y 1.0, respectivamente. Examinamos la convergencia y
estabilidad del algoritmo de MCMC mediante la visualizacion de la grafica de
estimaciones de los parametros posteriores utilizando el programa Tracer version

1.6 (Rambaut et al. 2014).

4. Resultados

Los 11 loci de microsatélites fueron polimorficos. Micro-Checker no encontrd
evidencia de errores de genotipado en los microsatélites. Igualmente, el programa
INest no mostré efecto de alelos nulos en la estimacién de niveles de endogamia en
las poblaciones (Fis=0.285). Nuestra alineacion de las secuencias de cloroplasto de

PsbmR-ycfgF y Trnc-ycfgR concatenadas fue de 1802 pb de largo.

4.1 Diversidad genética

El nimero promedio de alelos por locus (Na) varié de 7.09 a 13.18 en las
poblaciones, el numero efectivo de alelos (Ne) promedio oscilé de 4.75 a 7.86, la
heterocigosidad observada (Ho) oscil6 de 0.51 a 0.65, y la heterosigocidad
esperada (He) oscilo de 0.76 a 0.85. El valor promedio del indice de fijacién (F) fue
de 0.28 (Tabla 2). Encontramos una correlacién positiva entre el numero promedio
de alelos por locus, numero promedio efectivo de alelos y hererocigosidad esperada
con el porcentaje de bosque en cada sitio (Figura 2), mientras que no hubo
correlacién con la heterocigosidad observada ni con el indice de fijacién.

En lo que respecta al ADN de cloroplasto, el numero de haplotipos (H) vario

de 1 a 4 en las poblaciones, la diversidad haplotipica (Hd) oscilé de 0 a 1 y la
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diversidad nucleotidica (Pi) de 0 a 0.00134 (Tabla 2). No encontramos correlacion

de estos parametros con el porcentaje de cobertura de bosque.

Tabla 2. Parametros de diversidad genética para 8 poblaciones de Q. castanea

dentro de la franja aguacatera del estado de Michoacan usando 11 loci de

microsatélites nucleares y 1802 pb del ADN de cloroplasto. Numero promedio de

alelos por locus (Na), numero medio de alelos efectivos por locus (Ne),

heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada no sesgada (He), indice

de fijacion (F), numero de haplotipos (H), diversidad de haplotipos (Hd) y diversidad

nucleotidica (Pi).

Poblacion Na Ne Ho He F H Hd Pi

1. El Embrujo 12.364 6.777 0.558 0.825 0.325 1 0 0

2. Huitzicho 10.273 6.405 0.653 0.821 0.202 3 0.7 0.00089
3. Caramecuaro 8.364 5373 0.591 0.785 0.231 2 0.5 0.00028
4. La Yéacata 12.455 7.859 0.615 0.855 0.283 1 0 0

5. Llanitos 13.182 7.402 0.627 0.843 0.258 2 0.5 0.00028
6. Las Joyas 7.091 4750 0560 0.762 0271 3 1 0.00111
7. Tancitaro 12.364 6.391 0.552 0813 0.331 4 0.9 0.00134
8. El Peral 10.455 6.333 0.509 0.808 0.378 2 0.67 0.00037
Total 10.818 6.411 0.583 0.814 0.285 8 0.7159  0.0008
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Figura 2. Correlacion entre el numero promedio de alelos por locus (R?=0.62;

P=0.02) (a), numero promedio efectivo de alelos (R?=0.64; P=0.017) (b) vy
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hererocigocidad esperada (R?=0.56; P=0.03) (c) y el porcentaje de bosque de las
poblaciones de Q. castanea presentes en la franja aguacatera del estado de

Michoacan.

4.2 Estructura genética

El AMOVA mostré una baja estructura genética para los microsatélites
nucleares (Fst = 0.048, P < 0.05) (Tabla 3). El analisis en STRUCTURE indic6é que
el numero mas probable de grupos genéticos es K=2 (Figura 3). Los dos grupos
genéticos se encuentran en todas las poblaciones; sin embargo, el grupo Este se
encuentra en mayor proporcion en Huitzicho (2), Llanitos (5) y la Yacata (4),
mientras que el grupo Oeste se encontré en mayor proporcion en Las Joyas (6), El
Peral (8) y Tancitaro (7) (Figura 3).

Con las secuencias de cloroplasto se identificaron un total de 8 haplotipos
(Figura 4a), siendo mas abundante el haplotipo H1, con presencia en Las Joyas (6),
El Peral (8), Huitzicho (2), Tancitaro (7) , Caramécuaro (3) y El Embrujo (1) (Figura
4b). Tancitaro (7) fue la poblacién con mayor numero de haplotipos, con un total de
4 haplotipos, mientras que las poblaciones de EI Embrujo (1) y La Yacata (4) solo
presentaron un haplotipo (H1 y H5, respectivamente) (Figura 4b). Se encontré una
alta diferenciacion genética (Fst= 0.319 y Gst= 0.316) y un bajo numero de

migrantes por poblacion para el ADN de cloroplasto (Nm=0.54).
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Tabla 3. Componentes del analisis de varianza molecular (AMOVA) para las
poblaciones de Q. castanea presentes en la franja aguacatera del estado de

Michoacan mediante 11 microsatélites nucleares. *P = 0.001.

Porcentaje
Grados de Suma de Componentes dela
Fuente de variacion libertad cuadrados de la varianza varianza
Entre poblaciones 7 67.55 0.12 3%*
Dentro de poblaciones 326 1511.74 4.64 97%
Total 333 1579.28 4.76 100%
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Figura 3 Resultados del analisis de asignacion genética. a) Analisis Delta K de los
resultados de STRUCTURE. b) Asignacién genética de individuos y poblaciones
segun el método bayesiano implementado en el programa STRUCTURE, cada linea
vertical representa un individuo y la proporcion de cada color es la proporcion de
ascendencia derivada de cada uno de los grupos genéticos (K = 2) inferidos . Las
poblaciones estan separadas por lineas negras. c¢) Distribucién de los grupos de
proporciones de ascendencia genética correspondientes a Q. castanea dentro de la

franja aguacatera del estado de Michoacan.
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Figura 4 a) Red de haplotipos para los 8 haplotipos encontrados en 8 poblaciones
de Q. castanea presentes en la franja aguacatera del estado de Michoacan. Cada
circulo del color representa un haplotipo y el tamafo del circulo es proporcional a
su frecuencia. b) Frecuencia de haplotipos en 8 poblaciones muestreadas de Q.

castanea presentes en la franja aguacatera de el estado de Michoacan

4.3 Conectividad entre poblaciones

Los resultados de BayesAss indican que para el caso del flujo de genes de
nucleo este se da mayoritariamente desde todas las poblaciones hacia EI Embrujo
(1), con excepciéon de la poblacion de Tancitaro (7), la cual principalmente recibe
flujo de genes de la poblacién de El Peral (8). Las tasas de migracién mas altas van
de 0.2 a 0.27 y son de las poblaciones de La Yacata (4), Llanitos (5) y Huitzicho (2)

hacia el Embrujo (1) (Figura 5a).
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Para el caso del flujo de genes de cloroplasto, las tasas de migraciéon son
mucho mas bajas que para el caso de los genes nucleares (0.044 a 0.046) y van de
El Peral (8), Huitzicho (2) y Caramécuaro (3) a El Embrujo (1), de Las Joyas a La
Yacata (4) y de El Embrujo (1) a Caramécuaro (3). Llanitos (5) es la unica poblacion

que no mostrd conectividad con el resto de las poblaciones (Figura 5b).
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Figura 5 Tasas de migracion recientes entre poblaciones de Q. castanea estimadas
usando BayesAss. Las flechas indican la direccion del flujo de genes entre
poblaciones. a) Tasas de migracion por polen, las flechas azules representan
valores de m de 0.1 a 0.1999 y las rojas representan valores mayores que 0.2. b)
Tasas de migracion por semillas, las flechas amarillas representan valores de m de

0.042 a 0.044 y las rojas representan valores mayores que 0.044.
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5. Discusidn
5.1 Diversidad genética

La pérdida de habitat lleva a la pérdida de individuos o poblaciones enteras
y, por lo tanto, a la pérdida de diversidad genética (Fahrig, 2003; Honnay &
Jacquemyn, 2007; Sork & Smouse, 2006). En el presente estudio, analizamos la
diversidad genética de Q. castanea en un paisaje de bosque fragmentado con
diferentes proporciones de cobertura vegetal, utilizando nSSR y cpADN para
evaluar los efectos de este proceso antropogénico. Encontramos altos niveles de
diversidad genética nuclear (nSSR), coincidiendo con lo reportado en otros estudios
realizados en esta misma especie (Herrera-Arroyo et al., 2013; Oyama et al., 2018;
Pefialoza-Ramirez et al., 2020; Valencia-Cuevas et al., 2014).

En México, las especies de encino por lo general muestran mayores valores
de diversidad genética que otras especies de Norte América y Europa (Aldrich &
Cavender-Bares, 2011; Fernandez-M. & Sork, 2005; Valbuena-Carabafna & Gil,
2017). Generalmente se atribuyen los valores altos de diversidad genética a la
hibridacion e introgresion, que es comun en los encinos, asi como al mantenimiento
de grandes tamafios poblacionales por un largo tiempo. Ademas, se ha reportado
que una alta densidad de individuos por unidad de area aumenta el tamano efectivo
de la poblacién, lo cual es muy importante para el mantenimiento de la diversidad
genética después de la fragmentaciéon (Oyama et al., 2017, 2018).

Las poblaciones muestreadas se encuentran dentro de la franja aguacatera
del estado de Michoacan, debido a ello, han sido fragmentadas desde hace mas de
50 anos, hasta la fecha. Sin embargo, Q. castanea es una especie polinizada por

viento, por tal motivo, es probable que a pesar de que los bosques se encuentran
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fragmentados, aun conserven conectividad, ya que en encinos se ha reportado flujo
genético por polen de hasta 80 km (Buschbom et al., 2011). Esta puede ser una
razon por la cual encontramos alta diversidad genética en los marcadores nucleares
(Gonzalez et al., 2020)

La disminucion del tamano poblacional y el aumento de aislamiento podria
alterar la composicion genética a través de la diferenciacién y la endogamia (Fahrig,
2003; Young et al., 1996). Encontramos deficiencia de heterocigotos en todas las
poblaciones, mostrando evidencia de endogamia (Fis= 0.285), que es el resultado
del apareamiento entre individuos relacionados dentro de las poblaciones, lo que
podria estar relacionado con la disminucién del tamano poblacional resultado de la
fragmentaciéon. Oyama et al. (2018) reportaron moderada evidencia de endogamia
para tres especies de encino en el estado de Oaxaca, donde se han reportado altas
tasas de deforestacion, coincidiendo con nuestros resultados.

Ademas, encontramos una correlacion positiva entre el numero de alelos por
locus (Na), el numero efectivo de alelos (Ne), la heterocigosidad esperada (He) y el
porcentaje de cobertura de bosque, similar a lo reportado por Herrera-Arroyo et al.
(2013) donde encontraron una correlacién positiva entre tamafio del fragmento y la
diversidad haplotipica en plantulas. Estos resultados muestran evidencia de que la
reduccion en el tamafio de los fragmentos de bosque causa una pérdida de
diversidad genética en Q. castanea, lo cual puede afectar la supervivencia a largo
plazo de las poblaciones, asi como su capacidad de adaptarse a futuros cambios
ambientales. Asi, podemos darnos cuenta de que, aunque las poblaciones
estudiadas presentaron altos niveles de diversidad genética, si hay una tendencia a

su reduccion en los fragmentos de bosque mas pequenos.
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Encontramos ocho haplotipos en el ADNcp. Este resultado es similar al
encontrado en un bosque fragmentado de Francia, donde estudiaron el ADNcp en
cuatro especies de encino reportando para Q. robur Q. petrea, Q. pubescens y Q.
pyrenaica, 11, 6, 6 y 3 haplotipos, respectivamente (Petit, Latouche-Hallé, et al.,
2002). Contrario a lo encontrado en el nucleo, encontramos relativamente baja
diversidad en el ADNcp (Ht = 0.72), aunque superior a la reportada en otras
especies de encino de latitudes templadas (Lopez de Heredia et al., 2005) donde
reportan valores de Ht = 0.65 para Q. suber, Ht = 0.66 para Q. cocciferay Ht = 0.7
para Q. ilex. En un estudio en Francia reportaron valores similares a los nuestros
para Ht en el ADNcp en Q. robur Q. petrea, Q. pubescens y Q. pyrenaica (Petit,
Latouche-Hallé, et al., 2002). Sin embargo, a escala mayor se han reportado valores
de Ht < 0.8 (Petit, Csaikl, et al., 2002). Las poblaciones de ElI Embrujo (1) y La
Yacata (4) cuentan con proporcion similar y mayor de bosque que de huerto,
respectivamente y tuvieron una Hd = 0, por otro lado, Las Joyas (6) cuenta con
menor cobertura de bosque y Tancitaro (7) con mayor cobertura de bosque y
tuvieron Hd = 1 y 0.9, respectivamente. Como se puede notar, nuestros resultados
de Hd no muestran una tendencia relacionada al tamano del bosque.

La diversidad nucleotidica encontrada en nuestras poblaciones es baja (Pi=
0.0008 en promedio) comparada con la reportada para Q. serrata (Pi = 0.0055 y
0.0059) y Q. crispula (Pi = 0.0048 y 0.0051) en el norte y sur de Japdén (Onosato
et al., 2021). El Embrujo (1) y La Yacata (4) presentaron una Pi = 0. Tancitaro (7)
es la poblaciéon con mayor diversidad nucleotidica (Pi = 0.00134), seguida por Las

Joyas (6) (Pi = 0.00111), aunque sigue siendo baja. No encontramos influencia
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detectable del porcentaje de cobertura de bosque y los parametros de diversidad de

ADNcp (H, Hd y Pi).

5.2 Estructura genética

Encontramos baja estructura genética con nSSR (Fst= 0.048), lo cual es
normal en encinos debido a que su polinizacion es por viento (Craft & Ashley, 2007).
Con el programa STRUCTURE encontramos dos grupos genéticos. El grupo
genético azul predominé en los sitios de EI Embrujo (1), Huitzicho (2), Caramécuaro
(3), La Yacata (4) y Llanitos (5), y el grupo genético rojo se encontré en mayor
predominancia en las poblaciones de Las Joyas (6), Tancitaro (7) y El Peral (8). El
grupo genético rojo es predominante del sur-oeste y el azul mas del norte-este de
la franja aguacatera (Figura 2).

En la mayor parte de los estudios con encinos se ha reportado que el mayor
porcentaje de variacion genética nuclear se encuentra dentro de las poblaciones
(Gonzalez-Rodriguez et al., 2005; Mohammad-Panah et al., 2017; Rahmani et al.,
2015). De acuerdo con estos estudios previos, encontramos que el mayor
porcentaje de variacion genética (97%) se encontr6 dentro de las poblaciones y el
menor pocentaje entre las poblaciones (3%).

Por otra parte, encontramos estructura genética alta en el ADNcp (Fst=0.319
y Gst=0.316) lo que puede estar relacionado con el modo de dispersion de bellotas,
que, al ser realizada por gravedad, pequerios roedores y algunas aves, tiende a ser
baja. Sin embargo, a pesar de que encontramos alta estructura genética, los valores
son inferiores comparados con los reportados para otras especies de encinos de

Francia y Europa (Konig et al., 2002; Petit, Csaikl, et al., 2002a; Petit, Latouche-
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Hallé, Pemonge, y Kremer, 2002c) que llegan a alcanzar valores de Gst de hasta
0.913. Ademas, al analizar la distribucion de los haplotipos encontrados no se
observa un patrén claro. El haplotipo mas frecuente (morado) se encuentra presente
en todas las poblaciones, excepto en La Yacata (4), la cual solo presenta un
haplotipo (amarillo), que también se encuentra en Tancitaro (7) y La Joya (6). Estas
poblaciones se encuentran alejadas geograficamente de La Yacata (4) y por lo tanto
no esta claro como es que comparten este haplotipo. Este patrén puede estar
relacionado con la fragmentacién del habitat o con la conducta de los dispersores.
En encinos es comun encontrar esta estructura de los haplotipos en mosaico donde
las poblaciones cercanas no comparten haplotipos (Cavender-Bares et al., 2011;
Kremer & Hipp, 2020).

Nuestros resultados concuerdan con otros estudios donde se ha encontrado
el mismo patrén, hallando mayor estructura en el genoma del cloroplasto que en el
nucleo (Grivet et al., 2008; Mohammad-Panah et al., 2017; Valencia-Cuevas et al.,
2014). Esto se debe principalmente a los mecanismos de herencia de ambos
genomas, ademas de las diferencias en la eficiencia de dispersion de polen y
semillas y el tamafio efectivo de la poblacién (Grivet et al., 2008; Mohammad-Panah

et al., 2017).

5.3 Conectividad entre poblaciones

El flujo de genes mantiene la conectividad dentro de especies, la cual, para
poblaciones de plantas, es mantenida por el movimiento de polen y/o semillas (Sork
& Smouse, 2006). En el caso de las poblaciones estudiadas, las tasas de flujo

génico por polen (SSRn) son altas (de 0.1 a 0.27) y hay una predominancia del flujo
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génico hacia la poblacion de ElI Embrujo (1), la cual combina ambos grupos
genéticos. Por lo tanto, se podria decir que la poblacion de ElI Embrujo (1) esta
jugando un papel muy importante como un punto de convergencia de flujo génico.
Esto podria explicar los altos niveles de diversidad genética encontrados en el
nucleo. Estos patrones de migracion no estan claros aun, ya que pueden deberse a
cuestiones de direccion del viento, factores climaticos que pudieran afectar la
fenologia floral de las poblaciones, o a alteraciones antropogénicas como cambio
de uso de suelo y fragmentacion.

La migracién por semillas (ADNcp) es relativamente baja pero superior a la
reportada en otros estudios. Al igual que en el flujo de genes nuclear, el patrén para
el ADNcp muestra una predominancia hacia la poblacion de EI Embrujo (1). La
poblacién 5 no presenta conectividad con ninguna de las demas poblaciones. Este
patrén de flujo génico puede ser explicado debido a que las bellotas se mueven a
distancias mas cortas que otras semillas debido a su tamafo (Ducousso et al.,
1993). La dispersion de las bellotas es generalmente por gravedad, pequefios
roedores (ardillas, ratones de campo y tuzas) que mueven las bellotas solo unas
cuantas decenas de metros, y algunas aves que tendrian el mayor alcance de
dispersion de bellotas. La fragmentacion puede limitar el flujo de semillas, asi como

la conducta de los dispersores (Arizaga et al., 2009; Pérez-Lopez et al., 2013).

Implicaciones para la conservacion de Q. castanea
De acuerdo con nuestros resultados, podemos concluir que encontramos
evidencia de que la fragmentacién de bosque afecta la diversidad genética nuclear.

Ademas, nuestras poblaciones estudiadas tienen alta variacién genética en el
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nucleo y en el cloroplasto, presentando altos niveles de conectividad por polen entre
las poblaciones, principalmente con la poblacién de EI Embrujo (1), y, una
conectividad moderada mediada por el cloroplasto. Asi, tomando en cuenta que la
poblacion 1 recibe flujo de todas las poblaciones, deberia ser una de las principales

poblaciones para conservacion.
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7. CAPITULO 2
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CAMBIOS EN LA MORFOLOGIA FOLIAR DE Quercus castanea A
LO LARGO DE UN MOSAICO DE AGROSISTEMAS DE AGUACATE
Y BOSQUE TEMPLADO: LA ASIMETRIA FLUCTUANTE FOLIAR

COMO BIOINDICADOR DE ESTRES AMBIENTAL

1. Resumen

Los ecosistemas forestales templados (EFT) comprenden bosques mixtos de
coniferas, encinos y bosques mesdéfilos, ocupando el segundo lugar en extension
entre los tipos de vegetacion de nuestro pais. Una de las principales amenazas de
los EFT es el cambio de uso de suelo a sistemas agroforestales como el
establecimiento de huertos de aguacate. Los cambios morfoldgicos foliares son un
indicador de la adecuacién de las plantas asociado al estrés fisiolégico vy
perturbacion de habitat. Similarmente, la asimetria fluctuante definida como las
diferencias aleatorias entre dos lados de un caracter bilateral de un organismo, es
un indicador para evaluar la inestabilidad del desarrollo resultante de estrés genético
o0 ambiental. Nuestro objetivo fue evaluar los efectos del cambio de uso de suelo de
EFT a huertos de aguacate en Michoacan, mediante los ajustes en la morfologia
foliar y asimetria fluctuante en individuos de Quercus castanea que ocurren en sitios
con diferente proporcién de cobertura vegetal de bosque nativo y huertos de
aguacate. Seleccionamos 8 sitios con diferentes proporciones de cobertura de
bosque y huerto (bosque>huerto, bosque<huerto y bosque=huerto). Se eligieron 15
individuos aducltos de Q. castanea en cada sitio, seleccionamos 25 hojas al azar

por individuo las cuales fueron digitalizadas para determinar los niveles de asimetria
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fluctuante y morfometria geométrica foliar. Encontramos diferencias en los niveles
de AF en los individuos de diferentes proporciones de cobertura entre bosque y
huerto, siendo mas asimétricas las que se encontraron en condiciones de bosque
mayor a huerto, ademas, los encinos que se encontraban en los bordes de los
fragmentos de bosque mas pequefios que el huerto tuvieron hojas mas asimetricas.
Detectamos diferencias significativas en la morfologia foliar entre sitios con
diferentes proporciones de cobertura bosque/huerto, también se diferenciaron las
hojas del borde de los fragmentos de bosque de las del interior. Nuestros resultados
sugieren que la morfologia de las hojas de Quercus castanea es influenciada por la
variacion local ambiental y el estrés ambiental presente en las diferentes

proporciones de cobertura bosque-huerto.

Palabras clave: Morfologia, fragmentacion, encinos

2. Introduccion

En México, la deforestacion y el cambio de uso de suelo asociados al
crecimiento de la poblacion humana, la agricultura, la ganaderia y la industria
representan una de las principales amenazas para la biodiversidad (Mas et al.,
2017), resultando en paisajes transformados con un aumento de la degradacién y
fragmentacioén de los ecosistemas terrestres (Castro-Navarro, Sahagun-Sanchez, y
Reyes-Hernandez, 2017). Por ejemplo, durante el periodo de 1990-2000 se
reportaron tasas de conversién forestal a cultivos de 0.5% que equivalen a mas de

354 000 ha/afio (Mas et al., 2017). Ademas, a partir del afio 2000, los bosques del
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este, centro y sur del pais fueron altamente fragmentados (Ramirez-Reyes, Sims,
Potapov, y Radeloff, 2018).

En la actualidad, Michoacan es uno de los estados mas amenazados en
términos de degradacion del habitat y extincion de comunidades forestales debido
al alto grado de fragmentacién que presenta (Mas et al., 2017; Molina Sanchez
et al., 2019). Esto se debe principalmente a la extraccion ilegal de madera y al
aumento excesivo de las plantaciones de aguacate, que representan el factor mas
critico del cambio de uso de suelo en la region (Brown, 2003; Molina Sanchez et al.,
2019). Durante el periodo de 2004-2007 se perdi6 un total de 11,156 ha de bosque
templado en el estado y en el periodo de 2007 a 2014 un total de 8,443 ha (Mas
et al., 2017). Particularmente, se ha reportado una pérdida total de 106,094 ha de
bosque de encino en la meseta purépecha del estado de Michoacan en el periodo
1986-2016, observandose un aumento constante en la superficie cubierta por
huertos de aguacate y en el numero de parches de bosque presentes en la zona,
asi como un mayor aislamiento entre ellos (Molina Sanchez et al., 2019). Esto puede
traer una serie de consecuencias negativas sobre la estructura, composicién y
diversidad de los bosques. También se ven afectados diferentes grupos de pantas
y animales como aves, mamiferos y reptiles, asi como el ensamblaje de las
comunidades de artrépodos y las interacciones ecolégicas que existen entre los
organismos, las cuales forman redes de interacciones complejas en esos sitios
(Monterrubio-Rico, Charre-Medellin, y Lépez-Ortiz, 2018; Otavo y Echeverria,
2017).

Por otra parte, resultado de la conversién de bosque, la fragmentacién del

habitat tiene efectos importantes sobre un conjunto de variables climaticas como la
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intensidad de luz, temperatura, velocidad del viento y humedad (Laurance, 2004;
Tuff, Tuff, Davies y Kendi 2016), las cuales pueden representar agentes que
generan estrés en las plantas y que afectan su desempeno (Tuff et al., 2016). El
estrés en las plantas es generado por alteraciones en las condiciones ambientales,
las cuales ocurren principalmente resultado de la perturbacién de habitats, lo que
compromete su germinacion, establecimiento y regeneracién (Laurance et al.,
2011). Los arboles tienden a presentar ajustes a las nuevas condiciones
ambientales modificando diferentes atributos en sus hojas para responder a los
nuevos ambientes (Kusi y Karsai, 2020; Viscosi, 2015). Por lo tanto, la disposicion,
forma, tamano y anatomia de las hojas de las plantas difieren mucho dependiendo
de las condiciones ambientales en las que se encuentren (Bruschi, Grossoni, y
Bussotti, 2003).

Se ha observado que existe relacion entre la reduccion del tamano foliar con
el aumento de temperatura, la incidencia de luz solar, la disminuciéon de humedad y
de nutrientes, que son caracteristicas tipicas de ambientes fragmentados (Borazan
y Babag, 2003; Cescatti y Zorer, 2003; Martinez-Munguia et al., 2015). Por esta
razon, la forma de las hojas representa una excelente base para estudios ecoldgicos
(Traiser, Klotz, Uhl, y Mosbrugger, 2005). Debido a que las hojas son altamente
sensitivas, responden continuamente a diferentes condiciones ambientales, asi
como a ciclos fenoldgicos y ritmos de crecimiento (Gonzalez-Rodriguez y Oyama,
2005; Nikolic, Krstic, Pajevic, y Orlovic, 2006).

Las perturbaciones genéticas o ambientales pueden generar desviaciones
aleatorias de la simetria de organismos, alterando la estabilidad del desarrollo

(Sandner, Zverev, y Kozlov, 2019), que es definida como la capacidad de un
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organismo para producir un fenotipo predeterminado invariante en condiciones
ambientales conocidas (Mgller y Shykoff, 1999). Entonces, las desviaciones
aleatorias de la simetria bilateral de organismos simétricos es conocida como la
inestabilidad del desarrollo, ya que es un factor importante que altera las vias de
desarrollo (Kusi y Karsai, 2020; Viscosi, 2015). Por lo tanto, los cambios
morfoldgicos foliares son un indicador de la adecuacion de las plantas asociado al
estrés fisioldgico y perturbacion del habitat (Cornelissen et al., 2003; Cuevas-Reyes
et al., 2018; Gonzalez-Rodriguez y Oyama, 2005; Toro Ibacache, Manriquez Soto,
y Suazo Galdames, 2010). La asimetria fluctuante (AF), es el resultado de pequefias
irregularidades aleatorias en los procesos de desarrollo que ocurren incluso bajo
condiciones genéticas y ambientales constantes (Cornelissen et al., 2003; Cuevas-
Reyes et al., 2018) y es definida como las diferencias morfologias aleatorias y no
direccionales entre los lados derecho e izquierdo de un caracter bilateral de
animales y plantas. La AF es un buen indicador de inestabilidad del desarrollo
causado por estrés genético y ambiental (Cuevas-Reyes et al., 2018; Mendes,
Boaventura, y Cornelissen, 2018).

Con base en lo anterior, determinamos los patrones de morfometria
geomeétrica y AF en Quercus castanea, una especie de encino de amplia distribucién
en México que se encuentra presente en la franja aguacatera del estado de
Michoacan a lo largo de una matriz de parches de bosque mezclados con huertos
de aguacate. Nuestros objetivos fueron: i) Evaluar los efectos del cambio de uso de
suelo de bosque a huertos de aguacate sobre la morfologia foliar de Q. castanea
bajo diferentes proporciones de cobertura de bosque/huerto, ii) Determinar las

diferencias en la morfologia foliar de Q. castanea entre arboles presentes en el
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borde adyacente a huertos de aguacate y en el interior de los bosques, ii) Evaluar
los niveles de AF foliar de Q. castanea bajo diferentes proporciones de cobertura
bosque/huerto, y iv) Determinar las diferencias en los niveles de AF de Q. castanea
presentes entre el borde adyacente a huertos de aguacate y en el interior de los

bosques.

3. Metodologia
3.1Area de estudio

El presente trabajo se realiz6 en la franja aguacatera del estado de
Michoacan, que se ubica entre los 18°45' y 20°06'N y entre los 101°47' y 103°13'0O
(Gutierrez-Contreras et al. 2010). Elegimos ocho fragmentos de bosque asociados
a huertos de aguacate en los municipios de Tacambaro, Acuitzio del Canje, Uruapan
y Tancitaro, usando imagenes de satélite de mediana y alta resolucion (Landsat,
SPOT, Sentiel y Rapid Eye con los sensores TM 5, ETM+ OLI) para definir la
ubicaciéon y extension de las principales coberturas de bosque y huertos de
aguacate. Los ocho sitios elegidos representan un gradiente en la proporcién de

cobertura de bosque y huertos de aguacate (Tabla 1).
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Tabla 1. Numero y nombre de localidad, coordenadas geograficas, altitud y proporciones de

cobertura bosque/huerto.

Cobertura de

Poblacion Lat N Lon W Altitud (m) bosque/ huerto (%)
1. El Embrujo 19.28122 -101.45448 2100 52/48
2. Huitzicho 19.45358 -102.01406 1834 36/64
3. Caramécuaro 19.24825 -101.42147 1700 37/63
4. La Yécata 19.45454 -101.28347 2351 74/26
5. Llanitos 19.43863 -101.27881 2168 84/16
6. Las Joyas 19.22778 -101.41986 1514 35/65
7. Tancitaro 19.30333 -102.39128 1794 77/23
8. El Peral 19.49914 -102.03044 2066 51/49
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Figura 1 Ubicacion de las 8 poblaciones de Q. castanea muestreadas, dentro de la franja

aguacatera del estado de Michoacan.
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3.2 Sistema de estudio
Quercus castanea Née. Es un encino rojo (seccion Lobatae) que crece hasta 30 m
de altura (excepcionalmente mas de 50 m), con un perfil redondeado. Habita en
altitudes entre los 1100 y los 2600 msnm, en laderas, matorrales semitropicales,
bosques de encinos y bosques de pino-encino. Es una de las especies de encino
rojo con mayor distribuciéon en México, encontrandose en la sierra Madre Occidental,
Meseta Central, Sierra Volcanica Trans-Mexicana, Depresion del Balsas y Sierra
Madre del Sur. También se encuentra en Guatemala y el Salvador (CONABIO
2009). Las hojas maduras son rigidas y coriaceas, principalmente oblanceoladadas
y oblongas-elipticas-lanceoladas con margen plano y ligeramente revoluto, con
dientes en el tercio distal de la cuchilla, la superficie superior es dura, lustrosa, verde
grisaceo, y la superficie inferior poco gris-tomentosa o amarillosa. Q. castanea es
monoica, produce amentos masculinos separados y pequenas flores femeninas, y

es de cruzamiento obligado, polinizado por el viento.

3.3 Muestreo
En cada uno de los ocho sitios de estudio que representan diferentes
coberturas de bosque-huerto de aguacate: bosque > huerto, bosque = huerto y
bosque < huerto), seleccionamos 15 arboles adultos de Q. castanea en el interior
del bosque y 15 individuos adultos en borde del bosque adyacente al huerto de
aguacate. Cada arbol fue marcado y se colectaron 3 ramas aleatoriamente de cada
estrato del dosel arboéreo (i.e. superior, medio e inferior). En cada individuo

colectamos 30 hojas sin dafio aparente por herbivoros y patégenos a lo largo de los
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margenes (Cuevas-Reyes et al., 2018) las cuales fueron prensadas y llevadas al

laboratorio para ser procesadas.

3.4 Morfometria geométrica foliar

Cada una de las hojas colectadas en todos los individuos marcados, fue
escaneada a una resolucion de 300 ppp con un escaner Epson. En cada imagen se
colocaron 32 marcas anatoémicas y dos marcas adicionales como referencia para el
tamano (Figura 2). Todos los puntos de referencia corresponden a sitios homodlogos,
los cuales son marcas inequivocas y repetibles en todas las hojas, representando
su forma (Cuevas-Reyes et al. 2011a). Usamos el programa TpsDig (Rohlf, 2015)
para registrar las coordenadas (X, Y) de los 32 puntos de referencia en cada
imagen. Con el programa CoordGen6, mediante un analisis de superimposicion de
Procrustes obtuvimos la configuracién de las coordenadas de cada punto de
referencia, en el paquete integrado de morfometria. Consideramos la configuracién
promedio de todas las hojas como referencia y luego calculamos las variables de
forma (Distancias Procrustes) basados en las coordenadas de superposicion para
eliminar el efecto del tamafio de la hoja (Cuevas-Reyes 2011a). Por ultimo,
aplicamos un analisis candnico de varianza para determinar la variacion en la
morfologia de las hojas entre las tres proporciones de cobertura considerando la
configuracion de todas las hojas. El area foliar se obtuvo con ayuda del programa
Imaged 1.53a y se realizaron ANOVAS con el Programa Jmp 9, donde la variable
de respuesta fue el area foliar y las variables explicativas fueron la proporcién de

cobertura de bosque/huerto.
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Figura 2 Imagen digital de una hoja Q. castanea que muestra la disposicion de las 32 marcas

anatémicas colocadas, asi como los dos puntos de referencia para el tamano (33 y 34).

3.5 Asimetria fluctuante foliar
De las hojas colectadas y previamente escaneadas para los analisis de
morfometria geométrica, se calculd la asimetria fluctuante usando el Programa
Imaged 1.53a. En cada hoja, se midié la distancia desde la nervadura central en el
punto medio correspondiente a la parte mas ancha de la hoja hasta el borde derecho

e izquierdo de la hoja (Figura 3). La asimetria fluctuante se calculé como el valor
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absoluto de las diferencias entre las distancias de la vena media a la derecha e
izquierda del margen de la hoja (| Ai - Bi |), dividido por la distancia media (Ai + Bi /
2), para corregir el hecho de que la asimetria puede ser dependiente del tamafio.
Se realizaron analisis de varianza (ANOVAS), donde las diferentes condiciones
(Bosque > Huerto, Bosque = Huerto, Bosque < Huerto) son los factores de variaciéon

y la variable dependiente es la asimetria fluctuante.

Formula:
|(Ai-Bi)/(Ai+Bi/2)|

Figura 3 Imagen digital de una hoja de Q. castanea que muestra las mediciones de asimetria

fluctuante del Lado derecho (Ai) y lado izquierdo (Bi) de la hoja.
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4 Resultados
4.1 Morfometria geomeétrica foliar

De acuerdo a los andlisis de morfometria geométrica, encontramos
diferencias en la morfologia foliar entre los individuos de Q. castanea de las
diferentes proporciones de cobertura bosque/huerto (bosque > huerto, bosque =
huerto y bosque < huerto). El analisis candnico de varianza distinguié tres grupos
diferentes: individuos de bosque mayor a huerto, de bosque igual a huerto y de
bosque menor a huerto. EI CVA 1 explico el 40 % de la varianza y CVA 2 el 21 %
de la varianza (Eje 1: A = 0.906; g./ = 120; P < 0.00001. Eje 2: A = 0.959; g.I. = 59; P
= 0.00004) (Figura 5a). La variacion de la forma de las hojas basada en la
configuracion promedio del analisis de superimosicion de coordenadas mostré que
las hojas de los individuos colectados en condiciones de bosque igual a huerto
fueron mas angostas y elongadas, mientras que las hojas de individuos que se
encontraron en condiciones de huerto mayor a bosque fueron mas anchas,
encontrandose con formas intermedias los individuos de huerto mayor a bosque
(Figura 5b).

Tambien se encontraron diferencias significativas en la morfologia foliar de
individuos de Q. castanea entre el borde y el interior de los fragmentos de bosque
(Figura 6a) (Eje 1 A=0.9390 x?=194.6; g.l. =60 P=0.00004), teniendo los individuos
del interior del bosque hojas mas angostas de la base y mas anchas del apice en
comparacién con los individuos del borde del bosque (Figura 6b)

Con respecto a tamafo de las hojas, se encontré que los encinos que

estuvieron presentes en condiciones de menor proporcion de bosque y mayor de
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huerto tuvieron hojas de mayor tamafo que individuos en condiciones de bosque

igual a huerto y bosque mayor que huerto (Figura 7).
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Figura 5: a) Diferencias en la morfologia foliar de Quercus castanea en sitios con diferentes
proporciones de cobertura bosque-huerto segun el analisis canénico de varianza. b) Variacién
morfolégica foliar de Q. castanea, diferencias morfolégicas entre las tres proporciones de
cobertura bosque-huerto, en la figura se muestra el promedio de las coordenadas dibujando la

forma de la hoja.
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Figura 6 Diferencias en la morfologia de la hoja de Q. castanea entre el borde y el interior de

los fragmentos de bosque.
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Figura 7 Tamafo promedio de hojas de Q. castanea por las diferentes proporciones de

cobertura de bosque. F=119.9; g.I=2; P< 0.0001. Letras diferentes indican medias

significativamente diferentes de acuerdo a la prueba Tukey-Kramer ( P< 0.05)

64



4.2 Asimetria Fluctuante foliar

Se encontraron diferencias significativas en los niveles de asimetria
fluctuante entre las diferentes condiciones de bosque (Bosque > Huerto, Bosque =
Huerto, Bosque < Huerto) (F = 34.1, g.l. = 2, P< 0.0001), donde las hojas de los
individuos de Q. castanea que se encontraron en condiciones de bosque > huerto
tuvieron mayores niveles de asimetria fluctuante (Figura 4). Al comparar los encinos
que se encontraron en condiciones de borde e interior del bosque también se
encontraron diferencias significativas (F = 10.9, g.l.= 1, P = 0.001), teniendo hojas
mas asimeétricas los individuos que se encontraron en el interior del bosque para
Bosque>Huerto. Por el contrario, en condiciones de Bosque<Huerto, se encontraron
mayores niveles de asimetria fluctuante en individuos que se encontraron en los
bordes del fragmento de bosque (Figura 4 ). La interaccién entre proporciéon de
cobertura (bosque>huerto, bosque=huerto y bosque<huerto) y transecto (borde e

interior) fue significativa (Proporcién*Condicién: F = 6.5; g.I.= 2; P =0.001).
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5 Discusién
5.1 Morfometria geométrica foliar

Al realizar la comparacion entre las diferentes proporciones de cobertura de
bosque y huerto de aguacate, nuestros analisis exhiben diferencias en la morfologia
geométrica foliar entre los individuos de Q. castanea. De igual manera, al comparar
el borde y el interior de cada fragmento de bosque encontramos diferencias en la
morfologia. De acuerdo con nuestros resultados, se ha comprobado que la variaciéon
ambiental puede causar diferenciacion entre poblaciones de plantas debido a los
ajustes morfolégicos y fisioldgicos que presentan para responder a las nuevas
condiciones ambientales (Aguilar-Peralta et al., 2020; Cuevas-Reyes et al., 2018;

Gonzalez-Rodriguez y Oyama, 2005; Kusi y Karsai, 2020; Lara-De La Cruz, Garcia-
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Oliva, Oyama, y Gonzalez-Rodriguez, 2020; Viscosi, 2015) que sugieren la
presencia de plasticidad fenotipica (Gonzalez-Rodriguez y Oyama, 2005). Asi,
podemos encontrar diferencias en la anatomia de las hojas de plantas, de acuerdo
a la habilidad de los individuos para tolerar el estrés ambiental (Bruschi et al., 2003).
Se sabe que las condiciones ambientales en habitats fragmentados cambian,
aumentando la temperatura y la incidencia de luz solar, y disminuyendo la
disponibilidad de agua y nutrientes (Borazan y Babag, 2003; Cescatti y Zorer, 2003).
Estas alteraciones en las condiciones ambientales pueden ser las responsables de
las diferencias en la morfologia foliar de nuestra especie de estudio. Se ha reportado
que la precipitacion y la temperatura estan directamente relacionadas con el tamafo
foliar debido a las demandas de evapotranspiracion de las especies (Kusi y Karsai,
2020; Ramirez-Valiente, Lopez, Hipp, y Aranda, 2020).

Generalmente, se ha observado que existe una relacion entre la reduccion
del tamafo foliar con el aumento de temperatura, incidencia de luz solar,
disminucién de humedad y nutrientes (Martinez-Munguia et al., 2015). En nuestro
sitio de estudio, bajo las condiciones de fragmentacion de bosque se esperaria
encontrar hojas de menor tamano en los fragmentos de bosque mas pequefios
debido a que se encuentran expuestas a mayor incidencia de luz y por lo tanto
aumenta la temperatura y disminuye la humedad (Uribe-Salas, Saenz-Romero,
Gonzalez-Rodriguez, Téllez-Valdéz, y Oyama, 2008). Sin embargo, contrario a lo
esperado, las hojas de mayor tamafio se encontraron en los fragmentos mas
pequefios de bosque. Los huertos de aguacate son fertilizados constantemente
para obtener una mejor produccion y cuentan con sistemas de riego para mantener

las condiciones de humedad requeridas para el desarrollo del cultivo (Rengifo-
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Mejia, Mora-Gaviria, Estrada-Mesa, Londofo-Zuluaga, y Guzman-Munoz, 2019).
Esto podria ocasionar que los encinos que se encuentran en fragmentos de bosque
mas pequefos que los huertos alcancen a recibir un poco de esos nutrientes
agregados para los aguacates, de igual manera, los sistemas de riego pueden
aumentar la humedad relativa en el ambiente de los fragmentos de bosque
adyacentes a los huertos de aguacate. Por lo tanto, el aumento en la incidencia de
luz en fragmentos de bosque mas pequenos podria estar asociado con una alta tasa
fotosintética y por ende, una mayor absorcion de nutrientes, crecimiento rapido y
produccion de hojas grandes (Aguilar-Peralta et al., 2020; Lohbeck et al., 2015).

En este estudio, no medimos las variables ambientales en nuestros sitios de colecta
por lo cual se sugiere realizar mediciones de temperatura y humedad relativa, asi
como de nutrientes del suelo en cada sitio para estudios futuros y asi poder explicar

mejor las diferencias en morfologia foliar encontradas.

5.2 Asimetria fluctuante foliar

La asimetria fluctuante es ampliamente utilizada como una medida de los
efectos de estrés genético y ambiental en los organismos asi como de su calidad
individual (Cuevas-Reyes et al., 2018; Klingenberg, 2019; Mendes et al., 2018).
Bajo condiciones de degradacién del habitat debido al cambio de uso de suelo y
fragmentacioén, esperariamos encontrar mayores niveles de asimetria fluctuante en
las hojas que se encuentren en bosque < huerto. Contrario a lo esperado,
encontramos mayores niveles de asimetria fluctuante en las hojas de los individuos

que se encontraron en condiciones de bosque > huerto.
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Esto puede deberse a que los recursos disponibles (i.e. nutrientes del suelo,
agua, luz) en bosques maduros pueden ser limitados 0 menores que en condiciones
de bosque < huerto generando estrés abidtico y aumentando la inestabilidad del
desarrollo, expresada en mayores niveles de AF (Mgller y Shykoff, 1999). Algunos
estudios han demostrado que las propiedades del suelo, la disponibilidad de agua
y nutrientes y la heterogeneidad ambiental generan altos valores de AF en plantas
(Cuevas-Reyes et al., 2018; Mendes et al., 2018; Telhado, Silveira, Fernandes, y
Cornelissen, 2017; Tuci¢, Budecevi¢, Manitadevi¢ Jovanovié, Vuleta, y Klingenberg,
2018), por lo tanto, estas caracteristicas podrian ser las responasbles de estos
valores de AF en los fragentos de bosque mas grandes.

Al comparar las hojas del borde y del interior del bosque entre las diferentes
proporciones de cobertura de bosque/huerto encontramos mayores niveles de AF
en individuos que se encontraron en los bordes de fragmentos de bosque < huerto,
lo que sugiere que las condiciones climaticas presentes en los bordes como mayor
incidencia de luz, aumento de temperatura, disminucién de humedad (Arroyo-
Rodriguez, Saldafia-Vazquez, Fahrig, y Santos, 2016; Reinmann y Hutyra, 2017;
Silva, Mehltreter, y Schmitt, 2018) estaria dando lugar a estos valores mas altos de
AF. Estos resultados nos muestran el efecto del cambio de uso de suelo de bosque
a huertos de aguacate, principalmente en los fragmentos de bosque mas pequefios
que los huertos. Si bien, encontramos mayores niveles de AF en los bosques mas
grandes que los huertos, podemos notar que hay un aumento de AF en el borde de
los fragmentos de bosque mas pequefios en comparacion con los otros tamanos de
bosque, de acuerdo a una de nuestras hipotesis. Esto puede deberse a que los

fragmentos mas pequefos de bosque experimentan con mayor intensidad los
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efectos de borde como aumento de la luz, la temperatura, el viento y la desecacion
(Cheptou, Hargreaves, Bonte, y Jacquemyn, 2017; Laurance, 2004; Tuff et al.,
2016).

En conclusién, nuestro estudio muestra cambios en los rasgos morfolégicos
de las hojas de Q. castanae a lo largo del mosaico bosques templados y huertos de
aguacate. Detectamos diferencias en la morfologia foliar y asimetria fluctuante entre
sitios de diferente cobertura entre bosque y huerto de aguacate. El patron general
mostré niveles mas altos de AF en sitios de mayor cobertura de bosque y en el
borde de los fragmentos. Nuestros hallazgos ilustran los efectos del cambio de uso
de suelo de bosque a huertos de aguacate y la complejidad de los factores abidticos
y bidticos involucrados que afectan las respuestas fisioldgicas y morfoldgicas de los

encinos.
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7. Conclusion general

Las poblaciones de Q. castanea estudiadas tienen alta diversidad y baja
estructura genética. La mayor variaciéon se encuentra dentro de las poblaciones.
Pudimos detectar endogamia en las poblaciones. El flujo de genes por polen es alto
mientras el flujo por semillas es bajo.

Nuestro estudio muestra cambios en los rasgos morfoldgicos de las hojas de
Q. castanae a lo largo del mosaico bosques templados y huertos de aguacate.
Detectamos diferencias en la morfologia foliar y asimetria fluctuante entre sitios de
diferente cobertura entre bosque y huerto de aguacate. El patrén general mostrd
niveles mas altos de AF en sitios de mayor cobertura de bosque y en el borde de
los fragmentos.

Nuestros hallazgos ilustran los efectos del cambio de uso de suelo de bosque
a huertos de aguacate y la complejidad de los factores abibticos y bidticos

involucrados que afectan las respuestas fisioldgicas y morfolégicas de los encinos.
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