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DINAMICA TEMPORAL DE LA LLUVIA DE SEMILLAS EN UN BOSQUE SECO
DEL VALLE DEL MAGDALENA: RIQUEZA, ABUNDANCIA, DIVERSIDAD Y
RASGOS FUNCIONALES

Pregunta de investigacion
(Como varia a lo largo del tiempo la lluvia de semillas de un bosque seco tropical del

valle del rio Magdalena (Colombia), en términos de riqueza, abundancia, diversidad
y rasgos funcionales?

Objetivos

Objetivo general:
Describir y analizar la variacion temporal, en términos de riqueza, abundancia,
diversidad y rasgos funcionales de la lluvia de semillas de un bosque seco tropical del
valle del rio Magdalena (Colombia).

Objetivos especificos:

En el bosque seco tropical del Parque Natural Mana Dulce:

Caracterizar la variacion en riqueza, abundancia y diversidad de la lluvia de semillas
a lo largo de seis meses.

Establecer la asociacion existente entre la riqueza, abundancia y diversidad de la
lluvia de semillas con la precipitacion.

Describir y evaluar la variacion de los rasgos funcionales de las semillas de la lluvia
de semillas a lo largo de seis meses.
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Dinamica temporal de la lluvia de semillas en un bosque seco del valle del
Magdalena: riqueza, abundancia, diversidad y rasgos funcionales
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Abstract: Temporal dynamic of seed rain in a tropical dry forest of the
Magdalena Valley: composition, structure, diversity and functional traits. Seed
rain studies are important to understand the natural regeneration of ecosystems and
to propose conservation and restoration plans. These plans are of vital importance
in the tropical dry forest, one of the most threatened ecosystems in the world, which
requires restoration practices to reverse their current degradation. However, the
knowledge about regeneration dynamics in this ecosystem is scarce and focused in
few biogeographical regions, particularly about the seed rain and seed functional
traits. The objective of this study was to identify the patterns that define temporal
variation, in terms of composition, structure, diversity and functional traits of the seed
rain of a tropical dry forest located at the Magdalena River Valley (Colombia). In
three 0.25 ha plots, 27 seed traps were installed, which were monitored every 15
days, between September of 2017 and February of 2018, and the contents collected.
Seeds of each sample were separated, counted and identified taxonomically.
Phenological histograms and frequency distributions diagrams were constructed.
Moreover, the correlation between seed rain composition, structure, diversity and
functional traits and precipitation was evaluated. Nine regenerative traits including
external, internal and ecological were evaluated. Seed species richness and
abundance, unlike the diversity, showed a dynamic related to the precipitation
seasonality, both reaching their highest values in the dry season. Specifically, seed
abundance was related to the total monthly precipitation of the specific month, in
which the sampling was carried out, also with the previous month and, with that of
the two months prior to sampling. Species richness was only correlated with the
precipitation of the month in which the seeds were collected and, with the previous
month. Regarding to seed functional traits, oval shape, smooth testa, large and
spatulate-type embryos were recorded in most of the seeds. Moreover, seed mass
changed over time, minimum values were obtained during the dry season and,
maximum during the rainy season. This response can be a strategy of fast
germination at the beginning of rainy season and, of tolerance to the high
temperatures of the dry season. Results of this study contribute to increase our
understanding about the phenology of the tropical dry forest, knowledge that might
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be applied during the planning of the conservation and restoration strategies of this
ecosystem.
Keywords: phenology, natural regeneration, seed functional traits, seed ecology.

Total de palabras: 8 674

La lluvia de semillas — el conjunto de semillas recién dispersadas desde individuos
maduros en una comunidad (Garwood, 1989; Nathan & Muller-Landau, 2000) - es
el proceso que aporta nuevos propagulos a los ecosistemas (Gonzalez-Rivas,
Tigabu, Castro-Marin, & Odén, 2009) y contribuye a la configuracion de otros
mecanismos de regeneracion natural, como el banco de semillas (Nathan & Muller-
Landau, 2000). Incluso, cuando un ecosistema ha sufrido un disturbio severo, la
recuperacion del ecosistema dependera principalmente de los propagulos de la
lluvia de semillas proveniente de ecosistemas adyacentes (Simdes & Marques,
2007). Particularmente, el estudio de la lluvia de semillas es reconocido como un
elemento fundamental para comprender los procesos de la regeneracion de los
bosques tropicales (Martinez-Garza, Flores-Palacios, De La Pena-Domene, &
Howe, 2009), y emplear este conocimiento para formular planes de manejo y
conservacion que puedan reversar su pérdida actual (Norden, 2014).

Dichos planes cobran especial importancia en el bosque seco tropical que, luego de
haber representado 42% de la vegetacion tropical (Murphy & Lugo, 1995),
actualmente es uno de los ecosistemas mas amenazados del mundo (Portillo-
Quintero & Sanchez-Azofeifa, 2010). La degradacién del bosque seco tropical se
encuentra asociada a su transformacién en tierras agropecuarias, el asentamiento
de poblaciones humanas y la poca representacion del mismo en los sistemas de
areas protegidas (Sanchez-Azofeifa et al., 2005). La convergencia de estos factores
ha ocasionado una drastica reduccion en su extension — 1.7% de cobertura original
remanente en Centroamérica (Olson et al., 2001), 8% en Colombia (Garcia, Corzo,
& Etter, 2014), 15% en Venezuela (Rodriguez et al., 2009) - y a que su configuracion
actual este dada a modo de pequefios y distanciados parches (Griscom & Ashton,
2011). Por lo tanto, se ha sugerido que para prevenir la pérdida total de este
ecosistema es necesario recurrir a practicas de conservacion de los remanentes vy,
de restauracion de las areas donde se encontraba previamente (Dirzo, Young,
Mooney, & Ceballos, 2011). A pesar de la urgencia de emprender estas practicas y,
de la extensiva transformacion del bosque seco, que se ha presentado desde finales
del siglo pasado (Janzen, 1988), en la literatura se encuentran hasta cinco veces
mas estudios sobre la regeneracion natural de los bosques humedos tropicales, que
de los bosques secos (Meli, 2003). Por lo tanto, se evidencia el desconocimiento
general que existe sobre la regeneracion de los bosques secos tropicales (Stoner &
Sanchez-Azofeifa, 2009), particularmente, los del Neotrépico, que resultan ser lo
mas amenazados, menos protegidos y menos estudiados (Portillo-Quintero &
Sanchez-Azofeifa, 2010). En consecuencia, se reducen las posibilidades de que los
planes de manejo y de restauracién en este ecosistema sean efectivos (Vieira &
Scariot, 2006).

12



A pesar de la poca informacion reportada en la literatura, investigaciones realizadas
hasta la fecha han permitido dilucidar algunos aspectos sobre la lluvia de semillas,
asi como de las caracteristicas de las semillas de los bosques secos. En lo que
respecta a la lluvia de semillas, Vieira y Scariot (2006) sefialan que esta presenta
un patrén bastante predecible: las especies con frutos carnosos y que presentan
diseminacién de sus propagulos de tipo zoocora se dispersan durante la época de
lluvias y, aquellas con frutos secos y dispersion anemocora durante la seca. A su
vez, estos mismos autores resaltan que, dado que la mayoria de la especies de los
bosques secos se caracterizan por tener dispersion anemocora (Gentry, 1995), la
mayor parte de la dispersion esta concentrada hacia la mitad y el final de la época
seca. En términos de las caracteristicas de las semillas, la mayoria de especies
lefiosas presentan semillas pequefnas (<5 mm de largo y ancho) y con poca masa
y contenido de agua (Khurana & Singh, 2001; Romero-Saritama & Pérez-Ruiz,
2016). A su vez, la mayoria presenta testas duras y gruesas que les permiten resistir
a disturbios como los incendios y poseer dormancia de tipo fisico (Vieira & Scariot,
2006). A nivel de su morfologia interna, las semillas presentan diferentes tipos de
embriones y predominan las que no tienen endospermo (Romero-Saritama & Pérez-
Ruiz, 2016).

Sin embargo, el conocimiento que se tiene de la ecologia de semillas de los bosques
secos proviene en su mayoria de estudios en Centroamérica o la India (Khurana &
Singh, 2001). Lo anterior, debe ser motivo de preocupacidon ya que existen
diferencias en la resiliencia de los bosques secos de acuerdo a los nucleos
floristicos donde se encuentran (Pennington, Lewis, & Ratter, 2006), como un
posible resultado de diferencias en la dinamica de la regeneracion natural propia de
cada area geografica. Particularmente, los estudios de los rasgos funcionales de las
semillas son bastante escasos para los ecosistemas secos (Metz et al., 2010) y se
realizan en semillas recolectadas directamente de las plantas en un Unico muestreo
en el tiempo y no en el contexto de la lluvia de semillas y su dinamica temporal (por
ejemplo, Romero-Saritama 2016; Romero-Saritama & Pérez-Ruiz 2016). Esto limita
nuestra comprension del rol de la lluvia de semillas en la regeneracion natural - el
cual es a su vez un proceso tipicamente estudiado desde los rasgos vegetativos
(Larson & Funk, 2016) y a la vez pobremente estudiado en los bosques secos
neotropicales (Sanchez-Azofeifa, Powers, Fernandes, & Quesada, 2014) y
colombianos (Camila Pizano et al., 2014)- a lo largo del afno y las diferentes épocas
climaticas durante el mismo. Avanzar en ese sentido permitird entender mejor la
respuesta de las comunidades ante factores ambientales (Lohbeck et al., 2015) y
poder establecer comparaciones entre las diferentes areas geograficas en las
cuales se extiende el bosque seco (Violle, Navas, Vile, Kazakou, & Fortunel, 2007).
El presente trabajo tuvo como objetivo describir y analizar la variacion temporal, en
términos de composicién, estructura, diversidad y rasgos funcionales de la lluvia de
semillas de un bosque seco tropical del valle del rio Magdalena (Colombia). Para lo
cual, durante seis meses y en la transicion entre la ultima época seca del 2017, la
ultima época de lluvias del 2017, y el inicio de la época seca del 2018: i) se
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caracterizo la variacion en riqueza, abundancia y diversidad de la lluvia de semillas;
ii) se determind la asociacion entre la composicion, estructura y diversidad de la
lluvia de semillas con la precipitacion; vy iii) se describié y evalud la variacién de los
rasgos funcionales de las semillas provenientes de la lluvia de semillas.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio: El estudio se realiz6 en el Parque Natural “Mana Dulce”
(4°21'3.27” N; 74°39’5.43”W), una Reserva de la Sociedad Civil ubicada en los
Municipios de Agua de Dios y Nilo (Departamento de Cundinamarca, Colombia) a
una altura promedio entre los 360 y 450 m.s.n.m. Esta reserva posee 90 ha de
extensiéon y comprende remanentes de bosque seco derivados de la regeneracion
de areas dedicadas a la ganaderia extensiva, después de la suspension de estas
actividades hace aproximadamente 50 afos. El area se encuentra en la categoria
climatica de “calido seco”, se caracteriza por tener una precipitacion anual entre
1 000 — 1 500 mm anuales, con 100 - 150 dias de lluvia al afio y una temperatura
superior a 24 °C (IDEAM, 2005). Sin embargo, de acuerdo con los datos de la
Estacion Meteoroldgica Nilo (4°18°21,2” N; 74°38’55,201”0) del Instituto de
Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM), en el afio 2017 se
presentd un Fendmeno de la Nifia y la precipitacion super6 dicho rango anual con
1 733 mm. Esta clase de fenbmenos afectan considerablemente la fenologia de las
especies (Ordénez-Blanco & Parrado-Rosselli, 2016), por lo tanto, se reconoce que
los patrones generales identificados en este estudio deben interpretarse y
compararse, con los de otras investigaciones, con precaucion.

La vegetacion de la zona pertenece a los bosques secos de los valles internadinos,
especificamente a los bosques secos del valle del Magdalena, los cuales resultan
ser uno de los menos caracterizados en el pais (Pizano et al., 2014). En general,
estos bosques se encuentran en estados sucesionales tempranos o intermedios y
estan fuertemente amenazados por el desarrollo de actividades agropecuarias,
mineras y de infraestructura y la ocurrencia de incendios (Pizano et al., 2016).
Inventarios realizados en la zona (Pulido & Loépez-Camacho, sin publicar) reportan
algunas especies predominantes en estos bosques como el tumbecabro
(Tabernaemontana grandiflora Jacq.), el tachuelo (Zanthoxylum rigidum Humb. &
Bonpl. ex Willd.), el capote (Machaerium capote Dugand), el guayacan
(Handroanthus ochraceus (Cham.) Mattos) y el guacimo (Guazuma ulmifolia Lam.).

Disefio experimental: Se establecieron nueve trampas de semillas de 0.5 m? (0.7
x 0.7 m) — construidas con tubos de PVC y malla polisombra negra 80% - en tres
parcelas de 0.25 ha (50 x 50 m) separadas siguiendo el protocolo estandar TropiDry
(Nassar, Rodrigruez, Sanchez-Azofeifa, Garvin, & Quesada, 2008), para un total de
27 trampas en el area de estudio. Se us6 este numero de trampas, con el objetivo
de tener material suficiente para la medicion de rasgos funcionales, de acuerdo a
los minimos recomendados por Pérez-Harguindeguy et al., (2013) Las trampas se
ubicaron de manera sistematica, tal y como se muestra en la figura 1. Se opt6 por
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un diseno sistematico sobre uno aleatorio ya que, al emplear este ultimo, existe una
alta probabilidad de cometer un error en registrar todas las especies provenientes
de la lluvia de semillas, debido a la distribucidbn agregada que suele presentar la
dispersion en los bosques tropicales (Condit et al., 2000). En cuanto al tipo de
trampas empleadas en este estudio, estas han sido recomendadas frente a otros
disefios, porque presentan bajas tasas de remocion de las semillas por predadores
o por el viento, a la vez que son bastante duraderas (Stevenson & Vargas, 2008).
Adicionalmente, el esfuerzo de muestreo del presente trabajo —medido en niumero
de trampas/ha- es superior al minimo empleado en bosques tropicales de tierras
bajas (ver Stevenson & Vargas 2008).

Métodos de recoleccion de datos: Se realizaron muestreos quincenales entre
septiembre del 2017 y febrero del 2018, periodo que corresponde al final de la época
seca larga del 2017 (septiembre-noviembre), la ultima época de lluvias del 2017
(diciembre) y el inicio de la primera época seca del 2018 (enero-febrero). La
frecuencia de los muestreos se selecciond con el propdésito de 1) reducir el nUumero
de semillas perdidas por depredacion o descomposicion de los frutos; y 2) que estos
procesos pudieran afectar el resultado de la medicion de los rasgos funcionales. En
cada muestreo se recolectd el contenido de cada trampa y se almaceno en bolsas
de papel. A partir de cada muestra se separaron las semillas de las hojas y el resto
material vegetal, se clasificaron en morfotipos, se contaron y se guardaron en bolsas
plasticas de cierre hermético. Posteriormente, se identificaron hasta el nivel
taxondmico que fuese posible, empleando como referencia la caracterizacion de la
vegetacion realizada por Pulido & Lépez-Camacho (Datos sin publicar). Para cada
muestra se registrd: el numero de morfoespecies, la abundancia de cada de
morfotipo y la abundancia total de semillas. Con estos datos, se calculé el indice de
Alfa de Fisher usando el programa PAST (v. 3.20) (Hammer, Harper, & Ryan, 2001).

De cada una de las morfoespecies identificadas, se depositaron ejemplares para la
Carpoteca del Herbario de la Pontificia Universidad Javeriana (HPUJ).
Seguidamente, se procedio a la medicidn de los rasgos funcionales regenerativos.
Se utilizaron ocho rasgos regenerativos entre cuantitativos y cualitativos, incluidos
cuatro rasgos morfolégicos externos, dos morfolégicos internos y dos ecologicos
(Tabla 1).

La clasificacion de la forma de las semillas se llevo a cabo segun Murley (1951).
Para la textura de la testa se emplearon las superficies de testa identificadas por
Murley (1951). Adicionalmente, se registr6 la presencia de apéndices y se
clasificaron de acuerdo al tipo en: ganchos, pelos, alas, espinas, arilos 0 sarcostesta
(Bojnansky & FargasSova, 2007). Seguidamente, las semillas se imbibieron para
realizar cortes longitudinales y determinar el tipo de embrion y la proporcion
embridn/endospermo segun Martin (1946). Es importante mencionar que cuando un
morfotipo poseia menos de tres individuos, estos rasgos no se evaluaron para no
comprometer los ejemplares que serian depositados en la Carpoteca del HPUJ.
Posteriormente, se estimé la masa de las semillas siguiendo la metodologia
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propuesta por Pérez-Harguindeguy et al. (2013). De cada muestra se tomaron al
azar 20 semillas por morfotipo (o el total de semillas recolectadas en las trampas si
este numero era inferior a 20) y se secaron en el horno del HPUJ a 80 °C, luego se
pesaron en una balanza analitica. EIl numero de semillas empleado es el doble del
recomendado en los protocolos de medicidbn de rasgos funcionales (Pérez-
Harguindeguy et al., 2013), por lo que se considera adecuado para estimar la masa
de las semillas registradas en el presente estudio. Finalmente, se clasificaron las
semillas segun su sindrome de dispersion, en autocoria, zoocoria y anemocoria
(Jara-Guerrero, De la Cruz, & Méndez, 2011), y el habito de crecimiento al que
pertenecen, de acuerdo a Pérez-Harguindeguy et al. (2013).

Los datos de abundancia de semillas, riqueza de especies y el indice Alfa de Fisher
se emplearon para construir histogramas fenologicos para la comunidad. Para
determinar si los datos se comportaban normalmente se realiz6 el test de Shapiro-
Wilk y, debido a que todas las variables de respuesta mostraron una desviacion
significativa de la normalidad (Shapiro-Wilk, P < 0.05), se empled la prueba de
Kruskal-Wallis (P: valor de significancia) para comparar las variables respuesta
(abundancia, riqueza y Alfa de Fisher) entre cada mes, siendo esta ultima la variable
explicativa y el factor de disefo. Posteriormente, se realizd un andlisis de
comparacion multiple mediante la prueba post hoc de Dunn (a < 0.05). Dado que
en el tropico la temperatura es una variable que no presenta diferencias
significativas a lo largo del afio (Ochoa-Gaona, Hernandez, & de Jong, 2008), no se
incluyé en los andlisis. Por el contrario, la disponibilidad de agua a través de la
precipitacion es la variable que tiene mayor peso en los estudios fenoldgicos en el
bosque tropical, como resultado de su variacion a lo largo del afo (Vilchez,
Chazdon, & Redondo, 2004). Por lo tanto, para establecer la asociacion entre la
abundancia, la riqueza y la diversidad con la precipitacion total mensual (mm), - del
mes en el que se realizé el muestreo y la de uno y dos meses antes del mismo,
siguiendo las recomendaciones de Saenz, Gutiérrez, & Sanchez-Mateos, (2003) -,
se realizd un analisis de correlacion por rangos de Spearman, usando los datos de
la Estacion Meteorolégica Nilo del IDEAM (2017) y los datos de enero y febrero del
2018 provistos por el personal del Parque Natural Mana Dulce (C. Mendoza, com.
pers).

Para los rasgos funcionales cualitativos se construyeron diagramas de distribucion
de frecuencias generales y se evaluaron las diferencias entre atributos mediante
una prueba de Chi-Cuadrado. La masa de las semillas no presentd una distribuciéon
normal (Shapiro-Wilk, P < 0.05), por lo tanto, se empleé la prueba de Kruskal-Wallis
para evaluar los cambios de la variable respuesta entre cada mes. Posteriormente,
se realiz6 un analisis de comparacién multiple mediante la prueba post hoc de Dunn
(oo < 0,05). Todos los andlisis se realizaron en R (v. 3.5.0) (R Core Team, 2017a),
usando el paquete dunn.test (Dinno, 2017). Las figuras se elaboraron empleando
los paquetes de R ggplot2 (Wickham, 2009), beanplot (Kampstra, 2008) y cowplot
(Wilke, 2017).
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RESULTADOS

Variaciéon temporal de la composicion, estructura y diversidad de la lluvia de
semillas: Se registro un total de 10 615 semillas correspondientes a 52 morfotipos,
de los cuales se logré la identificacion de ocho a nivel de especie y ocho a género
(Tabla Suplementaria 1). La abundancia de semillas recolectadas vario
significativamente entre los meses del estudio (Kruskal-Wallis, P <0.00001); siendo
mayor entre septiembre y noviembre que entre diciembre y febrero (Tabla 2). Los
meses con mayor abundancia de semillas coinciden con los ultimos meses la época
seca registrada durante el estudio, mientras que los meses de menor abundancia
corresponden a la época de lluvias breve del afo (diciembre) y al final de la primera
época seca del 2018 (enero-febrero) (Fig. 2A y Fig. B). La riqueza de especies
provenientes de la lluvia de semillas también cambi6 significativamente entre los
meses del estudio (Kruskal-Wallis, P < 0.00001), siendo septiembre el mes con
mayor riquezay el que coincide con el inicio de la época seca (Fig. 2c). Sin embargo,
en lo que respecta al indice del valor Alfa de Fisher, no se presentaron diferencias
significativas entre los meses de muestreo (Kruskal-Wallis, P = 0.4; Fig. 2d).

Asociacién entre la composicion, estructura y diversidad de la lluvia de
semillas y la precipitacion total mensual: Se registraron correlaciones
significativas entre la abundancia y riqueza de semillas presentes en la lluvia de
semillas y la precipitacion total mensual; de tal modo que ambas variables
estuvieron correlacionadas negativamente con la precipitacion total del mes en que
se realiz6 el muestreo y mes previo a este (Tabla 3). No obstante, sélo la abundancia
presentd una correlacion significativa y negativa con la precipitacidon de dos meses.
En el caso del Alfa de Fisher, este no se correlaciond significativamente con ninguna
de las medidas de precipitacion (Tabla 3).

Variacion en los rasgos funcionales regenerativos: Seis de los siete rasgos
funcionales cualitativos mostraron diferencias significativas segun la prueba de Chi-
Cuadrado (Tabla 4). En cuanto a la forma, se encontraron nueve tipos siendo las
semillas ovaladas las mas frecuentes con 15 morfotipos que presentaba dicha forma
(28.85%) (Fig. 3A). En lo que respecta a textura de la testa, se identificaron ocho
tipos siendo las semillas de testa lisas las mejor representadas con 14 morfotipos
(26.92%) (Fig. 3B). Por otra parte, 27 morfotipos (51.92%) no presentaron ninguna
clase de apéndice (Fig. 3C). De los morfotipos con apéndice, 16 (30.76%)
presentaron alas y 6 morfotipos (11.53%) pelos (Fig. 3C).

En términos de su morfologia interna, se encontrd que la mayoria de las especies
presentaron una alta proporcion de embrion/endospermo (>3/4, 10 morfotipos,
19.23%) (Fig. 3D) y embriones de gran tamafo de tipo espatulado (8 morfotipos,
15.38%) e invertido (4 morfotipos, 7.69%) (Fig. 3E). En cuanto al sindrome de
dispersion, predominaron las especies de dispersion autocérica (25 morfotipos,
48.08%) y anemocorica (22 morfotipos, 42.31%) (Fig. 3F). Finalmente, en cuanto al
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habito de crecimiento, se registraron 13 morfotipos correspondientes a arboles y
tres a lianas (Fig. 3G).

En lo que respecta a la masa, se registraron valores entre 0.01 mg y 558 mg (Primer
Cuartil: 6.7, Mediana: 18.7, Tercer Cuartil: 38.6, n = 2 243). Asi mismo, se
encontraron diferencias significativas en la masa de las semillas entre los meses de
muestreo (Kruskal-Wallis, P < 0.00001). Especificamente, la masa disminuyo
significativamente en el mes de septiembre con relacion al periodo de tiempo
comprendido entre noviembre y febrero (Tabla 5, Fig. 4). Mientras que aumenté
significativamente entre los meses de diciembre a febrero, con relacion al periodo
comprendido entre septiembre y noviembre (Tabla 5, Fig. 4). EI mayor valor
promedio de masa de las semillas se registrd en el mes de diciembre (Fig. 4).

DISCUSION

La mayor abundancia y riqueza de semillas estuvo concentrada en la época seca
comprendida entre septiembre y noviembre. Estos resultados - aun cuando se
encuentran influenciados por un afio con condiciones climaticas atipicas (ver
Materiales y Métodos, Area de Estudio) - se encuentran soportados por la
correlacion registrada entre dichas variables y la precipitacion. Incluso, la dindmica
temporal registrada coincide con lo reportado por Morellato, Camargo, & Gressler
(2013) en su revision sobre la fenologia de los bosques secos del Neotropico. Para
dar una explicacion a esta dinamica, Garwood (1983) propone que la dispersion de
semillas al final de la época seca o, inicios de la época de lluvias en los bosques
secos, es una estrategia que permite maximizar la cantidad de agua que puede
aprovechar la semilla durante su primera época de lluvias y asi, incrementar su
crecimiento y probabilidad de supervivencia. En consecuencia, las especies del
bosque seco han evolucionado de tal forma que sus semillas pueden germinar
rapidamente al llegar la época de lluvias (Garwood, 1983a; Marod, Kutintara,
Tanaka, & Nakashizuka, 2002; Romero-Saritama & Pérez-Ruiz, 2016).

Entre los rasgos de las semillas que evidencian dicho proceso evolutivo, se
encuentra la ausencia de endospermo y el tamafo del embrion(Romero-Saritama &
Pérez-Ruiz, 2016). En lo que respecta al endospermo, se considera que su
presencia limita la germinacion puesto que actia como una barrera fisica para el
crecimiento del embrion (Baskin & Baskin, 2005). Por otro lado, el tamafo del
embridn esta correlacionado positivamente con la velocidad de germinacién, de tal
forma que las especies con embriones mas grandes y desarrollados germinan mas
rapidamente que aquellas con embriones mas pequefios (Vandelook, Janssens, &
Probert, 2012). En el caso del presente estudio, se evidencidé que la gran mayoria
de las especies presentan una alta proporcion embridn/endospermo (>3/4).
Considerando la relaciébn mencionada previamente, entre el tamafio del embrion y
la velocidad de germinacion, se esperaria que las especies analizadas en la
presente investigacion, presentaran un comportamiento similar, puesto que el
embridn ocupa una porcion importante de la semilla. Resultados similares han sido
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reportados por Romero-Saritama & Pérez-Ruiz (2016) para un bosque seco
ecuatoriano.

Ademas de una rapida germinacion en la época de lluvias, las especies deben
producir semillas tolerantes a la poca disponibilidad de agua, que caracteriza a la
época seca en estos ecosistemas (Pizano & Garcia, 2014). Tal es el caso de las
semillas que se registraron en septiembre 0 noviembre en el presente estudio, que
deben esperar hasta diciembre para estar expuestas a condiciones de precipitacion
mas favorables. Para hacerle frente a estas condiciones adversas, las semillas del
bosque seco presentan formas redondas u ovaladas y textura lisas que les permiten
integrarse facilmente en el suelo y persistir en él hasta la llegada de las lluvias
(Khurana & Singh, 2001). Del mismo modo, en este ecosistema las semillas tienden
a presentar valores de masa reducidos (Khurana & Singh, 2001), los cuales esta
relacionado con semillas con una mayor tolerancia a la deshidratacion, es decir,
semillas de tipo ortodoxo. Considerando que la mayoria de las semillas evaluadas
en la presente investigacion presentaron valores reducidos de masa, es posible
afirmar que estas tienen altas probabilidades de ser ortodoxas. Lo anterior, es
probable teniendo en cuenta que la mayoria de las especies de los bosques secos
colombianos presentan dicho comportamiento frente a la pérdida de agua (Galindo-
Rodriguez & Roa-Fuentes, 2017a). Ademas, en la presente investigacion se
evidencio que las semillas con menores valores de masa y con mayor potencial de
resistir a la desecacion, fueron aquellas dispersadas durante la época seca. Esto
indica que, si bien la tendencia de las semillas de las especies del bosque seco es
a presentar poca masa, esta variable se reduce significativamente en la época seca
como un posible mecanismo de tolerancia a las condiciones de baja precipitacion
que caracteriza esta época. No obstante, la determinacidén de la respuesta de las
semillas frente a la desecacién requiere de técnicas mas especificas (Dickie &
Stuppy, 2003) a las empleadas en este estudio. Por lo tanto, es necesario llevar a
cabo mas investigaciones para poder llegar a una conclusién robusta sobre el
comportamiento de las especies de este bosque seco en patrticular.

Es necesario sefalar que una de las principales limitaciones del presente estudio
fue la determinacion taxonémica de las semillas. En el caso colombiano y del tropico
en general, la mayoria de las referencias disponibles corresponden a descripciones
morfolégicas de semillas presentes en los bosques humedos tropicales (Cornejo &
Janovec, 2010; Stevenson, Quifones, & Castellanos, 2000) o montanos (Rios,
Giraldo, & Correa, 2004; Vargas & Pérez-Martinez, 2014); o asociadas a grupos de
animales dispersores (Linares & Moreno-Mosquera, 2010; Lobova, Geiselman, &
Mori, 2009). En ese mismo sentido, se requiere incrementar los esfuerzos actuales
de generar tratamientos taxondmicos para las semillas de especies de los bosques
secos tropicales, lo cual incrementara y facilitard el desarrollo de estudios
posteriores.

A pesar de que esta investigacion contribuye al conocimiento de la fenologia
reproductiva de las especies del bosque seco, bajo condiciones de un Fenébmeno
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de la Nifa —el cual puede implicar a una disminucion en la intensidad de las fases
reproductivas de las plantas con respecto a afos de condiciones climaticas
regulares (Hamann, 2004)-, los estudios fenoldgicos requieren llevarse a cabo
durante varios afos -particularmente cuando se estudian especies arboéreas
(Ochoa-Gaona et al., 2008)- y el presente estudio s6lo corresponde al muestreo
realizado durante seis meses. Asi mismo, es necesario sefialar que muchas
especies del bosque seco presentan patrones de reproduccidén supraanuales (Luna-
Nieves, Meave, Morellato, & Ibarra-Manriquez, 2017), por lo que es probable que el
ciclo reproductivo de muchas especies no haya coincido con el muestreo de este
estudio. Por estas dos razones, se requiere extender la investigacion por un periodo
de tiempo mayor a un afo, para registrar los cambios que se presentan en la lluvia
de semillas y asi evaluar su dinamica fenolégica.

Es importante resaltar que investigaciones, como la que se llevd a cabo en este
estudio, contribuyen con informacion base para el desarrollo de proyectos de
conservacion y restauracion del bosque seco. En el caso de la conservacion,
Morellato et al., (2016) reportan que este tipo de estudios facilitan el establecimiento
de calendarios de recolecta de semillas para conservacidn ex situ; proveen
informacidn sobre la produccion de semillas de especies amenazadas que resulta
util para la conservacion de las mismas; y permite evaluar la disponibilidad de
recursos para la fauna a lo largo del tiempo. En lo que respecta a la restauracion, la
literatura reconoce la importancia de esta clase de estudios como parte de la
caracterizacion de los sistemas de referencia, la obtencidon de material vegetal
nativo y el monitoreo de las estrategias de restauracion (Buisson, Alvarado, Le
Stradic, & Morellato, 2017). Siendo asi, y considerando no sélo el estado critico en
el que se encuentra el bosque seco tropical si no también la falta de estudios
fenoldgicos en el mismo, es urgente emprender esfuerzos por caracterizar y evaluar
la dinamica fenoldgica de este ecosistema. En particular, es prioritario para los
bosques secos del valle del Magdalena, ya que son los menos representados en las
areas protegidas del Colombia y los menos estudiados del pais (Garcia et al., 2014;
Pizano et al., 2014)

En conclusién, los resultados de esta investigacion mostraron que la lluvia de
semillas de este bosque seco tropical, del Valle del Magdalena, presenta una
dinamica condicionada por la estacionalidad de la precipitacion y se caracteriza por
variaciones significativas en la abundancia y riqueza de la lluvia de semillas durante
los seis meses del afo evaluados en este estudio. No obstante, los rasgos
cualitativos de las semillas y el comportamiento temporal de la masa responden a
una estrategia de rapida germinacion al inicio de la época de lluvias y tolerancia a
las altas temperaturas de la época seca. Finalmente, aunque los hallazgos de la
presente investigacion concuerdan ampliamente con la literatura, es necesario
extender el periodo de tiempo de los muestreos. De esta manera, se lograra generar
informacion mas robusta sobre la dinamica temporal de la lluvia de semillas y su
respuesta a los cambios en las variables climaticas, la cual es valiosa para
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emprender los esfuerzos de conservacion y restauracion que se requieren con
urgencia en un ecosistema tan amenazado como lo es el bosque seco.
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RESUMEN

Los estudios sobre la lluvia de semillas son importantes para comprender la
regeneracion natural de los ecosistemas y formular planes de conservacion y
restauracion. Dichos planes son de vital importancia en el bosque seco tropical, uno
de los ecosistemas mas amenazados en el mundo y que requiere de practicas de
restauracion para reversar su degradacion actual. No obstante, el conocimiento
sobre las dindmicas de regeneracion de este ecosistema es insuficiente y esta
centrado en regiones biogeograficas particulares, especialmente en torno a la lluvia
de semillas y los rasgos funcionales de las mismas. El objetivo de este estudio fue
identificar los patrones que definen variacion temporal, en términos de composicion,
estructura, diversidad y rasgos funcionales, de la lluvia de semillas de un bosque
seco tropical del valle del rio Magdalena (Colombia). En tres parcelas de 0.25 ha,
se instalaron 27 trampas de semillas, las cuales se monitorearon cada 15 dias, entre
septiembre de 2017 y febrero de 2018, para recolectar su contenido. Las semillas
de cada muestra se separaron, contaron e identificaron. Posteriormente, se
elaboraron histogramas fenologicos y diagramas de distribucidén de frecuencias para
los rasgos funcionales; y se evalud la correlacion entre la composicion, estructura,
diversidad y rasgos funcionales de lluvia de semillas y la precipitacion. Se evaluaron
nueve rasgos regenerativos, incluyendo morfolégicos externos, internos vy
ecologicos. La rigueza y abundancia de semillas, a diferencia de la diversidad,
presentaron una dinamica condicionada por la estacionalidad de la precipitacion,
alcanzando ambas sus picos mas altos en la época seca. Especificamente, se
registré que la abundancia esta relacionada con la precipitacién total mensual del
mes especifico en el que se realizé el muestreo, con la del mes anterior y con la de
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los dos meses previos al muestreo, mientras que la riqueza solo se correlacion6 con
la precipitacion del mes en el que se realizé la recolecta de las semillas y con la del
mes anterior. Con respecto a los rasgos funcionales de las semillas, la forma
ovalada, testa lisa, embriones de gran tamano y de tipo espatulado se registraron
en la mayoria de las semillas. Ademas, se evidencidé que la masa de las semillas
varié a lo largo del tiempo, alcanzando sus valores minimos en la época seca y
maximos en la época de lluvias. Esta respuesta, se puede interpretar como una
estrategia de rapida germinacioén al inicio de la época de lluvias y de tolerancia a las
altas temperaturas de la época seca. Los resultados de este estudio amplian el
conocimiento actual sobre la fenologia del bosque seco tropical, el cual es necesario
para planificar estrategias de conservacion y restauracion de este ecosistema.

Palabras clave: fenologia, regeneracion natural, rasgos funcionales de semillas,
ecologia de semillas.
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Fig. 1. Distribucién y numeracién de las trampas de semillas en cada parcela. La linea negra sélida
representa el perimetro de la parcela, los cuadros grises representan cada trampa (siendo TX el
numero de cada trampa de 1-9) y las flechas punteadas la distancia entre trampas.
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Fig. 2. Comportamiento de la (A) Precipitacion total (mm), (B) la abundancia total de semillas, (C) la
riqueza de especies y (D) el indice Alfa de Fisher a lo largo de los meses de muestreo. Es importante
mencionar que en la figura 2A, la precipitacion del mes de septiembre fue de 0 mm, de acuerdo con
lo reportado en la Estacion Meteorologica “Nilo” del IDEAM. En el caso de C y D, las lineas mas
gruesas representan el valor promedio de riqueza de semillas para cada uno de los meses; las lineas
delgadas representan cada dato, haciéndose mas largas conforme un valor puntual se repite; y la

linea punteada representa el valor promedio de riqueza de cada trampa durante todo el periodo de
tiempo del estudio.
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Fig. 4. Cambios en la masa de las semillas registrados durante los meses de muestreo. Los valores
de masa se transformaron con un logaritmo en base 10 (Logye) para facilitar la visualizacién de las
diferencias entre los meses (comparar con la figura de la esquina inferior derecha). Las lineas mas
gruesas representan el valor promedio de la masa de las semillas para cada uno de los meses; las
lineas delgadas representan cada dato, haciéndose mas largas conforme un valor puntual se repite;
y la linea punteada representa el valor promedio de masa de cada trampa para todo el estudio. Note
diciembre, enero y febrero presentan en promedio mayores valores de masa que septiembre, octubre
y noviembre.
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TABLA 1

Rasgos funcionales regenerativos seleccionados para el estudio y su importancia funcional. 1. Bekker
et al. (1998) 2. Bekker et al. (2003) 3. Finch-Savage y Leubner-Metzger (2006) 4. Daws, Garwood &
Pritchard (2006) 5. Pérez-Harguindeguy et al. (2013) 6. Long et al. (2014) 7. Jiménez-Alfaro et al.

Rasgo Unidades

I. Rasgos morfolégicos externos

Forma Categoérica
Masa mg

Textura testa Categoérica
Apéndices Categodrica

1. Rasgos morfoldgicos internos

Tipo de embrion Categodrica
Proporcion

Categoérica
embridon/endospermo

Ill. Rasgos ecoldgicos

Sindrome de dispersion Categérica

Habito de la especie Categoérica

(2016)

Importancia funcional

Distribucion  vertical en el suelo®®, longevidad®®,
persistencia en el suelo®®

Distribucion vertical en el suelo’, Iongevidadz, distancia de
dispersic’mg, persistencia en el suelo®’, supervivencia
plantulas®, tolerancia a la desecacion®

Capacidad de colonizacién’, modo de dispersion’ e
interacciones con otros organismos7

Potencial de dispersiéns, persistencia en el suelo’
Mecanismos de dormancia®

Mecanismos de dormancia®, persistencia en el suelo’.

Potencial de dispersion®
Produccion fotosintética maxima®, defensa frente a

condiciones ambientales adversas®
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TABLA 2

Resultados de la comparacion de la abundancia y riqueza de semillas entre cada mes (con la prueba
de Dunn). El asterisco (*) indica aquellos valores de o estadisticamente significativos (< 0.05). Con
relacion a la abundancia de semillas, no se registraron diferencias significativas entre los meses de

septiembre, octubre y noviembre; sin embargo, si difieren significativamente de los meses de

diciembre, enero y febrero (Septiembre = Octubre = Noviembre # Diciembre = Enero = Febrero). Con

respecto a la riqueza de semillas, Unicamente se registraron diferencias significativas entre
septiembre y los otros meses y, entre noviembre con relacién a diciembre y enero

Abundancia de semillas

Septiembre Octubre Noviembre Diciembre Enero
Septiembre
Octubre 0.0581
Noviembre 0.2941 0.1517
Diciembre < 0.00001* 0.0096* 0.0002*
Enero < 0.00001* 0.0176* 0.0009* 0.3443
Febrero < 0.00001* 0.0061* 0.0004* 0.4343 0.4070
Riqueza de semillas
Septiembre Octubre Noviembre Diciembre Enero
Septiembre
Octubre 0.00010*
Noviembre 0.0193* 0.1567
Diciembre < 0.00001* 0.1687 0.0246*
Enero < 0.00001* 0.0722 0.0068* 0.3084
Febrero 0.0005* 0.4104 0.1085 0.2318 0.1087
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TABLA 3

Resultados de la correlacion por rangos de Spearman (rs) entre la abundancia y riqueza de semillas y
el indice Alfa de Fisher con la precipitaciéon total mensual (mm) del mes especifico del muestreo y de
uno y dos meses previos al mismo. Las correlaciones significativas (P < 0.05) se encuentran
indicadas con un asterisco (*). Se evidencia que la abundancia de semillas esta relacionada
significativamente con la precipitacién total del mes inmediato, y de uno y dos meses anteriores. Asi
mismo, la riqueza de semillas estuvo relacionada estadisticamente con la precipitacion total del mes
inmediato y el mes anterior. No obstante, el indice Alfa de Fisher no estuvo relacionado

significativamente con ninguna de estas variables

Variable Mes
inmediato

Abundancia -0.3657714*

Riqueza -0.3644508*

Alfa de Fisher -0.1491146

Precipitacién total mensual (mm)

P

<0.00001*
<0.00001*
0.07244

Un mes
antes
-0.2495724*
-0.2030337*
-0.00207398

P

0.001361*
0.009563*
0.9802

Dos meses
antes
-0.2757597*
-0.06015668
0.07682359

P
0.0003826*

0.447
0.3567
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TABLA 4

Resultados del analisis de Chi cuadrado para las frecuencias en rasgos morfolégicos cualitativos. Los
valores indicados con un asterisco (*) corresponden a aquellos estadisticamente significativos (P <

Rasgo

Forma

Textura de la testa
Apéndices
Proporcion
embridon/endospermo
Tipo de embrién
Sindrome de
dispersion

Habito de crecimiento

X
24.49
32.12
27.231
11

15.263
15.176

3.5556

0.05).

wWwNoQ

N O

P
0.00359*
0.00003*
0.000005*
0.01173*

0.01831*
0.0005064*

0.05935
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Matriz de comparacién estadistica de la masa entre cada mes por medio del test de Dunn. Los

TABLA 5

valores indcados con un asterisco (*) corresponden a aquellos estadisticamente significativos (P<

Septiembre
Octubre
Noviembre
Diciembre
Enero
Febrero

Septiembre

0.2263
0.0113*
< 0.00001*
< 0.00001*
< 0.00001*

Octubre

0.1393

< 0.00001*
< 0.00001*
< 0.00001*

0.05)

Noviembre

< 0.00001*
< 0.00001*
< 0.00001*

Diciembre

0.1584
0.0971

Enero

0.0100
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TABLA SUPLEMENTARIA 1

Composicion de especies presentes en la lluvia de semillas y su abundancia a lo largo de la presente
investigacion. Las celdas resaltadas en gris indican que en el mes en cuestion se registrd al menos
una semilla de la especie, mientras que “-“ representa que no se recolectd ninguna semilla. La familia
y la nomenclatura de las especies sigue lo presentado en ThePlantList (http://www.theplantlist.org/)

Familia Morfoespecie Sep Oct Nov Dic Ene Feb
Anacardiaceae Astronium graveolens Jacq. 14 - - - - -
Bignoniaceae = Handroanthus ochraceus (Cham.) Mattos 9 1 1 - - -
Boraginaceae Cordia alliodora (Ruiz & Pav.) Oken 19 18 8 6 228 33
Leguminosae Acacia cf. macrantha Willd. 8 - - - - -
Leguminosae  Bahuinia sp. 8 2 - 13 10 6
Leguminosae @ Machaerium capote Dugand 3 11 52 18 27 16
Leguminosae  Pithecellobium sp. 15 6 7 - 1
Leguminosae  Pterocarpus sp. - 1 5 - - -
Malpighiaceae Banisteriopsis sp. 1 5 2 56 53 6
Malpighiaceae Hiraea sp. 4 - 1 - - -
Myrtaceae Myrcianthes sp. 936 327 1232 110 178 6
Polygonaceae Triplaris americana L. - - 276 50 440 80
Rutaceae Zanthoxylum sp. 40 27 101 5 1 11
Sapindaceae  Sapindus saponaria L. - 463 - - 2 -
Sapindaceae  Serjania sp. 2 5 6 9 30 96
Verbenaceae Petrea volubilis L. 37 4 2 - - 5
Morfo 1 13 3 - 1 - -
Morfo 10 1 1 - - - 1
Morfo 11 4 - - - - -
Morfo 12 3 - - - - -
Morfo 14 13 - - - - -
Morfo 15 4 - - - 2 76
Morfo 16 3 - - - - -
Morfo 18 1 - - - - -
Morfo 20 1311 2304 1307 12 - -
Morfo 21 57 - 5 - - 2
Morfo 22 3 - - - - -
Morfo 23 1 1 - 1 - -
Morfo 24 2 11 26 2 - -
Morfo 25 1 - 1 - - 6
Morfo 26 21 130 40 - - -
Morfo 27 - 1 1 - - -
Morfo 28 - - 1 - - -
Morfo 29 - - 1 - - -
Morfo 30 - - 2 - - -
Morfo 31 - - 1 - - -
Morfo 32 1 - 1 - - -
Morfo 33 - - - 5 - 1
Morfo 34 - - - 1 1 -
Morfo 35 - - - - 1 -
Morfo 36 5 - - - - -
Morfo 38 1 - - - - -
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Morfo 39
Morfo 40
Morfo 41
Morfo 42
Morfo 43
Morfo 44
Morfo 45
Morfo 46
Morfo 5

N = =

[ ]

15

16

16

39



Anexo 1. Guia de Autor de la Revista de Biologia Tropical
https://revistas.ucr.ac.cr/index.php/rbt/about/submissions

Lista de comprobacion para la preparacion de envios

Como parte del proceso de envio, los autores/as estan obligados a comprobar que su envio
cumpla todos los elementos que se muestran a continuacion. Se devolveran a los autores/as
aquellos envios que no cumplan estas directrices.

* Instrucciones generales:
(Jiga la estructura estandar de un articulo cientifico (no mezcle resultados con discusion).

(Aplique el corrector automatico de ortografia al manuscrito y haga revisar el inglés por una
persona capacitada. En la primera pagina anote al pie el total de palabras del manuscrito.

(¥l texto, figuras y cuadros deben incluirse en un solo documento en formato DOCX, DOC
o RTF.

[Aas ilustraciones deben tener calidad profesional.

(Envie el documento a revistas.ucr.ac.cr/index.php/rbt e incluya una carta formal indicando:
a- que el manuscrito es original y todos los coautores estan de acuerdo con su publicacion;
b- la importancia de su estudio para la biologia tropical y conservacion; c- que cumple con
todos los requisitos €ticos; d- que acepta pagar en caso de que haber paginas adicionales; e-
Incluya los nombres, afiliaciones y correos electronicos de tres posibles revisores.

Caracteristicas del manuscrito:

(Es original y trata fundamentalmente de la biologia o conservaciéon de organismos
tropicales.

(Estudio profundo de campo (preferiblemente de mas de un afio de duracion), o un estudio
profundo de laboratorio.

(L ostos de pagina: No hay costos por pagina cuando el documento no excede las diez paginas
impresas. Las paginas adicionales deberan cancelar $50/pagina. Un documento tipico incluye
unas 5 000 palabras, dos figuras y dos cuadros pequefios.

Parte introductoria:

(Kl titulo lleva mayusculas unicamente en los nombres propios, es corto, ¢ incluye entre
paréntesis orden y familia (articulos botdnicos: solo familia).

(da autoridad taxondémica (autor y afo) solo aparecen una vez en el cuerpo del manuscrito,
la primera vez que se menciona (nunca en el titulo). Los géneros de los binomios inicamente
se escriben completos la primera vez que se usan en el Abstract, texto principal, resumen y
palabras claves.

(dLas direcciones para correspondencia son breves pero completas; si hay varias, van
numeradas. Incluya el correo electronico valido de todos los coautores. No incluya nlimeros
de teléfono o fax.

(Kl Abstract (350-450 palabras) y el Resumen deben describir el problema estudiado, tamafio
de muestra, tiempo de muestra, procedimiento, los resultados sobresalientes y lo que
concluyen los autores. Es un solo parrafo.
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(dLas palabras clave: 5-7 palabras en inglés (Key words), separadas, deben ser mas generales
que las palabras del titulo y resumenes.

(ALa introduccion resume el conocimiento actualizado y termina con el objetivo del estudio.
Parte de Materiales y Métodos:

(Presenta unicamente la informacion necesaria para que el trabajo sea repetible. Si la
metodologia ha sido publicada, se explica brevemente y se cita la publicacion original.

(No incluya un mapa de la ubicacion si es un solo lugar de estudio; en su lugar, brinde las
coordenadas geograficas. Se sugiere un mapa cuando los estudios incluyen varios sitios de
muestreo.

(Luando aplique: se han depositado especimenes de referencia en al menos una institucion
(incluya los nimeros de catalogo).

(Luando puedan afectar los resultados, las especificaciones de los equipos deben incluir el
modelo, nimero y compaiiia. De los productos quimicos sélo la compaiia.

(ALas formulas matematicas incluyen una descripcion de cada componente.

(dLas abreviaturas se explican la primera vez que son usadas.

(Wse el sistema international de medidas y sus abreviaturas (www.bipm.fr/en/si) con la
excepcion de que los decimales se indican con punto. Los miles y millones con un espacio,
eg. 12 523 235.15

(L'uando no van seguidos de unidades, los numeros enteros del cero al diez se escriben con
palabra (uno, dos, etc. yno 1, 2 etc.).

Resultados

(Se hicieron las pruebas estadisticas correspondientes y aparecen citadas tinicamente junto
a cada resultado, en paréntesis. Ejemplo: Altura y velocidad se correlacionan (Spearman,
p<0.05).

Figuras y cuadros

(e han evitado las figuras aisladas, agrupando fotografias y dibujos/graficos relacionados.
(Ver Guia de Figuras en nuestro sitio web. La simbologia y la escala aparecen en la figura
(nunca en el pie). Los rotulados se encuentran al menos a Smm del borde de la imagen.
Roétulos: Helvetica 10 puntos.

(e han evitado los cuadros muy extensos o muy pequefios (un buen tamafio es una pagina)
y en ellos no se han usado lineas verticales u horizontales. Toda la simbologia aparece al pie.
No se usa negrita dentro del cuadro, ni palabras escritas totalmente en mayuscula.

Discusion

(dEsta seccion compara sus resultados y solo sus resultados con otros datos publicados
previamente. No incluya ni cuadros ni figuras aqui.

Agradecimientos

ASe incluye por nombre solo quienes dieron una ayuda importante, y no aparecen titulos
como Lic., Dr., Sr., Prof., Srta., etc, solo nombres.

Resumen y palabras clave

(El Resumen en espaiol inicia con el titulo del trabajo en espanol. El Resumen tiene la misma
informacion y secciones que el Abstract.
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[dLas palabras clave son las mismas que en inglés.

Referencias

(Presente la lista de referencias en formato APA 6ta Edicion. Le recomendamos programas
gratuitos: zotero.org, mendeley.com. Solo los trabajos citados aparecen en la seccion
Referencias y viceversa. En Referencias no aparecen trabajos que atin no han sido aceptados
para publicacioén; mencionelos tinicamente en el texto y como en este ejemplo (J. Pérez, en

prep.).
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MUESTRA DE FORMATO

Por favor siga el formato de este ejemplo de documento en espafiol cuando prepare su borrador.
Los aspectos importantes aparecen en las cajas amarillas, pero ud. también puede revisar las
normas en la guia de autores de nuestra pagina.

Morfologia y citoquimica de cultivos celulares de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) y
susceptibilidad a Leishmania panamensis (Kinetoplastida: Trypanosomatidae)

El titulo va en negrita, con la excepcion de los nombres /
cientificos. Para estudios de plantas se coloca la Familia y

para los de animales (Orden: Familia).

Los nombres de los autores se escriben completos, y los
apellidos van al final del nombre en todos los casos. Las
direcciones son numeradas. Incluya el correo electronico de
todos los coautores. No incluya teléfonos ni faxes.

yd
“

Alfonso Arturo Miranda H.!, Ladys Sarmiento', Maria Leonor Caldas M.!, Cristina Zapata2 &
Felio Jests Bello G.*

1. Grupo de Microscopia y Analisis de Imégenes, Instituto Nacional de Salud, Av. Calle 26 N°
51-60 Bogota, Colombia; amiranda@gmail.com

2. Laboratorio de Entomologia, Biologia Celular y Genética, Departamento de Ciencias Béasicas
Universidad de La Salle, Bogota, Colombia; angzapl@yahoo.com.mx

3. Instituto de Ciencias Basicas, Facultad de Medicina, Universidad del Rosario, Bogota,
Colombia; fbello@urosario.edu.co, Isarmiento(@ins.gov.co

[T}

Las direcciones terminan con un “;” que es inmediatamente seguido por la
direccion de correo electronico de todos los autores separados por comas (no
incluya las palabras “correo electronico” o “e-mail”).
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“Abstract” se escribe en negrita, seguido por el titulo en inglés, un parrafo
introductorio, objetivo, resumen de los métodos, resultados y las

/ conclusiones principales; todo en un mismo parrafo de 300-500 palabras.

Abstract: Morphology and cytochemistry of Aedes aegyptis cell culture (Diptera:
Culicidae) and  susceptibility to  Leishmania  panamensis  (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae). The first cell line of Aedes aegypti was developed by Grace in 1966; later
on, other cellular lines of this species were generated and since then they have been used for the
study of pathogenic organisms like viruses, bacteria and parasites, showing their importance in
biomedical applications. The present work describes, for the first time, some cytochemical
characteristics of 4. aegypti’s cell culture, infected with the (MHOM/CO/87CL412) strain of
Leishmania panamensis. A morphological study of the culture’s cells was also made. The
maintenance of the cell culture, parasites and the infection in vitro were carried out in the
Laboratory of Entomology, Cellular and Genetic Biology of the Universidad de La Salle. The
cell cultures infected with the parasite were maintained in a medium Grace/L15 mixture,
supplemented with a 10 % fetal bovine serum (FBS) pH 6.8 and a temperature of 26 °C, during
three, six and nine post-infection days. Later on, these cell cultures were processed using High
Resolution Light Microscopy (HRLM) and Transmission Electron Microscopy (TEM)
according to protocols standardized by the Group of Microscopy and Image Analyses of the
Instituto Nacional de Salud. Semi-fine slices of 1um colored with toluidine blue were used for
the morphological analysis of the culture and ultra fine cuts of 60 to 90 nm stained with uranyl
acetate and lead citrate for the ultrastructural study. In addition, a PAS and peroxidase staining
was carried out in cells fixed with methanol. The morphometric study was made with software
ImageJ (NIH). In the semi-fine slices, small cells were observed with fibroblastic appearance
with 10.84 = 2.54 um of length and 5.31 £ 1.26 um of wide; other cells presented epithelial
appearance with great peripheral nucleus, voluminous and vacuolated cytoplasm, with 23.04 +
4.00 pm of 3.70 length and 13.96 £ 3.70 um of wide. These last ones predominated over those
of fibroblastic appearance. The 7.08 % of the cells presented abundant PAS positive
cytoplasmatic grains indicating presence of polysaccharides. The test of peroxidase gave a
negative result. The greatest percentage of infection (18.90 %) of a total of 101 cells, appeared
day 6. Some cells analyzed by TEM presented a cytoplasm with a vacuolated aspect; some
contained parasites, other fibrillar material and others were empty. The results indicate that the
A. aegypti’s cell culture can support the internalization and transformation of the parasite,
demonstrating the capability that these cell cultures have to be infected by L. panamensis and to
maintain the infection for one week approximately.

Key words: periodic acid-Schiff, cell cultures, Aedes aegypti, Leishmania panamensis,
transmissiQn electron microscopy.

N
Incluva 5-7 kev words en minuscula v separadas nor coma.

Numero total de palabras: 5 361.

N

Se incluye el nimero total de palabras del documento al final de la primera
pagina. Articulos mas de 5 000 palabras deben pagar una tarifa.
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Desde comienzos del siglo XX los entomologos han tratado de mantener in vitro células
de insecto como una herramienta en diferentes campos de estudio (Lynn, 2002). Pero solo hasta
1962 Grace obtuvo la primera linea celular de insecto correspondiente a la polilla Antheraea
eucalypti. Actualmente, existen mas de 500 lineas celulares establecidas a partir de diversos
tejidos de insectos, siendo mayor el nimero de éstas en dipteros y lepidopteros (Lynn, 2001).

La primera linea celular de Aedes aegypti fue establecida por Grace en 1966;
posteriormente, se generaron otras lineas celulares de esta misma especie (Bhat & Singh , 1969;
Varma & Pudney, 1969). Desde entonces, diferentes cultivos celulares de mosquitos se han
utilizado como sustratos para el aislamiento e identificaciéon de arbovirus. Sin embargo, existe
en la actualidad una amplia gama de aplicaciones biotecnologicas (Singh, 1972; Sudeep et al.,
2005), asi como también biomédicas, principalmente en investigaciones con algunas bacterias y
parasitos (Syafruddin et al., 1992; Dobson et al., 2002). En esta ultima linea de accion, es
importante resaltar el estudio realizado por Fampa et al. (2003), en el cual se muestra la
interaccion de ciertas especies de tripanosomatidos monoxenos con lineas celulares de A.
albopictus, Anopheles gambiae y Lutzomyia longipalpis. De igual manera, se han realizado
infecciones con Trypanosoma brucei en cultivos celulares del mosquito 4. gambiae, en donde
al parecer, no se disminuye la infectividad del parésito al utilizar estas células como sustrato
(Kaminsky et al., 1987).

Citas entre paréntesis, estrictamente en orden cronologico y separadas por punto y
coma. Se usa coma entre apellidos y afios. Mas de dos autores se cita la primera
vez con todos los apellidos y en las menciones siguientes se utiliza et al. Si son
mas de seis autores se utiliza et al. desde la primera mencion. Cite autores con
varias publicaciones por afio como (Sarmiento et al., 2006 a, b)

Con lo descrito en los anteriores antecedentes, se pretéude resaltar la

importancia que tienen los cultivos celulares de mosquitos, en el thantenimiento y estudio del
ciclo biologico de tripanosomatidos, importantes en salud publica. EXisten algunos trabajos en
donde se reporta la infeccion de Leishmania en diferentes lineas celylares de macrofagos y
células dendriticas (Berens & Marr, 1979; Zuluaga & Robledo, 2004; Sarmiento et al., 2006 a,
b), pero son pocas las investigaciones relacionadas con la interacciéon y maduracion del parasito
en cultivos celulares de insectos. Recientemente, se ha podido demostrar que los cultivos
celulares de L. longipalpis y L. spinicrassa son susceptibles a la infeccion con L. chagasi y L.
braziliensis respectivamente (Miranda et al., 2005; Bello, Garcia & Rojas, 2005; Zapata et al.,
2005).

En el presente trabajo se describe, por primera vez, algunas caracteristicas citoquimicas
de los cultivos celulares de A. aegypti, infectados con L. panamensis; también se realizdé un
estudio morfolégico de las células en cultivos y se reporta el porcentaje de infecciéon de L.
panamensis en estos sustratos celulares.
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MATERIALES Y METODOS

Si su trabajo incluye coordenadas geograficas se escriben exactamente de la siguiente
forma abreviada: 10°44'13" - 11°00'37" N y 85°34'48" - 85°58'51" W; note que “oeste”
se abrevia con W, no con O, por normativa internacional.

Los subtitulos de las secciones se escriben en negrita
con dos puntos, seguidos por un espacio y el texto se
in\icia en mayuscula.

\Cultivos celulares e infeccién: El mantenimiento de los cultivos celulares, parasitos y
la infeccion in vitro, fueron realizados en el Laboratorio de Entomologia, Biologia Celular y
Genética de la Universidad de La Salle. Los cultivos celulares de 4. aegypti fueron sembrados
en seis placas de petri de 35 x 10 mm ¢ infectados con la cepa (MHOM/CO/87CL412) de L.
panamensis, suministrada por el laboratorio de parasitologia del Instituto Nacional de Salud
(INS). Los cultivos celulares, infectados con el parasito, fueron mantenidos en una mezcla de
medios Grace/L15 suplementados con Suero Fetal Bovino (SFB) al 10 %, a un pH 6.8 y una
temperatura de 26 °C. En los dias tres, seis y nueve post-infeccion se retiraron dos placas de
petri, se lavaron con solucion salina y se les realizd el proceso de fijacidn De igual forma, se
mantuvieron cultivos celulares del mosquito s| Se usa espacio para los miles y se dejaun |8 S€
en sitios ubicados entrel 500 - 2 000 m. «—| espacio entre los nimeros y las unidades:
1 500-2 000 m.

Procesamiento de muestras para microscopia electrénica: Se recibieron cultivos celulares
con y sin infeccion. Las muestras fueron procesadas segin protocolos estandarizados en el
Grupo de Microscopia y Analisis de Imagenes del Instituto Nacional de Salud de la siguiente
forma: se fijaron con Glutaraldehido al 3 % en buffer fosfato 0.1 M pH 7.2, luego, fueron

lavadas tres veces con buffer fosfato 0.1 M pH 7.2. Postenorletivos se le realizo
una post-fijacion con Tetroxido de Osmio avados con el mismo buffer
Se utiliza punto

para decimales.

shidratacion con etanol al 50, 70,
La infiltracion fue realizada con

fosfato mencionado anteriormente. Se rea
80, 95 % y finalmente dos cambios de

cambios en mezclas de alcohol y resina epoxica Epon-Araldita en proporciones de 2:1 durante
una hora, 1:1 durante una hora y dos cambios de resina pura durante 24 horas. Para la inclusion
de las muestras se utilizd la mezcla de resina Epon-Araldita y se polimerizé a 68 °C por 48
horas.

Los datos de temperatura se presentan de esta
forma: 68 °C (con espacio luego del nuimero),
siguiendo el Sistema Métrico Decimal.

Posterior al procesamiento de las muestras, se obtuvieron cortes semifinos de 1 pm los
cuales, fueron coloreados con azul de toluidina para su estudio morfolégico. La observacion de
las muestras fueron realizadas en un microscopio de luz Zeiss Axiophot.
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Finalmente, se realizaron cortes ultrafinos de 60 a 90 nm, coloreados con acetato de
uranilo y citrato de plomo. Para el estudio ultraestructural, se utiliz6 un microscopio electronico
de transmision Zeiss EM 109.

Para cifras numéricas, del uno al diez escriba las palabras (excepto

st llevan unidades).

Morfometria celular: La captura de imagenes de las células en los dias tres, seis y
nueve post-infeccion y de las células no infectadas, se realizé6 por medio de una
camara Sony Hyper HAD CCD-IRIS/RGB adaptada a un microscopio de luz Zeiss

Axiophot.Las
MAag |y os analisis estadisticos se incluyen al final de la seccion, sin ninglin ;;Yvazlr()eogle
acees| titulo especifico. ’ )-
Se re s de largo
y ancho de las células derivadas de los cultivos de 4. aegypti, siy infeccion.

Los datos fueron analizados en el software Statistix 1.0 para Windows. Se les aplico la
prueba de Anova de una via y el test de Tukey. Los resultados de la morfologia celular,
porcentaje de células con granulos PAS positivo y porcentaje de células con vacuolas PAS
positivo, fueron analizados en Microsoft Excel 2002, en donde se obtuvo promedio, desviacion
estandar y error estandar.

RESULTADOS
N

Los titulos de seccion van centrados y en mayuscula y sin negrita
(MATERIALES Y METODOS, RESULTADOS, DISCUSION, etc.). La
introduccion no lleva titulo.

Morfologia: En los cultivos celulares correspondientes a células no infectadas, se observaron
dos grupos de células morfologicamente diferentes: uno constituido por células de apariencia
fibroblastoide de dimension promedio (Media = 10.84, DE = 2.54, N = 50) de largo, y (Media =
5.31, DE = 1.26 pm) de ancho, cuyo citoplxsma presentaba algunas vacuolas, como se observa en
la figura 1. El otro grupo estuvo conformgdo por células de apariencia epitelioide, de unas
dimensiones entre 23.04; 4.00 um de largo y 18.96; 3.70 um de ancho, con un nucleo prominente
y citoplasma ocupado por numerosas vacuolas (Kig. 1). Estas ultimas predominaron sobre las de
apariencia fibroblastoide.

Referencias estadisticas tales como ES, DE, N Van\en mayuscula (Media = 10.84, DE
=2.54, N =50).

No hay espacios en las formulas matematicas, van espacios después o antes de los
simbolos igual, mayor, menor ( =, <,>); r* y P se escribe en maytscula (P < 0.001).

El Cuadro 1 nos muestra el promedio del tamafio celular (longitud y amplitud) de las
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dos morfologias celulares encontradas.

Citoquimica: Con relacion a la reaccion de PAS, se evidencio un 7.08 % de células con granulos
PAS positivo infectadas con L. panamensis (Cuadro 2). La figura 2A muestra una célula de
A. aegypti, con granulos color magenta en su citoplasma, caracteristico de la coloracion de PAS
positivo, evidenciando posiblemente la presencia de carbohidratos, principalmente glucégeno
y mucinas. Ademas, se observd un 50.93 % de células infectadas con vacuolas que contenian un
material que fue positivo a la coloracion de PAS, en un ambito de reaccion de débil a fuerte
(Fig. 2B). La técnica de la DAB fue negativa para la deteccion de peroxidasas.

En el Cuadro 2 se observa el porcentaje de cé€lulas con granulos PAS positivo, asi, como
el porcentaje de células con vacuolas que contenian un material que fue positivo a la coloracion
de PAS, infectadas con el parasito.

Infeccion celular: La observacion de los cultivos celulares de A. aegypti infectados con
L. panamensis, evidencid la presencia de formas amastigotas al interior de vacuolas
parasitoforas durante los dias tercero, sexto y noveno post-infeccion (Fig. 3). En la figura 4 se
observo que en el dia seis (18.90 %), se presentd el mayor porcentaj¢ de infecciof con relacion
a los dias tres (14.06 %) y nueve (15.59 %), pero no se encontrafon diferencigs significativas
segun la prueba de Anova (Tukey, P =0.5).

La palabra figura se abrevia “Fig.” pero dentro del texto va completa y en minuscula.
Cuadros y figuras: van en orden ascendente por numero y letra, cuando corresponda. Para
citar varias figuras: Fig. 1A, Fig. 2 y Fig. 3, no importa si la palabra Fig. se repite varias
veces (pues seran vinculos en la version electronica).

En el cuadro 3 se observan los datos obtenidos del proceso de infeccion de la linea
celular de A. aegypti con L. panamensis. So6lo el porcentaje de promastigotes por células
presentd diferencias significativas (Tukey, P < 0.05) en el tercer dia con relacion a los dias
sexto y noveno segun la prueba de Anova.

Los resultados estadisticos se presentan brevemente entre paréntesis, con el
nombre y valores de P separados por comas (grados de libertad son
opcionales).

Microscopia electronica de transmision: Ultraestructuralmente se identificod en las
células del cultivo, con y sin infeccion, la presencia de organelos caracteristicos tales como:
nucleo, mitocondrias, vacuolas y lisosomas. Las células de cultivos celulares sin infectar,
presentaron un nucleo voluminoso, con poca cromatina condensada que ocupaba la mitad del
citoplasma, el cual tenia un aspecto de panal; ademas se observo la presencia de vacuolas con y
sin material fibrilar (Fig. SA). En las células infectadas, que fueron estimadas con la formula b
= NbNAt, d = NdNAt, en donde Nb y por Nd es el numero de nacimientos y muertes
respectivamente, se evidencid la presencia de formas promastigotas en el interior del
Las férmulas matematicas deben venir en el mismo y sin material fibrilar. EI nucleo se
observaciones éste se identifico muy
ructural y de citoquimica, se puede

con contenido enzimatico asociado

programa de Word y sus componentes se
describen en el texto. No use espacios en las formulas
matematicas
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DISCUSION

/

No hay subtitulos; esta seccion debe coincidir con los resultados Celulares derivados del

mosquito A. aegypti se debe, posiblemente, a los diversos tipos de tejidos disponibles, a partir
de huevos embrionados utilizados durante la formacién de los cultivos primarios (Charpentier
et al., 1995; Rey et al., 2000). Sin embargo, predominaron las formas de apariencia epitelioides,
como lo registro Ardila et al. (2005), diferente a lo observado en las lineas celulares Mos. 20 y
29, derivadas de tejidos larvarios de A. aegypti que presentaron una morfologia en su mayoria
fibroblastoide (Varma & Pudney, 1969; Ardila et al., 2005).

Es importante resaltar que A. aegypti no es vector de Leishmania, pero si de otras
infecciones que afectan a los animales y al hombre; entre estas tenemos: dengue, fiebre amarilla
y filariasis (Brito et al., 1999; Harrington et al., 2005). No obstante, lineas celulares derivadas
de mosquitos han sido utilizadas como posibles modelos in vitro para el establecimiento y
aislamiento de algunos patéogenos, que no estan necesariamente relacionados con sus
hospederos naturales. Son ilustrativos al respecto, los ejemplos siguientes: en 1973 Mazzola et
al. (1976, 1979), realizaron la infeccion de células de A. albopictus con Anaplasma marginale,
en donde se observaron eritrocitos infectados con el parasito, fagocitados por las células de A.
albopictus, asi como formas libres del parasito, en el citoplasma de éstas. En el 2006 Horta et
al., reportaron el aislamiento y establecimiento de Rickettsia felis en la linea celular C6/36 de A.
albopictus. Estudios realizados por Dedet y Gaudin (1977), reportan la capacidad de
internalizacion y transformacion del parédsito L. donovani en cultivos celulares derivados del
mosquito 4. albopictus, logrando asi su infeccion.

En el presente trabajo se demostr6 que las formas promastigotas de L. panamensis
tienen la capacidad de transformarse en amastigotes en células derivadas de tejidos
embrionarios del mosquito 4. aegypti; lo anterior, fue también observado con las especies L.
chagasi y L. braziliensis en la misma linea celular de mosquito (Muifioz et al., 2005). La
adhesion e internalizacion del parasito en estos cultivos celulares, son debidos probablemente, a
la posible actividad endocitica o fagocitica de algunas células del mismo cultivo. Lo cual
coincide con los hallazgos registrados en células de origen embrionario de Drosophila, que
permitieron detectar ciertos receptores parecidos al de los macrofagos en mamiferos que actuan
en la fagocitosis (Echalier, 1997).
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“RESUMEN” va en mayuscula, y tiene
la misma estructura y contenido que el

abstract.
\

\

RESUMEN

La primera linea celular de Aedes aegypti fue establecida por Grace en 1966 y desde entonces
se han utilizado para el estudio de virus, bacterias y parasitos. En el presente trabajo se
describen, por primera vez, algunas caracteristicas citoquimicas de los cultivos celulares de A.
aegypti, infectados con la cepa (MHOM/CO/87CL412) de Leishmania panamensis. También se
realizd un estudio morfologico de las células del cultivo. Se observaron 30 células pequefias
con apariencia fibrolastoide de 10.84 + 2.54 y 531 + 1.26 um de largo de largo y ancho,
respectivamte; otras 30 presentaron apariencia epitelioide con 23.04 + 4.00 pm y 13.96 + 3.70
um de largo y ancho; éstas ultimas predominaron sobre las de apariencia fibroblastoide. De 113
células, un 7.08 %, presentaron abundantes granulos citoplasmaticos positivos con la coloracion
de PAS, indicando presencia de polisacaridos. La prueba de peroxidasa dio un resultado negativo.
El mayor porcentaje de infeccion (18.90 %), de un total de 101 células, se presentd el sexto dia.
Ultraestructuralmente, las células presentaron un citoplasma con aspecto vacuolado; algunas
contenian parasitos, otras material fibrilar y otras estaban vacias. Los resultados indican que los
cultivos celulares de 4. aegypti pueden ser infectados por L. panamensis y mantener dicho
proceso por aproximadamente una semana.

Las “palabras clave” se ubican tras el Resumen; se
escriben en espafiol, en minascula y con negrita,
separadas por coma.

Palabras clave: 4acido periddico Schiff, cultivos celulares, Aedes aegypti, Leishmania
panamensis, microscopia electronica de transmision.
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tesis, libros, sitios web oficiales y congresos se tolera, pero no se recomienda citarlos
porque no tienen el control de calidad de las revistas arbitradas por pares. En cuanto a
publicaciones que estan impresas y en linea, es mejor solo poner la impresa. EI DOI se
utiliza solo cuando las revistas son exclusivamente electronicas.
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2 - .
Las rotulaciones se incluyen dentro de la figura, con

letras mayusculas y en negrita (No sobreponer textos a la
figura ya colocadada en el documento word).

Fig. 1. A. Célula con apariencia fibroblastoide en un cultivo celular de 4. aegypti. B. Célula
con apariencia epitelioide en un cultivo celular de A. aegypti. Tinciéon con Azul de toluidina

(bar: 10pum).
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Fig. 2. (A) Célula de cultivo celular de 4. aegypti| con granulos PAS positivo, infectada con L.
panamensis (flecha). (B) Célula de cultivo celuldr de 4. aegypti, con vacuola PAS positivo,
infectada con L. panamensis (flecha) (bar: 10 um).

Las fotografias se pueden insertar al final del documento Word o si son muy grandes pueden
enviarse en archivos separados; en ambos casos deben estar en formato JPG, ai, psd o TIFF, a
una resolucion minima de 300 dpi (alta resolucion que se confirma ampliando la figura a
pantalla completa y que aun asi se vea nitida, no pixelada). Las figuras normales se reduciran a
un ancho de 6-12 cm por lo que las rotulaciones deben ser faciles de leer, incluso después de
esta reduccion. Los graficos deben presentarse en blanco y negro y/o con tonos de grises.
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Fig. 3. Células de 4. aegypti con dos amastigotes de L. panamensis, dia 3 post-infeccion

(flecha) (bar: 10 pm). Los gréficos van preferiblemente en blanco y
negro. Hay una guia gratuita de graficos y
figuras disponible en el sitio web de la revista.
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Fig. 4. Porcentaje de infeccion de células de A. aegypti infectadas con L. panamensis, los dias
tres, seis y nueve post-infeccion.



Fig. 5. Células del cultivo celular de 4. aegypti. A. Células sin infectar, presentando vacuolas
vacias (V) y con material fibrilar (flecha blanca). B. Célula infectada con promastigotes (P) de

L. panamensis, dia 3 post-infeccion. Nucleo celular (N). Lisosomas (flecha negra) (bar: 6um).

\

Los pies de figura también son breves. En caso de tener varias partes,
estas van senaladas en negrita y mayuscula, e.g. “A.”

La palabra “CUADRO” va sin negrita y en mayusculas. Los titulos
de los cuadros son breves y s6lo los nombres cientificos van en
cursiva.

CUADRO 1

Promedio del tamano celular en cultivos celulares
de A. aegypti
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Células Parametros
Largo

Apariencia

fibroblastoide
Ancho
Largo

Apariencia epitelioide
Ancho

Promedio

N ()’

E.E*

30 10.84 +2.54 +0.46
30 5.31+1.26 +0.23
30 23.04 +4.00 +0.73

30 13.96 £ 3.70 +0.67

*N = Tamafno de poblacion, Promedio + desviacion estandar, E.E. = Error estandar.

Las explicaciones y los simbolos utilizados en los
cuadros aparecen en la parte inferior de los mismos.
Se usa negrita solo para aclaracion.

En los cuadros no se usa negritas o
mayusculas.

Las cifras usan espacios para miles
y punto para decimales.
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Anexo 2. Marco Tedrico

A continuacion, se presentan los conceptos en los cuales se enmarca la presente
investigacion. Estos se encuentran integrados en la figura Anexa 1.

Regeneracion natural y fenologia

La regeneracion natural es definida por Grubb (1977) como el proceso en el que los
organismos vegetales maduros son reemplazados por otros nuevos. Su importancia se ve
reflejada en diferentes procesos ecoldgicos como la coexistencia de especies en una misma
comunidad vegetal (Norden, 2014) y en el mantenimiento de la diversidad bioldgica (Muller-
Landau, Wright, Calder6n, Hubbell, & Foster, 2002).

Garwood (1989) reconoce seis mecanismos que permiten que ocurra la regeneracion natural:
la lluvia de semillas, los bancos de semillas, los bancos de plantulas, la regeneracioén
avanzada, el rebrote y el crecimiento interno del dosel. La lluvia de semillas — el mecanismo
de la regeneracion natural abordado en la presente investigacion - corresponde al flujo
reciente de semillas proveniente de los individuos reproductivos en una comunidad vegetal
(Garwood, 1989). Este término no debe confundirse con el concepto de “dispersion”, ya que
este aborda tnicamente el desplazamiento de las semillas, de una especie o individuo en
particular, lejos de sus parentales, mas no de toda la comunidad vegetal (Nathan & Muller-
Landau, 2000). A su vez, debe diferenciarse de la “sombra de semillas”, la cual hace
referencia a la distribucidon espacial de las semillas dispersadas por un tnico individuo
(Nathan & Muller-Landau, 2000).

Considerando que la regeneracion natural de los ecosistemas es un proceso limitado por la
disponibilidad de semillas (Holl, Loik, Lin, & Samuels, 2000; Wijdeven & Kuzee, 2000;
Zimmerman, Pascare, & Mitchell Aide, 2000) y que esta es el resultado de la presencia,
ganancia y pérdida de semillas viables (Gonzalez-Rivas et al. 2009), la lluvia de semillas es
el proceso que promueve la ganancia de las mismas. Sin embargo, es importante resaltar que
la lluvia de semillas, también tiene un rol clave en la presencia de semillas en un ecosistema.
Esto se debe a que éstas ingresan al ecosistema por medio de la lluvia de semillas y pueden
persistir en el suelo en forma de bancos de semillas; posteriormente germinaran y una vez se

establezcan las plantulas, se generaran nuevos individuos adultos en la comunidad vegetal
(Nathan & Muller-Landau, 2000).

Sin embargo, la lluvia de semillas es un proceso que no permanece inalterable en el tiempo,
sino que es controlado por distintos factores biofisicos y responde acorde a la variacion de
los mismos (Gurevitch, Scheiner, & Fox, 2006). Precisamente, la disciplina que estudia la
temporalidad de las actividades vegetativas (por ejemplo, la formacion y pérdida de las
hojas), y las reproductivas (la aparicion de botones florales, apertura de las flores,
fructificacion y germinacion de las semillas) y, su relacion con las variables ambientales es
conocida como “fenologia” (Gurevitch et al., 2006; L.P.C. Morellato et al., 2013). Para
explicar la temporalidad de los eventos fenoldgicos - incluyendo la lluvia de semillas — se
han empleado las variables del clima y del suelo, siendo las primeras las més exploradas y
estudiadas (L.P.C. Morellato et al., 2013) y las segundas reconocidas recientemente como
importantes para tener una mejor comprension de los procesos fenologicos (ver Borchert
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1994; Gonzalez & Parrado-Roselli 2010; Cardoso et al. 2012; Le Stradic et al. 2018). No
obstante, es necesario sefalar que los estudios fenoldgicos deben llevarse a cabo durante
varios afos y que, un solo periodo de tiempo no es suficiente para entender la fenologia de
las especies arboreas (Ochoa-Gaona et al., 2008). El presente trabajo de grado corresponde
unicamente al primer periodo de tiempo de una investigacion a largo plazo.

Ecologia funcional de la regeneracion

Desde mediados de la década del 2000, existe un creciente interés en comprender la dindmica
y el funcionamiento de los ecosistemas, razén por la cual, la ecologia de comunidades ha
experimentado una transicion desde una ecologia basada en el estudio de las especies que
comparten un mismo habitat, hacia una fundamentada en rasgos funcionales (Kattge et al.,
2011). La ventaja de esta ultima, radica en que, los rasgos funcionales — “‘cualquier
caracteristica morfologica, fisiologica o fenologica medible a nivel individual, desde la
célula a todo el organismo, sin referencia al ambiente o cualquier otro nivel de
organizacion” (Violle et al., 2007) — son un modelo mecanistico para estudiar tanto la
respuesta de las comunidades frente a los cambios ambientales, como el impacto de estos
cambios en los procesos del ecosistema (Suding et al., 2008). Ademas, los rasgos funcionales
permiten establecer comparaciones directas entre diferentes sistemas, sin importar cuan
disimiles sean (Violle et al., 2007).

Tipicamente, los rasgos funcionales han sido implementados para entender distintas
caracteristicas de las comunidades y los ecosistemas. Algunos ejemplos son: el estudio de la
resistencia de las comunidades a diferentes perturbaciones, la vulnerabilidad de las especies
al cambio climatico, el grado de invasividad de los ecosistemas, entre otras aplicaciones
(Gonzélez et al., 2016). Por supuesto, el estudio de la regeneracion natural no es la excepcion,
ya que el uso de rasgos funcionales ha permitido tener una mejor comprension del desempeno
de las especies en el proceso de la regeneracion y establecer comparaciones entre diferentes
sistemas (Larson & Funk, 2016). Sin embargo, Larson y Funk (2016) sefialan que los rasgos
funcionales que han sido el eje central del estudio de la regeneracion han sido principalmente
los vegetativos y no los reproductivos. Segun estas autoras se presenta una contradiccion, ya
que estos ultimos son los que dirigen el proceso de la regeneracion natural. El inico rasgo
regenerativo que se incluye con frecuencia es la masa de las semillas que, si bien estd
relacionada con varios aspectos del crecimiento y las estrategias reproductivas de las plantas,
tiene un poder explicativo limitado (Larson & Funk, 2016).

En este contexto, surge la necesidad de estudiar la regeneracion natural desde los rasgos
funcionales regenerativos, en particular, aquellas caracteristicas que tienen implicaciones
demostradas en los procesos de regeneracion como por ejemplo, el grado de reproduccion
clonal, la produccion de semillas, la dispersion, la germinacion y la transicion semilla-
plantula (Larson & Funk, 2016). En el caso puntual de los rasgos de las semillas, se ha
evidenciado que no estan correlacionados con los rasgos foliares o con los de toda la planta
(Pierce, Bottinelli, Bassani, Ceriani, & Cerabolini, 2014), por lo que su inclusion en el
analisis funcional de las comunidades vegetales es altamente significativo (Laughlin, 2014).
Incluso, recientemente se ha sugerido que los rasgos de las semillas pueden ser de gran
utilidad para los estudios del ensamblaje de comunidades vegetales, la ecologia de la
restauracion y el cambio climatico (Jiménez-Alfaro et al., 2016). Jiménez-Alfaro et al. (2016)
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reconocen 32 rasgos funcionales comprendidos en tres grandes categorias: 1) morfoldgicos
(como la masa, la forma y el tamafio de las semillas); ii) biofisicos (como el contenido de
agua, la tolerancia a la desecacion y el contenido de aceites); y ii1) germinativos (como el
porcentaje, tasa y sincronia de germinacion).

El bosque seco tropical: generalidades y estado de conservacion en Colombia

El bosque seco tropical es una de las zonas de vida identificadas por Holdridge (1967), que
se caracteriza por presentar comunidades arboreas en climas con temperaturas medias
anuales superiores a los 17 °C y precipitacion que varia entre 250 y 2000 mm anuales, con
una estacionalidad marcada de 2 a 6 meses al afo, en la cual la evapotranspiracion supera a
la precipitacion (Dirzo et al., 2011; Olivares & Medina, 1992). De acuerdo a Gerhardt &
Hytteborn (1992), este ecosistema estd presente en Centroamérica, Sudamérica, Africa,
India, Australia y el Sudeste Asiatico. En particular, los bosques secos neotropicales — los
bosques secos del continente americano - pueden encontrarse desde el noroccidente de
México hasta el norte de Argentina y el suroeste de Brasil (Linares-Palomino, Oliveira-Filho,
& Pennington, 2011). En Colombia, estos bosques se encuentran en la region Caribe, los
valles interandinos de los rios Cauca y Magdalena, y los afloramientos rocosos de la
Orinoquia (Linares-Palomino et al., 2011).

La estacionalidad climatica previamente mencionada es una de las caracteristicas mas
distintivas de este ecosistema, ya que esta impone el conjunto de presiones que han moldeado
diferentes adaptaciones de la biota (ver Dirzo ef al. 2011 para revisiones sobre los distintos
grupos bioldgicos). En el caso de la flora del bosque seco, la estacionalidad ha promovido:
1) la aparicion de especies caducifolias para prevenir la muerte por deshidratacion durante la
época de sequia; 11) la modificacion de hojas en espinas para reducir la pérdida de agua por
deshidratacién; ii1) el desarrollo de tallos fotosintéticos en especies caducifolias como
alternativa fisiologica durante la estacion seca; iv) el despliegue de estructuras suculentas
para el almacenamiento de agua; y v) el tipo de fotosintesis mediante la ruta CAM en algunas
especies (Pizano ef al. 2014).

Originalmente este ecosistema era el segundo con mayor extension en la region tropical
(Murphy & Lugo, 1995). Sin embargo, debido a que los bosques secos tropicales estan
localizados en areas Optimas para el desarrollo de la agricultura (Fajardo et al., 2005) y
grandes proyectos turisticos (G. Arturo Sanchez-Azofeifa & Portillo-Quintero, 2011), su
degradacion y transformacion se ha venido acrecentando con el paso del tiempo al punto de
reducir su extension drasticamente, razon por la cual actualmente es uno de los ecosistemas
mas amenazados (Portillo-Quintero & Sanchez-Azofeifa, 2010). En el caso colombiano,
Etter et al. (2008) estimaron que la extension total del bosque seco era de 8°882.854 ha.
Actualmente, este ecosistema no posee mas de 720 mil hectareas (8% del ecosistema original,
Garcia et al. 2014). Esta reduccion se debe a dos factores: 1) su ubicacion en las tierras bajas
de la region Caribe y los valles interandinos, lo que coincide historicamente con las areas
seleccionadas para la expansion de la frontera agricola; y i1) su configuracion actual en
parches cada vez mas pequeios y aislados, lo que ha reducido sus posibilidades de
conservacion a modo de areas protegidas (Garcia et al., 2014).
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II Mecanismos de la regeneracion natural sensu Garwood (1989) )
[

|

\
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Fig. Anexa 1. Representacion de relaciones entre conceptos claves de la presente investigacion. Las cuadrados con relleno (verde para la lluvia de semillas y gris para los otros)
simbolizan conceptos o - en el caso de aquellos dentro del recuadro punteado - mecanismos de la regeneracion natural, los dvalos anaranjados etapas del ciclo de vida de las plantas,
las cajas sin relleno las mediciones que se tomaron en la investigacion para evaluar la dindmica temporal de la lluvia de semillas, las flechas los flujos o transiciones entre los
mecanismos de regeneracion natural y/o estados de vida de las plantas, las lineas solidas las relaciones entre conceptos distintos a los flujos (indicadas por las expresiones logicas
entre los mismos). Note que la lluvia de semillas, tal y como se menciona en el documento, permite el flujo de semillas desde la vegetacion adulta hacia otros mecanismos de la
regeneracion natural como los bancos de semillas del suelo. Posteriormente, dichas semillas germinaran y una vez que se establezcan las plantulas, estas que creceran hasta volverse
juveniles y, con el tiempo, plantas adultas que contribuiran a la [luvia de semillas. Esta ultima presenta una variacién temporal, resultado de los cambios en el tiempo de las variables
climaticas y edaficas (sintetizado en la figura como “dindmica”), y puede ser evaluada a través de la composicion, estructura, diversidad y rasgos funcionales de la lluvia de semillas.
Esta variacion en la lluvia de semillas es estudiada por la fenologia. *Nota: Aqui se incluyen Uinicamente las variables medidas en la presente investigacion, pero es posible incluir
otras variables para evaluar la dindmica de la lluvia de semillas (ver Muller-Landau et al. 2002; Jiménez-Alfaro et al. 2016).
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Antecedentes

Vieira y Scariot (2006) sefialan que la lluvia de semillas presenta un patron estacional
predecible: la dispersion de los frutos carnosos ocurre durante la época de lluvias y la de los
anemaocoros en la época seca. Dado que la mayoria de las especies del bosque seco presentan
dispersion anemocora (Gentry, 1995; Justiniano & Fredericksen, 2000, no obstante, ver
Galindo-Rodriguez & Roa-Fuentes, 2017), el pico de dispersion ocurre hacia la mitad y el
final de la época seca (Vieira & Scariot, 2006). Este patron fue comprobado posteriormente,
en la revision realizada por Morellato et al., (2013) sobre la fenologia de las principales
formaciones vegetales de América del Sur. Sus connotaciones ecologicas son importantes
puesto que, al ocurrir al final de la época seca, las especies minimizan el tiempo de exposicion
de las semillas a condiciones de altas temperaturas y baja humedad, a la vez que maximizan
la cantidad de lluvia que reciben (Garwood, 1983b). De esta manera se aumentan las
probabilidades de supervivencia de las plantulas (Vieira & Scariot, 2006). No obstante, es
necesario mencionar que el nimero de estudios fenologicos en los bosques secos
neotropicales es bastante reducido. De hecho, Morellato et al., (2013) reportan inicamente
27 estudios fenoldgicos a escala de comunidad en este ecosistema, mientras que en bosques
hiimedos reportan un total de 86 estudios. Siendo asi, y dado que la mayoria de los estudios
sobre la vegetacion del bosque seco en Colombia han sido solamente de naturaleza floristica
(Camila Pizano et al., 2014), es posible afirmar que la fenologia de los bosque secos
colombianos se encuentra practicamente inexplorada.

Por otro lado, Khurana & Singh, (2001) y Vieira & Scariot (2006) compilan la informacién
publicada con respecto a las caracteristicas de las semillas de las especies de los bosques
secos tropicales. En primer lugar, encuentran que la mayoria de semillas de especies lefiosas
en los bosques secos presentan semillas pequeiias (<5 mm de largo y ancho), masa y
contenido de agua reducidos (Khurana & Singh, 2001; Romero-Saritama & Pérez-Ruiz,
2016). Su tamafio pequefio indica que las semillas tienen alta probabilidad de persistir en el
suelo, ya que son capaces de integrarse facilmente a este y formar bancos de semillas
persistentes (Khurana & Singh, 2001). Adicionalmente, implica que las semillas poseen
menor area de contacto con el ambiente, de manera que la probabilidad de morir por
deshidratacién durante la época seca se reduce (Romero-Saritama & Pérez-Ruiz, 2016). En
lo que respecta a la masa, semillas con menor masa tienden a ser mas tolerantes a la
desecacion que aquellas con valores mayores (Daws, Garwood, & Pritchard, 2005).

Por otra parte, se ha reportado que la mayoria de las semillas de las plantas del bosque seco
presentan testas duras, lisas y gruesas que les permiten resistir a incendios y presentar
dormancia de tipo fisico (Vieira & Scariot, 2006). Incluso, se ha registrado que este tipo de
dormancia es el mas prevalente en los bosques secos con 67% de las especies, mientras que
un 23% poseen dormancia fisiologica (Khurana & Singh, 2001). Adicionalmente, se ha
reportado que las especies de arboles del bosque seco producen semillas tanto ortodoxas
como recalcitrantes (Khurana & Singh, 2001). En el caso colombiano, se conoce que la
mayoria de las especies presenta semillas ortodoxas (Galindo-Rodriguez & Roa-Fuentes,
2017b).

A nivel anatémico, predominan las semillas sin endospermo, con embriones de distintas
morfologias (Romero-Saritama & Pérez-Ruiz, 2016). Ya que el endospermo en algunas
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especies puede actuar como una barrera para el crecimiento del embrion, su ausencia acelera
la germinacion durante los periodos de lluvias (Romero-Saritama & Pérez-Ruiz, 2016). Con
respecto a los tipos de embriones segun su funcion (fotosintéticos o de almacenamiento), no
existen evidencias para afirmar que alguno de ellos se presente en la mayoria de especies del
bosque seco tropical (Romero-Saritama & Pérez-Ruiz, 2016).

De los estudios mencionados previamente se evidencia que existen algunas tendencias y
patrones ya identificados en lo que respecta a la lluvia de semillas en el bosque seco tropical.
Sin embargo, el estudio de la ecologia de semillas de este ecosistema se ha centrado en pocas
areas geograficas, como Centroamérica e India (Khurana & Singh, 2001). Lo anterior debe
ser motivo de preocupacion, ya que existen diferencias en la resiliencia de los bosques secos
de acuerdo a los nucleos floristicos donde se encuentran (Pennington et al., 2006), lo cual en
parte es el resultado de la regeneracion natural propia de cada area geografica. Ademas, los
estudios de los rasgos funcionales de las semillas son escasos para los ecosistemas secos
(Metz et al., 2010) y por lo general, se realizan en semillas colectadas directamente de las
plantas en un tnico muestreo en el tiempo y no en el contexto de la lluvia de semillas y su
dinamica temporal (por ejemplo, Romero-Saritama 2016; Romero-Saritama & Pérez-Ruiz
2016). Esto limita la comprension sobre el papel de la lluvia de semillas en la regeneracion
natural, durante las diferentes épocas climaticas del afo.
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Anexo 3. Marco Metodologico

A continuacidn, se presenta la metodologia que se empled en el presente Trabajo de Grado,
la cual esta sintetizada en la figura Anexa 2.
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Fig. Anexa 2. Diagrama de flujo de la metodologia empleada en el presente Trabajo de Grado. Los cuadros
de relleno gris representan cada actividad, los cuadros con borde punteado representan fases o conjuntos
de actividades y las flechas negras representan la secuencia de pasos. La fase de preparacion comprende
todas las actividades destinadas a la busqueda de referencias para el planteamiento del trabajo de grado,
la elaboracion de un plan para el desarrollo de las salidas de campo y demas fases del trabajo de grado y
la solicitud de informacion geograficas para la localizacion de las parcelas al interior del Parque Natural
Mana Dulce. La fase de campo comprende las actividades relacionadas al montaje del disefio experimental
y recolecta de muestras. Posteriormente, la fase de laboratorio retine las actividades de procesamiento del
material colectado y obtencion de los datos. Seguidamente, la fase de analisis incluye las actividades
destinadas a la interpretacion de los datos obtenidos en las fases anteriores por medio de herramientas
estadisticas. Finalmente, la fase final reune la escritura del manuscrito definitivo de la investigacion, su
entrega a la direccion de carrera y la sustentacion oral del trabajo.

Area de estudio

El estudio se realizd en el Parque Natural “Mana Dulce” (4°21°3,27°°N; 74°39°5.43°°0),
ubicado en la vereda Belén de Malachi del municipio de Agua de Dios y la vereda Malachi
del municipio de Nilo (Departamento de Cundinamarca, Colombia) a una elevacion entre los
360 y 450 m.s.n.m. (Fig. Anexa 3).

Este Parque Natural se estableci6 en 1967 cuando Elio Mendoza - padre de Constanza
Mendoza, quien dirige la reserva actualmente - compro 90 ha de predios que hoy en dia
conforman Mana Dulce, con el proposito de convertirlo en un ‘“‘aula verde” para la
conservacion de la biodiversidad y la educacion ambiental. Una vez comprados los predios,
Elio Mendoza suspendio las actividades de ganaderia que se venian desarrollando en el area,
y permitio la regeneracion natural del bosque. Como resultado, Mana Dulce comprende
remanentes de bosque seco tropical con mas de 50 afios de regeneracion (C. Mendoza, com.

pers.)
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Como parte de sus actividades, el Parque Natural esta abierto al ecoturismo desde hace 15
afios aproximadamente, siendo el avistamiento de aves su actividad més lucrativa, y a las
visitas académicas de las Universidades hace diez. Recientemente, gracias a la Resolucion
037 del 23 de marzo del 2018, Mana Dulce es reconocida oficialmente como Reserva Natural
de la Sociedad Civil (Registro RNSC 030-17) y parte de la Red de Reservas Naturales de la
Sociedad Civil - RESNATUR.

Segtn el IDEAM (2005), el clima de los municipios de Agua de Dios y Nilo corresponde a
la categoria climatica de “Calido seco”; y se caracteriza por tener una precipitacion anual
entre 1000 y 1500 mm anuales, con 100-150 dias de lluvia al afio y temperaturas mayores a
24 °C (IDEAM, 2005).

La vegetacion del Parque Natural “Mana Dulce” pertenece a bosques secos de los valles
internadinos - especificamente a los bosques secos del valle del Magdalena - los cuales
resultan ser uno de los menos estudiados en el pais (Pizano et al., 2014). En general, estos
bosques se encuentran en estados sucesionales tempranos o intermedios y estan fuertemente
amenazados por el desarrollo de actividades agropecuarias, mineras y de infraestructura y la
ocurrencia de incendios (Pizano et al., 2016). Inventarios realizados en la zona (Pulido &
Lopez-Camacho, sin publicar) reportan algunas especies predominantes en estos bosques
como el tumbecabro (Tabernaemontana grandiflora Jacq.), el tachuelo (Zanthoxylum
rigidum Humb. & Bonpl. ex Willd.), el capote (Machaerium capote Dugand), el guayacan
(Handroanthus ochraceus (Cham.) Mattos) y el guacimo (Guazuma ulmifolia Lam.).
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Fig. Anexa 3. Localizacion geografica del area de estudio A. Ubicacion del Departamento de Cundinamarca (gris oscuro) y de Colombia (gris claro) en América
del Sur. B. Ubicacién de los municipios de Agua de Dios y Nilo (gris oscuro) en el Departamento de Cundinamarca (gris claro). C. Ubicacion de las parcelas

(cuadros negros) en el Parque Natural “Mana Dulce” (poligono gris). Informacion cartografica provista por C. Mendoza, F. Mendoza y David Barreto; mapa
elaborado por D. Santamaria-Castiblanco.
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Diseiio experimental

Se establecieron nueve trampas de semillas de 0.5 m? (0.7 x 0.7 m) — construidas con tubos
de PVC y malla polisombra negra 80% (Fig. Anexa 4) - en tres parcelas de 0.25 ha (50 x 50
m) separadas siguiendo el protocolo estandar TropiDry (Nassar et al., 2008), para un total de
27 trampas en el area de estudio. Las trampas se ubicaron de manera sistematica, tal y como
se muestra en la figura 1. Se opt6 por un disefio sistematico sobre uno aleatorio ya que, al
emplear este ultimo, existe una alta probabilidad de cometer un error en registrar todas las
especies provenientes de la lluvia de semillas, debido a la distribucion agregada que suele
presentar la dispersion en los bosques tropicales (Condit et al., 2000). En cuanto al tipo de
trampas empleadas en este estudio, estas han sido recomendadas frente a otros disefios,
porque presentan bajas tasas de remocion de las semillas por predadores o por el viento, a la
vez que son bastante duraderas (Stevenson & Vargas, 2008). Adicionalmente, el esfuerzo de
muestreo del presente trabajo es superior al minimo empleado en bosques tropicales de tierras
bajas (ver Stevenson & Vargas 2008).

Es importante mencionar que las parcelas utilizadas en el presente trabajo fueron instaladas
en el afio 2015 por Nancy Pulido y René Lopez-Camacho — investigadores de la Universidad
Distrital “Francisco José de Caldas™ — con el propoésito de hacer un seguimiento permanente
a la composicion y estructura de la vegetacion, asi como de rasgos funcionales foliares y de
anatomia de la madera (Lopez-Camacho, com. pers.).

ek “a & e
Fig. Anexa 4. Trampas de semillas utilizadas en el presente trabajo de grado y sus dimensiones.
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Métodos de recoleccion de datos

Se realizaron muestreos quincenales, segin lo recomendado por Morelato ef al. (2010), entre
septiembre del 2017 y febrero del 2018. En cada muestreo se recolectd el contenido de cada
trampa (Fig. Anexa 5) y se almacend en bolsas de papel. A partir de cada muestra se
separaron las semillas de las hojas y el resto material vegetal, se clasificaron en morfotipos,
se contaron y se guardaron en bolsas plasticas de cierre hermético. Posteriormente, se
identificaron hasta el nivel taxondmico que fuese posible, empleando como referencia la
caracterizacion de la vegetacion realizada por Pulido & Lopez-Camacho (Datos sin publicar).
Para cada muestra se registrd: el nimero de morfoespecies, la abundancia de cada de
morfotipo y la abundancia total de semillas. Con estos datos, se calcul6 el indice de Alfa de
Fisher usando el programa PAST (v. 3.20) (Hammer et al., 2001).

De cada una de las morfoespecies identificadas, se depositaron ejemplares para la Carpoteca
del Herbario de la Pontificia Universidad Javeriana (HPUJ). Seguidamente, se procedio a la
medicion de los rasgos funcionales regenerativos. Se utilizaron nueve rasgos regenerativos
entre cuantitativos y cualitativos, incluidos cuatro rasgos morfoldgicos externos, tres
morfologicos internos y dos ecoldgicos (Ver Tabla 1, pp. 34).

La clasificacion de la forma de las semillas se llevo a cabo segiin Murley (1941). Para la
textura de la testa se emplearon las superficies de testa identificadas por Murley (1941).
Adicionalmente, se registro la presencia de apéndices y se clasificaron de acuerdo al tipo en:
ganchos, pelos, alas, espinas, arilos o sarcostesta (Bojilansky & FargaSova, 2007).
Seguidamente, las semillas se imbibieron para realizar cortes longitudinales y determinar el
tipo de embrion y la proporcion embridon/endospermo segiin Martin (1946). Es importante
mencionar que cuando un morfotipo poseia menos de tres individuos, estos rasgos no se
evaluaron para no comprometer los ejemplares que serian depositados en la Carpoteca del
HPUJ. Posteriormente, se estimo la masa de las semillas siguiendo la metodologia propuesta
por Pérez-Harguindeguy et al. (2013). De cada muestra se tomaron al azar 20 semillas por
morfotipo (o el total de semillas recolectadas en las trampas si este nimero era inferior a 20)
y se secaron en el horno del HPUJ a 80 °C, luego se pesaron en una balanza analitica. El
numero de semillas empleado es el doble del recomendado en los protocolos de medicion de
rasgos funcionales (Pérez-Harguindeguy et al., 2013), por lo que se considera adecuado para
estimar la masa de las semillas registradas en el presente estudio. Finalmente, se clasificaron
las semillas segiin su sindrome de dispersion, en autocoria, zoocoria y anemocoria (Jara-
Guerrero et al., 2011), y el habito de crecimiento al que pertenecen, de acuerdo a Pérez-
Harguindeguy et al. (2013).
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Figura Anexa 5. Colecta del contenido de una de las trampas de semillas instalada en el Parque Natural
Mana Dulce.

Meétodos de analisis de los datos

Los datos de abundancia de semillas, riqueza de especies y el indice Alfa de Fisher se
emplearon para construir histogramas fenologicos para la comunidad. Para determinar si los
datos se comportaban normalmente se realizo el test de Shapiro-Wilk y, debido a que todas
las variables de respuesta mostraron una desviacion significativa de la normalidad (Shapiro-
Wilk < 0.05), se empled la prueba de Kruskal-Wallis (H: Chi-cuadrado; g.l.: grados de
libertad; P: valor de significancia; n: tamafio de la muestra) para comparar las variables
respuesta (abundancia, riqueza y Alfa de Fisher) entre cada mes, siendo esta ultima la
variable explicativa. Posteriormente, se realizo un analisis de comparacion multiple mediante
la prueba post hoc de Dunn (p < 0.05). Dado que en el tropico la temperatura es una variable
que no presenta diferencias significativas a lo largo del afio (Ochoa-Gaona et al., 2008), no
se incluyd en los analisis. Por el contrario, la disponibilidad de agua a través de la
precipitacion es la variable que tiene mayor peso en los estudios fenologicos en el bosque
tropical, como resultado de su variacion a lo largo del afo (Vilchez et al., 2004). Por lo tanto,
para establecer la relacion entre la abundancia, la riqueza y la diversidad con la precipitacion
total mensual (mm), - del mes en el que se realiz6 el muestreo y la de uno y dos meses antes
del mismo, siguiendo las recomendaciones de Saenz, Gutiérrez, & Sanchez-Mateos, (2003)
-, se realizd un analisis de correlacion por rangos de Spearman, usando los datos de la
Estacion Meteorologica Nilo del IDEAM (2017) y los datos de enero y febrero del 2018
provistos por el personal del Parque Natural Mana Dulce (C. Mendoza, com. pers).
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Para los rasgos funcionales cualitativos se construyeron diagramas de distribucion de
frecuencias generales y se evaluaron las diferencias entre atributos mediante una prueba de
Chi-Cuadrado. La masa de las semillas no presentd una distribucion normal (Shapiro-Wilk
> (.05), por lo tanto, se empled la prueba de Kruskal-Wallis para evaluar los cambios de la
variable respuesta entre cada mes. Posteriormente, se realizo un andlisis de comparacion
multiple mediante la prueba post hoc de Dunn (p < 0,05). Todos los andlisis se realizaron en
R (v. 3.5.0) (R Core Team, 2017b), usando el paquete dunn.test (Dinno, 2017). Las figuras
se elaboraron empleando los paquetes de R ggplot2 (Wickham, 2009), beanplot (Kampstra,
2008) y cowplot (Wilke, 2017).
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