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1 Resumen

Oeceoclades maculata es una orquidea terrestre que, al ser una especie exotica invasora,
presenta alto riesgo para la biodiversidad del pais, ecosistemas locales y especies nativas. Por
lo tanto, estudiarla es prioridad. El objetivo de esta investigacion fue utilizar modelos
demograficos y analisis moleculares para conocer su estado poblacional e identificar los
parametros vitales que mejor expliquen su tasa de crecimiento poblacional —A—. Tres
ecosistemas fueron seleccionados para el estudio: bosque urbano, seco y latifoliado. Se
establecieron entre 4-5 parcelas de 0.1 Ha por ecosistema, realizando dos censos, uno en la
época seca y otro en la lluviosa. En cada parcela los individuos fueron marcados (para un total
de mil noventa y nueve plantas) registrando los pardmetros: crecimiento (area foliar),
sobrevivencia, fecundidad (floracion y fructificacion), ndmero y distribucion de tamafio de
nuevos individuos y probabilidad de establecimiento. El valor de A fue mayor a uno
(poblaciones en expansion) para los bosques seco y latifoliado, y menor a uno (poblacion en
senescencia) en el bosque urbano. Estos valores parecen ser explicados por la distribucion de
tamafo estable y el reclutamiento. Adicionalmente, se siguié el método de extraccion y
amplificacion de ADN previamente conocido para la especie, pero el protocolo de PCR
descrito no present6 bandas de amplificacion de los segmentos ISSR, por lo que se realiz6 una
PCR de gradiente. Ademas, el material vegetal fresco presenté mayor concentracion de ADN
que el preservado con etanol al 95%. Por lo tanto, se recomiendan cambios al método de
extraccion y amplificacion para el ADN de esta especie. Asi mismo, se listan algunas
estrategias para su control y erradicacion, las cuales deben contemplar acciones que reduzcan
la sobrevivencia, crecimiento y fecundidad de los individuos, pero de forma diferenciada por
ecosistema.

Palabras clave: Especies invasoras, modelos de proyeccion matricial, modelos de proyeccién
integral, bosque urbano, bosque latifoliado, bosque seco

Abstract

Oeceoclades maculata is a terrestrial orchid that, being an invasive exotic species, presents a
high risk to the country's biodiversity, local ecosystems, and native species. Therefore,studying
it is a priority. The objective of this research was to use demographic models and molecular
analysis to determine its population status and identify the vital parameters that bestexplain its
population growth rate -A-. Three ecosystems were selected for the study: urban, dry, and
broadleaf forests. Between 4-5 plots of 0.1 ha per ecosystem were established, carrying out
two censuses, one in the dry season and the other in the rainy season. In each plot,the individuals
were marked (for a total of one thousand ninety-nine plants) recording the parameters: growth
(leaf area), survival, fecundity (flowering and fruiting), number and size distribution of new
individuals, and probability of establishment. The value of A was greater than one (expanding
populations) for the dry and broadleaf forests and less than one (senescentpopulation) in the
urban forest. These values seem to be explained by stable size distribution and recruitment.
Additionally, the previously known DNA extraction and amplification method for the species
was followed, but the PCR protocol described did not present amplification bands of the ISSR
segments, so a gradient PCR was performed. In addition, thefresh plant material presented a
higher DNA concentration than preserved material with 95% ethanol. Therefore, changes to
the extraction and amplification method are recommended for DNA from this species.
Likewise, some strategies for its control and eradication are listed,



which should contemplate actions that reduce the survival, growth, and fecundity of
individuals, but in a differentiated manner by ecosystem.

Keywords: Invasive species, matrix projection models, integral population models, urban
forest, broadleaf forest, dry forest.

2 Introduccién

Las invasiones bioldgicas son consideradas como una de las mayores amenazas para la
conservacion de la diversidad bioldgica, siendo las plantas uno de los organismos con mayor
probabilidad de invasion por estar ligadas a actividades antropogénicas como la agricultura,
agroforesteria y mercado de ornamentales. Entre los factores que contribuyen a la invasion de
especie se resaltan las caracteristicas propias del habitat que pueden estar relacionadas a un
cambio en el régimen de disturbio y disponibilidad de recursos (Moles et al., 2008), como suele
pasar en ambientes riparios en donde la remocién de la cobertura vegetal se da por cambios en
los niveles de inundacion y energia, generando la disponibilidad de nuevos nichos que
incrementa la probabilidad de invasion (Richardson et al., 2007). Las invasiones pueden darse
también por las condiciones y composicion del paisaje en donde la fragmentacién de bosques,
agricultura extensiva e intensiva, desarrollo urbano y redes de transporte y acceso vial son las
actividades que promueven la invasion de especies (Vila & Ibéafiez, 2011). Adicionalmente,
existen procesos evolutivos y genéticos que le permite, a una especie, ser exitosa en los
procesos de colonizacion e invasion dotandolos de una mayor tolerancia ante un amplio
espectro de condiciones ambientales, plasticidad fenotipica, capacidad de endogamia o
cualquier otra forma de reproduccidon asexual, habilidades en la dispersion y tasas
relativamente altas de crecimiento y competitividad (Ueno et al., 2015), atributos que les
permite sobrevivir, reproducirse, dispersarse e interactuar con las especies residentes (Rojas-
Sandoval & Acevedo-Rodriguez, 2015).

En Guatemala se registra un total de 1422 especies exoticas, de las cuales 147 son
categorizadas como de alto riesgo y grave amenaza para los ecosistemas, habitat y especies
locales, por lo que estan incluidas en la lista negra del Consejo Nacional de Areas Protegidas
(CONAP, 2011). De las 147 especies, 10 de ellas corresponde al grupo de “plantas y arboles”
que incluye a la orquidea terrestre, Oeceoclades maculata (Lindl.) Lindl (CONAP, 2011). Esta
especie es originaria de la region tropical de Africa, introducida al continente americano,
posiblemente en los afios 1500 a través de los barcos que transportaban esclavos hacia
Sudameérica (Ueno et al., 2015). Actualmente, O. maculata estd ampliamente distribuida en el
Neotropico y se considera una de las especies con el mayor éxito invasivo (Cohen &Ackerman,
2009; Ueno et al., 2015). Sin embargo, en el pais no se cuenta con informacion basada en
ciencia que permita la generacion de planes de control y erradicacion de la especie,siendo
anecddtica la mayoria de los datos existente para esta y muchas otras especies invasoras
identificadas.

3  Antecedentes

Una especie exoética invasora es aquella que se extiende o propaga fuera de su rango de
distribucion natural y que tiene un impacto negativo en la biodiversidad, ecosistemas locales y
especies nativas (IPBS, 2023). La invasion, producto de un proceso de transporte que muevea
las especies por las actividades humanas, se introduce a nuevos ecosistemas, y si estas pueden
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conformar poblaciones autosostenibles, se dispersan a nuevas regiones o extienden su rango
de distribucion. Las especies exdticas invasoras han sido la causa del 60% de las extinciones
que han ocurrido a nivel global, el costo econémico asociado al impacto de éstas se registrd en
mas de 400 billones de ddlares para el afio 2019, y que ha repercutido de forma significativa
en la disponibilidad de activos materiales e inmateriales para uso del humano, asi como en la
salud de la sociedad (IPBS, 2023).

En Guatemala el esfuerzo por estudiar a las poblaciones de especies exéticas invasoras ha sido
poco en el grupo de las plantas, pero hay ejemplos importantes en otros taxones. Por ejemplo,
el registro del hongo Batrachochytrium dendrobatidis (hongo quitrido) en el 2004, a quien se
le atribuye la mortalidad de ranas que habitan los bosques nubosos del pais (Mendelson |11 et
al., 2004). La prevalencia del hongo ha generado que las poblaciones locales de ranas se
extingan o presenten una tendencia a la baja (de Leon et al., 2019). También se puede
mencionar el impacto del Pez Diablo en el ecosistema de mangle dentro del area protegida
Reserva de Usos Multiples Monterrico, ya que, a la presencia de esta especie invasora se le
adjudica la inestabilidad de los sedimentos en las riberas, aumento de la turbidez del agua y
contaminacion por putrefaccion de los peces que son desechados por los pescadores (Castillo
Cabrera et al., 2022). Para el Lago de Petén Itza se han reportado seis especies de peces
exoticos invasores, introducidas principalmente por acuaristas, y que su distribucién obedece
a fondos lodosos, actividad antropogénica, baja transparencia y profundidad, entre otros
(Ponciano-Nuriez et al., 2021); mientras que para el Rio Usumacinta se reportan siete especies
exoticas (Barrientos et al., 2018).

Un estudio reciente actualiza el reporte de las especies introducidas de plantas para Guatemala
en 614 especies, de éstas el 43% son naturalizadas (poblaciones viables), 39% son cultivadas
y el resto de las especies pueden sobrevivir, pero las poblaciones no son autosostenibles
(MacVean & Zin, 2023). En este estudio se resalta la existencia de 17 especies invasoras que
pueden tener un impacto significativo en la economia, ambiente y sociedad. Se cita a
Oeceoclades maculata, como uno de los casos mas conocidos en el pais, en el que su
introduccién obedece a su importancia ornamental y trasfondo econémico (MacVean & Zin,
2023). Sin embargo, no se tiene conocimiento de su dinamica poblacional y estructura
molecular, pardmetros que pudieran estar explicando el éxito de su establecimiento y
expansion en el pais, ya que estudios recientes indican que estd distribuida en todos los
departamentos de Guatemala (M & Monzon Sierra, 2023). El objetivo del presente estudio es
evaluar el estado poblacional y estructura molecular de Oeceoclades macualta en tres
ecosistemas del pais, con la intencion de recomendar préacticas o estrategias de erradicacion.

4 Planteamiento del problema

Oeceoclades maculata es una orquidea terrestre invasora considerada como una especie de alto
riesgo para la biodiversidad del pais por el posible desplazamiento de orquideas terrestres
nativas, por lo tanto, el CONAP recomienda realizar acciones de erradicacion y control
(CONAP, 2011). Sin embargo, la informacion existente de la especie es anecdotica y se carece
de datos cuantitativos que permita formular planes de control, prevencion o erradicacién. Con
la presente propuesta se espera establecer una linea base de monitoreo usando modelos
demogréficos para conocer la estructura poblacional e identificar los parametros demogréaficos
(sobrevivencia, crecimiento y fecundidad) que mejor expliquen la tasa de crecimiento
poblacional. Asi como un analisis de la diversidad genética de la especie que explique el éxito
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de colonizacidn e invasion de nuevos habitats. Esta propuesta puede servir también de base
para formular, desde el CONAP, estudios y monitoreos permanentes de otras plantas invasoras
de alto riesgo.

5 Marco tedrico

5.1 Dinamica poblacional

Algunos factores que incrementan la probabilidad de que las plantas se vuelvan invasoras
parece estar relacionada al mercado de la horticultura, que se comporten como “mala hierba”,
gue ocurran en distintas zonas de vida, que presenten flores hermafroditas con mecanismos
mixtos de reproduccion sexual, prosperas en ambientes rurales, que presenten crecimiento
vegetativo o clonal y semillas menores a 2 mm (Rojas-Sandoval & Acevedo-Rodriguez, 2015).
Estos atributos propios de la especie y las condiciones o estados del habitat, especialmente
aquellos con algun grado de disturbio, favorecen el establecimiento y dominancia de estas
especies. De hecho, el abandono de tierras antes utilizadas para la agricultura u otro uso ha
favorecido la formacién de bosques con una estructura y composicion dominada por especies
introducidas (“novel forest”) (Abelleira-Martinez et al., 2009; Colon et al., 2011).
Generalmente, a estas especies invasoras se les categoriza como promisorias de la pérdida de
la diversidad bioldgica, ademas de que generan cambios importantes en el ciclo de nutrientes
a través del incremento de la biomasa y produccion primaria, incremento y cambios en la tasa
de fijacion de nitrogeno, componentes que determinan la direccién y magnitud del impacto a
nivel de ecosistema (Ehrenfeld, 2003; Mack et al., 1998). La interaccion de especies invasoras
con otras especies locales (flora o fauna) y con el ecosistema es muy compleja, y su control o
erradicacion requiere de monitoreos recurrentes que fundamenten las acciones de manejo para
reducir, o eliminar, el potencial impacto negativo.

Una de las técnicas utilizadas para el control de estas especies es la remocion mecanica y el
uso de herbicidas o pesticidas comerciales, pero estos elevan los costos de mantenimiento y
resultan en otros impactos negativos al ecosistema u otras especies nativas, ademas de
favorecer la acumulacién de contaminantes en suelo y reservorios de agua. Otro mecanismo
para intervenir poblaciones de especies invasivas es el uso de controles biolégicos como
herbivoros o patdégenos, ya que reducen la aptitud de la especie de interés para que no sea vista
como una preocupacion ecoldgica y econdmica (Seastedt, 2015). Adicionalmente, el estudio
demografico es un método alterno en el que pueden identificarse, dentro del ciclo de vida de
las especies, las categorias de tamafio que mejor expliquen la tasa de crecimiento poblacional,
y de esta forma, dirigir las acciones de prevencion y control que puedan implementarse en el
mediano y largo plazo. Por ejemplo, en la especie invasora Rhododendron ponticum L., la
estrategia funcional para el control de la poblacién se relaciona a la remocién de individuos
adultos reproductivos que son la fuente de semillas para establecimiento de nuevos individuos
(Harris et al., 2009). Adicionalmente, el establecimiento de plantulas es critica dentro del ciclo
de vida de R. ponticum, ya que depende de lugares himedos y sombreados, condiciones
favorecidas por la densa copa de individuos adultos, por lo que una remocién de estos cambia
el microclima, haciendo lugares mas secos e iluminados que limitan el establecimiento y
sobrevivencia de nuevos reclutas (Dehnen-Schmutz & Williamson, 2006; Harris et al., 2009).
Para el caso de la planta invasora Rubus discolor Boiss (sindnimo de R. praecox Bertol), las
estrategias de control se enfocan en reducir la produccién de clones en poblaciones existentes
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y la reduccion de produccion de semillas para limitar el establecimiento de nuevas poblaciones
(Lambrecht-McDowell & Radosevich, 2005). La reproduccién sexual, o fecundidad, parece
ser el pardmetro que mejor explica las altas tasas de crecimiento en especies invasoras cuando
se compara con especies locales, la cual es consistente con el modelo de presion de propagulos
(propagule pressure) durante los procesos de invasion (Burns et al., 2013; Colautti et al.,
2006). Uno de los propositos de esta propuesta es identificar cuédles de los parametros
poblacionales evaluados en los modelos demograficos (sobrevivencia, crecimiento y
fecundidad) aportan més a la tasa de crecimiento de O. maculata para sugerir planes de control
y prevencion a mediano y largo plazo.

5.2 Diversidad genética en especies invasoras

El andlisis de polimorfismos permite estimar la variacion genética entre y dentro de
poblaciones y como esta se ve afectada por el tamafio de la poblacion, estructura de
cruzamiento, historia de vida, aislamiento y patrones de migracién. Otros factores como las
mutaciones y la deriva génica también tienen un rol importante de la diversidad genética de las
poblaciones (Casillas & Barbadilla, 2017; Johnston et al., 2019). La diversidad genética es
importante en la habilidad que puedan tener los organismos para adaptarse a cambios
ambientales, establecerse en nuevos espacios ambientales o geogréaficos, resistir ante
patdgenos, defenderse de otros organismos e interaccionar con otras especies, entre otros.

Las poblaciones de especies invasoras generalmente muestran una reduccion de la diversidad
genética (Lee, 2002). Esto suele suceder porque una fraccién de la poblacion original migra o
es traslocada a un nuevo espacio geografico llevando consigo solamente algunos alelos de la
poblacion original, por lo que se encuentra sujeta a efectos de cuello de botella y bajos tamafios
poblacionales (Frankham, 2005). Dentro de este nuevo espacio geografico los colonizadores
se enfrentan a espacios ambientales diferentes que pueden tener factores favorables como la
ausencia de depredadores y competidores, pero también puede haber factores ambientales
adversos que ejercen seleccion sobre la poblacion colonizadora reduciendo la aptitud de los
individuos y minimizando la tasa de supervivencia y reproduccion (Charlesworth, 1987). La
depresion por endogamia es uno de los riesgos mas importantes a los que se enfrentan las
especies invasoras, ya que incrementan la probabilidad de que se expresen alelos recesivos
deletéreos (Nieminen et al., 2001).

Las poblaciones migrantes pueden reducir la depresion por endogamia a través de la purga de
los alelos recesivos deletéreos o bien a través de la introduccion de nuevos alelos en
migraciones posteriores. De acuerdo con Smith et al. (2020), las traslocaciones continuadas a
larga distancia mediada por humanos han permitido a las poblaciones invasoras reducir el
impacto de la endogamia. Por ejemplo, las introducciones continuas de Phalaris arundinaceae
L. de Norte América a Europa han aliviado los efectos de cuello de botella en las regiones
donde se introdujo, ademas de mostrar un incremento en la diversidad genética por el
surgimiento de nuevos genotipos (Lavergne & Molofsky, 2007). La hibridacion de la especie
invasora con especies nativas puede facilitar la introgresion de alelos que alivien las fuerzas
de seleccidn sobre la especie invasora o incluso extender el rango de distribucion en las areas
colonizadas (Owens et al., 2016). La duplicacion del genoma, mas comun en plantas, puede
incrementar la heterocigosidad y la plasticidad fenotipica de la especie que amplia su rango de
distribucion. Otras especies, aunque carezcan de una alta diversidad genética pueden poseer
alta plasticidad fenotipica facilitada por procesos epigenéticos (Duncan et al., 2014). Esta
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propuesta pretende analizar la diversidad genética de la especie para discutir el éxito de
colonizacién e invasion en los ecosistemas aqui evaluados.

6 Estado del arte

6.1 Especie de estudio

Oeceoclades maculata (ver en apéndices, Fotografia 1) es una orquidea terrestre nativa de
Africa y ampliamente distribuida en el Neotropico (Ackerman, 2007; Cohen & Ackerman,
2009; Ueno et al., 2015). La combinacion de atributos anatomicos relaciona a la especie con
una forma de vida terrestre o epifita y la asocia con ambientes xerofiticos, himedos, o con alta
intensidad luminica, y son estos los atributos ambientales que podrian explicar, en parte, su
éxito invasivo (Riveron-Gird et al., 2017). EI mecanismo de reproduccion a nivel de flor es
variable en todo su rango de distribucion, por ejemplo, en Brasil domina el mecanismo de
apareamiento mixto que permite una polinizacion cruzada a través de agentes bidticos
(mariposas), mientras que la poblacidn en la Isla de Puerto Rico es autdgama mediada por
agentes abidticos (lluvia) (JMRBV. Aguiar et al., 2012; J. M. R. B. V Aguiar & Pansarin,
2013), este ultimo como un mecanismo que asegura un exito reproductivo en ausencia de
polinizadores y que ha sido reportado en otras orquideas como Acampe rigida (Buch.-Ham. ex
Sm.) P.F.Hunt en China (Fan et al., 2012). Con la presencia de un mecanismo de reproduccién
autégamo en O. maculata se espera que las poblaciones presenten una baja diversidad genética,
pero que este mecanismo le confiere la capacidad de establecerse en nuevos sitios y producir
progenie a través de una reproduccién uniparental (Gonzélez-Diaz & Ackerman, 1988; Ueno
et al., 2015). O. maculata tiene la capacidad de colonizar y establecerse en bosques maduros
con historia de disturbios y suelen ser muy abundantes (Cohen & Ackerman, 2009; Rojas-
Sandoval & Acevedo-Rodriguez, 2015), pero pareciera no competir por el mismo nicho con
orquideas terrestres nativas, ya que O. maculata prefiere de sitios con topografia generalmente
plana (Cohen & Ackerman, 2009).

6.2 Modelos demograéficos -PPM, IPM-

El uso de modelos demogréaficos (de matrices o integrales) es el método ideal para estudiar y
conocer el estado actual de poblaciones, sean estas plantas invasoras o especies con alguna
categoria de amenaza, herramienta que ha sido utilizada para proponer planes de manejo y
conservacion de orquideas (Tremblay & Hutchings, 2003). Estos modelos demogréaficos se han
usado para evaluar el impacto de huracanes en la viabilidad y extincion de la orquidea Lepant-
hes caritensis Tremblay & Ackerman (Crain, 2014); estado de las poblaciones de L. rubripe-
tala Stimson, 13 afios después utilizando como base lo esperado o pronosticado bajo los esce-
narios de modelos matriciales (Schddelbauerova et al., 2010), asi como el estudio de su dina-
mica transitoria antes de alcanzar la distribucion de etapa estable (Tremblay et al., 2015);
efecto de la remocion de arboles en la dindmica poblacional de la orquidea Cypripedium cal-
ceolus L. (Hurskainen et al., 2017); para evaluar el efecto de largo plazo de fendbmenos atmos-
féricos como huracanes en las poblaciones de las orquideas Broughtonia cubensis (Lindl.)
Cogn. y Dendrophylax lidnenii (Lindl.) Bentham ex Rolfe (Mujica et al., 2013); uso de mode-
los matriciales e integrales en Brassavola cucullata (L.) R.Br. para conocer los pardmetros que
influyen en la persistencia de la especie en poblaciones pequefias (Ackerman et al., 2020),
entre otros.
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Para el caso de O. maculata se cuenta con un estudio realizado en México en donde utilizaron
modelos de proyeccién poblacional (PPMs) basado en categorias de tamafio (o etapas) para
estimar la tasa de crecimiento poblacional (A) (Riveron-Gir6 et al., 2019). Aunque estos mo-
delos son ampliamente utilizados, pueden tener algunos problemas de sesgo y alta varianza por
definirlos en etapas, por lo que para esta propuesta se usara también el modelo de proyeccién
integral (IPMs), que refiere como la distribucion de tamafio de los individuos cambia durante
un periodo de tiempo describiendo pardmetros de sobrevivencia, crecimiento y reproduccién
(o fecundidad) (Easterling et al., 2000; Merow et al., 2014). Estos modelos, IPMs, son mas
precisos y no sobreestiman A cuando la dimensionalidad de la matriz es baja (Ramula et al.,
2009), como en el caso del estudio en México que contenia 4 categorias de tamafio para las
poblaciones evaluadas (Riveron-Giro et al., 2019). Para esta propuesta se espera realizar am-
bos modelos para compararlos, y asi contar con las bondades de ambos para explicar su capa-
cidad de invasion y recomendar los posibles controles que puedan hacerse en las poblaciones
de esta orquidea invasora en el mediano y largo plazo.

6.3 Diversidad genética

La diversidad genética refleja la habilidad que tiene una especie determinada para adaptarse a
ciertas condiciones ambientales, y la capacidad de seguir evolucionando en respuesta a
cambios ambientales particulares. Entender los niveles de diversidad y estructura genética de
las poblaciones facilita la discusion sobre el estado actual de las especies y los factores que la
vulneran, para posteriormente crear las bases para formular planes de manejo y estrategias de
proteccién y prevencion basadas en ciencia. Por ejemplo, algunas especies muestran baja
diversidad genética que se relaciona a la historia evolutiva y aislamiento geografico, por lo
que, de no tomar acciones concretas para su proteccion o control, la diversidad genética
continuara erosionandose por endogamia (Liu et al., 2020). La orquidea Caladenia huegelii,
por ejemplo, muestra poblaciones genéticamente divergentes y una débil diferenciacion
genética que permitiria priorizar estrategias de conservacion y programas de reintroduccion
con minimos efectos negativos en la genética de las poblaciones (Swarts et al., 2009). Una
débil diferenciacion genética también fue observada entre poblaciones geograficamente
distantes de la orquidea Liparis loeselii sugiriendo un flujo génico entre ellas y que terminan
siendo genéticamente equivalentes (Pillon et al., 2007). Parece ser entonces que altos niveles
de variacion genética entre poblaciones de orquideas no es un prerrequisito para un proceso de
colonizacién exitoso (Sun, 1997). La orquidea invasora O. maculata, que es el objeto de
estudio de esta propuesta, parece coincidir con el patrdn descrito para otras orquideas, ya que
se reporta una baja diversidad genética intrapoblacional y marcadamente divergentes (Ueno et
al., 2015). Aunque existe informacion genética de la especie para regiones tropicales (Brasil),
es importante contar con datos locales para abordar las estrategias de control y prevencion de
una forma mas puntual, ya que existen factores socioambientales que difieren entre regiones y
que podrian ser claves en la estructuracion de estas acciones.
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7  Objetivos
Objetivo general

e Conocer el estado y estructura (demografica y genética) de las poblaciones de la
orquidea invasora, O. maculata, en tres tipos de ecosistemas (urbano, bosque seco y
bosque latifoliado).

Obijetivos especificos

e ldentificar, con base a la tasa de crecimiento poblacional, si las poblaciones de O.
maculata estdn aumentando, disminuyendo o en equilibrio.

e ldentificar el grupo de individuos que mas aporta a la tasa de crecimiento poblacional
de O. maculata por tipo de ecosistema.

e Comparar la estructura poblacional (demografica y genética) de O. maculata en las tres
localidades bajo estudio para discutir su capacidad de invasion.

e Evaluar, a través de un revision bibliografica y datos de campo, un posible impacto de
O. maculata a orquideas terrestres nativas con base a los nichos ecoldgicos ocupados.

8 Hipotesis
e Latasa de crecimiento poblacional sera distinta en los tres ecosistemas bajo estudio,
comportamiento dado por la estructura y distribucion de tamafios de los individuos que
conforman cada poblacion.

e La diversidad genética sera baja en las poblaciones bajo estudio y no variaria entre
localidades.

e Elnichoecoldgico de O. maculata sera distinto a los que ocupan las orquideas terrestres
nativas, por lo que el impacto por posible desplazamiento y uso de recursos no es sig-
nificativo.

9 Materiales y métodos

9.1 Enfoque de la investigacion

El enfoque de la investigacion fue cuantitativo.

9.2 Método

Para cumplir con los objetivos planteados en la propuesta, se necesitaron actividades de labo-
ratorio y trabajo de campo para marcar, medir y supervisar a los individuos de las tres pobla-
ciones, y la colecta de tejido vegetal (hojas) para el analisis genético. Asi como una revision
de literatura, elaboracion de informes y andlisis utilizando diversos paquetes estadisticos del
programa R (ejemplo: IPMpack, Popbio, Popdemo).

Para realizar el levantamiento de datos en campo, el Centro Universitario de Zacapa -CUN-
ZAC- cuenta con el material para iniciar el trabajo de campo (ejemplo: cinta forestal, etiquetas
de aluminio, cintas métricas) y el equipo necesario para imprimir las hojas de datos. Para el
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desarrollo y ejecucion del proyecto se cuenta con el recurso humano calificado, por ejemplo,
el Coordinador del Proyecto ha realizado estudios demograficos utilizando los modelos aqui
propuestos con la especie endémica de Puerto Rico Gesneria pauciflora Urb. (Pérez et al.,
2018, 2019), asi como en el anélisis demografico de la orquidea Brassavola cucullata (L.) R.
Br. en la Isla de Saba y St. Eustatius en las Antillas Menores (Ackerman et al., 2020). Adicio-
nalmente, la Unidad Académica avaladora de la propuesta cuenta con un laboratorio y personal
calificado para realizar el trabajo molecular, por ejemplo, el Dr. Barrios apoy6 con la extrac-
cién, purificacion y amplificacion de las muestras de ADN de las tres poblaciones bajo estudio.
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9.3 Recoleccion de la informacidén

9.3.1 Sitio de estudio

Para este proyecto se trabajo en tres localidades que representan distintos tipos de ecosistemas
y condiciones de paisaje: Urbano (Reserva Natural Privada Sisters de Maryknoll, Colegio
Monte Maria, nodo metropolitano, Guatemala), Bosque Latifoliado (Area de Conservacion
Entre Selvas, Finca Las Marias en Chiquimulilla, Santa Rosa) y Bosque Seco (Reserva Natural
para la Conservacién del Heloderma y el Bosque Seco en Cabafias, Zacapa). En cada
ecosistema se establecieron entre 4 y 5 parcelas de un décimo de hectarea (0.01 Ha), se
localizaron en areas con mayor densidad de plantas y con ello una mejor representacion de la
poblacion. Las parcelas se ubicaron a unos 100 metros entre ellas.

9.3.2 Monitoreo demografico

Para esta propuesta se realizaron dos censos, el primero durante la época seca (marzo-mayo) y
el segundo durante la época lluviosa (agosto-octubre). Una vez demarcadas y establecidas las
unidades de muestreo se codificaron y midieron todos los individuos de O. maculata. En el
primer censo, cada individuo fue codificado utilizando etiquetas de aluminio (ejemplo, OmQ01)
y cinta forestal, se midi6 el largo y ancho (cm?) de las tres hojas mas grandes para estimar su
tamafo (suma del area foliar de las tres hojas). Adicionalmente, se anoto si la orquidea estaba
en fase reproductiva (1: si presentaba inflorescencias, flores o frutos, 0: si esta en fase
vegetativa) y en el caso de tener flores o frutos, se anoto la cantidad. En el segundo censo se
reportd el tamafio y la condicién reproductiva de los individuos marcados y que sobrevivieron
desde el primer censo. Para esto se reportd con “1” todos aquellos que sobrevivierony con “0”
los que murieron. Se definié como individuo muerto si la parte vegetativa de la orquidea
estuviera seca, 0 si por algan disturbio no logro localizarse (ejemplo, si fue removida
totalmente por algun herbivoro, o soterrada por la caida de una rama o tronco de arbol, entre
otros). Los nuevos individuos o plantulas (ver en apéndices, Fotografia 2) registrados en el
segundo censo fueron codificados y medidos siguiendo la metodologia antes descrita.

9.3.3 Colecta de tejidos para analisis demografico

Las mismas localidades fueron utilizadas para la colecta de tejido foliar para el analisis
genético, estas fueron recolectadas durante el primer censo demografico. Los
individuos de donde se extrajo la muestra no fueron los mismos que se utilizaron para
el analisis demografico, ya que la remocién de una parte vegetativa podia influir en la
sobrevivencia y crecimiento de las plantas. En las areas vecinas a las parcelas de
monitoreo demografico, se llevaron a cabo recorridos en busqueda de orquideas
esperando contar con muestras de tejido foliar de al menos 15 individuos por sitio. Las
caracteristicas de los individuos utilizados para la muestra molecular debian tener, de
preferencia, un tamafno entre 12 y 30 cm y con caracteristicas fenotipicas que reflejen
un estado saludable (Ueno et al.,, 2015). Las muestras fueron resguardadas en tubos
Eppendorf con etanol al 95% y trasladadas al laboratorio de biologia molecular en las
instalaciones de CUNZAC, donde se realizaron los trabajos de extraccion y amplificacion
de ADN.
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9.4 Revision de literatura

Durante la fase de laboratorio se hizo una revision bibliografica sobre los ecosistemas que
colonizan las orquideas terrestres nativas del pais dentro de los ecosistemas bajo estudio. En la
fase de campo se identificaron las orquideas terrestres nativas presentes en las unidades de
muestreo y las observadas en recorridos no sistematicos en las tres localidades.

9.5 Técnicas e instrumentos

9.5.1 Monitoreo demografico

Para evaluar el estado actual de las poblaciones de O. maculata se utilizo el modelo de matrices
de proyeccion poblacional (PPMs) y el modelo de proyeccién integral (IPMs). Con estas
herramientas se estimd y compard la tasa de crecimiento poblacional para saber si las
poblaciones estan creciendo, reduciendo o en equilibrio. Ademas, se corrieron una serie de
analisis (ejemplo, analisis de elasticidad) que nos permitio identificar los individuos, o
categorias de tamafio, que mayor aportan a la tasa de crecimiento, como premisa para
recomendar posibles estrategias de control y prevencion.

9.5.2 Modelos matriciales -PPM-

Para el PPMs se definieron cuatro categorias de tamafio (Figura 1) utilizando como parametro
de tamafio el area foliar (largo * ancho), esto con base a estudios previos realizados con la
especie (Riverdon-Gird et al., 2019), estas categorias fueron las siguientes: plantulas (S1: < 26.4
cm?), juveniles (S2: 26.4 —50.5 cm?), y dos categorias de adultos (S3: 50.51-108.5 cm?; S4: >
108.5 cm?). Para el dato de tamafio por individuo, se utiliz6 la suma del area foliar de las tres
hojas mas largas, si el individuo tenia menos de tres hojas se considerd la suma del area foliar
de las dos hojas o un solo dato de tener una hoja. Para estimar la fecundidad por individuo, se
usaron las variables siguientes atendiendo a lo descrito en el paquete Popbio (Stubben & Mi-
Iligan, 2007): frutos producidos por planta dividido por la totalidad de frutos reportados en la
poblacién y nimero de nuevos reclutas.
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Figura 1 Ciclo de vida hipotético de Oeceoclades maculata. EI tamafio de los individuos por
categoria estd dado por el area foliar: plantulas (S1: < 26.4 cm2), juveniles (S2: 26.4 — 50.5
cm2) y dos categorias de adultos (S3: 50.51-108.5 cm2; S4: > 108.5 cm2). Las lineas
punteadas representan categorias de tamafio que son reproductivas y aportan con nuevos
individuos a la poblacién (FS3, FS4). Diagrama modificado de Ackerman et al. (2020).

9.5.3 Modelos integrales -IPM-

A diferencia del PPM, el modelo de proyeccion integral (IPMs) no aglomera a priori a los
individuos en categorias de tamafio, sino que analiza cémo la distribucion de tamafio de los
individuos cambia de un tiempo t a un tiempo t+1 describiendo parametros de sobrevivencia,
crecimiento y reproduccién (o fecundidad) (Easterling et al., 2000; Merow et al., 2014). Los
IPMs se componen de dos funciones, la primera describe la probabilidad de sobrevivencia en
un periodo de tiempo, s(z), y la distribucién de tamafios (z) de los sobrevivientes, G(z'|z). La
segunda funcidn evalula la contribucién reproductiva de cada individuo e incluye las plantas
que florecieron o no (con la condicidn de que hayan sobrevivido, Prior|z|), Si florecieron, cuantos
frutos produjeron por planta (Psruto|2|), la probabilidad de establecimiento (Pest, una constante)
que en este caso fue estimada por la cantidad de nuevos reclutas y la totalidad de frutos
producidos, y la distribucion de tamafio de los nuevos reclutas o plantulas (Fpiantula [Z]). LOS
parametros vitales descritos anteriormente estan en funcion del tamarfio en el tiempo t, por lo
que la distribucion integrada de Oeceoclades maculata fue la siguiente: nw1 (z') = fasS(z) *
G(Z'2) + Prior|z| * Ptruto|z| * Pest ™ Fpiantula|Z'|, donde z' es el tamafio de la planta en el tiempo t+1,
y Q representa el tamafio minimo y maximo de las plantas.

9.6 Extraccion, purificacion y amplificacion de ADN

A continuacion, se describe la metodologia inicialmente planteada en la propuesta. Sin em-
bargo, en la seccion de resultados se especifican las modificaciones realizadas para logran una
extraccion y amplificacion del ADN. En este sentido, el tejido foliar, una vez en el laboratorio,
debio ser macerado utilizando nitrégeno liquido, el ADN debia extraerse utilizando el método
CTAB descrito por Doyle & Doyle (1987). La purificacion debia realizarse utilizando colum-
nas de silica, buffer de union, buffer de lavado y buffer de elucién. La verificacion de la ex-
traccion debia realizarse en geles de agarosa al 1%, con SYBR Green en el transiluminador.

Para la PCR se tenia contemplado un conjunto de 13 primers ISSR que consisten en las si-
guientes secuencias [(CA)7-YC, (GT)7-YG, (AG)7-YC, (CAC)4-RC, (CTC)4-RC, (GAG)4-
RC, (GTG)4-RC, (CT)8-TG, (CT)8-RA, (CT)8-RC, (CA)6-RY, (CA)6-RG, (GT)6-AY]
(Ueno et al., 2015). La reaccion de PCR propuesta era de realizarse a un volumen de 25 pL
que contuvo lo siguiente: JumpStart REDTaq ReadyMix (1x), ISSR primer (0.4 uM), muestra
de ADN (10ng) y ddH.O para aforar a 25 pL. Para la seleccion de los primers debian evaluarse
los polimorfismos detectados utilizando cuatro individuos de cada poblacion. El programa de
PCR propuesto inicialmente era: 94  por 2 min de desnaturalizacion, seguido de 35 ciclos de
94  por 30 s de desnaturalizacion, 44 a 52  por 30 s de alineamiento, 72  por 2 min de

extension. Finalmente debia realizarse una extension final de 72 por 5 min. Una vez identi-
ficados los primers polimdrficos debian usarse para amplificar el resto de las muestras. Los
productos de PCR debian correr en geles de agarosa al 2% con buffer TBE 1X, durante 135
min a 90 V. Ademas de utilizar una escalera de 100pb para identificar la longitud de las bandas
amplificadas. Los geles debian visualizarse en luz ultravioleta en el transiluminador.
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10 Aspectos éticos y legales

Para este estudio no fue requerida una opinién favorable de un comité de bioética o permisos,
o licencias. Sin embargo, el coordinador ya contaba con una licencia de investigacion y
permisos para realizar colectas de especimenes vegetales (gestionada desde el Herbario USCG)
en caso hubiese sido necesario.
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11 Resultados y discusién
11.1 Resultados

11.1.1 Caracteristicas generales de las poblaciones de Oeceoclades maculata en los
tres ecosistemas estudiados

La poblacion inicial marcada y monitoreada en el presente estudio fue de 996 plantas (Tabla
1), finalizando con 1099 que incluye a los nuevos reclutas o individuos registrados en el
segundo censo (Tabla 2).

El bosque seco registrd la poblacion inicial mas grande seguida por el bosque urbano, la
poblacion localizada en bosque latifoliado presento la menor cantidad de individuos (Tabla 1).
La categoria de tamafio “1”, que corresponde a plantulas mayormente o individuos pequefios,
es la mas comun y dominante en las poblaciones del bosque seco y urbano, mientras que para
el bosque latifoliado corresponde a la categoria “3”, que son plantas adultas con mayor
capacidad reproductiva (Tabla 1). La categoria de tamano “4”, que corresponde también a
plantas con capacidad reproductiva, es la menos representada en los tres ecosistemas, aunque
la proporcion tiende a ser mayor en el bosque latifoliado (Tabla 1).

Tabla 1 Estructura de tamafios de la poblacion inicial en los tres ecosistemas evaluados.

Tamarios Ecosistema Total
Bosque latifoliado Bosque seco Bosque urbano

Categoria 1 67 273 147 487

Categoria 2 44 83 100 227

Categoria 3 80 56 79 215

Categoria 4 42 11 14 67

Total 233 423 340 996

Fuente: elaboracién propia con datos recopilados en campo.

Nota: esta tabla no incluye datos de mortalidad, este parametro se incluye en Tabla 2.

De las tres poblaciones estudiadas, el bosque seco presentd la mayor tasa de mortalidad (58%)
seguido por el boque urbano (20%), mientras que el bosque latifoliado reporta la menor
cantidad de individuos muertos (7%) durante el periodo evaluado (Tabla 2). Asimismo, el
bosque seco presentd la mayor cantidad de nuevos reclutas o individuos registrados en el
segundo censo con 248. El bosque latifoliado fue la segunda poblacién con mayor numero de
nuevos individuos (131), mientras que en el bosque urbano fue menor (55 individuos, Tabla
2).
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En términos reproductivos, el bosque latifoliado reportd el mayor nimero de plantas en estado
reproductivo (54) que en conjunto acumularon una cantidad de 118 frutos. En el bosque urbano
se registraron 34 plantas en estado reproductivo, mientras que en el bosque seco Unicamente
cuatro, pero ambos ecosistemas reportaron menos de 15 frutos por poblacion (Tabla 2). En
todas las poblaciones la tendencia fue similar, individuos de tamafio intermedio o mayor
tamafio tienen mas probabilidad de estar en una fase reproductiva y producir flores y frutos.

Tabla 2 Pardmetros poblacionales en los tres ecosistemas bajo estudio.

Ecosistemas | Plantas Muertas | Plantas Frutos Nuevos | Plantas

tiempo t reproductivas | producidos | reclutas | tiempo
t+1

Bosque 233 16 54 118 131 348

latifoliado

Bosque seco | 426 247 4 14 245 424

Bosque 340 68 34 11 55 327

urbano

Total 996 331 92 143 431 1099

Fuente: elaboracién propia con datos recopilados en campo.
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11.1.2 Estado y estructura de las poblaciones de Oeceoclades maculata en tres
ecosistemas utilizando modelos matriciales -PPM-

Con base a los modelos de proyeccion matricial, en los tres ecosistemas estudiados las
poblaciones tienen una tasa de crecimiento poblacional mayor a uno (A > 1), lo que significa
que éstas se encuentran en crecimiento. Aunque la tendencia de las tres poblaciones es a
aumentar su tamafio, la tasa de crecimiento poblacional es variable entre ecosistemas. Por
ejemplo, la proyeccion de crecimiento de la poblacion ubicada en el bosque latifoliado es de
32% semestralmente (que fue el periodo entre censos), mientras que en las otras dos
poblaciones la tasa de incremento es menor al 10% (Tabla 3).

Los parametros vitales que mas aportan a la tasa de crecimiento poblacional se muestran en la
Tabla 3. Por ejemplo, cambios proporcionales en el pardmetro de sobrevivencia (>0.4) de las
poblaciones del bosque urbano y latifoliado tiene el mayor impacto en A, mientras que para el
bosque seco corresponde al crecimiento de plantas (0.4155).

En el caso del bosque urbano, la sobrevivencia de los individuos en la Categoria 4 son los que
mas aportan a A (0.21), mientras que en el bosque latifoliado resultan ser las dos clases de
tamafio mas grandes (Categorias 3 y 4). La transicion hacia el tamafio mas grande (Categoria
4, rango 0.067-0.086) es la que mayor impacto tiene en A del bosque seco.

Tabla 3 Tasa de crecimiento poblacional y el aporte de los parametros vitales de las
poblaciones que mas aportan a /.

Ecosistema Tasa de crecimiento Analisis de elasticidad
poblacional (1)
Fecundidad Sobrevivencia | Crecimiento
Bosque urbano 1.0677 0.2532 0.4868 0.3332
Bosque seco 1.0814 0.2866 0.3283 0.4155
Bosque latifoliado | 1.3211 0.2421 0.4557 0.3549

Fuente: elaboracién propia con datos recopilados en campo.

Si la estructura de la poblacién de O. maculata alcanza el equilibrio, ésta estaria dominada
por plantas pequefias (Categoria 1, mayormente plantulas) en todos los ecosistemas. En el
caso del bosque seco la Categoria 1 dominaria con mas del 80%, mientras que en los otros
ecosistemas estaria alrededor del 45% (Figura 2).
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Figura 2 Distribucion estable de categorias de tamafio en las poblaciones de Oeceoclades
maculata estudiadas.
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11.1.3 Estado y estructura de las poblaciones de Oeceoclades maculata en tres
ecosistemas utilizando modelos integrales -1PM-

Con base al modelo integral, dos de los tres ecosistemas estudiados presentan poblaciones en

crecimiento (A > 1), siendo estas la del bosque seco y bosque latifoliado (Tabla 4). EI A

estimado para el bosque urbano sugiere que la poblacion esta reduciéndose a una tasa del 15%
semestral aproximadamente (A=0.8568).

Tabla 4 Tasa de crecimiento poblacional —A— de las poblaciones en los tres ecosistemas
utilizando el modelo integral.

Ecosistema Tasa de crecimiento poblacional (1)
Bosque urbano 0.8667
Bosque seco 1.1838
Bosque latifoliado | 1.3215

Fuente: elaboracién propia con datos recopilados en campo.
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Los pardmetros vitales que méas aportan a la tasa de crecimiento poblacional se muestran en la
Figura 3. Para la poblacion del bosque urbano y bosque latifoliado, la sobrevivencia de los
individuos tiene mayor impacto en A (coloracién mas intensa sobre la diagonal). En el bosque
urbano la sobrevivencia de individuos con area foliar mayor a 100 cm? son lo que mas efecto
tienen en A, mientras que para el bosque latifoliado corresponde a la sobrevivencia de los
individuos menores a 150 cm?.

En la poblacién del bosque seco, la fecundidad y crecimiento de plantas son los parametros
que mas efecto tienen en la tasa de crecimiento poblacional, especificamente el aporte de
nuevos reclutas generados por individuos de tamarfio intermedio (150 cm?) y el crecimiento de
plantas pequefas reportadas en el primer censo.

Figura 3 Andlisis de elasticidad para las poblaciones bajo estudio utilizando el modelo
integral.
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Si la estructura de la poblacion de O. maculata alcanza el equilibrio tanto la poblacion del
bosque seco y latifoliado estarian dominados por individuos de menor tamafio (50 cm?
aproximadamente), mientras que para la poblacién del bosque urbano estarian dominados por
plantas con tamafio entre 100 y 150 cm? (Figura 4).

Figura 4 Distribucidon de tamafios estable en las tres poblaciones bajo estudio utilizando el
modelo integral.
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11.2 Descripcion del habitat de Oeceoclades maculata

11.2.1 Bosque Urbano (Reserva Natural Privada Monte Maria, Ciudad de Guatemala)

La poblacién marcada y monitoreada estuvo localizada dentro de los limites de la Reserva
Natural Privada Monte Maria, un remanente de bosque que conforma los corredores naturales
de barrancos en la Ciudad de Guatemala. Las unidades de muestreo fueron localizadas en areas
dominadas por encinos (Quercus peduncularis) que sobrepasan los 10 m de altura, y en lugares
con presencia de bambu (Bambusa sp.) menores a 10 m de altura. Ambos taxones producen
mucha sombra, ya sea por la arquitectura de la copa (copas anchas en el caso de encinos) o alta
densidad de individuos y follaje (caso de bambd). Ademas, ambos taxones generan alto
contenido de hojarasca por defoliacion. La topografia de ambos sitios es generalmente plana a
ondulada. que permite la acumulacion constante de materia organica.

11.2.2 Bosque Seco (Reserva Natural Heloderma, Zacapa)

El bosque localizado dentro de los limites de la Reserva del Heloderma se caracteriza por
presentar arboles de hasta 20 m de altura, dominando por Palo de Jiote (Bursera simaruba),
Caoba (Swietenia macrophylla), Pucté (Bucida buceras) y leguminosas. Asi como un
sotobosque dominado por bromelias terrestres (Hechtia sp.), agaves (Agave sp.), entre otras.
La poblacion marcada y monitoreada se ubicd principalmente en cabecera de cuenca con
pendientes pronunciadas o a lo largo de rios o riachuelos intermitentes con topografia
ondulada. Estos hébitats riberefios tienden a ser altamente sombreados, humedos y con alto
contenido de hojarasca. En la cabecera de cuenca en donde las pendientes son mas
pronunciadas, las bromelias terrestres, ramas y troncos caidos favorece la acumulacion de
materia organica; mientras que en rios y riachuelos intermitentes la acumulacion de hojarasca
ocurre en taludes y orilla del cauce. En ambos sitios se localizaron la mayor cantidad de
individuos de O. maculata.

11.2.3 Bosque Latifoliado (Finca Las Marias, Chiquimulilla)

El remanente de bosque natural en Finca Las Marias estuvo constituido por arboles que pueden
llegar a medir méas de 30 m de altura, el dosel es bastante cerrado generando condiciones de
mucha sombra y humedad. Los arboles dominantes son el Ujushte (Brosimum costaricanum),
Medallo (Vatairea lundellii), Chichipate (Acosmium panamense), Guapinol (Hymenaea
corubaril), entre otros, que acumulan una capa considerable de hojarasca en el piso del
sotobosque. Estas condiciones, ademas de una topografia ondulada y pendientes poco
pronunciadas, son ideales para la colonizacion y establecimiento de O. maculata.
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11.2.4 Orquideas terrestres nativas reportadas

En la Tabla 5 se enlistan las orquideas terrestres nativas reportadas para los tres ecosistemas
estudiados. Estas especies colonizan los mismos habitats de O. maculata, pero prefieren de
micrositios con suelo expuesto pues se fijan directamente al sustrato, 0 con poca materia
organica, y son menos abundantes (una a dos plantas por parcelas). En general la riqueza de
especies es muy baja en los ecosistemas evaluados.

Tabla 5 Listado de orquideas terrestres nativas reportadas en los tres ecosistemas

estudiados.
Especie Bosque urbano Bosque seco Bosque latifoliado
Sarcoglottis sp. X X X
Govenia superba | X
(Lex.) Lindl.
Habenaria X

macroceratitis Wild.

26



11.3 Extraccion, purificacion y amplificacion de ADN

Se estandarizo la técnica de extraccion de ADN utilizando dos métodos de extraccion (1) 2X
CTAB + Proteinasa K + ARNasa y 2) 2X CTAB + PVP + 2-mercaptoetanol + Proteinasa K +
ARNasa) y dos métodos de preservacion del tejido (1) Etanol al 96% y 2) Tejido fresco). Para
evaluar el método de extraccion y preservacion mas eficiente se utilizé un disefio adaptativo,
de acuerdo con la ecuacion 1.

Ecuacion 1. Modelo estadistico: Yij=p+tit+eij
Donde:

Yij es la observacion de la respuesta en la j-ésima unidad experimental del i-ésimo tratamien-
to, w es lamedia general. i es el efecto del i-ésimo tratamiento (1 para "Método de Extraccion”,
2 para "Método de Preservacion del Tejido"), €ij es el error aleatorio asociado con la j-ésima
observacion del i-ésimo tratamiento, que se supone distribuido normalmente con media cero y
varianza constante 2.

El protocolo de extraccion completo conllevo la modificacion del protocolo estandar de Doy-
le & Doyle (1987), especificamente en la lisis. Para lo cual se incrementaron los tiempos de
incubacién durante la lisis de los tejidos y se afiadio Proteinasa K y ARNasa.

Preparacion Buffer 2X CTAB: Inicialmente se prepararon 500 ml de solucion buffer 2X CTAB
(0.05 N EDTA, 0.1 N Tris-Base, 1.4 N de NaCl y 2% CTAB). La solucion se almacend en un
envase estéril y en oscuridad hasta su uso a temperatura ambiente.

Extraccion del ADN gendémico: Se macerd tejido de las hojas o de las raices de material fresco
de O. maculata, el tejido se congelo previamente a -80 °C. Una vez pulverizado el tejido se
colocaron 200 miligramos en tubos de 2ml para un total de 4 tubos. A cada tubo se le afiadio
1.4 ul de buffer de extraccion (2X CTAB + 2% PVP + 0.2% 2-betamercaptoetanol) y se dejé
incubar a 65 °C con agitacion durante 1 hora. Posteriormente, se afiadieron 2 pl de Proteinasa
Ky se incub6 a 60 °C con agitacion durante 30 minutos. Luego se centrifug6 a 12,000 rpm
durante 10 minutos, el sobrenadante se trasvasé en porciones iguales a dos tubos que contenian
600 pl de Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:1) y se agitd en el vortex hasta forma una
solucién homogénea. Los tubos se centrifugaron a 12,000 rpm durante 10 minutos hasta que
se formaron 3 fases. Se retird con cuidado la fase acuosa de dos tubos y se trasvasé en a un
solo tubo que contenia 600 pl de Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:1) y se agitd nueva-
mente en el vortex hasta forma una solucion homogénea. Los tubos se centrifugaron a 12,000
rpm durante 10 minutos hasta que se formaron 2 fases. Se retir6 con cuidado la fase acuosa, se
trasvaso a un tubo de 1.4 ml, se le afiadieron 600 pl etanol absoluto a -20 °C y 150 pl de NaCl
(0.5 M) y se mezcl6 bien. Se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 minutos, se decant6 la
solucion, se lavo el pellet con etanol al 70% Yy se centrifugd por 5 minutos a 12,000 rpm. El
etanol se decantd y se dejo secar el tubo. Finalmente, se hicieron diluciones de 50 pl con buffer
TE y se junto el contenido de los tubos para un volumen final de 200 pl.
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Cuantificacion del ADN: Para cuantificar el ADN se utiliz6 un equipo de fluorescencia Qubit
3.0 y un kit Biotium AccuGreen™ High Sensitivity dSDNA Quantitation Kit. Se calentaron
todos los componentes del kit a temperatura ambiente antes de usar. Se prepard la solucion de
trabajo 1X diluyendo el DYE AccuGreen™ 200X en una proporcién de 1:200 en Buffer de
Cuantificacion de ADN 1X. Se ocuparon 200 pL de solucion de trabajo para cada estandar y
muestra a ser probada. Para cada estandar, se pipetearon 190 uL de la solucién de trabajo en
un tubo para Qubit de 0.5 mL. En el primer tubo, se pipetearon 10 pL del Estandar 1 de
AccuGreen™ (0 ng/uL). En un segundo tubo, se pipetearon 10 pL del Estandar 2 de
AccuGreen™ (10 ng/uL). Para cada muestra, se pipetearon 198 uL de solucién de trabajo y 2
ML de muestra de ADN a cuantificar en su propio tubo. Se ataron los tubos suavemente y luego
se incubd la temperatura ambiente durante al menos 2 minutos. Finalmente, se calibré el equipo
con los estandares y se procedié a la cuantificacion.

Evaluacion de la calidad del ADN: Para evaluar la calidad del ADN se prepararon geles de
agarosa al 0.7% con SYBR Safe DNA Gel Stain. En el primer pozo de cada fila se cargd una
escalera de 100 pb y en el resto de los pozos se carg6 el ADN total junto con un DYE de carga
en una proporcion de 6:1. La electroforesis se llevo a cabo durante 40 minutos a 90 volts. Las
bandas de ADN se visualizaron a 254 nm.

Para la amplificacién de las regiones ISSR se utilizaron los cebadores utilizados por Ueno et
al. (2015). La reaccién de PCR se realizd en un volumen total de 25 ul que contenia 1X Am-
pliTag Gold™ 360 Master Mix, 0.2 uM del primer ISSR y 20 ng de ADN genomico. Inicial-
mente la reaccién de PCR se llevo a cabo utilizando el mismo programa por Ueno et al. (2015),
sin embargo, no se obtuvieron amplificaciones. En un segundo ensayo se realizd una PCR de
gradiente utilizando las siguientes temperaturas de alineamiento: 38°C, 40°C, 42°C, 46°C y
48°C.

11.4 Resultados de extraccion y amplificacion con cebadores ISRR

Se llevaron a cabo extracciones de ADN utilizando el método de CTAB en muestras de tejido
fresco y tejido preservado en alcohol (etanol al 96%) de la especie O. maculata. El rendimiento
de ADN extraido de tejido fresco presentd mayores concentraciones (21.8 ng/ul £ 6.5),
mientras el tejido preservado en etanol al 96% provey6 un menor rendimiento del ADN
obtenido, mostrando un menor rendimiento 3.4 + 3.42 (Tabla 6).
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Tabla 6 Concentraciones de ADN en ng/ul estimadas por el método de fluorescencia en

Qubit 3.0.

No. Tejido fresco + 2X CTAB + | Tejido preservado en etanol
PVP + 2 betamercaptoetanol | + 2X CTAB
+ Proteinasa K + ARNasa A

1 30.3 3.47

2 26.7 8.27

3 20.3 0.584

4 16.1 1.52

5 15.6 No detectable

En cuanto a la calidad del ADN se utilizaron geles de agarosa para evaluar la integridad del
ADN. El tratamiento con tejido fresco present6 bandas con alta densidad de ADN, mientras el
tejido que fue preservado en etanol presentd “smears” a lo largo del recorrido paralelo a la

escalera (100pb, Figura 5).

Figura 5 Andlisis de la calidad del ADN extraido de muestras de tejido fresco (izquierda) y

muestras de tejido preservado en etanol al 96% (derecha).
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11.5 Resultados de amplificacion con cebadores ISRR

El protocolo de PCR descrito por Ueno et al. (2015), no present6 bandas de amplificacion de
los segmentos ISSR. Por lo tanto, se realizé una PCR de gradiente para identificar temperaturas
de alineamiento mas favorables. De las temperaturas evaluadas, en un rango de 38 °C a 48 °C,
la de 48 °C fue la Gnica que presentd amplificacion (Figura 6).

Figura 6 Andlisis de la amplificacion de marcadores ISSR en Oeceoclades maculata utilizando
el protocolo de PCR de Ueno et al. (2015) (imagen superior) y ajustando temperaturas con
PCR de gradiente (imagen inferior).

12 Discusion de resultados

Con excepcion del bosque urbano, la tasa de crecimiento poblacional (A) estimada con ambos
modelos es muy parecida y sugiere un incremento de la poblacion en el largo plazo. La
diferencia en A del bosque urbano usando los dos modelos demograficos puede estar dada por
la dimensionalidad de la matriz que tiene un efecto directo en la estimacion de este parametro.
Al utilizar modelos matriciales (PPM) con pocas categorias de tamafio (como es el caso del
presente estudio) tiende a incrementarse el valor de A (Rojas-Sandoval & Meléndez-Ackerman,
2013). Esto se observo para la poblacion del bosque urbano, aunque no fue consistente para
los otros tipos de bosque. Sin embargo, el patron demografico general observado con ambos
modelos es similar, la poblacion del bosque latifoliado y bosque urbano presentan la mayor y
menor tasa de crecimiento poblacional, respectivamente. Considerando que al incrementarse
la dimensionalidad de la matriz el ancho de las categorias de tamafio tiende a cero, y que en
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estos casos el modelo matricial converge hacia un modelo integral (Rojas-Sandoval &
Meléndez-Ackerman, 2013), la discusidn se centrara en los resultados obtenidos con el IPM.

Los valores de A estimados estan en el rango de los reportados en las poblaciones de O.
maculata en Meéxico durante el periodo 2014-2015 que estuvieron entre 0.8-1.7
aproximadamente (Riverén-Gir6 et al., 2019). En este estudio también se resalta que los
parametros que mayor aportan a la tasa de crecimiento poblacional son la sobrevivencia y
crecimiento, similar a lo encontrado en las poblaciones aqui estudiadas, pero con algunas
diferencias. En las poblaciones de México las plantas de mayor tamafio (ej. Categoria 3 y 4)
son las que mas aportan a la tasa de crecimiento poblacional (Riverén-Gir6 et al., 2019), y esto
es similar a lo encontrado para la poblacion del bosque urbano Unicamente. En el caso de la
poblacion del bosque latifoliado, las plantas pequefias y de tamafio intermedio son las que méas
efecto tienen en la tasa de crecimiento poblacional, mientras que, en el caso de la poblacion
del bosque seco, la transicion hacia plantas mas grandes y la fecundidad son los parametros
que mayor impacto tienen en A. Por lo tanto, los esfuerzos para controlar y reducir las
poblaciones de esta especie introducida deben enfocarse en estrategias que reduzcan la
sobrevivencia, crecimiento y fecundidad de las poblaciones, pero de forma diferenciada.

Para el caso del bosque urbano, las acciones deben enfocarse en reducir la sobrevivencia de
plantas con tamarios intermedios (100-150 cm?), que son los que mas aportan a la fecundidad
de la poblacién. Esto puede realizarse a través de la remocion total o parcial de los individuos
que cumplan con esta categoria de tamafio. Para el caso del bosque seco, debe limitarse el
crecimiento de plantas hacia tamafios intermedios que también aportan a A a través de su
fecundidad, el manejo puede ser por remocidn de individuos o la eliminacion de estructuras
reproductivas (inflorescencias). Estrategias similares pueden adoptarse para el bosque
latifoliado, pero reduciendo la sobrevivencia de plantas menores a los 200 cm?. Por lo tanto,
es importante establecer y desarrollar experimentos simulando estas estrategias de manejo y
control para evaluar los efectos en el corto, mediano y largo plazo. Asi como también el
seguimiento y evaluacion de estas poblaciones con la finalidad de analizar variacién interanual
en los parametros vitales de la poblacional e integrar el efecto de estocasticidad ambiental
(Andersen, 2005).

Una poblacion en expansion estd generalmente dominada por altas tasas de reclutamiento
(Chung et al., 2011), es decir, una dominancia de plantulas o categoria de tamafio que
corresponda a nuevos individuos que se suman a la poblacion. Este parece ser el caso de las
poblaciones del bosque seco y bosque latifoliado, ya que ambas reportaron una cantidad
considerable de plantulas o nuevos reclutas. De hecho, la estructura inicial de tamafios de
ambas poblaciones esta dominadas por plantas pequefias (ej. Categoria 1), que se asume es una
estructura poblacional estable. Por el contrario, la poblacion del bosque urbano reporto una
tasa muy baja de reclutamiento, lo que podria indicar su senescencia (Chung et al., 2011). Esto
concuerda con el valor de A estimado con IPM y una estructura dominada por individuos de
mayor tamafio (ej. Categoria 3y 4), en la estructura inicial de la poblaciény lo que se esperaria
bajo una estructura poblacional estable (esto Gltimo con base al modelo IPM).

La poblacion del bosque urbano fue la que mayor esfuerzo tuvo en el monitoreo de la fenologia
reproductiva, ésta fue visitada una vez al mes, mientras que las otras dos poblaciones se
visitaron 2 o 3 veces durante el periodo de estudio (por limitacion de fondos). La poca
produccion de frutos puede obedecer al efecto antrépico como se ha observado en la orquidea
Serapis cordigera, en donde el numero de plantas reproductivas se reducen en ambientes con
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mayor actividad humana (Pellegrino & Bellusci, 2014). Esto podria sugerir que en la poblacion
del bosque urbano existe limitacion de polen, ya sea por ausencia del potencial polinizador,
baja tasa visitacion (JMRBV. Aguiar et al., 2012; Martén-Rodriguez & Fenster, 2008; Pérez
et al., 2018), o por la alta cobertura y densidad del dosel que podria estar evitando que la lluvia
facilite el contacto de polinias y estigma en la especie y se desarrollen frutos via autogamia
(JMRBV. Aguiar et al., 2012; Gonzélez-Diaz & Ackerman, 1988). Esta limitacion de polen
genera poca produccion de frutos y consecuentemente el reclutamiento de nuevos individuos
se restringe, ocasionando un impacto negativo a la poblacion (A < 1). Por lo tanto, es importante
realizar estudios que identifiquen el agente polinizador (biético o abi6tico) en los sistemas aqui
evaluados, analizando su interaccién y posible impacto para definir estrategias de manejo y
control de la especie.

La probabilidad de establecimiento (cantidad de reclutas/cantidad de plantas reproductivas) en
la poblacién del bosque seco fue la mas alta (61.2 — bosque seco, 2.4 — bosque urbano, 1.6 —
bosque urbano), a pesar de que el nimero de plantas reproductivas y cantidad de frutos fue
muy bajo. Lo anterior podria sugerir que la especie presenta variacion temporal en la
produccién de frutos como lo sugerido para la orquidea epifita Brassavola cucullata
(Ackerman et al., 2020), que O. maculata presenta semillas con alta fertilidad (Gonzélez-Diaz
& Ackerman, 1988) y que éstas presenten dormancia o latencia. Por lo tanto, el evento de alto
reclutamiento observado en campo podria sugerir periodos anteriores de alta fructificacion y
condiciones dptimas para que la germinacion ocurra. En orquideas terrestres, por ejemplo, las
semillas pueden entrar en latencia y presentar tasas de germinacion de hasta 68% después de
cuatro afos de dormancia o ser viables luego de siete afios (Whigham et al., 2006).

Los eventos de disturbios promueven alta mortalidad de individuos, pero pueden también
propiciar un alto reclutamiento en las poblaciones. Por ejemplo, el impacto de huracan en la
orquidea Trichocentrum undulatum generd una alta mortalidad de plantas, pero después del
disturbio se observo un incremento de nuevos individuos originando un incremento en la tasa
de crecimiento poblacional (Borrero et al., 2023). Un patron similar se observo en la poblacion
del bosque seco, que por establecerse en ambientes riparios (riachuelos de cuenca y bordes de
rios intermitentes), una crecida de los rios durante la época lluviosa gener6 la mortalidad del
57% de la poblacion inicialmente marcada, siendo los individuos de menor tamafio los mas
impactados. Sin embargo, en el segundo censo realizado a finales de octubre, se reporto el
mismo porcentaje de reclutamiento, provocando que la tasa de crecimiento poblacional fuera
positiva. Otros disturbios como las quemas frecuentes en el sotobosque reducen competencia
de gramineas haciendo que la orquidea Prasophyllum correctum se beneficie acortando el
periodo de dormancia, incrementando la floracion y posiblemente provocando un aumento en
el reclutamiento (Coates et al., 2006). La eliminacion de gramineas como estrategia de manejo
en plantaciones de café en México resulta ser beneficiosa para las poblaciones de Oeceoclades
maculata, ya que crea un ambiente 6ptimo para la germinacion y establecimiento de plantulas
(Riverén-Giré et al., 2019).

Los tres bosques estudiados difieren en estructura’y composicion de especies arbdreas, pero tal
estructura ofrece condiciones de sombra que parece ser un factor importante en el ciclo de vida
de O. maculata. Esto es similar a lo reportado en Puerto Rico en donde la especie prefiere de
una cobertura arborea entre 51-80% (Cohen & Ackerman, 2009), pero contrario a lo reportado
en México, en donde la intensidad de luz parece ser una variable que se relaciona positivamente
con la abundancia de la especie (Riverdn-Giro et al., 2019), asumiendo que, a menor cobertura
arborea mayor intensidad de luz. Adicionalmente, los tres ecosistemas tienen una caracteristica
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en comun, y es que en el suelo se deposita una capa gruesa de hojarasca, y que coincide con el
microambiente descrito para la especie (Riveron-Giro et al., 2019). Este resulta ser un sustrato
que mantiene la humedad del suelo y es fuente de nutrientes a partir de su degradacién por
medio de hongos y otros microorganismos, generando condiciones Optimas para la
germinacién, sobrevivencia y crecimiento de O. maculata.

En las laderas de las colinas y pendientes pronunciadas, principalmente en el bosque seco, la
hojarasca se acumula por la presencia de rocas, ramas 0 troncos caidos en proceso de
descomposicion, proporcionando condiciones micro climaticas vitales para proteger a la
orquidea durante la época mas calurosa y seca. En las areas de suelos planos o con poca
inclinacion, como en el caso del bosque urbano y bosque latifoliado, la hojarasca es
especialmente abundante. Esta acumulacién se da por la presencia de bambu o por la
defoliacion natural de robles en bosques urbanos, y en bosques latifoliados por la acumulacion
de hojarasca proveniente de especies arbdreas dominantes. Esto ultimo es parecido a lo
reportado en Puerto Rico, donde la especie prefiere topografias planas u onduladas (Cohen &
Ackerman, 2009). Pero, en el bosque seco la especie pareciera preferir pendientes
pronunciadas. El presente estudio demuestra que la especies es muy versatil, suma nuevos
microhabitats a los ya conocidos y sugiriendo alto potencial de expansion, mas cuando se ha
establecido dentro de los limites de la Reserva el Heloderma, que se considera un bosque muy
conservado y poco perturbado.

La riqueza de especies terrestres nativas en los tres ecosistemas es muy baja y son poco
abundantes, de hecho, la cantidad de orquideas observadas por unidad de muestreo es menor a
cinco. Aunque las especies nativas cohabitan con O. maculata, no pareciera tener un impacto
negativo directo, ya que las nativas parecieran preferir de micrositios con menos cantidad de
hojarasca para poder aferraste directamente al suelo. Sin embargo, nuestro estudio fue
descriptivo, por lo que es importante disefiar un experimento para evaluarse una posible
interaccion, a nivel de microhdbitat y distribucion espacial, y competencia con polinizadores
(que podria afectar la biologia reproductiva de las especies nativas, por ejemplo).

En cuanto al proceso de extraccion del ADN, los datos muestran diferencia en el rendimiento
de ADN entre el tejido fresco y el tejido preservado en etanol. El tejido fresco produjo
concentraciones de ADN notablemente mas altas en comparacion con el tejido preservado en
etanol. Esta disparidad en los rendimientos sugiere que el proceso de preservacion en etanol
puede afectar la cantidad de ADN recuperado durante la extraccion. Sin embargo, es necesario
considerar que en el segundo tratamiento se afiadieron PVP (polivinilpirrolidona) y 2-
mercaptoetanol. EI PVP es un polimero hidréfilo que se utiliza como agente captador de
polifenoles. En la extraccion de ADN de plantas, los polifenoles pueden ser problematicos
porque pueden unirse al ADN y afectar negativamente su pureza y rendimiento. Mientras el 2-
mercaptoetanol es un agente que se utiliza para romper los puentes de disulfuro en proteinas.
En las células vegetales, las paredes celulares y las proteinas pueden ser resistentes a los
procesos de lisis y desnaturalizacion y a la vez pueden formar complejos con el ADN, lo que
dificulta su extraccion. El 2-mercaptoetanol ayuda a desestabilizar estas interacciones proteina-
ADN, facilitando la liberacion del ADN durante el proceso de extraccion.

En cuanto a la calidad del ADN, los resultados de los geles de agarosa muestran diferencias en
cuanto a la calidad del ADN entre las muestras de tejido fresco y las muestras preservadas en
etanol. Mientras que las muestras de tejido fresco exhibieron bandas claras y densas de ADN,
indicativas de una alta integridad molecular, las muestras preservadas en etanol mostraron
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“smears” difusos a lo largo del recorrido del gel. Los “smears” sugieren una degradacion
considerable del ADN, es posible que la cuticula de la planta no haya permitido la penetracion
del etanol en tiempo oportuno y que esto haya facilitado la degradacién del ADN.

El hecho de que el protocolo de PCR descrito por Ueno et al. (2015) no produjera bandas de
amplificacion para los segmentos ISSR, sugiere que las condiciones de amplificacion
inicialmente empleadas no fueron las 6ptimas en las condiciones de laboratorio del CUNZAC
para los fragmentos especificos que se buscaban amplificar. Este resultado resalta la
importancia de realizar ajustes y optimizaciones en los protocolos de PCR cuando no se
obtienen resultados satisfactorios.

Dado que no se obtuvieron amplificaciones, se procedid a realizar una PCR de gradiente para
identificar las temperaturas de alineamiento més favorables. Esta estrategia es cominmente
utilizada para determinar la temperatura 6ptima de alineamiento en la PCR. Los resultados, de
la PCR de gradiente, indican que dentro del rango de temperaturas evaluadas (38 °C a 48 °C),
solo la temperatura de 48 °C produjo amplificacion de los segmentos ISSR. Esto sugiere que,
para los fragmentos especificos de interés en este estudio, una temperatura de alineamiento de
48 °C fue la mas adecuada para lograr una amplificacion eficiente y especifica. Al ser la
temperatura que esta en el limite superior, se recomienda ampliar el rango del limite superior
del gradiente de temperatura.
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13 Conclusiones

La tasa de crecimiento poblacional (A) estimada con el modelo matricial (PPM) e integral
(IPM) fue muy similar entre tipos de bosque y sugiere un incremento de la poblacion en el
largo plazo. La tinica excepcion fue en el bosque urbano, con el PPM A fue mayor a la unidad
y con el IPM fue menor, comportamiento que puede estar dado por la dimensionalidad de la
matriz que tiene un efecto directo en la estimacion de este parametro.

La sobrevivencia de plantas de mayor tamafio son las que méas aportan a la tasa de crecimiento
poblacional en el bosque urbano. En el caso de la poblacion del bosque latifoliado, lo fueron
las plantas pequefias y de tamafio intermedio, mientras que para la poblacion del bosque seco
lo fue el crecimiento hacia plantas mas grandes y la fecundidad. Por lo tanto, los esfuerzos de
control y erradicacion deben contemplar acciones que reduzca la sobrevivencia, crecimiento y
fecundidad de las poblaciones, pero de forma diferenciada.

Con base al comportamiento del reclutamiento o nuevos individuos, las poblaciones del bosque
seco Y latifoliado podrian caracterizarse como poblaciones en expansion, mientras que la del
bosque urbano una en senescencia. Este patrén lo sustenta la tasa de crecimiento poblacional
y la distribucion de tamafio estable estimados con el modelo integral.

La poblacién del bosque urbano fue la que presento la menor produccién de frutos, esto puede
estar relacionado a la limitacion de polen en el sistema (ausencia o poca actividad de agentes
polinizadores). Esta limitacion genera poca produccion de frutos y restringe el reclutamiento
de nuevos individuos, ocasionando un impacto negativo a la poblacion (A < 1).

Disturbios naturales parecen beneficiar a la poblacion del bosque seco con alto reclutamiento
y tasa positiva de crecimiento poblacional. Los eventos de disturbios, naturales o
antropogeénicos, parecen ser factores que propician condiciones Optimas para la germinacion
es establecimiento de plantulas en Oeceoclades macualta.

Los tres bosques estudiados difieren en estructura’y composicion de especies arboreas, pero tal
estructura ofrece condiciones de sombra y hojarasca que parecen ser factores importantes en
el ciclo de vida de O. maculata. Los resultados del presente estudio y los publicados
anteriormente demuestran la versatilidad de la especie por colonizar y establecerse en una
diversidad de microambientes. Sin embargo, no pareciera tener un impacto negativo en las
especies nativas terrestres.

El mejor rendimiento y calidad de la extraccion de ADN de O. maculata se obtuvo utilizando
tejido fresco y el buffer de extraccién 2X CTAB + PVP + 2-mercaptoetanol + Proteinasa K
+ARNasa A. La concentracion de ADN obtenida es suficiente para diversas aplicaciones en
genética y ecologia.

El protocolo de PCR de Ueno et al. (2015) no produjo resultados satisfactorios bajo las
condiciones de trabajo del laboratorio del Instituto de Investigaciones del Centro Universitario
de Zacapa. La PCR de gradiente sugiere que es necesario evaluar cada uno de los primers para
determinar la temperatura Optima de alineamiento y determinar qué cebadores presentan
bandas polimorficas.
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14 Recomendaciones

Mantener el monitoreo de las poblaciones bajo estudio para poder analizar una variacion
temporal y poder incorporar modelos estocésticos. Datos que puedan mejorar y robustecer los
patrones aqui presentados.

Desarrollar estudios que identifiquen los polinizadores potenciales de la especie, analizando
su interaccion y posible impacto para definir estrategias de manejo y control de la especie.

Nuestro estudio no responde al potencial efecto negativo que pueda tener O. maculata en las
especies terrestres nativas, ya que fuer puramente descriptivo. Por lo que, es importante disefiar
un experimento para evaluar una posible interaccion, tanto a nivel de microhabitat y
distribucion espacial, como posible competencia con polinizadores (por ejemplo, que pudiera
estar afectando la biologia reproductiva de las especies nativas por traslape en los picos de
floracion).

Desarrollar y disefiar estrategias de control de la especie con los parametros que méas aportan
a la tasa de crecimiento poblacional, que limiten la sobrevivencia y crecimiento, y reduzcan la
fecundidad de la poblacion. Estas estrategias o acciones deben ser diferenciadas e integrar lo
sugerido por el analisis de elasticidad.

En el laboratorio de Biologia Molecular generalmente se han obtenido resultados satisfactorios
en la PCR de acuerdo a los parametros establecidos en otros laboratorios. Sin embargo, en esta
ocasion ha sido necesario realizar la optimizacion de las condiciones de PCR para cada
conjunto especifico de marcadores moleculares. La PCR de gradiente es una herramienta
valiosa para identificar las temperaturas de alineamiento mas favorables y en poco tiempo,
como se realizo en este estudio. Ademas, es importante considerar la calidad y la integridad
del ADN de las muestras, asi como la posible presencia de inhibidores de la PCR que puedan
afectar los resultados.
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16 Apéndice

No se adjuntan apéndices al presente informe final

17 Vinculacién

En este estudio se generaron tres vinculos, el primero con el Colegio Monte Maria que
administra la Reserva Natural Privada Sister de Maryknoll, y el segundo con el copropietario
de la Finca Las Marias y el tercero con la directora de la Reserva Natural EI Heloderma. La
intencionalidad de haber marcado las poblaciones es dar continuidad al estudio, y en este
sentido las instituciones estan con toda la disposicion de dar el acceso y logistica necesaria
para que el seguimiento pueda darse. Se ha inici6 la comunicacion con la Escuela de Biologia
de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, para que estudiantes interesados en
desarrollar propuestas cientificas puedan usar las poblaciones marcadas.

18 Estrategia de difusion, divulgacion y proteccion intelectual

En el presente proyecto se trabajo en material divulgativo necesario para dar a conocer el
impacto de especies invasoras en ecosistemas y especies nativas, e introducir el estudio que se
realiza con Oeceoclades maculata. Durante el proceso de desarrollo de los disefios se tuvo
comunicacion previa con la coordinadora del programa, para las orientaciones y créditos
correspondientes, por lo que se cumplié con lo requerido. Este material sera compartido para
su difusion con el Consejo Nacional de Areas Protegidas -CONAP- (oficinas centrales y
subdirecciones), Instituto Nacional de Bosques -INAB-, Centro de Estudios Conservacionistas
-CECON-, Escuelas o Departamentos de Biologia de universidades publicas y privadas, entre
otras.

19 Aporte de la propuesta de investigacién a los Prioridades Nacionales de Desarrollo
(PND) identificando su meta correspondiente:

Anteriormente se comentaba que las especies exoticas invasoras son responsables del 60% de
las extinciones de especies ocurridas a nivel mundial, asi como los altos costos asociados al
impacto de éstas. Impacto que se evidencia en la disponibilidad de materia prima y productos
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naturales utilizados por el humano, y que directa o indirectamente se impacta a la salud de la
sociedad. La contribucion de los resultados del proyecto tiene alcance en la prioridad nacional
de desarrollo bajo el indicador de “Disponibilidad y acceso al agua y gestion de los recursos
naturales”. Los resultados pueden ser utilizados para el control o erradicacion de especies
exdticas introducidas, con la finalidad de reducir el potencial impacto negativo que puedan
tener en especies nativas con alguna categoria de amenaza.
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