CAMPUS GUANAJUATO
DIVISION DE CIENCIAS NATURALES Y EXACTAS
POSGRADO EN CIENCIAS (BIOLOGIA)

Propagacion Vegetativa y Caracterizacion del Microbioma de

Mammillaria albiflora (Werderm.) Backeb.

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRIA EN CIENCIAS (BIOLOGIA)

PRESENTA:
BIOL. EMILIO VARGAS COLMENERO

DIRECTOR:
DRA. SURIA GISELA VASQUEZ MORALES
CO-DIRECTOR:
DR. ISRAEL ENRIQUE PADILLA GUERRERO

Guanajuato, Guanajuato, Abril de 2025



DEDICATORIA.

A Julia Murillo Jiménez, quien me ha acompafiado en todo momento y me ha mostrado
siempre el camino para ser un mejor ser humano, una mejor pareja. Por su gran apoyo,
paciencia, asi como sus atenciones y carifio incondicionales que me permitieron llegar hasta
aqui y seguir adelante por esta senda. Muchas gracias, con todo mi amor, este logro es de los

dos.

AGRADECIMIENTOS.

Quisiera agradecer a mis directores de tesis, la Dra. Suria Gisela Vasquez Morales y al Dr.
Israel Enrique Padilla Guerrero, cuya experiencia, paciencia y apoyo constante fueron
fundamentales para la realizacion de este trabajo. Su confianza en mi me impuls6 a seguir

adelante y superar los desafios, brindandome claridad y motivacion en todo momento.

A mis padres y hermanas, que les agradezco su apoyo constante, sus consejos y palabras de

aliento. Por siempre creer en mi y en los logros que puedo alcanzar.

A la Secretaria de Ciencia, Tecnologia, Humanidades e Innovacion (SECIHTI) por la Beca

otorgada para realizar el programa de posgrado.

Finalmente, agradezco a todos los compafieros, colegas y colaboradores que participaron en
el desarrollo de esta investigacion, Ramon, Fatima, Victor, Dennis, Georgina, Esteban, por
mencionar algunos; su ayuda fue muy valiosa y esta tesis es el resultado de ese esfuerzo

colectivo y de colaboracion.



Indice.

INAICE @ FIGUIAS. ..voeeeeeeeeeeeeee e eaenees 4
INAICE A tADIAS. ......ooveveeeeceeee e 6
RESUIMETL. .ottt ettt e st s 7
AADSTIACE. ¢ttt h et et h et e h e bt e bt e at e bt et et nbe e 8
INEEOAUCCION. ..ttt et b et sttt et e b enees 9
Parametros demograficos de poblaciones............ccueevveeriieriieriiieniieeieeie e 12
IMICTODIOMIA. ...cuiiiiiteieee ettt ettt ettt ea e sbe et sat e bt et et e sbeebesaeen 13
Propagacion POT INJETLO. ......ccuieiiiiriieiiieiieeie et eeete et ee et et este et eeseaeeteesaaeesbeessseeseesnneans 15
Cultivo de tejidos VEZETAlES. ....c.eeeiieiieiiieciieeie ettt st 18
ANLECEACTILES. ...ttt ettt et e b ettt s bt bt et sbe et satesbe et e saeenbeetesanens 20
JUSHIFICACION. ...ttt et sttt st sb et st e b ebesanens 24
HIPOTESIS. ettt ettt st b et sttt et sat e bt et st nbe et eanens 24
ODJETIVOS. ..teeeteetie ettt ettt e bt e et e et et e et e esaeeeabeeeseeenseessseenseesabeenseassbeenseensbeenseessseeseennsaens 25
ODJEHIVO ZENETAL ...eiieiiiiiii ettt ettt e s ae et e et e e beesnbeeteeeabeenseeenns 25
ODJEtIVOS ESPECTIICOS. .viineiiiiieeiieeiieeiie ettt ettt ettt et e st e ebeesteeesbeeseesaseesaeeaseenseennns 25
Materiales Y MELOAOS. ....couveriiiriieiieiierieee ettt sttt sttt 25
AT de ESTUAIO. .....ovoeeeeee e 25
DescripCion de 1@ ESPECIC. ...c.eeruiiiiiieiiieiieeie ettt ettt ettt e teesbeesbeesbeenseeenaeens 27
Andlisis de los parametros demograficos de la poblacion............ccccceeeviieiieniiencenneenen. 28
Diseflo experimental y colecta de muestra de la rizésfera...........coceeveviiniiiinieniinennns 31
Extraccion de DINA ZeNOMICO. .....cc.ueiiieriieriieiieeieeite et eieeete et ee et seaeesbeesbeeseeenneens 32
Amplificacion y SECUCTICIACION. .....ec.eiruieiiriieiieie ettt sttt st e 34



Material biolOZICO PAra INJETTO. ...eccvieriieiieeiieiie et ette ettt et ete et sbe et ee s e e seeeaaeens 36
IIJ@TEO. .ottt ettt ettt et ettt e et e e tbe e teeenbeenbeeenbeeseennteans 37
Revision de literatura de propagacion in VItro. ............cccueeeeercueeriencieenieeieeee e esiee e 39
ANALISTS @ AALOS. ...ttt ettt 45
RESUIAAOS. ...t sttt et st b et st sb et 46
Parametros demograficos de 1a poblacion. .........c.ccoeeviiiiniiiiiniiniiieieeeceeee 46
Composicion taxonémica de la comunidad microbiana..........c.ccceceevenieniniienienennenenn. 57
Propagacion POT INJETLO. ......cc.ieiiieiiieeiieiieeieeieeete et ee et eete et e seaeebeesabeesbeesaseeseesnneans 62
Tratamientos propuestos de Propagacion iz VItro. ........c..ccveeeeeeueeseeeeieeneeeieeneeeieeneeeenns 66
DISCUSION. ..ttt ettt ettt h ettt s h e bt et e s bt e bt et e sat e bt entesaeenbeenaesanens 68
CONCIUSIONES. ...ttt ettt b ettt b et et sh et e atesb e e bt e st e sbeebe et e sbeenbeeatenaeenee 73
POISPECTIVAS. ..eiieitieiie ettt ettt ettt et e et e et e e st e esseesabeebeeenseenseeesseeseeensaans 74
LAteratura TEVISAAQ. .....cc.eeriiriiriieieeiereet ettt sttt ettt sb ettt nb et s 75



INDICE DE FIGURAS.

Figura 1. Composicién taxondémica por géneros y numero de especies de la Familia
Cactaceae en Guanajuato. Modificado de Barcenas y Hernandez, 2012. ...................... 9
Figura 2. Patron general de riqueza de especies del género Mammillaria. Tomado de:
Herndndez y GOmez-Hinostrosa (2015). ....ccveviieiiiniieiieeieeiteee et 10
Figura 3. Numero de individuos de Mammillaria albiflora encontrados para cada una de las
categorias de tamafio. Tomada de Cruz Santos A. (2015). ...ccoeviiriiieiieniiieieeieeeene 13
Figura 4. El papel de los organismos promotores del crecimiento de las plantas en la mejora
de la salud del suelo y la mitigacion del estrés abiotico y los efectos negativos del cambio
climatico. Figura obtenida de Segun Ayangbenro, A., & Oluranti Babalola O., 2021. 14
Figura 5. Corte transversal de una Cacticea. Figura obtenida de McMillan A. J. S. (1966).

Figura 6. Vision general de las diferentes técnicas de micropropagacion in vitro aplicadas en
especies de cactus. Figura obtenida de Bouzroud, S., et al., 2022. .........cccovveverennennne. 19

Figura 7. Distribucion geografica conocida de M. albiflora. Tomada de Arias S. y Aquino D.

(20719 ettt sttt 26
Figura 8. Vista del hdbitat donde se distribuye M. albiflora. ............ccceveeeeeieeieaceeeneeaannns 26
Figura 9. Individuos de M. @IDiflOFa..............cccceevuiriiiiiiiiiiiiieiiiieseeieceseee e 28
Figura 10. Poligono de la poblacion con disturbio de M. albiflora, con una superficie de 3.45

RECLATEAS. ...ttt 29
Figura 11. Poligono de la poblacion semi-conservada de M. albiflora. ...............ccoueuenec. 30

Figura 12. Ubicacion de las poblaciones con disturbio y semi-conservada de M. albiflora en

su area de distribucion CONOCIAA. .....c...evueeiiiiiriiirieiierteteeee e 30
Figura 13. Proceso de toma de muestra de rizosfera de M. albiflora. ..............ccccevueuenne. 32
Figura 14. Proceso de sembrado de porta injerto. ...........ceceereeeiiienieeiiienie e esiee e 37
Figura 15. Cuadrantes y medicion de ejemplares de M. albiflora................ccoceeeevvenueennnn. 47
Figura 16. Distribucion de la altura del total de individuos medidos por poblacion de M.

AIDTIIOTQ. ..ottt ettt st e bt essae e beeenteenbeesnseesaennteens 48
Figura 17. Distribucion de didmetro basal del total de individuos medidos por poblacion de

M. QIDIFIOTA. ...ttt ettt ettt et eeas 48



u,}L“
el

Figura 18. Distribucion de individuos registrados para cada categoria diamétrica de
poblaciones contrastantes de M. albiflora. ...............ccoeevueeeieniiecieniieiieeieeieeeee e 49
Figura 19. Variables y numero de individuos de M. albiflora registrados para determinar la
supervivencia por cada poblacion a los seis meses del TO. ........coecveeeiieiiienieniieeienne. 51

Figura 20. Desarrollo clonal de un individuo en la poblacion con disturbio de M. albiflora.

Figura 21. Distribucion de individuos registrados en la poblacion con disturbio para el tiempo
TO y T1 por categoria diamétrica de M. albiflora. ............ccccveveeeceievieeciiinienieeneene, 53
Figura 22. Registros de individuos en una nueva poblacion de M. albiflora cercana a la
PODIlACION SEMI-CONSEIVAUA. ... .eeuiieiiieiiieiieitieeteete et et et e st e eae et e ereeseesabeeaeesnseens 54
Figura 23. Andlisis de componentes principales de las variables determinadas en el analisis
de fertilidad, salinidad del suelo y variables ambientales de ambas poblaciones de M.
AIDTIIOTQ. ..ottt ettt ettt e et e st e e beeeabeenbeesnbeeseesnseans 57
Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa del DNA gendmico de las muestras de rizoma de
M. QIDIFIOTA. ..ottt ettt ettt et naeeeeas 58
Figura 25. Amplificacion de oligonucleétidos para DNAr 16s e ITS en muestras de rizoma
A€ M. GIDIIOFA. ...ttt ettt sttt e 59
Figura 26. Amplificacion para DNAr 16s e ITS en muestras de rizoma de M. albiflora con
las cuatro polimerasas Utilizadas. ..........cceeeuieriieriieiienie e 60
Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa del DNA gendmico extraido con el Kit DNeasy

Plant Pro (QIAGEN) de las muestras de rizoma de M. albiflora para la poblacion con

AISTUIDIO. .ttt ettt et st et st nb et 61
Figura 28. Amplificacion para DNAr 16s e ITS en muestras de rizoma de M. albiflora con el
Kit DNeasy Plant Pro (QIAGEN) para la poblacion con disturbio. .........ccceccveeveennnenn. 62

Figura 29. Aplicacion de fungicida sistémico en plantas infectadas por hongo patdgeno. .. 63
Figura 30. Proceso de reinjertacion en plantas infectadas por hongo patdgeno................... 64
Figura 31. Crecimiento de los vastagos en los dos tratamientos de portainjerto utilizados. 65

Figura 32. Desarrollo de clones o hijuelos en M. albiflora a los 180 dias del dafio por corte.



INDICE DE TABLAS.

Tabla 1. Oligonucledtidos implementados para la amplificacion del gen DNAr 16S y la
region espaciadora de transcripcion interna (ITS, siglas en inglés) en las muestras de
DNA de la rizosfera de Mammillaria albiflora. ................ccooeeeeeceeeiienciaiieniieseeeeenn. 35

Tabla 2. Descripcion general de la informacion seleccionada sobre ocho estudios previos
como base de la propuesta de protocolo de propagacion in vitro de M. albiflora........ 40

Tabla 3. Resultados de los anélisis de fertilidad y salinidad del suelo de las poblaciones con
distrubio y semi-conservada de M. albiflora. ...........ccccccoeeeevceieiieniianieeieeiieeeeeeeens 55

Tabla 4. Propuesta para propagacion in vitro especifica de M. albiflora. ............................ 66



RESUMEN.

La Familia Cactaceae Juss. comprende entre 120 a 130 géneros, agrupando entre 1450y 1870
especies; es endémica del Continente Americano y México ocupa el primer lugar en
diversidad con 63 géneros y 677 especies. Para el Estado de Guanajuato, los esfuerzos en
determinar la diversidad de especies de esta familia han tomado décadas y se ha logrado
reconocer de 20 a 24 géneros y entre 92 a 109 especies de cactaceas. Mammillaria albiflora
(Werderm.) Backeb., conocida cominmente como biznaga bola de hilo de flor blanca, es una
especie microendémica a Guanajuato, particularmente al matorral xero6filo en San Luis de la
Paz. Su distribucion esta restringida entre 5 y 10 km? y en los Gltimos 20 afios su poblacion
a disminuido un 50%, estimandose en aproximadamente 5,000 individuos totales. Es una
especie poco estudiada, con bajo flujo genético entre poblaciones y reclutamiento, sometida
a impactos negativos por fragmentacion y pérdida de su hébitat, saqueo de individuos adultos
de las poblaciones naturales para su comercializacion y nula proteccion nacional bajo normas
oficiales. Es por lo anterior que, el desarrollar nuevos protocolos de propagacion in vitro 'y
por injerto, estudiar la dindmica demografica de sus poblaciones (ciclo de vida, estadios,
depredacion, etc.), asi como, conocer la diversidad de microorganismos asociados a la
rizésfera de Mammillaria albiflora y sus interacciones ecoldgicas implementando técnicas
de biologia molecular, nos aproximara a comprender los factores de adaptacion y
supervivencia de la especie, ademds de aportar informacion actualizada de esta especie tan
relevante para Guanajuato que pueda implementarse en la generacion de estrategias y

acciones para su proteccion y conservacion.



ABSTRACT.

The Cactaceae Juss. family comprises between 120 to 130 genera and between 1450 and
1870 species, it is endemic to the American continent and Mexico is the first country in
diversity with 63 genera and 677 species. For the State of Guanajuato, efforts to determine
the species diversity of this family have taken decades and it has been possible to recognize
20 to 24 genera and between 92 to 109 species of cacti. Mammillaria albiflora (Werderm.)
Backeb., commonly known as white-flowered threadball biznaga, is a microendemic species
to Guanajuato, particularly to the xerophilous scrubland in San Luis de la Paz. Its distribution
is restricted to between 5 and 10 km2 and in the last 20 years its population has decreased by
50%, estimated at approximately 5,000 total individuals. It is a little-studied species, with
low gene flow between populations and low recruitment, subject to negative impacts due to
fragmentation and loss of its habitat, looting of adult individuals from natural populations for
commercialization and no national protection under official regulations. For this reason,
developing new in vitro and graft propagation protocols, studying the demographic dynamics
of its populations (life cycle, stages, predation, etc.), as well as knowing the diversity of
microorganisms associated with the rhizosphere of Mammillaria albiflora and its ecological
interactions by implementing molecular biology techniques, will bring us closer to
understanding the adaptation and survival factors of the species, in addition to providing
updated information on this species so relevant to Guanajuato that can be implemented in the

generation of strategies and actions for its protection and conservation.



INTRODUCCION.

La Familia Cactaceae Juss. es una familia de plantas nativa del Continente Americano [1],
comprende entre 120 a 130 géneros y entre 1450y 1870 especies [2]. En México se encuentra
la mayor diversidad y endemismos de esta familia, con 63 géneros y aproximadamente 677
especies, de las cuales 518 especies son endémicas al pais y el género Mammillaria es el

quinto lugar en diversidad de especies de plantas vasculares con 169 especies [3-5].

El Estado de Guanajuato posee una diversidad importante de especies de cactaceas, se han
registrado entre 20 y 24 géneros con 92 a 109 especies [6—10]. Presenta una riqueza
heterogénea donde 13 géneros cuentan con una sola especie y de estos 4 son monotipicos:

Isolatocereus, Hamatocactus, Neolloydia y Strombocactus [6, 11] (Figura 1).
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Figura 1. Composicion taxondmica por géneros y numero de especies de la Familia

Cactaceae en Guanajuato. Modificado de Barcenas y Hernandez, 2012.

El estado de conservacion de las cacticeas en Guanajuato refleja que 24 especies se
encuentran bajo alguna categoria de la NOM-059-SEMARNAT-2010 [12], puntualmente, 12
especies estan en proteccion especial (Pr), 10 amenazadas (A) y 2 en peligro de extincion (P)

[13]. Es por lo anterior que, Hernandez y Gémez-Hinostrosa [14], en su libro “Mapping the



Cacti of Mexico, Part II: Mammillaria”, reconocen al género Mammillaria como uno de los

mas importantes en riqueza de especies, tanto a nivel nacional, como para la zona central del

pais, en especifico el noreste del estado de Guanajuato, como un area de mayor diversidad

para este género (Figura 2).
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Figura 2. Patron general de riqueza de especies del género Mammillaria. Las areas de color

rojo intenso indican las areas de mayor diversidad de especies. Tomado de: Hernandez y

Gomez-Hinostrosa (2015).

Considerando lo anterior, en la region noreste del estado de Guanajuato se encuentra la mayor

diversidad de especies de esta familia y en particular se han encontrado especies endémicas

y microendémicas, como es el caso de Mammillaria albiflora, la cual esta considerada como

una especie microendémica al estado, por encontrarse en un rango geografico

extremadamente restringido, entre 5 y 10 km?, por lo que se ha clasificado en la categoria de



En Peligro Critico de Extinciéon por la Lista Roja de la Unidon Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (UICN), debido a la drastica disminucion en el tamafio de su
poblacion, aproximadamente el 50% en los ltimos 20 afios, y una poblacion menor a 5,000
individuos [15].

Se localiza en la region semidrida del Altiplano Central Mexicano, sobre llanuras de Matorral
Xerofilo predominadas por pastizales que crecen sobre suelos de tipo litosoles de textura
media, rica en materia organica y con horizontes petrocélcicos, entre 1950 y 2300 m snm
[16]. De clima calido semi-seco, con un promedio de 70 dias con lluvia al afio y una
precipitacion méaxima de 87.5 mm? al dia, siendo los meses con mayor precipitacion de junio
a septiembre, el resto del afio no hay precipitacion o se presentan lluvias escasas [17]. La
temperatura promedio anual méxima es de 38°C y minima de hasta 7.7°C, también se han
registrado temperaturas historicas en la zona de hasta -15°C, siendo los meses mas calurosos

de abril a junio y los mas frios de diciembre a febrero [17].

La actividad humana en el area de distribucion de M. albiflora es una de las amenazas mas
importantes para la especie y de igual manera para otras cactaceas. La agricultura y la
ganaderia, el uso de herbicidas y otros pesticidas, la mineria y la apertura de nuevas areas
para urbanizacion e infraestructura, han contribuido con la pérdida y fragmentacion de su
habitat [18]. Por otra parte, el saqueo de ejemplares de las poblaciones naturales para la
comercializacion es también uno de los impactos negativos mas significativos para la especie,
puesto que interfiere en la dindmica natural de las poblaciones y del ecosistema [19]. Por
mencionar un ejemplo de especies de cactaceas con importante vulnerabilidad a los impactos
antropogénicos tenemos a Mammillaria gaumerii, con una distribucion restringida a las
dunas costeras del norte de Yucatan, considerada especialmente susceptible a las variaciones
ambientales (factores abidticos) y a los cambios en el uso de la tierra debido a su estrecho
rango geografico, su alta especificidad de habitat y su bajo numero de poblaciones, aunado a
que su estado de conservacion, catalogada como en peligro de extincion, es causado
principalmente por la urbanizacion, la construccion de carreteras, el manejo de ranchos
ganaderos y la agricultura, los cuales estan cambiando la composicion de la vegetacion y

fragmentando su habitat ya restringido [20, 21].
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PARAMETROS DEMOGRAFICOS DE POBLACIONES.

Los estudios demograficos en héabitats naturales son una herramienta importante para evaluar
tanto el grado en que las especies endémicas y en peligro de extincion se ven afectadas por
las perturbaciones, como su resiliencia y resistencia demografica [22-25]. La determinacioén
de los atributos demograficos, como la tasa de crecimiento de la poblacion, la elasticidad y
la respuesta de la tabla de vida, entendiendo ésta Gltima como la herramienta mas completa
para el anélisis de la mortalidad de una poblacién en un momento dado (sobrevivir o morir a
una edad exacta "x" o entre edades "x" y "x+n"), nos permite conocer la condicién general
de una poblacién, su vulnerabilidad a lo largo de las diferentes etapas del ciclo de vida, y el
grado de afectacion por las perturbaciones naturales, estocasticas y humanas [26]. Ademas
de conocer estos aspectos poblacionales antes mencionados, la obtencion detallada y precisa

de informacion sobre la distribucion de especies se ha convertido en un paso critico para

generar estrategias efectivas de conservacion in situ 'y ex situ [27, 28].

En ecologia, los estudios poblacionales son imprescindibles para conocer la historia de vida
y los procesos reproductivos de un organismo, siendo aun desconocidos estos aspectos para
las especies de cactaceas, principalmente las que se encuentran en alguna categoria de
proteccion, y sus respectivas poblaciones [29]. Esto se debe a que los estudios de este tipo
requieren de periodos largos de observacion y son mas costosos que el simple registro puntual
de la presencia y densidad de organismos en una poblacion [30]. No obstante, el estudio y
registro de los procesos reproductivos y fenologicos, ademas de las variables poblacionales,
ayudan a determinar la importancia de los principales procesos demograficos como la
permanencia, el crecimiento y la fecundidad, siendo estos indispensables para estimar el
impacto de la perdida de individuos de diferentes tamafios o edades sobre el crecimiento

poblacional [25, 31].

Por ejemplo, para Mammillaria albiflora, en el afio 2015 [32] se estudiaron los pardmetros
demograficos como densidad y estructura de tamafos en una poblacion, donde se definieron
ocho clases diamétricas, una densidad de 2.9 individuos/m? y se concluy6 que la poblacion
presentd una estructura de tipo decreciente (Figura 3). En comparacion con otras especies de

cactaceas endémicas y amenazadas, especificamente respecto a la densidad, se ha reportado
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para Mammillaria gaumeri presenta 0.28 ind/m? [20], M. napina presenta 2.39 ind/m? [33],
M. supertexta presenta 1.42 ind/m? [34], M. dixanthocentron presenta 0.10 ind/m?, M.
hernandezii presenta 0.30 ind/m?, M. huitzilopochtli presenta 0.23 ind/m?, M. kraehenbuehlii

presenta 0.08 ind/m?, M. pectinifera presenta 0.28 ind/m?> y M. solisioides presenta 0.61
ind/m? [35].
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Numero de individuos observados

o

Figura 3. Numero de individuos de Mammillaria albiflora encontrados para cada una de las

categorias de tamafio. Tomada de Cruz Santos A. (2015).

Contar con registros de tamafio y densidad de individuos en una poblacion a través de los
afios es como se describe la historia de vida de una especie que, en particular para las
cactaceas, toma muchos afios de seguimiento debido a su lento crecimiento. El generar nuevo
conocimiento sobre la dindmica poblacional de especies de cactaceas en riesgo de extincion,
proveen un soporte robusto para la toma de decisiones de su proteccion, dejando de lado la

subjetividad y planteando rutas interdisciplinarias para su manejo y conservacion.

MICROBIOMA.

El microbioma comprende la coleccion completa de microorganismos en un nicho especifico,
por ejemplo, la rizosfera [36]. La riqueza y abundancia de bacterias en el microbioma es

variable respecto del nicho, debido probablemente a las interacciones con otros
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microorganismos como nematodos, arqueas y hongos no micorrizicos [36]. Las plantas
albergan muchos microorganismos que tienen funciones cruciales en su desarrollo,

adaptabilidad y diversidad [37], por ello la relevancia de su estudio y conocimiento.

Las especies de plantas de ambientes aridos crecen bajo presiones de seleccion extremas, lo
que ha generado conjuntos microbianos de la rizosfera con capacidades para promover su
crecimiento y supervivencia, ademas, se le atribuyen al microbioma de la rizosfera funciones
como el controlar la produccién de biomasa, la adquisicion de nutrientes, la resistencia al
estrés bidtico y abidtico, el control de fitopatdégenos y la modulacion de las hormonas
vegetales [38—40] (Figura 4). Comprender las estructuras de estas comunidades y sus
mecanismos de interaccion puede conducir a promover fenotipos de interés como la
resistencia a la sequia [40]. Asi mismo, estudiar dicha composicion microbiana es

fundamental para dilucidar los procesos ecoldgicos y las necesidades de las plantas asociadas.

: Nodule]

Plant growth
promotion

Beneficial Pl shoriaiii
bacteria Phytopathogens ant carbon s
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Control of phytopathogens

Figura 4. El papel de los organismos promotores del crecimiento de las plantas en la mejora
de la salud del suelo y la mitigacion del estrés abiodtico y los efectos negativos del cambio

climatico. Figura obtenida de Segun Ayangbenro, A., & Oluranti Babalola O., 2021.
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En cacticeas ha sido poco estudiada la diversidad de microorganismos asociados, sin
embargo, algunos estudios con especies de esta familia han revelado que tanto las bacterias
como los hongos son capaces de colonizar densamente la rizosfera, como se identifico para
Pachycereus springlei, Stenocereus thurbei y Opuntia cholla [41]. Derivado del
conocimiento de las comunidades bacterianas en cacticeas, se han logrado aislar y
caracterizar algunas cepas de los géneros Bacillus, Klebsiella, Staphylococcus,
Pseudomonas, Azotobacter y Enterobacter, responsables de la erosion de las rocas y que
promueven el crecimiento en cactus que crecen en acantilados rocosos, sobre grandes rocas
o en antiguos flujos de lava [42—44]. Otro estudio, que combiné métodos dependientes e
independientes de cultivo, mostrd que Actinobacteria, Proteobacteria y Acidobacteria eran
los filos mas representados asociados con la rizosfera de Mammillaria carnea, Opuntia
pilifera y Stenocereus stellatus, siendo Actinobacteria, Proteobacteria y miembros de
Firmicutes, los recuperados con mayor frecuencia mediante técnicas de aislamiento [45]. En
el caso de los hongos, hasta el momento no han sido identificados los grupos formadores de
micorrizas especificos para cactaceas, pero se conoce que son capaces de mejorar la
absorcion de Py Zn en Ferocactus acanthodes, y la absorcion de CO; tanto en F. acanthodes

como en Opuntia ficus-indica [46, 47].

Es por lo anterior, que los ecologos microbianos utilizan herramientas moleculares que
faciliten el analisis de las muestras provenientes del microbioma, su caracterizacién a mayor
resolucion y con ello comprender las complejas interacciones entre los organismos que son
capaces de dictar en algunos casos la morfologia, fisiologia y el comportamiento, abordando

la biogeografia funcional y no solo a las entidades taxondmicas [48].

PROPAGACION POR INJERTO.

El injerto es un método de propagacion vegetativa en las plantas, historicamente
implementado en especies lefiosas de uso comercial como frutales y ornamentales, su base
técnica es la union de una seccion de una planta, en la que al realizar un corte se aprecie su
anillo vascular (haz vascular), la cual aporta un sistema radicular establecido, llamado

portainjerto o patrén, con otra planta que también exponga su sistema vascular, denominada
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vastago o injerto, las cuales subsecuentemente creceran y se desarrollardn como una planta

compuesta [49-51] (Figura 5).

La histologia del proceso de desarrollo en un injerto exitoso de plantas incluye: la adhesion
inicial del vastago y el portainjerto, la formacion del callo de la herida tanto en el portainjerto
como en el vastago, y la diferenciacion del tejido vascular para formar una unidad funcional
entre el vastago y el portainjerto [52]. Varios factores, como la compatibilidad entre injerto y
portainjerto, especies de plantas, tipo de injerto, condiciones ambientales y reguladores del

crecimiento de las plantas, pueden influir en el éxito de la union del injerto [50].

vb
areole
Scion
cuticle
fve
Stock,

Cross section

A.
Figura 5. Corte transversal de una Cacticea. A. Se aprecian el haz central de tejido
fibrovascular (fvc), haces vasculares (vb), las areolas y cuticula. B. Esquema del vastago

(scion) y portainjerto o patrén (stock), donde en ambos se aprecia su haz central

fibrovascular. Figura obtenida de McMillan A. J. S. (1966).

La horticultura y el paisajismo consideran hoy en dia a los cactus injertados como una de las
plantas ornamentales mas apreciadas en todo el mundo y se han convertido en un método
comercial de propagacion con la finalidad de acelerar la tasa de crecimiento de especies de
lento desarrollo, asegurar la supervivencia de las plantas con un sistema radicular deficiente,
mantener las formas crestadas o monstruosas, pero también ha proporcionado una
herramienta Util a los conservacionistas, para salvar especies que se encuentran en una

categoria de riesgo o en peligro de extincion [53].
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La propagacion por injerto tiene un papel importante en la supervivencia de algunas especies
pertenecientes a la familia Cactaceae, puesto que estas plantas tienen la capacidad de
propagarse tanto por semillas o esquejes, como por esta técnica y mas recientemente también
por la propagacion in vitro o la combinacion de micro-injertos in vitro [54]. Los injertos han
sido implementados para rescatar plantas severamente podridas o enfermas, asegurando un
mejor crecimiento y recuperacion, igualmente, para la estimulacion de la floracion, desarrollo
de esquejes o hijuelos y la obtencion de semillas de ejemplares de cactdceas de importancia,
por su rareza o categoria de proteccion, en un tiempo mas corto que de manera natural [49,

55, 56].

Se ha estudiado la respuesta a la injertacion de plantulas de Opuntia robusta var. CP-Tepemor
con la finalidad de mantener variedades de interés comercial. Estas se injertaron en patrones
de la misma especie en dos tipos de injerto, cara plana y perforacion, resultando un 30% y
73% de prendimiento de las plantulas al patrén, respectivamente. Se registrd también la
sobrevivencia de plantulas de color rosa, una variedad de esta especie que normalmente tiene
un tiempo de vida de cinco dias, hasta 25 dias en injerto de perforacion, lo que representa un

avance importante para el mantenimiento de este fenotipo de interés [57].

Otro ejemplo del uso de injerto para favorecer el desarrollo de cactaceas con problemas de
lento crecimiento y escaso sistema radical es el trabajo realizado por Flores Pérez S. [58],
donde estableci6 dos experimentos utilizando como portainjerto de Hylocereus trigonus e
Hylocereus undatus; y Lobivia sylvestrii forma aurea, Notocactus leninghausii y Copiapoa
tenuissima forma cristata como injertos, adicionando distintas soluciones nutritivas a cada
tratamiento (Solucion de Steiner, 2:2:4 de NPK y La Molina aplicadas al 25%) y evaluando
la velocidad de crecimiento. Sus resultados mostraron que la aplicaciéon de soluciones
nutritivas favorece el desarrollo del injerto, asi como su incremento en diametro y altura, la
aparicion de raices y la floracion. Las variables medidas fueron didmetro y altura en 42, 57,
72, 87 y 102 dias, asi como la aparicion de brotes, flores o raices. Concluye con una
aportacion a la técnica, mencionando la importancia de la similitud anatomica del injerto y

del portainjerto, la nutricién que se les proporcione, la sanidad de las plantas, el manejo de
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los materiales al injertar (riegos de contaminacion por fitopatégenos), las condiciones de
temperatura, humedad relativa, oxigenacion, tipo de injerto utilizado y del manejo de este,

para que los resultados sean exitosos.

CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES.

La micropropagacion es una de las técnicas de propagacion de cultivo de tejidos vegetales in
vitro aplicadas a las cactaceas, la cual se puede definir como un método vegetativo de
propagacion realizado en condiciones asépticas in vitro utilizando pequenas porciones de la
planta, también llamadas explantes, como segmentos de tallo, cotiledones, hojas, yemas
axilares y apicales, semillas maduras e inmaduras y embriones [59] (Figura 6). Las practicas
convencionales de propagacion en cactaceas han resultado insuficientes tanto para satisfacer
la demanda comercial de estas plantas como para cumplir con objetivos de conservacion de
especies con bajas tasas de germinacion de semillas, de lento crecimiento y escasa o nula
ramificacion lateral (esquejes o clones), por lo anterior, la propagacion in vitro ha resultado
una alternativa prometedora implementada con fines de rescate, reintroduccion y
restauracion ex situ de estas plantas [60—62]. Por ejemplo, se han logrado buenos e
importantes resultados en propagacion in vitro con especies mexicanas de cacticeas

amenazadas de los géneros Turbinicarpus, Pelecyphora, Ariocarpus y Mammillaria [63—66].
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Figura 6. Vision general de las diferentes técnicas de micropropagacion in vitro aplicadas en

especies de cactus. Figura obtenida de Bouzroud, S., et al., 2022.

Considerando que el cultivo in vitro de tejidos vegetales se ha convertido en una herramienta
muy util para acelerar los procesos de produccion de plantas, su factibilidad dependeré del
manejo de los factores que favorecen este proceso, como el medio de cultivo utilizado donde
la concentracion de nutrientes, hormonas, horas de luz, temperatura, pH, humedad relativa,
suministro de oxigeno, entre otros, influyen en el desarrollo de las plantas; por lo que la
respuesta morfogenética del explante dependerd de la estandarizacion del protocolo de
micropropagacion [67]. Derivado de esta estandarizacion de condiciones, las especies y
subespecies de cactus responden de manera diferente en el cultivo, por lo que es relevante
conocer sus diversas respuestas y desarrollar sistemas de propagacion in vitro particulares

para cada taxon [60].

En las ultimas tres décadas, la propagacion in vitro en cactaceas ha resultado una alternativa
que ha ofrecido estrategias no solo para recuperar especies en alguna categoria de proteccion
y conservacion sino también para brindar oportunidades para la comercializacion de especies
raras, inclusive en peligro de extincion, para mantener y aumentar la diversidad genética en

las poblaciones silvestres y favorecer su rescate o recuperacion en sus habitats naturales.
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ANTECEDENTES.

Cruz Santos A. [32] en su tesis de licenciatura, realizd una evaluacion de la diversidad
genética poblacional de M. albiflora, considerada como especie endémica del Estado de
Guanajuato. Analizo 179 cuadros de 1m?, para obtener su densidad poblacional, asi como la
estructura de tamanos de las plantas que se obtuvo a partir del didmetro de los individuos.
Para el andlisis genético se utilizaron 8 microsatélites disenados para Mammillaria crucigera
en 83 muestras. Se calculd la heterocigosidad observada, la heterocigosidad esperada, la
diversidad y la riqueza alélica, asi como el coeficiente de endogamia. M. albiflora tiene una
densidad poblacional promedio de 2.9 individuos/m?. Encontré que el diametro promedio de
los individuos fue de 1.28 cm, con un intervalo de 0.09 a 3.66 cm. A partir de los didmetros
se obtuvieron 8 categorias diamétricas de tamafio (Figura 3). Los resultados indican que M.
albiflora tiene una diversidad genética menor a la de otras especies del género Mammillaria.
Ademas, la deriva génica podria estar perjudicando gravemente a la poblacion. Por lo que,
para evitar una mayor pérdida de variabilidad genética se sugiere implementar programas de
conservacion que eviten el saqueo de los organismos y que incluyan el cultivo y
reintroduccién de nuevos individuos en sus diferentes poblaciones. Se sugiere también,
incluir a M. albiflora en el Apéndice I de la CITES, asi como someterla al Método de
Evaluacion del Riesgo de Extincion de las Especies Silvestres en México (MER) para poder

incluirla en alguna categoria de la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT.

En el afio 2016, Solérzano S. y colaboradores [68], estudiaron en M. albiflora si la diversidad
genética intraespecifica se puede aplicar para identificar prioridades de conservacion. Se
desarroll6 la investigacion en una poblacion con ~1000 individuos distribuidos en cuatro
parches cercanos que cubren 4.3 km?. Se genotipifico un total de 96 individuos con 10 loci
microsatélites para describir la subestructura genética y la diversidad. Sus resultados sugieren
que existe una subestructura poblacional significativa: la diversidad genética se distribuye en
tres vecinos genéticos y varia entre los parches, los genotipos no se distribuyen
aleatoriamente y tres barreras genéticas restringen el flujo genético. Ademads, indican que el

tamafio actual de la poblacion es 15 veces menor que en el pasado. Concluyen que para
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conservar la diversidad genética de esta especie, al menos dos de los cuatro parches de la
poblacion se protejan legalmente o bajo algun criterio de area natural protegida, asi como
desarrollar un programa de propagacion legal que pueda ayudar a disminuir la cosecha en las
poblaciones naturales. Finalmente, incluir a M. albiflora en la Lista Roja de Especies de
Meéxico en la categoria de riesgo de extincidon o en su equivalente de las Normas Oficiales

Mexicanas de proteccion de especies silvestres.

Solorzarno S. y colaboradores [69], desarrollaron el Método de Evaluacion del Riesgo de
Extincion de Plantas en México para M. albiflora. Esta evaluacion consiste en conocer
aspectos biologicos y ecologicos de una planta bajo los siguientes criterios: caracteristicas de
la distribucion geografica, caracteristicas del habitat, vulnerabilidad bioldgica intrinseca e
impacto de la actividad humana. Por mencionar alguno, en su distribucion geografica se debe
contemplar la extension de la distribucion como porcentaje de la extension territorial de
los biomas en el pais y su area de ocupacion; es decir, el drea dentro de su extension de
presencia que es ocupada por el taxon, ya que esta ultima puede contener habitats
no adecuados. Se asigna una numeracion para cada caracteristica y con el resultado obtenido
se clasifica la especie dentro de alguna categoria de riesgo oficiales consideradas en la NOM-
059-SEMARNAT-2010, como Sujeta a Proteccion Especial (Pr), Amenazada (A) y En
Peligro de Extincion (P). Desafortunadamente no fue publicado este estudio y el esfuerzo de

realizarlo e incluir a la especie en la norma oficial no se concluyd.

Fonseca Garcia Citlali y colaboradores [70], analizaron la composicion, la diversidad y los
factores que influyen en las comunidades de bacterias, arqueas y hongos superficiales y
subterraneos asociados con dos especies de cactus nativas y simpatricas en el Estado de
Guanajuato: Mpyrtillocactus geometrizans 'y Opuntia robusta. El resultado del perfil
filogenético mostrdé que la composicion y el ensamblaje de las comunidades microbianas
asociadas con los cactus estaban influenciados principalmente por el compartimento de la
planta y que la diferencia de especies, el lugar o la estacion del aflo desempefiaron s6lo un
papel menor. Sorprendentemente, la diversidad de bacterias y arqueas fue mayor en la
filosfera que en la rizésfera de los cactus, mientras que ocurrid lo contrario en el caso de los

hongos. Los suelos semiaridos exhibieron los niveles mas altos de diversidad microbiana,
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mientras que la endosfera del tallo, la mas baja. A pesar de su distancia taxondmica, M.
geometrizans 'y O. robusta compartieron la mayoria de los taxones microbianos en todos los
compartimentos analizados. Estos resultados sugieren que los hongos establecen
interacciones especificas con su planta huésped dentro del tallo, mientras que las
comunidades microbianas en los otros compartimentos de la planta pueden desempenar
funciones similares en estas dos especies. La caracterizaciéon bioquimica y molecular de las
bacterias transmitidas por las semillas de los cactus respalda la idea de que estos simbiontes
microbianos pueden heredarse verticalmente y podrian promover el crecimiento de las

plantas y la tolerancia a la sequia para la aptitud del holobionte de los cactus.

Coleman-Derr Devin y colaboradores [71], se plantearon la hipdtesis de que las plantas del
desierto sobreviven al estrés ambiental inherente a estas regiones en parte gracias a las
simbiosis con microorganismos. Asi mismo, realizaron la primera investigacion exhaustiva
de las comunidades microbianas asociadas con especies del género Agave, que son nativas
de regiones semidridas y aridas de América Central y del Norte. Examinaron las comunidades
procariotas y fingicas en la rizosfera, filosfera, endosfera de hojas y raices, asi como en
muestras de suelo proximal y distal de agaves cultivados y nativos, en tres zonas de los
estados de Guanajuato, Jalisco y California (EE. UU.), a través de la secuenciacién por
sintesis. En el perfil filogenético se reveld que la composicion de las comunidades procariotas
estaba determinada principalmente por el compartimento de la planta, mientras que la
composicion de las comunidades fingicas estaba influenciada principalmente por la
biogeografia de la especie huésped. Por ultimo, Agave tequilana cultivado exhibi6 niveles
mas bajos de diversidad procariota en comparacion con los agaves nativos (Agave salmiana
y A. deserti), aunque no se encontraron diferencias en la diversidad microbiana en la
endosfera, y de manera general los taxones procariotas y fingicos encontrados se conoce que
promueven el crecimiento de las plantas y confieren tolerancia al estrés abidtico, lo que

sugiere principios comunes que sustentan las interacciones entre agave y microorganismos.
Ramirez Malagén R. y Salazar Solis E. [72], desarrollaron protocolos para la propagacion in

vitro de siete especies de cactus presentes en municipios del noreste del estado de

Guanajuato: Mammillaria geminispina, M. magnimamm, M. marcosii, M. mercadensi, M.

22



petterssonii, Coryphanta radians y Ferocactus latispinus. En sus resultados observaron que
la presencia en el medio de cultivo de la citocinina cinetina es esencial para la multiplicacion
de las especies, ya que las méximas respuestas se presentaron en las mayores concentraciones
de citocinina, 6 mg/l y 10 mg/l, siendo notorio que tres especies, M. geminispina, M.
magnimamma 'y M. marcosii indujeron sus respuestas en las méximas concentraciones de los
dos reguladores de crecimiento empleados, acido indolacético (AIA) =4 mg/l y cinetina 10
mg/l con promedios de 6.0, 6.0 y 9.2 brotes por explante para estas tres especies,
respectivamente. Sin embargo, se presentd una excepcion, y ésta fue la respuesta de F.
latispinus, la cual en presencia de AIA =4 mg/l y en ausencia de cinetina indujo 4.8 brotes
por explante, mostrando la variabilidad en respuestas a los reguladores de crecimiento mas

baja reportada en diferentes especies de la familia Cactaceae.

Aquino David y colaboradores [10], contribuyen al incremento en la riqueza de especies del
género Mammillaria y en la importancia de la region del noreste del estado de Guanajuato al
describir una nueva expecie endémica al bajio mexicano: Mammillaria ariasii. Esta nueva
especie se distingue por el numero de espinas radiales, la longitud de la espina central inferior
y el color de los tépalos internos del perianto, diferenciandose de Mammillaria hahniana, la
especie mas cercana en distribucion geografica y con la cual se identificaba como la misma.
Habita en suelos poco arcillosos y rocosos, sobre relieves volcanicos evitando las faldas de
montafia o pie de monte, en un area de ocupacion aproximada de 28 km? y de extension de
ocurrencia de 345 km?. Se encuentra en bosques de Quercus y tropical caducifolio, en un
rango de altitud de 920 a 2000 m s. n. m. De acuerdo con sus resultados, ademas de
incrementar el listado de especies de plantas y cactaceas para Guanajuato, consideran se
incluya en la Norma Oficial Mexicana de proteccion a las especies (NOM-059-SEMARNAT-
2010) bajo la categoria de En Peligro de Extincion.
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JUSTIFICACION.

Mammillaria albiflora es una cactacea microendemica del estado de Guanajuato, su
distribucion extremadamente restringida, el alto grado de endemismo, su bajo reclutamiento,
la pérdida y fragmentacion de su habitat hacen de ésta, una especie en vias de desaparicion.
Estudiar la dindmica demografica de sus poblaciones nos aproximara a comprender su ciclo
de vida, estadios, depredacion, polinizadores y disturbios. Ademas, la identificacion de la
diversidad del microbioma asociado a las raices de M. albiflora proporcionard informacion
sobre sus interacciones ecoldgicas, adaptacion, supervivencia y respuesta ante factores
ambientales extremos de su ecosistema.

Tanto la propagacion por cultivo de tejidos vegetales (in vitro) como por injerto, representan
alternativas viables en casos de cacticeas en riesgo de extincion. Ademads, permiten la
produccion masiva de nuevos individuos en periodos de tiempo mas cortos en comparacion
con los métodos convencionales de propagacion desde semilla, siendo ambas técnicas
desarrolladas por primera vez para M. albiflora y complementarias como acciones de

conservacion de la especie.

HIPOTESIS.

1.- Los valores de densidad poblacional bajos y pardmetros diamétricos uniformes indican
un declive en las poblaciones de M. albiflora, 1o que se suma a los factores de extincion.

2.- La comunidad microbiana asociada al rizoma de M. albiflora se constituye de diversidad
y riqueza propios para la especie y es distinto entre poblaciones y respecto a otras especies.
3.- La propagacion por injerto especifico para M. albiflora, favorece su crecimiento, y la

generacion de nuevos individuos viables en un menor tiempo.
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OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Determinar la diversidad del microbioma de M. albiflora, analizar los rasgos ecoldgicos de
la poblacién y proponer protocolos de propagaciéon como herramientas para la conservacion

de esta especie en peligro de extincién y microendémica de Guanajuato.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Analizar los parametros demograficos de dos poblaciones de M. albiflora.

2. Identificar la comunidad microbiana asociada a la rizésfera mediante metagendmica.
3. Implementar la técnica de propagacion por injerto bajo condiciones en invernadero.
4

Elaborar un protocolo de propagacion in vitro con revision de literatura.

MATERIALES Y METODOS.

AREA DE ESTUDIO.

El estado de Guanajuato forma parte de la region meridional del gran desierto Chihuahuense,
denominada como la zona arida Queretana-Hidalguense y constituida por varias depresiones
y valles secos aislados [73, 74]. Esta region posee una riqueza importante de especies de
cactaceas [6-9] y en particular el noreste del Estado ha sido reconocido como el area de
mayor diversidad a nivel nacional, para el género Mammillaria [14]. La poblacion conocida
de M. albiflora se localiza al sur del municipio de San Luis de la Paz, Guanajuato [15, 32,
68] (Figura 7), establecida en las llanuras de matorral xer6filo compuesto por una comunidad
vegetal predominada por pastizales, herbaceas y elementos floristicos de los géneros
Prosopis, Acacia, Yucca, Cylindropuntia, Opuntia, Agave, Mammillaria, Coryphantha, entre
otros [13] (Figura 8). En el municipio de San Luis de la Paz, Gto., se presenta un clima calido
semi-seco, con una precipitacion promedio anual de 490 mm, lluvias en verano y
temperaturas maxima de 32°C y minima de -5.5°C, con promedio anual de 14.9°C, a una

altitud entre los 1950 y 2300 m snm [16, 17].
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Figura 8. Vista del héabitat donde se distribuye M. albiflora.
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DESCRIPCION DE LA ESPECIE.

M. albiflora (Werdern.) Backeb. [75], de nombre comin “biznaga bola de hilo de flor
blanca”, es una cacticea pequefia con raices engrosadas, tallo de hasta 2.5 cm de alto, por 2
cm de ancho, globoso a cilindrico y corto, con una porcién subterranea, latex de consistencia
acuosa, tubérculos de 0.3 a 0.5 cm de largo, por 0.2 a 0.3 cm de ancho, sus axilas desnudas,
aréolas circulares, espinas radiales de 60 a 80, de hasta 0.35 cm de largo, aciculares, blancas,
espinas centrales ausentes; flor de 3 a 4 cm de largo, por 2.4 a 3.5 cm de ancho, el tubo
receptacular evidente; tépalos externos de hasta 0.95 cm de largo, lanceolados, agudos,
recurvados, de color castafio con el margen blanco y ligero tono verde; tépalos internos de
hasta 1.8 cm de largo, lanceolados, acuminados, recurvados, de color blanco; estilo blanco,
estigma con 4 a 5 lobulos, de color verde; fruto de 1 a 2 cm de largo, de color verde palido
con ligero tono rosado, globoso, retenido parcialmente entre las espinas y los tubérculos

donde se desintegra, no conserva los restos secos del perianto; semillas de 1.4 mm de largo,

de color castaio oscuro y ovaladas [18, 76] (Figura 9).
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Figura 9. Individuos de Mammillaria albiflora. Esquina superior izquierda se aprecia el

detalle de la especie en floracion con su caracteristica particular de tamafo y color.

ANALISIS DE LOS PARAMETROS DEMOGRAFICOS DE LA POBLACION.

El andlisis se enfocd en conocer la dindmica demografica de poblaciones de M. albiflora,
registrando los diferentes estadios del ciclo de vida de esta cacticea, es decir, individuos
adultos, individuos juveniles, hijuelos, fecundidad (cuantas flores producen, nimero de
frutos, nimero de hijuelos o clones), supervivencia y crecimiento.

Primeramente, se describieron las poblaciones o sitios donde se llevo a cabo el muestreo,
para ello se definieron dos poligonales para delimitar la superficie, una por cada poblacion.
Se delimité el primer poligono correspondiente a la poblacion 1 con una superficie de 3.45
hectareas y se denomind como poblacion con disturbio, puesto que estd impactada por una
excavacion de gran tamafio para extraccion de materiales pétreos justo en la mitad del area
delimitada, donde se encuentra la poblacion desde el afio 2016 (Figura 10). Para la poblacion
2 se defini6 un poligono de muestreo de 1.93 hectareas y se denomin6 como poblacion semi-
conservada, debido a que se detectd poca actividad de ganado vacuno pastando en la zona y
no se apreciaban impactos negativos significativos al ecosistema (Figura 11). Las

poblaciones se encuentran separadas entre si a una distancia aproximada de 3 km (Figura 12).
Para describir la estructura poblacional y estimar su densidad se utilizaron cuadrantes de 1m?,

dirigidos a las areas ocupadas por individuos de M. albiflora. Los cuadrantes fueron

elaborados con tubo de Policloruro de vinilo clorado (CPVC) de media pulgada (72”) de
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diametro y se ensamblaron con 4 codos de igual medida y material. Para sefialar y ubicar el
cuadrante en el terreno se colocd una estaca metélica de barilla de acero de '2” de grosor y
20 cm de largo, en la esquina superior izquierda de cada cuadrante con orientacioén Este y se
registraron las coordenadas geograficas de cada cuadrante. En cada cuadrante se cuantifico
el nimero total de individuos durante el tiempo cero (T0) en Julio de 2023, asi mismo, a cada
individuo se le tomaron medidas de su didmetro (cm) y altura (cm), y se complement6 el
registro con datos de pardmetros ecoldgicos y ambientales como altitud, velocidad de viento,
temperatura, humedad, individuo adulto, joven o clon, presencia de flor y/o fruto, asi como
observaciones en general para la construccion de la base de datos.

Las categorias de tamafio se establecieron de acuerdo con los registros y observaciones en
campo, teniendo en cuenta los intervalos de los diametros obtenidos y el total de individuos.
Se realizé una prueba T-student, para determinar diferencias en didmetros y alturas entre
poblaciones, y una regresion lineal y correlacion de las mismas variables numéricas

utilizando el software R version 4.3.2 [77].

Figura 10. Poligono de la poblacion con disturbio de M. albiflora, con una superficie de 3.45

hectareas. A. Vista satelital del poligono. B. Panordmica del sitio con claro distrubio.
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Figura 11. Poligono de la poblacion semi-conservada de M. albiflora, con una superficie de

1.93 hectareas. A. Vista satelital del poligono. B. Panordmica del sitio semi-conservado.

Localizacién de las poblaciones e | ] Leyenda
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\

e

Google Earth

Figura 12. Ubicacion de las poblaciones con disturbio y semi-conservada de M. albiflora en

su area de distribucion conocida.
Se llevo a cabo una revision de supervivencia a los 6 meses de TO (enero de 2024), en la cual

se registraron parametros fenoldgicos, ecoldgicos y ambientales, como individuo vivo o

muerto, presencia de flor o fruto, herbivoria, dafio mecéanico, disturbio, temperatura,
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velocidad de viento, altitud, humedad y observaciones generales para la integracion de la
base de datos.

La toma de datos de la estructura poblacional por individuo en cada cuadrante se continu6 a
los 12 meses (T1) del TO, es decir, julio de 2023 y julio de 2024. Se registraron nuevamente
las variables numéricas de cantidad de individuos por cuadrante, didmetro, altura, asi como
los datos fenoldgicos, ambientales y observaciones generales para un ciclo anual completo.
También, se reportd la presencia o ausencia tanto de individuos ya registrados como de

nuevos indivios, plantulas o brotes.

DISENO EXPERIMENTAL Y COLECTA DE MUESTRA DE LA RIZOSFERA.

Con el proposito de analizar la comunidad microbiana asociadas a las raices de M. albiflora,
se colectd una muestra del rizoma compuesta por submuestras de aproximadamente el 10%
de los individuos medidos en los cuadrantes en cada poblacion, con la finalidad de tener
representatividad de la poblacion. La colecta se realizé a inicios del periodo de lluvias, a
mediados de julio del afio 2023. Para ello se eligieron plantas de tamafios medianos a grandes
con buen aspecto y una vez seleccionadas se excavo cuidadosamente junto al ejemplar para
exponer sus raices y poder realizar la toma de la muestra (Figura 13). Con la ayuda de unas
tijeras y pinzas quirargicas, previamente desinfectadas con etanol 96%, se deposito el
material colectado en una bolsa nueva con cerrado hermético y se resguardd en una hielera
con hielo para su traslado al laboratorio, donde se almacenaron las muestras, previo a su
procesamiento a una temperatura de -80°C. Al finalizar la toma de muestra de la rizésfera de
cada ejemplar, se enterré nuevamente para evitar una exposicion prolongada de las raices al
sol y al aire, por ultimo se reg6 con agua purificada para compactar la tierra removida por la

excavacion e hidratar al ejemplar.

31



I UNIVERSIDAD DE
GUANAJUATO

Figura 13. Proceso de toma de muestra de rizosfera de M. albiflora.

De manera complementaria a la muestra de la rizosfera, se realizé una toma de muestra de
suelo del area donde se encuentra la poblacion con la finalidad de conocer las propiedades
fisicas y quimicas del suelo. En ambas poblaciones el suelo es muy rocoso y poco profundo
por lo que se hizo una muestra compuesta por varias submuestras, colectadas con una pala
pequeiia, excavando hasta aproximadamente 20 cm en diferentes puntos dentro del poligono
de cada poblaciéon y con ello completar aproximadamente un kilogramo de suelo.
Posteriormente la muestra fue cernida y dejada extendida sobre papel durante cinco dias para
eliminar la mayor humedad posible, de acuerdo con lo indicado por el Laboratorio de Suelo,
Agua y Nutrientes Vegetales de la Universidad Autobnoma de Aguascalientes, a donde se

envid por paqueteria la muestra, embalada en bolsas nuevas para su analisis.

EXTRACCION DE DNA GENOMICO.

Para llevar a cabo la extraccion del DNA genomico de las muestras de cada poblacion (con
distrubio y semi-conservada) se consideraron dos técnicas, la extraccion por solventes

organicos (Sambrook y Russel) y la extraccion con el Kit DNeasy Plant Pro (QIAGEN).
La extracciéon de DNA de acuerdo al protocolo descrito por Sambrook y Russel (2001) [78],

con modificaciones, se describe a continuaciéon: Se tomaron fragmentos pequenos de las

muestras colectadas y se colocaron dentro de un mortero de porcelana (previamente lavado
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y esterilizado con calor seco, posteriormente enfriado a -70 °C) y se triturd con nitrogeno
liquido hasta obtener un polvo fino el cual se coloc6 en un tubo Eppendorf que contenia 400
uL de NTES (NaCl 0,1 M, Tris pH 8, EDTA 0,001M y SDS al 1% v/v). El tubo se agito
mediante un agitador tipo vortex hasta obtener una mezcla uniforme y se colocé en hielo. Se
le adicionaron 200 pL de fenol y 200 pL de cloroformo, se agité mediante un agitador tipo
vortex y se incubd durante 5 min en hielo. Posteriormente, el tubo se centrifugd por 10 min
a 2800 xg a 4 °C en una centrifuga Eppendorf 5417R. Después se recuperaron 350 uL del
sobrenadante (fase acuosa) y se adiciond nuevamente fenol-cloroformo como se menciond
anteriormente y nuevamente se recupero el sobrenadante (fase acuosa), se afiadio 5 pL de
RNAsa y se incub6 durante 30 minutos a 37 °C. Se precipit6 afiadiendo 20 pL de NaCl 5SM
y 400 pL de etanol absoluto y se mezcld por inversion. Enseguida se centrifugd por 5 minutos
a 2700 xg a 4 °Cy se desecho el sobrenadante. Se adicion6 1000 pL de etanol absoluto y se
mezcld por inversion. Nuevamente se centrifugd por 5 min a 960 xg y se desecho el

sobrenadante. Por ultimo, se dejo secar la pastilla a temperatura ambiente y se resuspendio

el DNA obtenido en 100 pL de agua grado HPLC.

El DNeasy Plant Pro Kit (QIAGEN), de acuerdo con lo indicado por el fabricante, comprende
un método novedoso y patentado para la purificacion rapida y facil del DNA celular total de
células, tejidos y semillas vegetales, ademas, este kit se puede utilizar para purificar el DNA
bacteriano, fingico y viral de muestras de plantas y raices. También contiene una tecnologia
que elimina los inhibidores de la PCR, presentes muy frecuentemente en muestras de plantas
por los metabolitos secundarios y otros elementos que estas contienen. Se siguid el protocolo
del fabicante con una modificacién inicial como se indica en los siguientes pasos: Se tomaron
fragmentos pequefios de las muestras colectadas y se colocaron dentro de un mortero de
porcelana (previamente lavado y esterilizado con calor seco, posteriormente enfriado a -70
°C) y se triturd con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. El polvo se coloc en un
tubo de disrupcion de tejido de 2 mL, en tres medidas de peso diferentes entre 5 y 100 mg
(16,25 y 60 mg, respectivamente) y se agregaron 450 ul de Solucion CD1 y 50 pl de Solucion
PS a cada uno de los tres tubos, se agito en vortex durante 5 s. Se centrifugaron los tubos a
temperatura ambiente (entre 15° y 25°C) a 12,000 xg durante 2 min y se transfirié el

sobrenadante a un tubo de microcentrifuga limpio de 1.5 mL. Se adicionaron 250 pL de
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solucion CD2 (mantenida en frio entre 2° a 8°C) y se agitd en vortex durante 5 s. A
continuacion se centrifugé a 12,000 x g durante 1 min, se recuperd y transfiri6 el
sobrenadante a un tubo de microcentrifuga limpio de 1,5 mL (se esperan entre 400 y 500 pl)
y se afiaden 500 pl de buffer APP, se agitd en vortex durante 5 s. Se cargan 600 pL de lisado
anterior en una columna de centrifugaciéon MB y se centrifugé a 12,000 x g durante 1 min,
se desecho el material que se ha filtrado y repiti6 este paso para asegurarse de que todo el
lisado haya pasado por la columna de centrifugacion MB. Se colocé la columna en un tubo
de recoleccion limpio de 2 mL, se afiadieron 650 pl de buffer AW1 a la columna de
centrifugacion MB, se centrifugd a 12,000 x g durante 1 min y se desecho el liquido sobrante,
dejando la columna de centrifugacion MB nuevamente en el mismo tubo de recoleccion de
2 mL. Posteriormente se agregaron 650 puL de buffer AW2 a la columna de centrifugacion
MB, se centrifugd a 12,000 x g durante 1 min y se desech¢ el liquido sobrante, conservando
la columna de centrifugacion MB en el mismo tubo de recoleccion de 2 mL. El tubo con la
columna se centrifugd a 16,000 x g durante 2 min, después se colocod la columna de
centrifugacion MB en un nuevo tubo de elucion de 1.5 mL, se agregaron de 50-100 pL de
buffer EB al centro de la membrana de filtro blanca, se centrifugd a 12,000 x g durante 1 min
y se desechd la columna de centrifugacion MB. Finalmente el ADN estuvo listo para

aplicaciones posteriores.

AMPLIFICACION Y SECUENCIACION.

La amplificacion nos ofrece tener un panorama general de las comunidades de bacterias y
hongos presentes en la muestra, para ello se utilizaron como marcadores moleculares del gen
DNAr 16S y la region espaciadora de transcripcion interna (ITS, siglas en inglés),
respectivamente. Para la amplificacion del gen DNAr 16S se utilizaron tres pares de
oligonucleétidos [79] y para la region espaciadora de transcripcion interna (ITS, siglas en
inglés), utilizamos un par de oligonucleotidos de acuerdo con Montalva C. y colaboradores

[80] (Tabla 1).

La reaccion de amplificacion para las muestras de ADN se realizo de la siguiente manera: Se
prepar6 la mezcla para la reaccion de amplificacion en 2 ul de DNA de la muestra, 6 uL de

agua grado HPLC, 10 pL de JumpStar DNA taq Polimerasa (Sigma-Aldrich), 0.8 pL de cada
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oligonucledtido directo y 0.8 pL de cada oligonucleodtido reverso, para obtener un total de
aproximadamente 20 pL. Las condiciones de PCR utilizadas fueron una desnaturalizacion
inicial a 95 °C durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos térmicos de desnaturalizacion a 95
°C por 1 minuto, 45 segundos de alineamiento a 55 °C, una extension por 2 minutos a 72 °C
y una extension final a 72 °C por 7 minutos.

Las amplificaciones fueron corroboradas mediante electroforesis en gel de agarosa preparada
al 1% (p/v) en 40 mL de regulador TAE y adicionando 1.8 pL de SYBR® Safe DNA gel
STAIN. La separacion de los fragmentos se llevé a cabo aplicando un voltaje constante de
85 V a 400 amperios durante 30 minutos en una camara de electroforesis con el mismo
regulador TAE. El tamaio de las bandas se determin6 por comparacion con marcadores de

tamafio de DNA (GeneRuler ™ DNA Ladders Mix).

La reaccion de amplificacion para las muestras de ADN extraido con el Kit DNeasy Plant
Pro (QIAGEN) se realiz6 de la siguiente manera:

Se prepar6 la mezcla para la reaccion de amplificacion con 2 pL. de DNA de la muestra, 11.4
uL de agua grado HPLC, 10 pL de Platinum™ II Hot-Start Green PCR Master Mix (2X), 0.8
uL de cada oligonucleotido directo y 0.8 pL. de cada oligonucledtido reverso, para obtener
un total de aproximadamente 25 pL. Las condiciones de PCR utilizadas fueron una
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 1 minuto, seguido por 35 ciclos térmicos de
desnaturalizacion a 94 °C por 15 segundos, 1 minuto de alineamiento a 52 °C, una extension
por 1 minutos a 68 °C y una extension final a 68 °C por 5 minutos.

Las amplificaciones fueron corroboradas como se menciond anteriormente.

Tabla 1. Oligonucledtidos implementados para la amplificacion del gen DNAr 16S y la
region espaciadora de transcripcion interna (ITS, siglas en inglés) en las muestras de DNA

de la rizosfera de Mammillaria albiflora.

Tamaiio de
Oligonucleétidos | amplificacién Secuencia (5'-3") Taxon dominante
esperado

63F 1324 1b CAGGCCTAACACATGCAAGTC Alphaproteobacteria
M1387R p GYCTTGTACACWCCGCCC (G+)

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Betaproteobacteria

1465 pb
1492R AAGTCGTAACAAGGTARCCGTA |(G-)
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27F 1467 pb AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Actinomycetota
R1494 TACGGCTACCTTGTTACGAC (GH)
Ascomycetes,
ITS-1 550 pb TCCGTAGGTGAACCTGCGG Zygomycetes,
ITS-4 Mastigomycetes,
TCCTCCGCTTATTGATATGC Basidiomycetes

CONDICIONES DE CRECIMIENTO EN INVERNADERO.

El presente experimento se llevd a cabo en un invernadero ubicado en el Departamento de
Biologia de la Division de Ciencias Naturales y Exactas, campus Guanajuato, de la
Universidad de Guanajuato, a cargo del Laboratorio de Boténica e Invertebrados, entre los
afios 2023 y 2024. Se recibieron en donacion 18 plantas de M. albiflora por parte del Sr. Juan
Hernandez, propietario del predio, donde se ubican las poblaciones estudiadas, previamente
informado y en acuerdo con los objetivos y acciones que se llevarian a cabo en su terreno.
Se ingresaron al invernadero las plantas donadas y fueron sembradas en macetas de siete
pulgadas de plastico negro con sustrato preparado de tierra negra, tepojal o tezontle (material
poroso de origen volcanico) y gravilla, en proporcion 1:1:1 respectivamente. Con la finalidad
de aclimatar los ejemplares a las condiciones de invernadero, se realizé un riego cada semana,
bajo un ambiente al interior de entre 22°C a 32°C y 24% a 42% de humedad relativa, durante
dos meses (agosto-septiembre) previos al procedimiento de injerto. Se hizo una sola
aplicacion de fertilizante osmocote (compuesto por granulos de micronutrientes, nitrogeno,
fosforo y potasio, envueltos por una resina de origen vegetal y biodegradable de lenta
liberacion 14:14:14), para propiciar la adaptacion y fortalecimiento de las plantas. Por la
condicion de riesgo y la escasa informacion sobre la especie, solo se trabajo con estos

ejemplares y no se consideraron mas réplicas del experimento.

MATERIAL BIOLOGICO PARA INJERTO.

Los portainjertos fueron seleccionados con base en criterios revisados en la literatura con la
finalidad de lograr un injerto exitoso [49, 51, 54], es decir, que se fusionara el vastago con el
portainjerto, por ello fue importante garantizar la compatibilidad entre estos, tanto fisiologica

como estructuralmente, ademas de la cercania taxondmica entre especies y la disponibilidad
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de adquirir los ejemplares [54]. Los injertos se realizaron a dos niveles, es decir, con dos
especies distintas de cactaceas: Myrtillocactus geometrizans (garambullos) y Kroenleinia
grusonii (biznagas barril dorado), se adquirieron en la UMA SEMARNAT-MX/VIV-CO-
209-GTO (Jardin Botanico El Charco del Ingenio, San Miguel de Allende, Gto.), con la
autorizacion de aprovechamiento SGPA/DGVS/00690/19. Por la disponibilidad de los
ejemplares, se compraron 12 plantas de M. geometrizans y 6 plantas de K. grusonii. Los
portainjertos fueron sembrados en macetas y sustrato de igual tipo y proporcion que las

plantas de M. albiflora, descrito en el apartado anterior, y bajo las mismas condiciones de

invernadero y riego durante 2 meses previos al procedimiento de injerto (Figura 14).

Figura 14. Proceso de sembrado de porta injerto. A) Mezcla de sustrato (tierra negra, tepojal

y gravilla; B) Plantacion de K. grusonii; C) Plantacion de M. geometrizans.

INJERTO.

El injerto se llevo a cabo en otofio (octubre, 2023) y se midieron las siguientes variables:
diametro y altura, en centimetros, tanto de los portainjertos como de los vastagos. Ademas,
se registraron variables de apariencia como turgencia, deshidratacion, color, presencia de raiz
en el vastago, desprendimiento o aborto del vastago y supervivencia, tanto del portainjerto
como del vastago. La revision y toma de datos de las variables mencionadas fue cada dos

meses, midiendo y registrando cada portainjerto y vastago, ademas, el mantenimiento de las
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plantas se continu6 con un riego cada semana, con excepcion de la temporada de invierno en

la cual se reg6 cada tres semanas, y una fertilizacion mas a los seis meses.

Previo al dia de realizacién del procedimiento de injerto, fueron regados por dos dias
consecutivos tanto los portainjertos como las plantas de M. albiflora, debido a que el aumento
en la humedad del sustrato favorece el flujo de savia desde la superficie cortada del
portainjerto al vastago [49]. Se utilizé el método de injerto plano, que es uno de los tipos de
injerto mas sencillos y efectivos, siguiendo la metodologia de Bayat N. y colaboradores [49]

con algunas modificaciones, como se describe a continuacion:

Paso 1. Se eligieron los ejemplares de K. grusonii y M. geometrizans rectos en una
posicion mas vertical para facilitar la fijacion y evitar desplazamientos del vastago.

Paso 2. Los vastagos seleccionados fueron las plantas de M. albiflora.

Paso 3. Se realiz6 un corte transversal a una distancia de entre 0.80 a 1.90 cm de la parte
apical de cada vastago seleccionado, utilizando una navaja nueva para cutter,
desinfectada con alcohol y fuego. Se mantuvo la seccion cortada en el ejemplar para
evitar desecacion hasta realizar el paso 5.

Paso 4. Se cortd transversalmente con una navaja nueva para cutter, desinfectada con
alcohol y fuego, entre 5.0 a 8.0 cm debajo de la parte apical del portainjerto y se
realizaron también los cortes diagonales en las costillas de los bordes para evitar la
contraccion del tejido al cicatrizar.

Paso 5. El vastago se colocé en la parte superior del portainjerto de modo que la parte del
haz vascular de cada planta estuvieran en contacto.

Paso 6. El vastago se presiond contra el portainjerto mediante tiras de vitafilm y fijadas
con un par de bandas elasticas para mantener unidos el vastago y el portainjerto. La
planta injertada se mantuvo dentro del invernadero en condiciones descritas en el
apartado de condiciones de invernadero.

Paso 7. Siete dias después de haber realizado el injerto se verifico la union del véstago y
el portainjerto y se retiraron las tiras de vitafilm y las bandas elasticas.

Paso 9. Se regaron las plantas injertadas hasta los 14 dias posteriores al proceso de injerto.
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REVISION DE LITERATURA DE PROPAGACION IN VITRO.

Para la revision de la literatura, se realizd una navegacion web en las bases de datos Scopus,
ScienceDirect, Google Scholar, Springer, entre otras, ingresando las palabras clave “cactus”
0 “cacti”, “propagacion”, “propagation” e “in vitro”. De la biisqueda se recopilaron un total
de 40 estudios relevantes para elaborar la propuesta de protocolo de propagacion y una vez
analizados los documentos se acoto la lista a 8 estudios, los cuales fueron elegidos con un
enfoque especifico para el género Mammillaria y cactaceas bajo alguna categoria de riesgo,

ademas de considerar el tipo de tejido vegetal de la muestra, fitohormonas utilizadas y las

condiciones de cultivo (Tabla 2).
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Tabla 2. Descripcion general de la informacion seleccionada sobre ocho estudios previos como base de la propuesta de protocolo de

propagacion in vitro de M. albiflora.

Especie Tejido Medio Fitohormonas Descripciéon Referencia
Frascos con 30mL de MS al 0.5. El cultivo se
mantuvo a 26+1° C bajo un flujo fotosintético total

Para la germinacion no se | de 120-130 pmol m?s! emitido por lamparas
utilizaron hormonas. fluorescentes, con un fotoperiodo de 16 h luz.
Murashige y | Para la proliferacion celular o
) Skoog  (MS) | callo a partir de explantes se | Medio MS suplementado con 30 g'L -1 de sacarosa,
Mammillaria mathildae Semillas ) o ] ] o ) [81]
libre de | utiliz6 TAA (4cido indol- | 0,1 g'L"! de mioinositol, 1 mg-L! de clorhidrato de
hormonas. acético), ABA (4cido | tiamina, 0,5 mg-L! de 4cido nicotinico, 0,5 mg-L"!
abscisico) y BA (bencil- | de clorhidrato de piridoxinay 8 g-L! de agar, y con
aminopurina) diferentes concentraciones de citoquinina-auxina: 0,
22,19y 44,39 uM BA, combinadas con 0, 1,43,2,85
y 5,71 uM AIA.

Turbinicarpus bonatzii, Las semillas fueron lavadas cinco veces con agua

T jauernigii, corriente con 0,1% Extran (Merck), posteriormente

T. pseudomacrochele se colocaron por 1min en etanol 70%, y finalmente

Plantulas o . ) i .

subsp. lausseri, ) BAP (bencilaminopurina), 2iP | se desinfectaron por 25 min en blanqueador

germinadas  in . i ) ) )

T. pseudomacrochele MS al 50% (6-(y,y-dimetilalilamino) comercial a base de hipoclorito de sodio 15%. | [60]

vitro

subsp. pseudomacrochele, ] purina) Después de la desinfeccion, las semillas fueron

y semillas

T. rioverdensis,
T. roseiflorus,

T schmiedickeanus

enjuagadas cuatro veces con agua destilada estéril y
se inocularon en condiciones asépticas en frascos de

vidrio de 125mL de capacidad con 30ml de medio
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Especie Tejido Medio Fitohormonas Descripciéon Referencia
subsp.  dickisoniae, T basal. El pH se ajusto a 5,7 y se adicionaron 30g-1-
schmiedickeanus subsp. 1 de sacarosa y 10g:l-1 de  agar
gracilis, (PhytoTechnology®). Los frascos con medio se
T. schmiedickeanus esterilizaron en autoclave a 121°C por 15min. Una
subsp.  macrochele, T vez inoculados con la semilla desinfectada, los
schmiedickeanus subsp. recipientes de cultivo se sellaron con pelicula
schwarzii, autoadherible de PVC (Vitafilm) y se mantuvieron
T. swobodae, bajo luz continua (lamparas fluorescentes
T valdezianus  subsp. F21T5/4100 K; 54pmol-m-2-s-1) a 25 +2°C.
albiflorus, De las plantulas obtenidas se elimin6 la porcion
T. ysabelae basal y raices de las plantulas generadas a partir de
semillas, y la porcion apical fue inoculada en medio
MS pH 5,7 adicionado con 30 g-l-1 sacarosa,
10g-1-1 agar y 4, 44uM bencilaminopurina (BAP),
con el fin de generar brotes a partir del corte.
En MS pH 5,7 adicionado con 30g-1-1 sacarosa,
10g-1-1 a gar y cinco diferentes concentraciones de
BAP (2,22; 3,33; 4,44; 5,55; 6,66uM) y de 6-(y,y-
dimetilalilamino) purina (2iP) (4,92; 7,38; 9,84;
14,76 y 19,68uM), ambas citocininas de la marca
PhytoTechnology.
Mammillaria geminispina, Los reguladores de | Frascos de 120mL que contenian 20mL de medio
M. magnimamma, Fragmentos  de MS crecimiento empleados fueron | (MS), mas 1mg/l de AIA, 1mg/1 de cinetina con 3% | [72]

M. marcosii,

tejido de 4 cm®

acido indol, 3 acético; a razén

de sacarosa y el pH a 5.7-5.8 antes de la adicion de
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Especie Tejido Medio Fitohormonas Descripciéon Referencia
M. mercadensi, de 0 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/Ly4 | 8g/1de agar (Sigma). Los frascos que contenian los
M. petterssonii, mg/L, en combinacion con 0O | explantes se colocaron en una camara de
Coryphanta radians mg/L, 1 mg/L, 3 mg/L, 6 mg/L | crecimiento a 25°C £2 °C y un fotoperiodo de 16 h,
Ferocactus latispinus y 10 mg/L de cinetina. bajo una radiacion de 15 pmol m-2 s-1,
proporcionada por lamparas fluorescentes tipo luz
de dia.
Echinocereus
knippelianus,
E. schmollii, Tanto los apices como los segmentos transversales
Escontria chiotilla, Porcion apical de fueron inoculados en medio MS, 3% de sacarosa,
Mammillaria carmenae, plantulas adicionado con tres concentraciones de BA (0.5, 1.0
M. carmenae fo. | germinadas  in | MS BA, 2iP y2.0mg L-1)y tres de 2-isopentiladenina (2iP) (1.0, | [82]
rubrisprina, vitro a partir de 3.0y 5.0mgL-1), pH 5.7, 1% de agar.
M. herrerae, semillas. Todos los cultivos fueron incubados bajo luz
M. theresae, continua (54 mol m-2 s-1) a 25 +2°C.
Melocactus ~ curvispinus,
Polaskia chichipe.
No se utilizaron fitohormonas
Mammillaria albilanata, en la germinacion de semillas MS al 2%, suplementadas con 040 mg.L" de
Tiamina,100 mg.L'de Myo-inositol, 3% de
M. bocasana, ni en el desarrollo de las
sacarosa, con un pH 5.7+0.1 y 3% de Gelrite Gellan
M. columbiana, Semillas MS plantas. [83]

M. rhodantha

M. spinosissima

Cabe sefialar que el Myo-
inositol es una vitamina que

ayuda al almacenamiento y

Gum (Sigma®) como agente gelificante.
El periodo de incubacion fue de 280 dias bajo

condiciones de ambiente controlado: 16 horas
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Especie

Tejido

Medio

Fitohormonas

Descripcion

Referencia

transporte de auxinas en la

plasntas.

luz/8h oscuridad con una intensidad luminica de 30

pmol-m™? -s7! y una temperatura de 24 + 1°C.

Mammillaria plumosa

Planta completa

MS

Cinetina (Citocininas)

MS con sacarosa (30 g L-1), mio-inositol (100 mg
L-1), tiamina (1 mg L-1) y solidificado con agar-
agar

(Merck®, 9 g L-1). El pH se ajust6 a 5.7 con NaOH
o HCI IN y la esterilizacion se hizo en autoclave
vertical a 121 °C y 1.5 kg cm-2 de presion por 20
min. Los cultivos se mantuvieron a una
temperatura de 25 +2 °C en fotoperiodo de 16 h e
intensidad luminosa de 45 pmol m-2 s-1.
Segmentos de 5-8 cm de longitud de tubérculo con
areola se sembraron en frascos de 45 mL de
capacidad con 15 mL de medio de cultivo basico
MS (1962) adicionado con 2,4-D (9, 13.5y 18 uM)
combinadas con cinetina (4.6, 9.3 y 13.9 uM)

[84]

Mammillaria

schiedeana

schiedeana

Semillas

MS

6-bencilaminopurina  (BA),

acido o-naftalenacético

(ANA).

MS con la mitad de la concentracion de
macronutrientes, micronutrientes y sacarosa, se
adiciond carbon activado 1g L—1, se ajusto el pH a
5.7 con hidroxido de sodio (NaOH) o acido
clorhidrico (HCI) 0.1 N y se solidific6 con 10 g. L—
1 de agar (Bioxon®); se esterilizo en una autoclave

a 108 kPa2 y 121° C durante 18 min. Los cultivos

[85]
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Especie

Tejido

Medio

Fitohormonas

Descripcion

Referencia

fueron incubados, asi como los subsecuentes
experimentos, a 25 + 2°C, fotoperiodo de 16/8-h
luz/obscuridad e intensidad luminosa de 54
pmol.m—2s—1.

Plantulas germinadas in vitro y

brotes procedentes del ciclo preliminar de
multiplicacion in vitro de 0.3 a 1.3 cm de altura,
fueron disectados longitudinalmente (explantes) y
se sembraron en medio MS adicionado con 6-
bencilaminopurina (BA: 0, 2.2, 4.4 y 8.8 uM) (0,
0.5, 1 2 mgl-1) en combinaciéon con acido o-
naftalenacético (ANA: 0, 0.53 uM) (0, 0.1 mg.l-1)
(medio de induccién). Se sembr6 un explante por

frasco y se utilizaron 17 explantes por tratamiento.

Mammillaria albicoma

Botones florales

MS

L de NAAy 5 mg/L de BA

MS con 30 g 1-1 de sacarosa, 0,1 mg -1 de NAAy
5,0 mg -1 de BA y se solidificaron con 3 g -1 de
Phytagel (Sigma—Aldrich, EE. UU.). Los cultivos se
transfirieron a intervalos de 4 a 6 semanas a un
medio fresco de la misma composicion, momento
en el que se subdividieron los grupos de brotes en
regeneracion. Los cultivos se mantuvieron a 20°C
bajo luz continua (PPFD = 55 Imol m-2 s-1)

proporcionada por lamparas Fluora.

[86]
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ANALISIS DE DATOS.

El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software R Core Team (2023), version 4.3.2.
Para conocer diferencias entre los parametros de didmetro basal y altura entre las dos
poblaciones se analizaron los datos con la prueba paramétrica T de Student. La significancia
estadistica se establecio con un nivel de confianza del 95% (p <0.05). La importancia de los
parametros identificados en el suelo y las variables ambientales medidas en las poblaciones
durante las mediciones de individuos se determind con un andlisis de componentes

principales (PCA).
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RESULTADOS.

PARAMETROS DEMOGRAFICOS DE LA POBLACION.

En la poblacion con disturbio se localizaron y midieron 186 individuos de M. albiflora,
registrados en 53 cuadrantes (Im?) y con una densidad poblacional estimada igual a 3.4
ind/m?. En cuanto a la poblacion semi-conservada, se midieron 180 individuos en 64
cuadrantes registrados y con una densidad poblacional estimada igual a 2.7 ind/m?. Ambas
poblaciones se constituyen principalmente por parejas o trios de individuos e individuos
solitarios, en densos agregados dentro de los poligonos delimitados (Figura 15).

Se analizaron las variables de altura y didmetro por poblacion y se encontraron diferencias
significativas entre la altura de la poblacion con disturbio y la poblacion semi-conservada.
En la poblacion con disturbio se determind una media de 1.21 cm de altura (min= 0.3 cm y
max=3.2 cm) y para la poblacion semi-conservada result6 una altura media de 1.35 cm (min=
0.4 cm y max= 3.4 cm) (t=-2.4102, gl=356.83, P<0.05; Figura 16). Respecto al didmetro, se
encontraron también diferencias significativas entre la poblacion con disturbio y la poblacion
semi-conservada, con un diametro de 1.29 cm de media (min= 0.4 cm y max=2.8 cm) y 1.47
cm (min=0.5 cm y max= 3.1 cm), respectivamente para cada poblacion (t=-3.085, gl=357.77,
P<0.05; Figura 17). Lo anterior sugiere que la poblacion semiconservada presenta los
individuos de M. albiflora mas grandes, siendo congruente con la extraccion conocida de

ejemplares con didmetros mayores de la poblacion con disturbio para su comercializacion.
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Figura 15. Cuadrantes y medicion de ejemplares de M. albiflora. A. Colocacion de estaca
para marcar un vértice del cuadrante. B. Fotografia del cuadrante. C. Medicion de diametro
y altura de individuo de M. albiflora dentro del cuadrante. D. Fotografia de referencia de un

individuo.
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Figura 16. Distribucion de la altura del total de individuos medidos por poblacion de M.

albiflora. (t=-2.4102, gl=356.83, P<0.05).
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Figura 17. Distribucion de didmetro basal del total de individuos medidos por poblacion de

M. albiflora. (t=-3.085, gl=357.77, P<0.05).

Para aproximarse a conocer las etapas de desarrollo de M. albiflora (plantula, juvenil, adulto,

etc.) en su habitat natural, se definieron y agruparon en siete categorias diamétricas todos los
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individuos medidos para cada una de las poblaciones: <0.5cm, 0.5-<1.0cm, £1.0-<1.5cm,
+1.5-<2.0cm, +£2.0-<2.5cm, +2.5-<3.0cm, y £3.0-<3.5cm. Para la poblacion con disturbio la
estructura poblacional de tamafios mostrd que las plantas pequefias (<0.5cm) y las plantas
grandes (£2.5-<3.0cm) son escasas, entre el 4.3% y el 1.08% del total de individuos
registrados, mientras que los individuos mas abundantes se encuentran entre los tamafios
medianos (0.5-<1.0cm, +1.0-<1.5cm y +1.5-<2.0cm) representando poco mas del 80% del
total de registros con 154 individuos. Por otra parte, en la poblacién semi-conservada no se
registraron plantas pequefias, menores a 0.5cm de diametro y so6lo se observaron siete
individuos de tamafio grande (£2.5-<3.0cm y £3.0-<3.5cm), equivalente a un 4% del total de
registros, en tanto que la mayoria de los individuos medidos se encuentran entre 0.5-<1.0cm,
+1.0-<1.5cm y +1.5-<2.0cm, es decir, de tamafio mediano y representando el 83% del total
de registros con 149 plantas. Cabe mencionar que ambas poblaciones tuvieron un numero de
ejemplares muy similar en la categoria de tamafio de diametro de £2.0-<2.5cm, con 22 y 24
plantas respectivamente. La estructura poblacional de tamafios que presentan ambas
poblaciones es de tipo decreciente, donde existe un menor nimero de nacimientos y bajo

reclutamiento, sin diferencia significativa entre poblaciones y un total de 366 individuos de

M. albiflora registrados (X?>=0.016362, df=1, p-value=0.8982; Figura 18).
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Figura 18. Distribucion de individuos registrados para cada categoria diamétrica de

poblaciones contrastantes de M. albiflora. (X*=0.016362, df=1, p-value=0.8982)
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El registro de supervivencia se realizé a los seis meses, donde encontramos que el 85.56%
de los individuos medidos se encontraba en la poblaciéon con disturbio, debido a que 13
ejemplares fueron saqueados, una problematica frecuente para la especie en el area, ademas,
se registrd un individuo muerto y 11 individuos no fue posible su registro, puesto que no se
localizaron, a estos ultimos se les dio como perdidos debido a que suelen enterrarase pasando
la temporada de lluvias. Al analizar la base de datos con los registros en TO de los ejemplares
que fueron saqueados encontramos que el rango diamétrico de estos fue de 0.72 a 2.83 cm,
en promedio 1.79 cm, lo que nos indica que se extraen plantas de tamafios medianos a
grandes, que se encuentran posiblemente en su etapa adulta con la posibilidad de desarrollar
flores y frutos, lo que sugiere que no se estaria propiciando el reclutamiento de nuevos
individuos en la poblacion. De la misma manera para la poblacion semi-conservada se
registrd un 97.78% de supervivencia, 10% mas que en la primera poblacion, en donde no se
registraron plantas saqueadas ni muertas y solo para cuatro individuos no fue posible su

localizacion y se dieron por perdidos (Figura 19).

50



b

| W Poblacién con Disturbio OPoblacion Semi-Conservada

Vivos 161 176

Muertos

w
[9)
el
c
1]
o
| |

13

Crecimiento
Vegetativo (clones)

O
]
>
o
(%]

10

Disturbio 1

[N
H

No encontrado

‘
[
»

Nuevos registros

H
(o]

Figura 19. Variables y numero de individuos de M. albiflora registrados para determinar la

supervivencia por cada poblacién a los seis meses del TO.

Se destaca el registro del crecimiento que presentaron algunos individuos por clonacion,
dicha capacidad totipotencial de las células vegetales para generar nuevos individuos la
apreciamos en ocho y diez ejemplares para cada poblacion respectivamente (Figura 19 y 20).
Aunado a lo anterior, se observaron nuevos individuos que no habian sido registrados en el
muestreo inicial (TO), cuatro y ocho nuevos individuos para cada poblacion, de tamafios
menores a 0.5cm de diametro, que probablemente se encontraban enterrados y al pasar la
temporada de lluvias quedaron expuestos. El dafio se defini6 como la accion mecanica que
afecta a la planta ocasionandole alguna herida, incluida la herbivoria, y los registros que
encontramos fueron por pisadas de animales, incluyendo al humano, y por rodado de
vehiculo. El disturbio lo atribuimos s6lo a que fueron retiradas las estacas metalicas que
sefialaban la posicion del cuadrante, lo cual imposibilitd en la mayoria de los casos poder

encontrar a los individuos.
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Figura 20. Desarrollo clonal de un individuo en la poblacion con disturbio de M. albiflora.

A. Fotografia del desarrollo clonal doble en un individuo. B. Fotografia de un individuo con

desarrollo clonal triple.

El seguimiento de los registros de didmetro y altura en las poblaciones se hizo a los 12 meses,
es decir al tiempo 1 (T1). En la poblacion con disturbio se aprecié un cambio favorable en
tamafios diamétricos, sin diferencia significativa (X?>=0.31631, df=1, p-value=0.5738). Se
mostro un incremento de la clase menor a 0.5 cm a la clase de 0.5-<1.0 cm, también cambid
el numero de individuos que pasaron a mayores tamafios entre las clases £1.0-<1.5 cm y
+1.5-<2.0 cm. De manera importante, dos individuos se sumaron a la categoria de plantas
grandes (£2.5-<3.0cm), sin embargo, derivado de los impactos antes mencionados y
registrados en la medicion de supervivencia a los seis meses donde se reportd 1 individuo
muerto, 13 saqueados y 11 no encontrados, al tiempo T1 registramos en total 2 individuos
muertos y 21 no localizados (Figura 21). Lo anterior probablemente se debio a que la
temporada de lluvias se presentd antes que en el TO y con mayor fuerza, lo que ocasiond
arrastre de suelo desde las partes mas altas hacia los cuadrantes donde se encontraban los
individuos de M. albiflora, por ello no se registraron como muertos en espera de que al tiempo
T2 y su respectiva revision de supervivencia se lograra ubicar a estos individuos. En la
poblacion semi conservada se presentd una situacion desafortunada al acudir a realizar la
medicion de individuos en el T1, al parecer los usuarios del predio que se dedican a la
ganaderia, retiraron todas las estacas de ubicacion de los cuadrantes, por lo que no fue posible
realizar la medicion con el rigor necesario para el seguimiento y se descartd esta poblacion

para futuras mediciones. Sin embargo, se aprovecho la salida de campo para explorar otra
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)
zona con posibilidad de encontrar una nueva poblacion de la especie, ubicando un predio
justo al frente de la poblacion semi-conservada, a una distancia aproximada en linea recta de
200 m, direccidn este, cruzando la carretera Gto. 46. En esta nueva poblacion pudimos
observar mayormente individuos solitarios y aislados, pocos individuos agrupados entre 2 a
5 y un evento de afloramiento de pequefios ejemplares conformando un grupo denso de mas
de 20 individuos (Figura 22). De manera general se apreciaban todos los ejemplares en buen
estado y el predio es muy similar en sus condiciones de paisaje que la poblacion cercana, con

la diferencia que no se aprecio rastro de actividad ganadera o evidencia de impacto humano.
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Figura 21. Distribucion de individuos registrados en la poblaciéon con disturbio para el tiempo

TO y T1 por categoria diamétrica de M. albiflora (X*>=0.31631, df=1, p-value=0.5738).
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Figura 22. Registros de individuos en una nueva poblacién de M. albiflora cercana a la
poblacion semi-conservada. A. Grupo de individuos pequefios con distribucion muy
agregada. B. Individuo solitario adulto. C. Cinco individuos aislados al parecer comparten
una sola raiz. D. Registro de tres individuos adultos posiblemente fusionaos en una sola raiz
y se aprecio en la parte inferior derecha un pequeno individuo reclutado posiblemente de

semilla o clon.
El anélisis de fertilidad y salinidad del suelo realizado, tanto para la poblacién con disturbio

como para la poblacion semi-conservada, consistidé en determinar las siguientes variables:

Para el analisis de fertilidad del suelo se determind el % arena, % limo, % arcilla, clase
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textural, % saturacion, densidad aparente (gr/cm?), pH (1:2 suelo:agua), % materia organica
(M.O.), nitrogeno inorganico total (mg/Kg), fésforo disponible (mg/Kg), potasio
intercambiable (mg/Kg), calcio intercambiable (mg/Kg), magnesio intercambiable (mg/Kg),
sodio intercambiable (mg/Kg), capacidad de intercambio catiénico (CIC) expresado en
centimoles de carga por kilogramo de suelo (Cmol (+) Kg-!), hierro dispobible (mg/Kg),
manganeso disponible (mg/Kg), zinc disponible (mg/Kg) y cobre disponible (mg/Kg). Para
el analisis de salinidad del suelo se determind el calcio (meq/l), magnesio (megq/l), sodio

(meq/l), potasio (meq/l), carbonatos (meq/1), bicarbonatos (meq/l), cloruros (meq/1), sulfatos

(meg/1) y la conductividad eléctrica (CE dS/m!) (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de los anélisis de fertilidad y salinidad del suelo de las poblaciones con

distrubio y semi-conservada de M. albiflora.

Analisis de Fertilidad de Suelo

Determinacion Poblacion con distrubio | Poblacion semi-conservada
% Arena 45.8 38.8
% Limo 22 28
% Arcilla 322 332
Clase textural Franco arcillosa Franco arcillosa
% Saturacion 43.6 45
Densidad aparente (gr/cm?®) 1.1 1.1
pH (1:2 suelo:agua) 7.5 7.9
% Materia Organica (M.O.) 2.6 43
Nitroégeno inorgéanico total (mg/Kg) 5 6.5
Fosforo disponible (mg/Kg) 10.2 15.4
Potasio intercambiable (mg/Kg) 131 118
Calcio intercambiable (mg/Kg) 25249 2701.9
Magnesio intercambiable (mg/Kg) 75.6 71.8
Sodio intercambiable (mg/Kg) 66.6 36.6
CIC Cmol (+) Kg'' 13.86 14.58
Hierro dispobible (mg/Kg) 3.2 34
Manganeso disponible (mg/Kg) 10 11
Zinc disponible (mg/Kg) 0.7 1
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Cobre dispobible (mg/Kg) 0.3 0.4
Analisis de Salinidad de Suelo

Calcio (meq/1) 6.9 6.4
Magnesio (meq/1) 0.6 0.5
Sodio (meq/l) 2.7 2.5
Potasio (meq/1) 4.4 4.1
Carbonatos (meq/1) N/D N/D
Bicarbonatos (meq/l) 7.3 7

Cloruros (meq/1) 4.5 4.3
Sulfatos (meq/1) 2.6 2.6
CE dS/m-1 1.5 1.4

Se realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA) con los resultados de ambos analisis
junto con variables ambientales regitradas durante las mediciones de individuos por

poblacion, como velocidad de viento, temperatura y humedad relativa (Figura 23).

En el PCA se destaca la variable Ca con mayor contribucciéon al modelo, ademas podemos
distiguir 2 grupos principales, el primero compuesto por Mg, Sat y Na, y el segundo por arena
y humedad relativa (HR). El Ca es relevante porque las cactaceas en particular acumulan
grandes cantidades de este elemento en sus tejidos en forma de cristales de oxalato de calcio,
a los cuales recientemente se les ha atribuido su posible participacion como fuente de CO>
extra para la fotosintesis en ecosistemas xerofilos y bajo estrés hidrico, asociados tambien a
otros mecanismos que actuan en la reduccion de la pérdida de agua [87]. El sodio (Na) es
relevante por generar estrés en las plantas durante su proceso de crecimiento, afecta a la
comunidad bacteriana del suelo disminuyendo la diversidad de bacterias con capacidad de
liberar macro y micronutrientes, haciéndolos menos asequibles para las plantas. De igual
importancia el sustrato arenoso es caractristico de areas deserticas ideal para las cactaceas
puesto que permite la infiltracion de los escurrimientos y la acumulacion o exceso de agua
en las temporadas de lluvias por saturacion. La humedad relativa, asi como otros elementos
del clima, es relevante porque definen las areas de distribucion en las plantas y para las
cactaceas con distribuciones restringidas resulta es un factor de importancia para su

permanencia.
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Figura 23. Andlisis de componentes principales de las variables determinadas en el analisis

de fertilidad, salinidad del suelo y variables ambientales de ambas poblaciones de M.
albiflora.

COMPOSICION TAXONOMICA DE LA COMUNIDAD MICROBIANA.

Obtener una vision global de la estructura de la comunidad microbiana asociada a las raices
de M. albiflora es el enfoque de los siguientes resultados. Con el método de extraccion de
DNA gendmico por solventes organicos (Sambrook y Russel) se obtuvieron concentraciones
de DNA para la poblacion con disturbio de 87.7 ng/uL y una relacion 260/280 de 1.34 y para
la poblacion semi-conservada de 33.8 ng/uL y una relacion 260/280 de 1.30 (Figura 24).
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Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa del DNA gendmico de las muestras de rizoma de
M. albiflora. Carriles Cl-marcador de tamafio molecular, C2-muestra de la poblacion con

disturbio y C3-muestra de la poblacién semi-conservada.

La corroboracion de las amplificaciones fue desfavorable, puesto que no se obtuvo la
amplificacion esperada bajo las condiciones mencionadas en la metodologia. Se ajusto la
mezcla para realizar nuevamente la reaccion de amplificacion incrementando de 20 pL a 25
uL totales, aumentando 2 puLL de DNA de la muestra, 1 uL. de agua grado HPLC y 2 pL de
JumpStar DNA taq Polymerase (Sigma-Aldrich), resultando de la siguiente manera: 4 pL de
DNA de la muestra, 7 pL de agua grado HPLC, 12.5 uL. de JumpStar DNA taq Polymerase
(Sigma-Aldrich), 0.8 pL de cada oligonucleotido directo y 0.8 puL de cada oligonucleotido
reverso, para obtener un total de aproximadamente 25 pL. Igualmente, se ajustaron las
condiciones de PCR respecto a las mencionadas en la metodologia, en una desnaturalizacion
inicial a 95 °C durante 1 minuto, seguido por 40 ciclos térmicos de desnaturalizacion a 95 °C
por 20 segundos, 1 minuto de alineamiento a 50 °C, una extension por 2 minutos a 72 °Cy
una extension final a 72 °C por 5 minutos. Con los ajustes anteriores obtuvimos amplificacion
para la mayoria de los pares de oligonucleotidos utilizados (Figura 25), sin embargo, como

se aprecia en la figura 25, los aplicones esperados de las reacciones son tenues y con un
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barrido sobre el carril, por lo cual se decidi6 nuevamente realizar la amplificacién para
obtener bandas de tamano esperado mas claras y posteriormente hacer su purificacion. Para
ello, utilizamos las siguientes tres nuevas polimerasas bajo las condiciones indicadas por el
fabricante para cada una: Platinum™ High Fidelity PCR SuperMix, Platinum™ II Hot-Start
Green PCR Master Mix (2X) y PCR Master Mix (2X). Estas polimerasas proveen alta
fidelidad y especificidad, confieren ciclos rapidos y resistencia a inhibidores comunes, un
alto rendimiento, asi como reduccion de contaminacion debido a la reduccidon de pasos de
pipeteo para preparar la muestra para PCR, respectivamente. Se realizaron las tres reacciones
con las nuevas polimerasas y una mas con la polimerasa JumpStar, se corroboraron los PCR

por electroforesis y no se tuvo reaccion (Figura 26).

cl C2 C3 C4 G5
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500 pb -

Figura 25. Amplificacion de oligonucleétidos para DNAr 16s e ITS en muestras de rizoma
de M. albiflora. Carriles Cl-marcador de tamafio molecular, C2-63F y M1387R, C3-27F y
1492R, C4-27F y R1494 y C5-ITS-1 e ITS-4.
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A) B)
Figura 26. Amplificacion para DNAr 16s e ITS en muestras de rizoma de M. albiflora con
las cuatro polimerasas utilizadas. A) JumpStart(TM) Taq DNA Polymerase, Carriles C1-
marcador de tamafio molecular, C2-63F y M1387R, C3-27F y 1492R, C4-27F y R1494 y C5-
ITS-1 e ITS-4. B) Oligonucleotidos ITS-1 e ITS-4, Carriles Cl-marcador de tamafio
molecular, C2-Platinum™ High Fidelity PCR SuperMix, C3-Platinum™ II Hot-Start Green

PCR Master Mix (2X) y C4-PCR Master Mix (2X).

La extraccion con el Kit DNeasy Plant Pro (QIAGEN) result6 en la obtencion de DNA, con
muestras de tejido de la rizésfera de distinto gramaje, de acuerdo con los parametros del
fabricante, ya que se sujeria utilizar entre 10 mg y 100 mg. Se definieron tres gramajes: 16,
25y 60 mg con la finalidad de comparar el rendimineto del kit de extraccion, resultando las
siguientes concentraciones: 6.7 ng/uL (16 mg), 17.9 ng/uL (25 mg) y 17.5 ng/uL (60 mg);
con una relacion 260/280 de 1.43, 1.68 y 1.73, respectivamente (Figura 27).
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Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa del DNA gendmico extraido con el Kit DNeasy
Plant Pro (QIAGEN) de las muestras de rizoma de M. albiflora para la poblacion con
disturbio. Carriles C1-marcador de tamafio molecular, C2-25 mg de muestra, C3-60 mg de

muestra y C4-16 mg de muestra.

Obtuvimos una amplificacion con la reaccion esperada, solo considerando los
oligonucleétidos 27F y 1492R para bacterias, ITS-1 e ITS-4 para hongos, de acuerdo con los
pardmetros descritos en la metodologia utilizando la enzima Platinum™ II Hot-Start Green
PCR Master Mix (2X), para las tres muestras con distinto peso de la poblacion con disturbio

(Figura 28).
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500-

Figura 28. Amplificacion para DNAr 16s e ITS en muestras de rizoma de M. albiflora con el
Kit DNeasy Plant Pro (QIAGEN) para la poblacion con disturbio. Carriles C1-marcador de
tamano molecular, C2 a C4 con oligos 27F y 1492R y C5 a C7 con oligos ITS-1 e ITS-4. En
los rectangulos rojos se destacan los tamafios esperados de la reaccion de acuerdo a los oligos

utilizados.

PROPAGACION POR INJERTO.

Obtuvimos 100% de injertacion en nuestros dos tratamientos, usando K. grusonii y M.
geometrizans como portainjerto. Cabe detacar que, a los cinco dias posteriores a realizar el
procedimiento de injerto detectamos la aparicion de un hongo patégeno que infectd las
plantas injertadas (Figura 29). Para controlar la infestacion del hongo aplicamos un fungicida

sistémico concentrado (propamocarb+fosetyl (BAYER)), en diluciéon de 3mL por litro, con
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una repeticion de aplicacion fungicida a los 14 dias posteriores. Desafortunadamente, tres
ejemplares de portainjerto de M. geometrizans no se recuperaron y realizamos nuevamente
el proceso de injerto descartando las partes de tejido dafiado, tanto en el portainjerto como

en el vastago, y con ello asegurar su supervivencia (Figura 30).
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Figura 29. Aplicacion de fungicida sistémico en plantas infectadas por hongo patéogeno. A)
Aplicacion de fungicida en injerto de M. geometrizans; B) Detalle de infeccién por hongo

patogeno en portainjerto de K. grusonii.
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Figura 30. Proceso de reinjertacion en plantas infectadas por hongo patégeno. A)
Desprendimiento de ejemplar infectado en injerto de M. geometrizans; B) Detalle de

infeccion por hongo patdgeno en portainjerto y vastago.

En el tratamiento con el portainjerto de la biznaga (K. grusonii) se tuvo un 100% de
injertacion de los 6 ejemplares que se utilizaron. Pasados 8 meses tuvimos dos ejemplares
muertos de M. albiflora injertados y ninguno presentd mala condicidn, incluso después del
tratamiento con fungicida. Del mismo modo, el tratamiento con garambullo (M.
geometrizans) tuvo 100% de injertacion en los 12 ejemplares, sin embargo, también tuvimos
3 ejemplares que murieron debido a la infeccion por hongo y 5 que presentaron mala
condicion, sin llegar a morir.

Se registr6 el maximo crecimiento en altura del vastago de M. albiflora en el portainjerto de
K. grusonii, con un registro inicial de 1.94 cm (+ 0.54 cm) al registro final pasados 12 meses
de 5.51 cm (+2.48 cm). En contraste, con el portainjerto de M. geometrizans, el crecimiento
en didmetro y altura del vastago se mantuvo en un estado de latencia a partir de los 90 dias
en los que no se observd incremento o decremento. M. albiflora tiene un crecimiento muy
lento y en 12 meses solo increment6 en promedio 0.89 cm de todos los ejemplares y

tratamientos y no present6 ninguna etapa fenologica ni desarrollo vegetativo o clones.
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Se documento la preferencia de M. albiflora para el portainjerto de K. grusonii, a pesar de no
ser una especie cercana taxondmicamente, pero presentan una morfologia similar tanto en
sus anillos vasculares como a su forma de crecimiento esférico-globular (Figura 31). De
manera relevante registramos por primera vez la respuesta al daiio mecéanico de M. albiflora,
bajo condiciones controladas fuera de su habitat natural, al realizar el corte horizontal para
el injerto, la cual posterior a la cicatrizacion comenz6 a generar nuevos brotes de hijuelos o
clones, hasta 4 nuevos brotes por ejemplar. Esta capacidad totipotencial de la especie no se
habia documentado y consideramos esta respuesta al dafio como una estrategia relevante a

estudiar, para disefiar acciones mas efectivas de conservacion de la especie (Figura 32).

Figura 31. Crecimiento de los vastagos en los dos tratamientos de portainjerto utilizados. A-

C, Desarrollo del injerto en M. geometrizans al dia 0, 90 y 210; D-F, Desarrollo del injerto
en K. grusonii al dia 0, 90 y 210.
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Figura 32. Desarrollo de clones o hijuelos en M. albiflora a los 180 dias del dafio por corte.

A. Desarrollo de un clon en ejemplar utilizado para injerto. B. Desarrollo de dos clones en
ejemplar utilizado para injerto. C. Desarrollo de tres clones en individuo utilizado para

injerto.

TRATAMIENTOS PROPUESTOS DE PROPAGACION IN VITRO.

Derivado de la revision de los estudios especificos de propagacion in vitro (Tabla 2), se
determinaron tres diferentes tratamientos para llevar a cabo este protocolo de cultivo de tejido

vegetal con M. albiflora

Tabla 4. Propuesta para propagacion in vitro especifica de Mammillaria albiflora.

Especie Tejido Medio Fitohormonas Condiciones de crecimiento
1% agar, 3% sacarosa, tres
Porcion apical concentraciones de BA (0,5; 1,0
de  plantulas BA y 2,0 mg L-1) y tres de 2-
Mammillaria albiflora | germinadas in | MS (benciladenina), | isopentiladenina (2iP) (1,0; 3,0
vitro a partir de 2iP y 50 mg L-1). pH 5,7
semillas. Fotoperiodo  continuo (54
mol/m2/1) a 25 + 2°C.
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Planta madura MS enriquecido, 10 y 20 mg/L

completa »ip de 2iP. Fotoperiodo de 16 h de
i

sometida a luz y 8 h de oscuridad. 25

| MsS | o

etiolacion para ) ) um/m2/1 de irradiacion
isopentyladenina) )

obtener luminosa y temperatura de 23 a

explantes. 26°C.

Reguladores del

crecimiento
Medio MS con 25% de sales

vegetal (RCV) | ) o

Clon por inorgénicas, 2 mg/L de Glicina,
ANA/BA en

injerto, semilla ) suplementado con 45 g/L. de
cinco

germinada o ) sacarosa, 20 g/L de D-Sorbitol y

MS concentraciones: )

explante de 1,0 g/LL de carbon activado.
0,0 mg/L, 0,5 ]

plantula in El pH se debera ajustar a 5,7-
mg/L y 0 mg/L, ]

vitro. 5,75 con soluciones de NaOH y

0,5 mg/L, 1 mg/L
HC1 0,1 N.
y 2 mg/L,

respectivamente.

Para cada tratamiento propuesto se sugiere considerar la experiencia de quien se encuentre a
cargo del laboratorio de cultivo de tejidos vegetales donde se realicen los experimentos, asi
como ampliar en el proceso las condiciones especificas que pueda demandar nuestra especie
de estudio, derivado de su excepcional condicion de microendemismo y rareza, entendida
esta ultima desde el punto de vista bioldgico como sinénimo de una abundancia baja y de un

area de distribucion restringida [88].
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DISCUSION.

En el presente estudio se registraron fendémenos que no se habian reportado en la literatura
previamente. Primeramente, al realizar la revision de supervivencia a los seis meses del TO,
se anotaron las condiciones en las que el paisaje se modificd derivado del paso de la
temporada de lluvias, puesto que 11 ejemplares no se localizaron dentro de los cuadrantes y
se apreciaba claramente el movimiento de tierra por arrastre durante las lluvias. De manera
relevante, registramos cuatro nuevos ejemplares dentro de los cuadrantes y ocho con

crecimiento vegetativo por clones o hijuelos derivado de un dafio mecénico.

Respecto a la estructura poblacional de tamaios en el tiempo 0 (T0), observamos que es de
tipo decreciente, donde existe un menor nimero de nacimientos y bajo reclutamiento, sin
diferencia significativa entre las poblaciones. Si bien, los individuos de poblacion
semiconservada presentan un mayor tamafo, la cercania entre la composicion diamétrica de
los individuos de ambas poblaciones la interpretamos como una respuesta al constante

impacto, principalmente de tipo antropico, que afecta al ecosistema.

En la poblacion de M. albiflora analizada por Cruz Santos A. [32], que nosotros
denominamos con distrubio, se encontr6é una densidad de 3.4 individuos/m?, una densidad
mayor que la reportada en dicha investigacion (2.9 individuos/m?). Por otra parte, para la
poblacion semi-conservada nuestra densidad resulto ligeramente menor, 2.7 individuos/m?,
en comparacion con la poblacion con disturbio. Desafortunadamente, Cruz Santos A. (2015)
no reporta ubicacion por lo que no podemos hacer una comparacion entre poblaciones, pero
estos resultados nos indican que en comparacion con otras especies de cactaceas, incluso del
mismo género Mammillaria, son densidades altas. Por mencionar algunas, M. gaumeri (0.28
ind/m?) [20], M. kraehenbuehlii (0.08 ind/m?), M. dixanthocentron (0.10 ind/m?), M.
huitzilopochtli (0.23 ind/m?), M. pectinifera (0.28 ind/m?), M. hernandezii (0.30 ind/m?), M.
solisioides (0.61 ind/m?) [35], M. supertexta (1.42 ind/m?) [34] y M. napina (2.39 ind/m?)
[33],

Estas altas densidades observadas en otras especies se le atribuyen al tipo de distribucion

[89], que para el caso de M. albiflora, y similar a otras especies de cactdceas, muestran un
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patron de distribucion agregado. También la alta densidad encontrada puede deberse al nivel
de disturbio que presentan sus poblaciones, como ha sido reportado para otras cacticeas
como M. pectinifera [90, 91]. Esta investigacion no realizé una evaluacion de indicadores de
disturbio, sin embargo, en los recorridos de campo, en las poblaciones se observaron ciertos
elementos de disturbio como la presencia de ganado vacuno, brechas y caminos para
vehiculos, paso de personas y cercania con desarrollos inmobiliarios e infraestructura, asi

como extraccion de materiales pétreos.

Definimos siete clases diamétricas en esta investigacion para ambas poblaciones (<0.5cm,
0.5-<1.0cm, £1.0-<1.5cm, +1.5-<2.0cm, +2.0-<2.5cm, +2.5-<3.0cm, y +3.0-<3.5cm). Por el
contrario, Cruz Santos A. (2015) [32] para su poblacion de estudio afiadidé una clase més para
tener un total de ocho clases diamétricas, por un unico ejemplar que registré6 mayor a 3.5 cm.
Cabe destacar que en nuestras poblaciones de estudio no presentaron ejemplares mayores a
3.5 cm, pero si se observd un comportamiento similar entre nuestras dos poblaciones en base
a la estructura de tamafios, todas decrecen en el numero de individuos pertenecientes a las
primeras y ultimas categorias (<0.5cm y 3.0-<3.5cm, respectivamente). Este comportamiento
de la poblacion de M. albiflora se ha reportado también para las poblaciones de M. solisioides
[92], M. zephyranthoides [93] y M. supertexta [34], por lo que es un fenémeno frecuente en
las poblaciones estudiadas de cactaceas globosas de lento crecimiento y poca dispersion [29].
Por consiguiente, se ha observado que en lugares con perturbacion tanto las plantulas de las
cactaceas, asi como los individuos adultos se presentan en menor frecuencia [94]. En menor
o mayor medida para cada poblacion analizada en este estudio, los individuos de M. albiflora
han respondido de manera resiliente, pero aun no es posible asegurar su permanencia como
especie, debido a los bordes que delimitan a las poblaciones y la falta de acciones

encaminadas a su proteccion, rescate y conservacion.

Por otra parte, las investigaciones recientes sobre la comunidad de microorganismos
asociados a las plantas en condiciones de aridez reportan en sus hallazgos, principalmente,
los siguientes fila bacterianos Actinobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria y Firmicutes [41,
42,71, 95-98], y fila fungicos Ascomycota y Basidiomycota [71, 97, 99]. En el estudio de

Fonseca-Garcia C. y colaboradores (2016) [70], encuentran que las comunidades
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microbianas de M. geometrizans y O. robusta, ambas cacticeas estudiadas en dos regiones
del Estado de Guanajuato, presentaron principalmente los mismos fila microbianos antes
mencionados en suelo, rizosfera y enddsfera de raiz, sin grandes diferencias entre los
microhabitats en la composicion y abundancia de los taxones fungicos. Estos resultados, en
comparacion con otras investigaciones, sugieren que, respecto a las comunidades fungicas
del suelo, en la rizosfera, las plantas xerofitas tienen bajos niveles de seleccion hacia éstos.
A diferencia de la diversidad bacteriana de la rizosfera, donde encontraron mayor diversidad
del filum Firmicutes, principalmente el género Bacillus, siendo estas especies consideradas
como productoras de metabolitos antimicrobianos y promotoras del crecimiento vegetal [36,

38, 39].

M. albiflora es una cactacea microendémica al estado de Guanajuato, por lo que se espera
que la diversidad de microorganismos sea especifica y difiera de lo encontrado en las
investigaciones antes comentadas, debido a que en distribuciones tan limitadas es igualmente
alta la especificidad de habitat, considerandose lo anterior como un criterio de rareza en las
especies vegetales [88, 100]. En este sentido, Gaston (1994) [101], define a la rareza en
términos de la baja abundancia y/o lo limitado del area de distribucion, esta ultima
caracteristica ligada al de endemismo, pero no deben confundirse ambos términos, ya que
una especie puede ser endémica a un area particular y aun asi tener una abundancia mayor
que la de otras especies que se encuentren ahi mismo. Lo que sugiere que pudiera ser el caso
de M. albiflora, derivado de los resultados obtenidos de densidad de individuos por superficie
y que presenta algunas causas que se asocian a la rareza como el tener una capacidad limitada
de colonizacidon (dispersion y establecimiento), el tamafio del individuo, que se relaciona con
la presencia o ausencia de ciertas estructuras o caracteristicas reproductivas (fenologia,
germinacion, establecimiento de plantulas); eventos histéricos, como especiacion o
catastrofes y los factores ambientales [88, 101]. Por su parte, Choe H. y colaboradores (2019)
[100], anaden a la rareza la especificidad de hébitat, como componente adicional a los
factores de abundancia y distribucion geografica. Para el caso de la presente investigacion
con M. albiflora, proponemos que el tipo de suelo y el consorcio de microorganismos

asociados a la rizosfera resultarian en esta especificidad de habitat.
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La distribucién limitada la asociamos a la escasa produccion de flores y frutos, que a su vez
tiene un proceso de dispersion poco estudiado y del cual se conoce que los frutos se
mantienen resguardados entre las mamilas de M. albiflora. Los posibles dispersores son
hormigas pequefias que arrancan el fruto, desgarrandolo, pero las semillas no suelen ser
transportadas a grandes distancias, por lo que pueden quedar atrapadas en el cuerpo de la
planta madre; ademas, otro elemento dispersor es el agua durante la temporada de lluvias
[76]. Esto no lo hemos corroborado en campo, pero es coincidente con lo reportado para otras
especies de cactaceas como Thelocactus leucacanthus ssp. schmollii [102] y especies del

geénero Ariocarpus [103].

Abordamos la propagacion de M. albiflora, en primer lugar, por la técnica de injerto, seguido
de la propuesta de propagacion por cultivo de tejido vegetal (In vitro). Al ser una especie
poco estudiada y que se desconocen sus respuestas ante ambas técnicas de propagacion no
convencional, es decir, que no se realiza por colecta de fruto, germinaciéon de semillas,
esquejes o hijuelos, la técnica por injerto en la presente investigacion ha demostrado ser una
poderosa e importante herramienta tanto en biotecnologia experimental (biologia de
regeneracion y conservacion) como para produccion horticola con fines ornamentales,
medicinales, entre otros posibles. Con el seguimiento de medicion de variables cualitativas
y cuantitativas tanto para portainjerto como para los vastagos en los dos tratamientos
utilizados, podemos decir que el injerto resulto 100% efectivo. Se considero la variable de
diametro mas importante puesto que coincide con las mediciones de clases diamétricas de la
poblacion natural en las que se define el estadio de las plantas, que para el caso de esta técnica
se espera que se estimule la produccion de flores y frutos al estar injertados los ejemplares,

pero al igual que muchas cactaceas .

Los diez ejemplares fusionaron sus haces vasculares, sin embargo, el crecimiento medido fue
distinto por tratamiento, incluso un minimo crecimiento para el tratamiento con M.
geometrizans, pues so0lo un ejemplar crecid significativamente a los 210 dias. El éxito de la
técnica en M. albiflora con el tratamiento de portainjerto de K. grusonii lo atribuimos a la

morfologia similar de tipo globosa y el tamafio del haz vascular en ambas especies.
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Bayat N. y colaboradores (2016) [49], encontraron diferencias significativas en la
temporalidad del injerto, es decir, realizaron sus experimentos uno en primavera y otro en
otofo, teniendo mejores resultados el injerto en primavera, puesto que presentd mayores
brotes adventicios el vastago. En nuestro caso, el proceso de injerto se realizo en otoflo, en
el mes de octubre y no registramos ningtn brote o hijuelo, probablemente es la respuesta de
la especie al injerto, no obstante, el crecimiento vertical sobre paso nuestras expectativas y
en contraste con los resultados revisados en la literatura con otras especies de cactaceas [49—
53, 55, 56], no habia sido reportado dicho desarrollo. Lo anterior se lo atribuimos a las
condiciones de invernadero constantes de temperatura y humedad, asi como el riego
constante y la fertilizacion previa, pues las plantas se etiolaron e incrementaron su diametro,

pero solo en el tipo de porta injerto globoso.

Finalmente, como se mencioné en parrafos anteriores, las especies con distribucion muy
restringida, habitats degradados, lento crecimiento, escasa floracion, baja produccion o baja
tasa de germinacion de semillas y con alta extraccion de ejemplares de sus poblaciones
naturales, son las indicadas para implementar como estrategia de conservacion la
propagacion mediante cultivo in vitro. Tal es el caso de varias especies pertenecientes al
género Turbinicarpus, las cuales han representado un verdadero reto en los ultimos afios para
su propagacion por esta via, debido a su lento crecimiento y la pobre capacidad de
recuperacion de las poblaciones naturales [60]. Por ello, la propuesta de protocolo de
propagacion que aqui se propone, basado en una exhaustiva revision de literatura, actualizada
y con el tipo de especie con la cual se trabajard més cercana taxondmicamente o bien, con la
que se haya obtenido mayor respuesta a las condiciones de cultivo, asi como los mejores
resultados en el nimero de explantes. Cabe sefialar la relevancia del protocolo propuesto con
los tratamientos definidos, con ello se pretende hacer mas eficiente el trabajo en el laboratorio
de cultivo de tejido vegetal, al igual que gestionar desde ahora los recursos materiales y

econdmicos necesarios para llevarlo a la praxis.
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CONCLUSIONES.

e La dinamica diamétrica que presentan los individuos de M. albiflora al T1 no es
uniforme y registramos el cambio de una clase diamétrica de plantula a juvenil en

algunos ejemplares, asi como de juvenil a adulto.

e En la poblacion con disturbio documentamos el impacto al que estan sometidos los
individuos de M. albiflora por el saqueo y extraccion de ejemplares que,
principalmente por su tamafio, son los individuos capaces de generar flores, frutos y

semillas en un ciclo normal.

e La densidad estimada de individuos por superficie en las poblaciones resulté mayor

a la reportada en el ano 2015, siendo los dos unicos registros para M. albiflora.

e El uso de K. grusonii mostré los mejores resultados para injertar a M. albiflora,
registrando un incremento en altura mayor de los vastagos hasta cuatro veces del

tamaiio inicial a los 270 dias.

e La respuesta de cicatrizacion de M. albiflora al dano por corte durante el proceso de
injerto fue documentada por primera vez el desarrollo de clones o hijuelos, hasta 4

nuevos brotes.
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PERSPECTIVAS.

e Analizar los resultados de la secuenciacion del DNA del rizoma por la técnica de
PacBio y determinar la diversidad de microorganismos.

e Continuar con la toma de datos diamétricos y de caracteristicas ecologicas de los
individuos registrados de M. albiflora en las dos poblaciones por tres ciclos de vida
mas (T4).

e Desarrollar el estudio de Riesgo de Extincion de Especies para incluir a M. albiflora
en la NOM-059-SEMARNAT-2010.

e Caracterizar la diversidad de microorganismos presentes en la rizosfera de otras
cactaceas que coexistan con M. albiflora en la misma poblacion, con la finalidad de
identificar si los microbiomas son especificos por especie o son generalistas, ademas
de como contibuyen a la adaptacion de la especie.

e (Caracterizar en dos temporadas anuales la diversidad de microorganismos tanto en la
rizoésfera como en la fildsfera y suelo cercano para M. albiflora y dos especies mas
de cactaceas (Turbinicarpus alonsoi y Mammillaria duwei) en condiciones de
microendemismo similar en el Estado de Guanajuato, como método de aproximarse
a conocer las interacciones entre los microorganismos y la planta, asi como dilucidar
si esta relacion es fundamental para la rareza de estas especies por su condicion de
microendemismo.

e Propagar los nuevos brotes o hijuelos de M. albiflora derivados de la injertacion y
desarrollo vegetativo estimulando con hormonas la generacion de raices.

e Llevar a cabo la propagacion in vitro de M. albiflora bajo las condiciones propuestas
en el protocolo elaborado en este estudio.

e Promover el desarrollo de un invernadero para la propagacion de cacticeas en la
poblacion cercana al area de estudio, con el objetivo principal de proteccion de las
especies de cactaceas locales y de la region, ademas de generar recursos econdmicos
alternativos para los propietarios de los predios donde se encuentran las poblaciones

naturales de M. albiflora y disminuir su saqueo.
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