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Introduccién

México alberga en su territorio el
10% de las plantas superiores del pla-
neta entre las que destacan 277 espe-
cies de agaviceas, con 146 endémi-
cas y 900 especies de cactéceas, con
715 endémicas (Arias 1993; Garcia y
Galvan 1995). Una cantidad sustan-
cial de las especies de ambos grupos
se encuentra bajo alguna categorfa
de riesgo (NOM-059-ECOL-2001);
este fendmeno es ocasionado por una
combinacién de factores intrinsecos
(e.g. bajos indices de reproduccién y
crecimiento) y antropogénicos (e.g.
colecta ilegal y pérdida de habitat por
urbanizacion, ganaderia y agricultu-
ra). En el estado de Querétaro los
dos dltimos factores son los de mayor
amenaza para la sobrevivencia de las
cacticeas, siendo las especies endé-
micas las mas amenazadas (Sanchez
y Galindo 1989). La proteccién de
especies endémicas es mas efectiva
a través del manejo de sus poblacio-
nes silvestres (conservacién in situ).
Sin embargo, para muchas especies
cuyas poblaciones se encuentran
francamente deterioradas, hay que
emprender enfoques de conservacién
alternos.

La conservacién ex situ (e.g. jar-
dines botdnicos), se aplica actual-
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Resumen

Se llevd a cabo la micropropagacion de Mammillaria ma-
thildae, con el propésito de re-introducirla a su habitat.
Utilizando medio MS, sin hormonas, se obtuvieron en 7
meses plantulas con un promedio de 1.78+0.04 cm de
altura y 1.3620.02 cm de diametro. Estas fueron inocula-
das con un consorcio nativo de micorrizas por medio de
un cultivo aeropénico. En 64 dias se alcanzé el 100 % de
micorrizacién; en 74 dias, las plantas inoculadas aumen-
taron su altura (32%), diametro (24%), biomasa (20%) y
contenido de fosfato (60%) respecto del control. Ademas
estas plantas alcanzaron una talla similar a la de plantas
silvestres de 4 afios de edad. En invernadero florecié el
64% mientras que en campo lo hizo el 14%. Seis meses
después de la re-introduccién, murié el 54% de plantas
no micorrizadas; en contraste, sobrevivié un 89% de las
infestadas.

Palabras clave- re-introduccion; cultivo aeropénico; mi-
cropropagacion; cactaceas

Abstract

A micropropagation protocol was established for Mam-
millaria mathildae in order to reintroduce it to its natural
habitat. After 7 months cultured in MS medium, plantlets
1.7840.04 cm tall and 1.36+0.02 cm wide were developed
without any hormone. These plantlets were then inocu-
lated with a native micorrhizal consortium, applied by an
aeroponic culture system. Full colonization was achieved
in 64 days. 10 days later mycorrhizal plantlets exhibited
significant differences in height (32 %), diameter (24 %),
dry matter (20%) and phosphate content (60%) compa-
red to control ones. Furthermore, they reached a similar
size to those grown wild for 4 years. 64% of micorrhized
plantlets bloomed in greenhouse, while in field only 14%
did. 6 months after reintroduction 54%, of non mycorrhi-
zed out plantings died; in contrast, 89% of mycorrhized
plants survived.

Key words— re- introduction; aeroponic culture; micropro-
pagation; cacti
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mente para preservar muchas especies vegetales.
Una de sus estrategias es la micropropagacién
vegetal, que se ha empleado extensivamente en
los dltimos afios (Viswambharan y col. 2006).
Sus principales aplicaciones son la obtencién de
compuestos farmacoldgicos (Uei-Chern y col.
2006), la comercializacién de especies en peligro
(Ramirez-Malagon y col. 2007) y la obtencién de
plantas para su conservacion in situ (Sudhersan
y col. 2003; Bunn y col. 2005). Cuando las plan-
tas se emplean para re-introduccién se registran
pérdidas significativas, lo que impide el estableci-
miento de una poblacién viable a mediano plazo.
Las causas de los bajos indices de sobrevivencia
in situ se atribuyen a varios factores, entre los
que destacan la escasa disponibilidad de agua y
de nutrimentos (Garcia y Malda 2008b), las altas
temperaturas (Bethlenfalvay y col. 1984; Carri-
llo-Garcia y col. 1999), la edad de las plantulas
(Linares y col. 1995) y los bajos indices de cre-
cimiento en su ambiente natural (Bashan y col.

2000).

El 95% de las plantas establece una relacién
simbidtica con microorganismos (Muthukumar y
col. 2004; Brundrett 2002) y de éstos, las mico-
rrizas vesiculo arbusculares (MVA) son de parti-
cular importancia en zonas desérticas y semides-
érticas, ya que juegan un papel fundamental en el
incremento de la absorcién de fosfatos y la toma
de agua (Sylvia y col. 2003). Las micorrizas pro-
porcionan a su hospedero una ventaja para so-
portar condiciones adversas en su ambiente, au-
mentando con ello su porcentaje de sobreviven-
cia (Bethlenfalvay y col. 1984; Carrillo-Garcia y
col. 1999; Bashan y col. 2000). Actualmente la
inoculacién de MVA se usa de forma comercial
para incrementar la produccién en campo de una
gran variedad de plantas, desde ornamentales
hasta forestales (Gianinazzi y Voséatka 2004).

Mammillaria mathildae es un cactus endémi-
co, cuyas poblaciones se encuentran distribuidas
al este de la ciudad de Querétaro, desde el Par-
que Nacional El Cimatario hasta el Area Natural
Protegida (ANP) Cafiada de Juriquilla. Debido al
desarrollo urbano, su ntimero ha disminuido has-
ta colocarla en peligro de extincién (NOM-059-
ECOL-2001). De las poblaciones conocidas, la de
Cafada de Juriquilla es la que presenta el mejor
estado de conservacién. En 2007 Garcia y Malda
(2008b) introdujeron un lote de plantas derivado

de cultivo de tejidos; sin embargo, sélo sobrevivid
el 48% debido a la escasez de agua. En condicio-
nes naturales, donde la estacionalidad del aporte
de agua al sistema y la escasez de nutrimentos son
una constante, se espera que las MVA expresen
todo su potencial benéfico sobre sus hospederos.
Por ello, nuestros objetivos principales son: 1)
micropropagar plantas de M. mathildae por orga-
nogénesis directa en cultivo de tejidos, 2) probar
un sistema de inoculacién de MVA empleando
cultivo aeropénico, y 3) estudiar la capacidad de
un consorcio nativo de MVA para incrementar
el porcentaje de sobrevivencia de un lote de M.
mathildae re-introducida en su habitat natural.

MATERIALES Y METODOS

Descripcién del area de estudio

Garcia y Malda (2007) reportaron 7 poblacio-
nes de M. mathildae en el oeste de la ciudad de
Querétaro. La poblacién protegida méas grande
(133 individuos en 2007) se localiza al NE de la
ciudad, en la Cafiada de Juriquilla, a 1890 msnm.
La vegetacién dominante es bosque tropical ca-
ducifolio en buen estado de conservacién, com-
puesto por arboles de hasta 7 m, Lysiloma micro-
phylla, Bursera fagaroides y Ceiba aesculifolia, que
pierden su follaje entre 6 y 7 meses por afio. Hay
otras cactaceas, como Mammillaria magnimamma,
Myrtillocactus geometrizans, Peniocereus serpentin-
us, Stenocereus dumortierii y Opuntia pubescens.
Durante la estacién de lluvias surgen en la co-
munidad una buena cantidad de arbustos y male-
zas (e.g. Anisacanthus quadrifidus, Jatropha dioica,
Karwinskia humboldtiana, Ipomoea purpurea, Ca-
lliandra eriophylla). El suelo es escaso, bien drena-
do y presenta afloramientos rocosos igneos.

Caracterizacién del 4rea de re-introduccién

Para caracterizar la parcela experimental se
realiz6 la determinacién de sus condiciones mi-
crocliméticas que se compararon con el habitat
de la poblacién de M. mathildae. La radiacién
solar se determiné como flujo de fotones fotosin-
téticos expresado en pmol m? s, usando un sen-
sor de cuantos (LICOR modelo LI250) e inter-
polando las lecturas de un segundo sensor para
calcular el indice de 4rea foliar (Welles, 1990).
Las determinaciones (por triplicado) se hicieron
cada 10 m en un transecto de 70 m; a lo largo
de la poblacién de M. mathildae y del 4rea de re-
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introduccién. Las lecturas se realizaron cuando
las condiciones de iluminacién solar no eran muy
brillantes. La temperatura superficial se determi-
nd con un sensor de temperatura infrarrojo (Tel-
Tru 05025) entre las 12:00 y 14:00 horas. Los da-
tos de precipitacion se obtuvieron en la Comisién
Nacional del Agua, de la estacién meteoroldgica

“Querétaro” (20° 35" N, 100° 24’ W).

Micropropagacion de
Mammillaria mathildae

Se colectaron semillas de 62 individuos de M.
mathildae (57.4% de la poblacién). Con una mez-
cla de semillas, genéticamente representativa de
la poblacién, se iniciaron los cultivos in wvitro. La
micropropagacion se hizo como lo describen Gar-
cfa y Malda (2008b); que consistié en usar ex-
plantes escindidos de plantulas de 1 cm de altura
germinadas asépticamente in wvitro. La activacién
de aréolas y enraizamiento se logré empleando un
medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962)
libre de hormonas y adicionado con 30 g L' de
sacarosa, 0.1 g L' de myo-inositol, 1 mg L de
hidrocloruro de tiamina, 0.5 mg L' de 4cido ni-
cotinico, 0.5 mg L de hidrocloruro de piridoxina
y 8 g L't de agar. Los cultivos fueron mantenidos
a 26%+1 °C bajo un flujo fotosintético total de
120-130 pumol m?s! emitido por ldmparas fluo-
rescentes, con un fotoperiodo de 16 h luz. Cémo
control, se sembraron semillas de M. mathildae
en el area de estudio, usando charolas plasticas
(para proteger a las plantulas de la herbivoria por
insectos) rellenas del suelo proveniente del 4drea
de estudio.

Aislamiento del in6culo de MVA
(cultivo trampa)

Se colectaron suelos de las rizosferas de M.
mathildae, algunas plantas asociadas a ella (J. dioi-
ca, O. pubescens, Melinis repens, L. microphylla) y
suelo sin vegetacion, con los que se iniciaron los
cultivos trampa. 500 g de suelo (conteniendo rai-
ces finamente cortadas) se mezclaron con perlita
(1:1) y se colocaron en macetas (15 cm ¢ por 20
cm de alto). Se germinaron de 60 a 65 semillas de
Sorghum vulgare (ABC, 2005) como planta hos-
pedera; en las macetas antes descritas y se man-
tuvieron en invernadero. Las macetas se regaron
cada 2 dfas, y las plantas crecieron por un periodo
de 10 a 12 semanas, después del cual se permiti6

su secado gradual (por una o dos semanas) para
promover la esporulacién de las micorrizas. Los
ciclos de propagacién subsecuentes se realizaron
como antes se describié, usando las raices del sor-
go cortadas y mezcladas con el mismo suelo. Los
cultivos no recibieron fertilizacion.

Conteo de esporas

Las esporas in situ fueron aisladas a partir de
una muestra de 50 g de suelo, a ésta se le adicio-
naron 4 L de agua y se agit6 vigorosamente por
3 min. Tras 1 min de reposo la mezcla se verti6
sobre una serie de tamices (1 mm, 177, 45 y 38
um). La operacién se repitié 2 veces méas para ex-
traer el mayor nimero de esporas de la muestra.
El material del dltimo tamiz se colectd en un ma-
traz, se metié a un gradiente de sacarosa 20-60 %
en tubos de 15 mL, y se centrifugd a 1,500 g por
3 min. El sobrenadante se decanté sobre el tamiz
de 38 um y el material recuperado se lavé por 2
min con agua corriente. Las esporas saludables
se colectaron manualmente y se almacenaron
en tubos Eppendorf con agua, se guardaron a 4
°C por 48 h. Cualquier espora atipica 0 muerta
se descarté en este tiempo. Para su conteo, las
esporas se transfirieron a una caja de Petri y se
examinaron con un microscopio a 40X.

Para obtener las esporas de los cultivos trampa;
las raices de sorgo se lavaron con agua corriente
para remover el suelo. Las raices se cortaron y
licuaron con agua destilada a alta velocidad por
aproximadamente 5 seg para liberar las esporas.
El material licuado se pasé a través de los tamices
y se sigui6 el método antes descrito.

Inoculacién de MVA y cultivo aeropénico

Se inocularon plantulas de M. mathildae de 7
meses (1.79+0.04 cm de altoy 1.37+0.02 cm de
didmetro en promedio) al escurrir sobre sus raices
200 ul de una solucién de 15 g L't de alginato de
sodio conteniendo 1,025 esporas mL*. Las raices
se sumergieron inmediatamente en una solucién
0.05 M de CaCl,-2H,O para solidificar el alginato
(Webery col. 2005). Las plantulas se acomodaron
en el sistema de cultivo aeropénico (unidad de
alta capacidad por AgriHouse, Inc. Div. Aeropo-
nics International) con medio nutritivo MS. Las
raices se aspersaron durante 5 seg cada 30 min las
24 horas del dfa. La solucién nutritiva se cambi6
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cada semana. El cultivo se mantuvo a 26+19Cy
fue iluminado bajo las mismas condiciones de los
cultivos in vitro.

Estimacién de la colonizacién por MVA

Las raices limpias y cortadas en secciones de
1 cm, se aclararon sumergiéndolas 5 min en una
solucién de KOH al 10% en “bafio Marfa”; des-
pués se enjuagaron con agua destilada. Posterior-
mente, se tifieron con tinta china negra (Shae-
ffer) disuelta en una solucién de 4cido acético al
5% (vol/vol) como lo describe Vierheilig y col.
(1998). 30 porciones de raices se examinaron
con un microscopio a 40X para detectar la co-
lonizacién de las MVA siguiendo el método de
interseccion en gradilla descrito por Giovannetti
y Mosse (1980). La frecuencia de infeccién por
micorrizas (F%) se calculé mediante Ia ecuacién
(IR X 100)/TR, donde IR corresponde a las raices
infectadas y TR se refiere al total de segmentos
de la muestra.

Aclimatacién y re-introduccién

Las plantulas micorrizadas y no micorriza-
das, se transplantaron a maceteros de 2.5 cm ¢
empleando una mezcla comercial de suelo para
siembra (1:1 Pro-Moss, Premier® y Hortiperl,
Termalita®). Se cubri6 por una semana con plés-
tico para evitar la desecacidn excesiva y para la
segunda semana se colocaron en un sombreadero
(50% de luz solar). Las plantas se regaron cada
tercer dia hasta su transferencia al campo.

100 plantas colonizadas con MVA y 100 plan-
tas sin MVA (control) se plantaron en una par-
cela experimental de 75 X 10 m ubicada en la
Cafada Juriquilla. Las plantas se midieron (dia-
metro y altura) y se marcaron sistematicamente.
Los porcentajes de sobrevivencia se determina-
ron cada 3 dfas la primera semana; después, se
determiné cada semana durante un mes. Even-
tualmente el registro se hizo cada mes.

Determinacién de la concentracién de fésforo

El contenido de P se determiné por una di-
gestion micro Kjeldahl del material seco de plan-
tas micorrizadas y no micorrizadas obtenidas del
cultivo aeropénico. Las plantas se secaron en un
horno por 48 h a 70 °C y se molieron hasta obte-
ner un polvo. Se adicionaron 0.2 g al 4cido sul-

farico concentrado siguiendo el método de reac-
cién del cloruro estanoso. Se hicieron 4 réplicas
por tratamiento (micorrizadas y control).

Analisis estadisticos

Los datos de los diversos experimentos se ana-
lizaron con un ANDEVA P<0.05. El analisis es-
tadistico se hizo con el programa JMP 6.0 (SAS
Institute, Inc. 2005). Los datos en porcentaje se
trataron previamente usando la transformacion
del arco seno para su analisis estadistico.

Resultados y discusién

Micropropagacién por cultivo de tejidos ve-
getales

La germinaciéon de M. mathildae en condi-
ciones naturales es del 40%. En contraste, bajo
condiciones in vitro, se alcanzé el 91% de germi-
nacién entre la segunda y tercera semanas. Para
inducir la formacién de tallos se probaron 3 tipos
de explantes obtenidos de plantulas de 3 meses:
basal, lateral y apical (tabla 1). La respuesta a
las combinaciones hormonales de 4cido butirico
(AB) y 4cido indol acético (AIA) resulté en una
profusa produccién de callo. Bajas concentracio-
nes de AB produjeron pocos tallos por explan-
te, pero con el concomitante desarrollo de callo.
En contraste, en el medio libre de hormonas, los
explantes apicales y laterales produjeron en dos
meses un promedio de 1.14+0.07 y 4.09+0.13
tallos nuevos respectivamente, sin la generacion
de callo. El medio MS basal fue suficiente para
la produccién de tallos in witro, contrario a los
resultados observados en el género Mammillaria
spp. (Papafotiou y col. 2001; Poljuha y col. 2003;
Ramirez-Malagon y col. 2007) donde el uso de
hormonas, especialmente citocininas es crucial
para la generacion de tallos. Clayton y col. (1990)
mencionan que los cactus tienen la capacidad de
sintetizar auxinas de forma auténoma; por tanto
con la adicién exégena de hormonas frecuen-
temente se produce callo. Evitar esta fase y la
misma adiciéon de hormonas es preferible porque
estos factores pueden promover cambios genéti-
cos indeseables en las plantas (Venkatachalam y
col. 2007); sobre todo pensando en la re-intro-
duccién de especies silvestres (Viswambharan y

col. 2006).
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Tabla 1. Efecto del AB y AIA sobre la produccion de tallos y callos sobre explantes de M. mathildae. Los resultados son el
promedio de 2 experimentos separados.

Concentracién (uM) No. tallos (promedio + ee) % de callos
AB AlIA Apical Lateral Basal Apical Lateral Basal
0 0 1.14+0.07 4.09+0.13 0.59+0.11 0 0 40.91
0 1.43 0 0 0 100 100 100
0 2.85 0 0 0 100 100 100
0 5.71 0 0 0 100 100 100
22.19 0 0.18+0.08 0.11+0.05 0.09+0.06 77.27 88.64 90.91
22.19 1.43 0 0 0 100 100 100
22.19 2.85 0.05+0.05 0 0 95.45 100 100
22.19 5.71 0 0 0 100 100 100
44.39 0 0 0 0 100 100 100
44.39 1.43 0 0 0 100 100 100
44.39 2.85 0 0 0 100 100 100
44.39 5.71 0 0 0 100 100 100

Tabla 2. Efecto de la concentracion del medio MS y de la [AIB] sobre la formacion de raices en tallos. Los resultados son el
promedio de 2 experimentos separados.

Formacion de raices

MS AIB (uM) . % de callos
(promedio * ee)

0.97+0.03 0
:118 28 0.10+0.06 90
1.0 9.8 0 100
1.0 19'7 0 100
1.0 29.5 0 100
05 0.0 0.63+0.09 0
0.5 4.9 0 100
0.5 9.8 0 100
0.5 19.7 0 100
05 295 0 100

El promedio de produccién de tallos por or-
ganogénesis directa fue bajo, a diferencia de los
rangos reportados para especies similares, como
Mammillaria san-angelensis que con la adicién de
hormonas gener6 entre 21 y 35 tallos por explan-
te (Martinez-Vazquez y Rubluo 1989). Palomino
y col. (1999) comprobaron por medio de un ané-
lisis del cariotipo de M. san-angelensis su estabili-
dad genética, después de su cultivo y sub-cultivo
in vitro adicionando hormonas. Sin embargo, este
andlisis no puede revelar alteraciones en genes
especificos o pequefos arreglos cromosomales
acontecidos (Rout y col. 1998; Venkatachalam y
col. 2007). Los efectos de largo plazo de las posi-
bles variaciones genéticas son indeterminados y
sus repercusiones sobre el ecosistema son desco-

nocidas. Por ello, una baja produccién de tallos
con baja variacién genética (medio sin hormo-
nas) versus una alta produccién de tallos de plan-
tas con posibles alteraciones genéticas (medio
con hormonas) es preferible cuando el objetivo es
la integracion de las plantas a su habitat natural.
Esto por supuesto, representa una estrategia de
costo - beneficio favorable en el largo plazo.

Se prob6 medio MS completo y MS 1/2, ambos
con y sin 4cido indol butirico (AIB) para promo-
ver la formacién de raices en los tallos (tabla 2).
Los explantes cultivados en medio MS completo
mostraron una diferencia significativa en la fre-
cuencia de formacion de raices respecto al medio

MS 1/2 (F= 12.1849 Prob. >F< 0.0009).



ON IN SITU Y EX SITU DE MAMMILLARIA MATHILDAE, CACTACEA ENDEMICA EN
PELIGRO DE EXTINCION DE LA CIUDAD DE QUERETARO

En un periodo de 7 a 8 semanas se desarro-
lI6 un sistema radical vigoroso. Aunque se ha
reportado el uso de fitohormonas para la induc-
cién in vitro del crecimiento de raices en cactus;
M. mathildae enraizé de forma esponténea en un
medio libre de hormonas. Esto se ha reportado
en otros cactus (Wakhlu y Bahu 2000; Davila-
Figueroa y col. 2005; de Medeiros y col. 2006)
particularmente en especies de Opuntia y Agave
que tienden a desarrollar raices in vivo (Escobar
y col. 1986; Santacruz-Ruvalcaba y col. 1999;
Mohamed-Yasseen 2002; Valenzuela-Sénchez y
col. 2006). M. mathildae, exhibe de forma natural
una alta regeneracion de tallos y raices (Garcia y
Malda 2008b). Coincidiendo con estos resulta-
dos, los estudios de regeneracién en la cacticea
Rhipsalidopsis mostraron que durante su cultivo in
vitro se estimul el metabolismo de las auxinas lo
que favoreci6 la formacién de tallos en un medio

libre de hormonas (Sriskandarajah y col. 2006).
Aislamiento y selecciéon del inéculo de MVA

Ha sido muy bien documentada la partici-
pacién de hongos vesiculo arbusculares en el
establecimiento de plantulas ya que intervienen
en los procesos de toma de agua y nutrimentos
(especialmente P), agregacién de suelos y protec-

cién contra componentes bidticos (Augé 2001;
Rillig y Steinberg 2002; Koide y Mosse 2004; van
der Heijden 2004; Vestberg y col. 2004). El uso
comercial de inéculos benéficos se ha incremen-
tado en fechas recientes; pero algunos estudios
sugieren que el uso de indculos nativos es mas
efectivo (Calvente y col. 2004). Esto es cierto, es-
pecialmente cuando el propésito es usarlo en am-
bientes silvestres. El uso de inéculos originados
en otras areas (exdticos) puede tener consecuen-
cias no deseadas sobre el ensamblaje del ecosiste-
ma (Schwartz y col. 2006). Rudgers y col. (2004)
describen para un sistema de pastizal, cémo los
hongos vesiculo arbusculares modifican la diver-
sidad de los pastos al alterar sus capacidades para
adquirir recursos (agua y nutrimentos). Por ello,
en este trabajo se eligié emplear un inéculo nati-
vo aislado en el drea de reintroduccion de la M.
mathildae, que por ser local tiene la ventaja de
encontrarse adaptado a las condiciones bidticas y
abidticas de la regién.

En la tabla 3 se puede ver el porcentaje de
colonizacién de M. mathildae y algunas plantas
asociadas a ella. Como se esperaba, todas las
plantas contenian MVA; el pasto M. repens fue el
que exhibié mayor grado de infestacion. Respec-
to del ndmero de esporas aisladas de las diversas

Tabla 3. Colonizacion por MVA de M. mathildae y flora asociada. # de esporas de MVA en las rizésferas de M. mathildae y
flora asociada. Indices de esporulacién durante los tres ciclos de los cultivos trampa.

Colonizacién de # de esporas

Ciclos de esporulacion

Especies MVA (%) g suelo” 1 (esmtasémuﬂp”\ -
J. dioica 47.73+0.98 15.03 27.47+1.39 35.43+1.70 77.43+3.26
O. pubescens 44.714£1.72 15.77 29.47+1.39 31.70+2.05 70.43+3.03
M. mathildae 34.13+1.29 17.47 28.33+1.91 34.57+3.35 76.37+1.88
M. repens 45.43+1.65 31.07 32.53+1.88 58.50+2.17 92.33+2.37
L. microphylla 43.71+0.86 18.17 29.60+1.91 32.87+2.24 71.63+2.43
Suelo desnudo - 1.23 3.23+0.70 5.03+1.27 11.831.54

Tabla 4. Respuestas de crecimiento de M. mathildae inoculada y no inoculada con MVA en una camara aeroponica.

Colonizacion por Plantas 2 Biomasa Fosforo
MVA (F%)® (mg planta)® (mg P'p.s.)
Altura Diamefro
T. inicial - 1.78+0.04 1.36+0.02 47.13+1.07 0.321+0.01
Control 0 1.99+0.07 1.54+0.03 56.79+0.90 0.344+0.01
Infestadas 100 2.91+0.05 2.03+0.03 69.21£1.32 0.552+0.01

a Promedio * e.e., n = 120. ®* Promedio + e.e., n = 14. ¢ Promedio t e.e., n = 4.
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muestras (con excepcién de la rizésfera de M. re-
pens) no se detectaron diferencias significativas
(F=1.9105 Prob. >F<0.2064). La biodiversidad
de los hongos micorrizicos es relativamente baja,
resaltando la presencia de Glomales (Gigaspora
sp. y Glomus spp.). Con la finalidad de obtener
suficientes esporas de MVA, se inici6 la estimula-
ci6én de la esporulacién mediante cultivos trampa
de las rizosferas del cactus y flora asociada (tabla
3). Fue hasta el tercer ciclo de cultivo que se in-
crementaron significativamente los indices de es-
porulacién. El cultivo con rizésfera de M. repens
present6 el mayor valor (92.33+2.37 esporas g
suelo), en cambio el cultivo procedente de la
rizosfera de M. mathildae alcanzé los 76.37+1.88
esporas g suelo’!, valor significativamente simi-
lar al resto de los cultivos (F= 1.9105 Prob. >F<
0.2064). Es remarcable que en todos los cultivos
trampa, con excepciéon del de M. repens, se per-
di6 Gigaspora sp.; su desplazamiento puede atri-
buirse a la incompatibilidad de la micorriza con
la planta hospedera empleada (sorgo). El trabajo
de Liu y Wang (2003) ilustra que la diversidad
de las esporas promovidas por los cultivos tram-
pa esta determinada directamente por el tipo de
hospedero elegido. Una posible consecuencia es
que el indculo no pueda expresar todo su poten-
cial en plantas no adaptadas a él (Enkhtuya y col.

1 Figura 1.  a) plantulas obtenidas por
cultivo in vitro.
b) camara de crecimiento

aeroponico.

Figura 2. M. mathildae floreciendo en
a) la parcela experimental; y

b) en el invernadero.

2000). Por lo anterior, para este trabajo se eligio
usar el in6culo de MVA aislado de la rizdsfera
de M. mathildae, que ademas de exhibir un buen
indice de esporulacion seguramente se encuentra
adaptado a formar una relacién simbidtica con

M. mathildae.

Efecto del in6culo de MVA sobre el desarrollo
de M. mathildae

La efectividad del inéculo nativo de MVA
como promotor del crecimiento se prob6 en un
cultivo aeropénico. Se emplearon plantulas mi-
cropropagadas de M. mathildae con un promedio
de 1.78+0.04 cm de altura por 1.36%+0.02 cm de
didgmetro (figura 1a). La infestacién de las raices
tom¢ 60 dias. En el dia 74 las plantas inoculadas
con MVA exhibieron, respecto del control, un
tamafo significativamente mayor (tabla 4), tan-
to en didmetro (F= 142.8399 Prob. >F< 0.0001)
y altura (F= 116.5583 Prob. >F< 0.0001), como
en ganancia de biomasa (F= 60.2369 Prob. >F<
0.0001). La concentracién de P del control no
fue diferente respecto del contenido inicial (F=
2.8094 Prob. >F< 0.1322); en contraste, las plan-
tas micorrizadas acumularon una cantidad signi-
ficativamente diferente de P (F= 237.3721 Prob.
>F< 0.0001).
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El proceso de inoculacién e infestacion de
plantas con MVA es mis eficiente en un sistema
de cultivo aeropénico (Weathers y Zobel 1992),
ya que usando esta técnica es posible alcanzar un
indice de infestacién del 100% (Martin-Laurent
y col. 1999). Experiencias de infestacién con
MVA en sustrato sélido reportan porcentajes de
colonizacién inferiores. Pese a ello, se reporta ga-
nancia de materia seca e incremento de P en una
gran variedad de plantas; como en el cactus Pa-
chycereus pecten-aboriginum (Rincén y col. 1993)
o el arbol Acacia mangium (Martin-Laurent y col.
1999), especies florales y hortalizas (Weathers y
Zobel 1992) y pastos (van der Heijden 2004).
El crecimiento de M. mathildae en la cdmara ae-
ropénica (figura 1b), no presentd problemas en
plantas micorrizadas y no micorrizadas (2.4% de
mortalidad). 14 dias después de haber registrado
el 100% de colonizacién por MVA, las plantas
mostraron una diferencia significativa en altura
(32%), diametro (24%) y peso (20%), ademas de
acumular 60% mas P en sus tejidos que las plan-
tas control.

El uso del sistema de cultivo aeropénico para
la inoculacién de una mezcla de MVA fue exito-
so. En 3 meses los cactus adquirieron la biomasa
que bajo condiciones naturales les tomaria 1 afio
(observacién personal). Martin-Laurent y col.
(1999) demostraron que plantas de A. mangium
infestadas con Glomus sp. crecieron dos veces
mas que las plantas cultivadas en suelo. El cre-
cimiento de M. mathildae fue igual de dramético,
las plantas aumentaron 0.66 cm de didmetro en
3 meses, en contraste a los 0.5 cm de didmetro
que crecen en condiciones silvestres cada afio. La
respuesta més importante a la micorrizacién es
el incremento en la adquisiciéon nutrimentos, en
particular fosforo, y la toma de agua. La elevada
concentracién de aire que presenta el cultivo ae-
roponico incrementa la respuesta de la simbiosis
planta-hongo (Weathers y Zobel 1992), promo-
viendo los efectos registrados en este experimen-
to.

Seleccién del area de reintroducciéon

Con la finalidad de seleccionar un 4rea ade-
cuada para re-introducir el lote de M. mathildae,
se contrastaron las condiciones microcliméticas
del 4mbito hogarefio del cactus contra las de la
parcela experimental. Ni la radicacién solar, ni

la temperatura superficial mostraron diferencias
significativas (F= 0.0234 Prob. >F< 0.8815 y F=
0.0075 Prob. >F< 0.9327 respectivamente) en

ambas areas.

La germinacién y establecimiento de una
planta en un ambiente silvestre es un evento
multifactorial. Por ello, la seleccién de un sitio
que cubra la mayoria de los aspectos microclima-
ticos es esencial para el correcto establecimiento
de las plantas reintroducidas. La arquitectura del
follaje de los arboles provee de microclimas par-
ticulares que pueden favorecer o no a una planta
determinada. Este fenémeno es conocido como
nodricismo. Las plantas nodrizas dotan de un mi-
croambiente que promueve el establecimiento de
otras especies (Drezner y Garrity 2003). Las plan-
tulas de Mammillaria gaumeri sélo sobreviven en
ambientes con “buena” sombra (Leirana-Alcocer
y Parra-Tabla 1999). Adem4s, cambios en la com-
posicién de las nodrizas pueden tener un efecto
negativo, ya que las arquitecturas del dosel son
diferentes. A este respecto, Zafiiga y col. (2005)
encontraron que Lophophora diffusa se asocia a
Larrea tridentata y Acacia sororia, mientras que se
disocia de Celtis pallida, que despliega una sombra
mas intensa que los otros arbustos.

M. mathildae crece en afloramientos rocosos,
con pendientes de hasta 85° y se asocia fuerte-
mente con dos arboles, L. microphylla y B. faga-
roides; la cubierta vegetal que generan amortigua
la temperatura superficial en 14 °C (Garcia y
Malda 2007). La parcela seleccionada contiene
un manchén importante de ambas plantas, con
menor presencia de C. aesculifolia, K. humboldtia-
nay M. geometrizans; basicamente es un continuo
de vegetacion similar en el que se desarrolla M.
mathildae.

Aclimatacion y sobrevivencia en campo

La aclimatacién en invernadero no presen-
t6 mayores problemas. Después de 8 semanas la
sobrevivencia fue de 98%. La re-introduccién se
realizé en octubre de 2007, al final de la tempo-
rada de lluvias. Se seleccioné esta fecha porque
las lluvias m4s fuertes son capaces de desente-
rrar las plantas sembradas. Ademads, durante la
estacién himeda, la herbivoria por isépodos so-
bre las plantulas de esta cacticea es significativa
(34.2%). Las plantas no micorrizadas disminu-
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yeron un 44% en el primer mes (grafica 1) y en
los siguientes 3 meses la poblacion cay6 46%. En
cinco meses el lote re-introducido disminuyé un
54%. Reintroducciones calificadas como exitosas
tales como la de M. san-angelensis reportan un
91% de sobrevivencia (Rubluo y col. 1993); o las
de Mammillaria pectinifera y Pelecyphora asellifor-
mis (Giusti y col. 2002). Ambas experiencias se
realizaron en jardines bot4nicos, donde los cuida-
dos constantes (principalmente el riego) ayudan
a alcanzar estos valores. En contraste, cuando la
re-introduccién se lleva a cabo en un ambiente
silvestre las pérdidas pueden ser significativas,
inclusive pueden alcanzar el 100% (Leirana-Al-
cocer y Parra-Tabla 1999; Contreras y Valverde
2002). Re-introducciones satisfactorias en ha-
bitat silvestre, como la reportada por Decruse y
col. (2003), para la orquidea Vanda spathulata,
registraron entre el 50 y 70% de sobrevivencia;
las muertes se debieron a factores abidticos (luz
de sol directa y altas velocidades del viento). En
otro estudio, el establecimiento de Opuntia cora-
llicola alcanzé el 65%; en esta ocasién las muertes
se debieron a la pudricién de los cladodios por
bacterias (Stiling y col. 2000).

La abrupta caida del lote control re-introdu-
cido se registr6 15 dias después de la dltima lluvia
(gréfica 1), posiblemente por la carencia de agua
en el sistema. Bajo estrés hidrico, los estomas y
otros componentes epicuticulares del tallo jue-

gan un papel preponderante en el balance hidri-
co de la planta. Durante el cultivo de tejidos hay
una supresion de la produccién de ceras epicuti-
culares que est4 asociado a la elevada humedad y
la baja intensidad de iluminacién empleada en el
proceso (Shepherd y Griffiths 2006). Sin embar-
go, después de un tiempo bajo aclimatacion, las
plantas cultivadas en este sistema pueden recu-
perar su cubierta cerosa. Malda y col. (1999) en-
contraron que, a 3 meses de su traspaso al inver-
nadero, plantas micropropagadas de Coryphantha
minima alcanzaron un nivel similar de ceras al de
las plantas crecidas en invernadero. Sin embargo,
los autores no encontraron una correlacién entre
el porcentaje de sobrevivencia y el contenido de
cera epicuticular. Por otro lado, los hongos mico-
rrizicos son capaces de conferir ciertas ventajas
que ayudan a las plantas a soportar la escasez de
agua. La presencia de MVA se ha reportado en
varios cactus del Desierto Sonorense, a los que
ayudan a incrementar la toma de agua (Carrillo-
Garcia y col. 1999). Goicoechea y col. (2004)
encontraron que los hongos micorrizicos le con-
fieren a Anthyllis cytisoides una alta capacidad de
respuesta contra la sequia al inducir la deposicién
de ceras y la caida de hojas. Los autores sostienen
que este fenémeno ayuda a la planta a sobrevivir
la época de sequia.

El sistema aeropdnico se ha empleado exitosa-
mente para la rdpida produccién de A. mangium

Grafica 1. Sobrevivencia de M. mathildae, colonizada con MVA (—l-) y control (-0-)
en la parcela experimental. La linea recta representa la precipitacion registrada.
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(Martin-Laurent y col. 1999); sin embargo, los
autores apuntan que es necesario hacer prue-
bas de campo para verificar si los efectos posi-
tivos de las micorrizas se mantienen cuando las
plantas sean sembradas en campo. Matsubara y
col. (1998) inocularon con hongos micorrizicos
plantulas de Asparagus officinalis, obtenidas por
cultivo de tejidos; los simbiontes incrementaron
el porcentaje de sobrevivencia de A. officinalis
durante la aclimatacién en invernadero. En el
caso de M. mathildae, el lote de plantulas inocu-
lado con MVA alcanzé, al final del cultivo aero-
poénico, un tamafo similar a plantas silvestres de
4 afios de edad (2.91+0.05 de alto y 2.03+0.03
de didmetro en promedio). En la parcela experi-
mental, las plantas exhibieron un porcentaje de
sobrevivencia mayor a las cacticeas no micorri-
zadas (grafica 1). En la primera semana el lote se
redujo en 9%, después de lo cual, la poblacién
se mantuvo estable por més de 160 dias; a este
tiempo, el 89% de la poblacién sobrevivié en el
drea de re-introduccion. El aumento del porcen-
taje de sobrevivencia se atribuye a dos factores: el
tamafio de las plantas y el incremento en la capa-
cidad de la simbiosis planta-micorriza de acceder
a las reservas de agua del suelo; ambos factores
le confieren a la planta una mayor resistencia al
estrés hidrico. Adicionalmente, se cree que la ga-
nancia de P durante el cultivo aerop6nico le con-
firié una ventaja para la adaptacién de la planta
en campo, ya que es comtn que la disponibilidad
de nutrimentos sea un factor limitante en medios
silvestres. El suelo del 4rea de re-introduccién
es somero y estd constituido por una cantidad
apreciable de materia orgdnica; por lo tanto, el
fosforo se encuentra en forma de fosfatos orga-
nicos. Se ha reportado que las hifas extra radica-
les de Glomus intraradices hidrolizan los fosfatos
orgéanicos transforméndolos a inorganicos (Koide
y Kabir 2000) haciendo posible su absorcién y

aprovechamiento por la planta. Esto le conferirfa
una ventaja de adaptacién a la planta en cam-
po. El experimento de re-introducciéon demostrd
que las plantas carentes de simbiontes benéficos
se encuentran en franca desventaja en un medio
silvestre, donde la disponibilidad de agua es esta-
cional y los nutrimentos son escasos.

La re-introduccién de plantas en edad re-
productiva es deseable, aunque dificilmente se
practica debido al tiempo que se requiere para
obtener un lote con tal caracteristica. Las plan-
tas de M. mathildae micorrizadas alcanzaron en
10 meses el tamafo promedio de plantas silves-
tres de 4 afios, edad en la que la planta inicia su
etapa reproductiva (observacién personal). En
contraste las plantas no micorrizadas presentaron
un tamafo promedio de plantas silvestres de 3
afos. Se registrd el nimero de flores producidas
por ambos lotes en invernadero a los 6 meses de
transplantarse del cultivo aeropénico. Las plan-
tas carentes de micorrizas no florecieron, mien-
tras que las plantas micorrizadas presentaron
un 64% de floracién (figura 2b). En contraste,
durante la segunda semana de mayo de 2008 el
14% de las plantas micorrizadas re-introducidas
florecieron (figura 2a). Evidentemente el ntimero
es menor porque en invernadero las plantas tie-
nen un aporte constante de agua, mientras que
las re-introducidas estdn a expensas del erritico
suministro de agua. El patrén de precipitacion de
2008 es similar al que se presento en el drea en
2006 (Garcia y Malda 2008a), por lo que se es-
pera que el patron de floracién sea similar al de
ese afio; es decir, que inicie a mediados de abril
(como se registrd) y se prolongue hasta finales de
junio. Es a mediados y finales de mayo cuando se
espera que alcancen su maximo rango de flora-
cién en campo.

Figura 2.
M. mathildae floreciendo en
a) la parcela experimental; y

b) en el invernadero.
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Conclusiones

Con el uso de la tecnologia dual micropropa-
gacién por cultivo de tejidos — inoculacién con
MVA por cultivo aeropénico, se logré obtener
un lote de plantas con un tamafo promedio de
2.91+0.05 cm de alto por 2.03+0.03 cm de dia-
metro, en un periodo de 10 meses. Estas plantas
fueron capaces de sobrevivir (89%) el proceso de
re-introduccién por mas de 6 meses (sorteando
la temporada de sequia) y de florecer en campo
al inicio de la temporada de lluvias (14%). Ello
nos hace suponer que las plantas serdn capaces
de persistir por un periodo de tiempo més largo
en su habitat.

Si el objetivo de micropropagar las plantas es
su comercializacién, el cultivo de tejidos es una
alternativa rentable para ello. En contraste, si se
planea usarlas en protocolos de restauraciéon de
hébitat, es conveniente dotarlas de una micro-
biota benéfica nativa que les ayude a integrarse a
la dindmica del ecosistema: establecerse y persis-
tir en su habitat. Se espera que este enfoque bio-
tecnoldgico se empleé de forma extensiva como
una herramienta para pricticas de restauracién
de h4bitat o de recuperacién de otras poblaciones
vegetales amenazadas o en peligro de extincién.

Actualmente, experimentos de micorrizacién
de 4rboles nativos empleando indculos locales se
estan llevando acabo en el estado de Querétaro
siguiendo los métodos aqui presentados, con la
finalidad de reforestar las areas de conservacién
adquiridas por el “Fideicomiso Queretano para la
Conservacién del Medio Ambiente” (FIQMA).
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