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Resumen

En la actualidad, se calcula que el 42% de las cacticeas mexicanas se encuentra bajo alguna
categoria de proteccién para su conservacion. Ferocactus flavovirens, conocida como el barril de
Zapotitlan, es una especie endémica del Valle de Tehuacan-Cuicatlan catalogada en peligro de
extincion en la Lista Roja de Especies Amenazadas de la IUCN, debido a que su extension de
ocurrencia es estrecha (2.000 km?), fragmentada y poco abundante. El objetivo planteado en
este trabajo fue contribuir a la preservacion de Ferocactus flavovirens in situ y ex sitn mediante la
determinacion de su estado de conservacion a través del Método de Evaluacion del Riesgo de
Extinciéon de Plantas en México de la NOM-059-SEMARNAT-2010; y a través de la
determinacion de los parametros de longevidad potencial de las semillas de dicha especie (Pso,
Ki y o) bajo un gradiente de humedad relativa y con diferente grado de envejecimiento natural.
Se determiné el comportamiento de almacenamiento de las semillas y se sometieron a un
gradiente de envejecimiento acelerado (30 % - 60% HR) a 45°C, asi mismo se comparé la
germinacion y concentracion de acidos grasos de dos lotes de semillas con diferente grado de
envejecimiento natural, expuestas a envejecimiento acelerado (60% HR/45°C). Los acidos
grasos fueron determinados e identificados mediante CG-EM y se tomaron los espectros de
infrarrojo cercano (NIRS) de las semillas. Para crear un modelo Quimiométrico se realizé una
correlacién PSL con los datos de la viabilidad, la concentracion de acidos grasos y los espectros
infrarrojos. Para determinar el estado de conservacion de F. flavovirens en la Republica
Mexicana, se emple6 la evaluacién de los 4 criterios del MER: amplitud de la distribucion del
tax6én en México (Criterio A), estado del habitat con respecto al desarrollo natural del taxén
(Criterio B), vulnerabilidad bioldgica intrinseca del taxén (Criterio C) e impacto de la actividad
humana sobre el taxén (Criterio D). Para ello se realiz6 la distribucion potencial geografica en
MaxEnt a partir de los registros de las ocurrencias obtenidos de diversas bases de datos y los
ejemplares encontrados en campo, ademas se usaron 19 variables climaticas y dos variables
topograficas; se eliminaron las areas no conservada del modelo obtenido y se determiné la
extension de la distribucion de F. flavovirens empleando ArcMap. Para el criterio B se
contempld la contribucion de las variables climaticas al modelo y las caracteristicas bidticas y
abioticas de las localidades del VTC visitadas, tales como la altitud, porcentaje de inclinacion,
perfil de la pendiente, frecuencia, tamafio y tipo de pedregosidad superficial, cobertura vegetal,
especies vegetales dominantes, y el tipo de vegetacion; mientras que para evaluar el criterio C
se considerd la densidad, estructura de tamafios, la proporciéon de individuos bajo proteccion
vegetal, la fenologia y germinacién, para esto se censaron los individuos de F. flavovirens
presentes en transectos de 5 x 50 m.; se registré la posicién geografica, tamafio y si se
encontraron en espacios abiertos (EA) o debajo de arbustos (DA). Se identificaron los meses
de floraciéon y fructificacion mediante la revision bibliografica y las observaciones en campo y
se contd el nimero de semillas por fruto. El criterio D fue determinado mediante el método de
evaluacion de disturbio propuesto por Martorell & Peters (2004) considerando solo 10 de los
15 indicadores de disturbio. Los resultados obtenidos mostraron que el comportamiento de
almacenamiento fue de tipo ortodoxo, ademas la germinacién y el Tso son afectados
negativamente conforme incrementa la humedad relativa, el envejecimiento acelerado y la edad
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de las semillas. Por otra parte, el tiempo en que disminuye una unidad probit (o) se reduce al
incrementar la humedad relativa dentro del mismo lote de semillas, no obstante, es posible
sefalar que las semillas de F. flavovirens son potencialmente muy longevas. Las variaciones en la
longevidad de las semillas de F. flavovirens se observé a través de los valores de Ki, o, Pso. Asi
mismo, los cromatogramas realizados permitieron encontrar que la concentracién de acidos
grasos de las semillas, como acido oleico, acido linoleico, y acido palmitico, tienden a disminuir
conforme se incrementa el envejecimiento acelerado y el envejecimiento natural, exceptuando
el acido estearico, cuyo comportamiento de concentracién fue mas inconsistente. El modelo
quimiométrico generado en QUANTH a partir de la concentracion de acidos grasos, el
porcentaje de germinacién y los espectros infrarrojo es un método no invasivo, adecuado y
confiable para la determinacién de la viabilidad de las semillas de F. flavovirens. A pesar de que
la distribucién potencial geografica de F. flavovirens podria estar sobreestimada, su extension fue
de casi 7257 km’ siendo menor al 1% de la extension continental del territorio nacional por lo
que su distribuciéon es muy restringida (4 puntos). Por otro lado, las condiciones del habitat de
F. flavovirens indican que este puede ser limitante para su desarrollo natural (3 puntos), mientras
que las caracteristicas de la germinacion, fenologfa, estructura y densidad poblacional, entre
otras, indican que la vulnerabilidad biolégica intrinseca de F. flavovirens es alta (3 puntos);
ademas se encontr6 que agente de disturbio mayoritariamente presente en el habitat de F.
flavovirens fue la actividad ganadera, asi mismo no se encontré6 que evidencia de que las
perturbaciones afecten de manera negativa su densidad poblacional por lo que se le asigno una
categoria de disturbio medio al criterio D del MER. La puntuacién final fue de 13 puntos, y,
conforme a lo indicado en el MER, se determiné que Ferocactus flavovirens debe ser categorizada
como especie en peligro de extincion dentro de la NOM-059-SEMARNAT-2010.
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Introduccion

La familia Cactaceae es uno de los grupos mas diversos entre las Magnoliophyta al tener una
gran variedad de habitos y formas de crecimiento; ademas sus particulares caracteristicas
anatomicas y fisiolégicas les han permitido establecerse en los ambientes aridos y semiaridos
(Jiménez, 2011; Marquez e al., 2013). Esta familia comprende alrededor de 100 géneros y 1478
especies; México es el centro mas importante del mundo en concentracién de cacticeas,
albergando 913 taxones, 63 géneros y 669 especies, con un alto indice de endemismo a nivel
genérico (73%) y especifico (78%) (Goettsch ez al, 2015; Hernandez & Godinez, 1994). La
mayoria de las especies estan distribuidas en las tres principales regiones desérticas del pafs: el
Desierto de Chihuahua, el Desierto de Sonora y el Valle de Tehuacan-Cuicatlan, siendo este
ultimo la regién geografica mas diversa (Jiménez, 2011; Yang e al., 2003).

Desafortunadamente, las actividades humanas como el cambio en el uso de suelo para la
agricultura, la cria de ganado, la construccion de carreteras, la mineria, la extraccioén directa de
plantas de su ambiente para su venta como plantas de ornato en mercados nacionales e
internacionales, la sobreexplotacion de frutos y la alimentacion del ganado a nivel local son las
principales causas que impactan adversamente a las cactaceas, por lo menos desde hace tres
décadas, lo cual ha generado que el 31% de las especies de cactaceas se encuentren bajo alguna
categoria de riesgo (Jiménez, 2011; Alvarez et al., 2004; Royo-Marquez et al., 2014).

Muestra de ello es que la familia completa esta incluida en el Apéndice II de la Convencién
sobre el Trafico Internacional de Especies Silvestres de Flora y Fauna Amenazadas (CITES),
40 especies estan comprendidas en el Apéndice I, 60 (aproximadamente) en el listado de la
Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza y los Recursos Naturales JUCN) y
324 se encuentran registradas en la NOM-059-SEMARNAT-2010 (Alvarez ez al., 2004; Royo-
Marquez et al., 2014).

Asi mismo, los procesos biolégicos propios de los cactus como: la baja tasa de crecimiento, la
baja supervivencia de las semillas y plantulas, las areas de distribucion restringidas, la
especializaciéon a condiciones edaficas y ciclos de vida muy largos son otros aspectos que
condicionan el mantenimiento de las poblaciones (Hernandez & Godinez, 1994; Arias ez al,
2005; Yang et al., 2003; Ballesteros-Barrera ¢ al, 2017; Goettsch ez al., 2015).

Por lo anteriormente descrito, es crucial obtener informacién sobre diferentes aspectos
biolégicos y ecoldgicos, como sus patrones de distribucion geografica, niveles de endemismo y
peligro, que podrian contribuir a una gestiéon y conservaciéon adecuadas a nivel regional de los
cactus (Godinez-Alvarez & Ortega-Baes, 2007)

Ferocactus flavovirens conocida como el barril de Zapotitlan es una especie endémica del Valle de
Tehuacan-Cuicatlan (VTC) catalogada en peligro de extinciéon en la Lista Roja de Especies
Amenazadas de la IUCN debido a que su extension de ocurrencia es estrecha (2.000 km?),
fragmentada y poco abundante. Varias subpoblaciones conocidas han desaparecido como
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consecuencia del cambio del uso del suelo, lo cual sigue siendo una amenaza porque las
subpoblaciones estan muy cerca de tierras agricolas, incluso dentro de la Reserva de la Biosfera
Tehuacan-Cuicatlan; ademas se conoce muy poco acerca de su caracteristicas ecologicas y

fisiologicas (Arias ez al., 2013).

La conservacion tanto de la flora como de la fauna se desarrolla en dos formas basicas: dentro
del habitat natural o conservacién 7 situ 'y fuera del mismo, es decir, conservacion ex situ. Las
medidas de conservacion 7 sitn como la proteccion y restauracion de habitats naturales, son de
los mejores métodos para preservar la diversidad de las plantas; mientras que la conservacion
ex sitw, en cautiverio o en colecciones, es la aplicacion de una amplia variedad de recursos,
técnicas e infraestructuras especializadas que contribuyen a la recuperacién y sobrevivencia de
individuos o poblaciones fuera de su habitat, esta actia como un respaldo para ciertos
segmentos de diversidad que de otro modo podrian perderse en la naturaleza y en ecosistemas
dominados por el hombre, generalmente mediante el mantenimiento de cultivos clonales en
bancos de genes en campo y bancos iz vitro (jardines botanicos y / o en bancos de semillas
convencionales o criogénicos) ( Rodriguez-Arévalo ez al, 2017; CONABIO, 2009).

Empero, los enfoques de conservacion 7 situ y ex sitn deben considerarse complementarios en
lugar de alternativos. Sin embargo, existen factores socioeconémicos que dificultan la
conservacion iz sitn, mientras que los costos para la conservacion ex sizz se estiman en apenas el
1% de los necesarios para la conservacion z situ, aunque la conservacion ex sitw todavia debe
abordar algunos desafios técnicos (CONABIO, 2009; Rodriguez-Arévalo ez al., 2017).

Conservacion ex situ: Bancos de semillas

Una de las formas mas efectivas de conservar la diversidad de plantas ex sizw es a través del
almacenamiento de germoplasma en bancos de semillas; estos permiten la preservacion de
grandes cantidades de material genético en un espacio pequefio y con un riesgo minimo de
dafo genético (Rodriguez-Arévalo e al., 2017).

Los bancos de semillas se sustentan en una buena comprensiéon del potencial de
almacenamiento de las semillas para el manejo adecuado del germoplasma destinado a la
conservacion a largo plazo (Obunyali e al, 2008). Para establecer si es factible el
almacenamiento a largo plazo de las semillas de una especie bajo condiciones controladas sin
pérdida de su calidad (longevidad potencial), es necesario recurrir a los modelos de viabilidad
de semillas, los cuales se pueden aplicar solo a semillas con ciertas propiedades fisiologicas.
Existen tres clases principales segiin la respuesta de las semillas a la deshidratacién, si es
tolerante a la desecacién (contenido de humedad < 5%y, y de larga longevidad se denomina
como ortodoxa; si son tolerantes a la desecacion (contenido de humedad de 10-12%) pero
disminuye su viabilidad si la humedad desciende en una unidad o mas se considera que la
semilla es intermedia y se categoriza como recalcitrante cuando son sensibles a la desecacién y
son de corta longevidad (Pritchard & Dickie, 2003; Hong & Ellis, 1996; Berjak & Pammenter,
2004).
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Por ello es vital realizar estudios de longevidad de semillas, ya que estos aportan informacion
importante para la conservacion ex sizu de especies de semillas ortodoxas (Obunyali ef af,
2008). La longevidad potencial de las semillas se puede predecir mediante las ecuaciones de
viabilidad propuestas por Robert y Ellis (1980), en donde se calcula la viabilidad (#) mediante la
viabilidad inicial del lote de semillas (K7), el periodo de almacenamiento (p) y el tiempo en que
disminuye una unidad probit (6) (Ec. 1); y para poder comparar la longevidad entre especies
(Ec. 2) se utiliza el tiempo en que tarda en perderse la viabilidad al 50% (Ps). Los parametros
mencionados pueden ser obtenidos a partir de protocolos de envejecimiento acelerado o
deterioro controlado (Newton et al., 2009).

v=Ki-p/o ©)

Pyw=Ki Xo @

Los factores mas importantes que determinan la longevidad potencial son: la humedad y la
temperatura de almacenamiento, ya que, la longevidad potencial aumenta logaritmicamente,
dentro de ciertos limites, conforme disminuye o aumenta el contenido de agua de acuerdo con
la regla de Harrington, donde el incremento de una unidad porcentual en el contenido de
humedad implica que la vida de la semilla se reduzca a la mitad. Con respecto a la temperatura
se sabe que, por cada aumento de 5°C en la temperatura de la semilla, la vida de la semilla se
reduce a la mitad. (Pritchard & Dickie, 2003; Harrington, 1972;). Cabe resaltar que este modelo
es solo una gufa para estimar la longevidad aproximada, debido a que hay otros factores que
pueden influir en la longevidad potencial y que son dificiles de contemplar dentro de los
modelos de viabilidad, tales como las diferencias genotipicas y el efecto del tratamiento previo
en la calidad inicial de las semillas ortodoxas al ser almacenadas. Evidencia de ello es que,
cuanto menor sea la calidad inicial, mas rapido expirara el lote de semillas bajo las mismas
condiciones de almacenamiento (Pritchard & Dickie, 2003).

No obstante, las semillas se deterioran durante los periodos de almacenamiento prolongado. El
estrés oxidativo (que es un desequilibrio en la producciéon de radicales libres y en los
mecanismos antioxidantes) es considerado como un factor muy importante del envejecimiento
de las semillas (Stewart ez a/., 1980; Bailly, 2004; Mc Donald, 2004). Los radicales que se pueden
formar por el estrés oxidativo son el peroxido de hidrogeno (H»O»), radical superoxido (O2) y
radical hidroxilo (

OH), mientras que algunas enzimas de proteccion son glutatiéon reductasa (GR), glutation
(GSH), catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD), entre otras; igualmente los polifenoles,
flavonoides, peroxiredoxinas, vitamina E (tocoferol) y la vitamina C (acido ascérbico) son
otros compuestos antioxidantes (Bailly, 2004; Mc Donald, 2004).

Entre los cambios bioquimicos iniciados por un radical hidroxilo encontramos la peroxidacion
lipidica que a su vez genera la pérdida de la integridad membranal, dando como resultado un
incremento de la permeabilidad de la membrana y la fuga celular que se asocia con el
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envejecimiento de la semilla (Bewley ez a/, 2013). Se considera que las membranas celulares son
algunos de los principales sitios de lesiéon durante la desecacion y el almacenamiento de
semillas; este dafio se relaciona con el proceso de peroxidacion lipidica que resulta en la
disminucién de la concentracién de acidos grasos insaturados e incremento en la
concentracioén de hidroperéxidos (Pukacka & Ratajczak, 2007; Aguirre-Bolanos e al, 2017).

Otra consecuencia de la peroxidacion lipidica es la liberaciéon de subproductos como los
aldehidos reactivos que provocan dafios adicionales a las proteinas y acidos nucleicos; teniendo
como consecuencia la alteracién del contenido de azucares, la oxidacién enzimatica,
disminucion de la sintesis de proteinas, deterioro de los mecanismos de reparacion y sintesis de
ADN, aumento de anomalfas cromosémicas y disminucioén en la actividad metabolica; dando
como resultado el deterioro fisiologico de las semillas (Abdul-Aki e# a/, 2012; McDonald, 1999;
Bewley et al., 2013).

Este envejecimiento se manifiesta como una reducciéon en el porcentaje de germinacion
(pérdida de viabilidad), mientras que las semillas que germinan producen plantulas débiles
(pérdida de vigor). Debido a que la viabilidad disminuye con el periodo de almacenamiento,
incluso bajo condiciones de almacenamiento o6ptimas, las pruebas de vigor (potencial de
germinacién) son una practica importante en los programas de producciéon de semillas y
bancos de semillas. Algunos de los métodos convencionales utilizados para estimar la
viabilidad y el vigor de las semillas son: la prueba de tetrazolio (TZ), la prueba de germinacion,
la prueba de conductividad eléctrica y la prueba de rayos X (Kandpal e @/, 2016; Rao e al,
20006).

Sin embargo, algunos de estos ensayos se basan en productos quimicos y destruyen la semilla.
Para superar estas deficiencias, recientemente se han comenzado a utilizar diversas técnicas
espectroscopicas no destructivas, tales como el infrarrojo cercano (NIR) e infrarrojo medio (IR
medio), (Ferreira ef al, 2014; Kandpal ez al, 2016). Estas técnicas son rapidas y proporcionan
una gran cantidad de informacién quimica en la muestra escaneada como el contenido de:
humedad, proteinas, lipidos y cenizas (Ferreira ez al., 2014; Kandpal ez al.,, 2016)

Conservacion z situ: Determinacion del estado de Conservacion

México es un pais megadiverso que alberga cerca del 10-12 % de las especies del mundo; en lo
que se refiere a plantas vasculares se han registrado 25 mil especies y casi la mitad de las
especies son endémicas del pafs (Jiménez-Sierra ez al, 2014). Sin embargo, el estado actual de la
biodiversidad y los ecosistemas nacionales manifiestan un profundo impacto antropogénico,
acumulado a lo largo de milenios y en mayor grado durante los dltimos 50 a 100 afios. Hacia
1976 la cobertura original total de México se habfa reducido en 38% vy entre 1993 y 2002
alrededor de 2.8 millones de ha®. de bosques, selvas, matorrales y pastizales pasaron a formar
parte de los sistemas agropecuarios (Jiménez-Sierra ez al, 2014; CONABIO, 2009). Mucha de
la vegetacion remanente esta fragmentada y en diferentes estados de conservacion, en los que
predomina la vegetacién secundaria (CONABIO, 2009).

[17]



Para contrarrestar los impactos antropogénicos negativos sobre los ecosistemas, el gobierno
mexicano implemento programas de reforestacion, conservaciéon y restauraciéon de suelos,
plantaciones forestales con especies nativas y fomento de sistemas agroforestales en zonas
abiertas al cultivo. Adicionalmente, se desarrollaron programas enfocados al uso mas
sustentable de los ecosistemas forestales como la conservacion y el aprovechamiento de la vida
silvestre, se establecié el Sistema de Areas Naturales Protegidas (ANP), las Unidades de

Manejo Sustentable, el ecoturismo y programas de pago por servicios ambientales
(CONABIO, 2009).

Sin embargo, estas medidas no son suficientes; tal es el caso de las ANP, las cuales a pesar de
ser consideradas como la principal herramienta de conservaciéon de la diversidad bioldgica y
ofrecer una excelente alternativa para la conservaciéon de los servicios ecosistémicos y la
diversidad cultural de nuestro territorio; muchas de éstas no son aplicadas y / o administradas
de manera efectiva, y se ven afectadas por la caza furtiva, la pérdida de habitat y la
fragmentacion. Frecuentemente tienen un disefio y una cobertura inadecuados, carecen de una
gestiéon suficiente para enfrentar una gran cantidad de amenazas y niveles crecientes de
degradacion ambiental y no coinciden con las prioridades altas, tales como areas de habitat de
gran diversidad, riqueza de especies y / o endemismos (CONABIO, 2009; Hernandez &
Gomez-Hinostrosa, 2011; Ervin, 2003). Adicionalmente, la mayor parte de la explotaciéon de
recursos vegetales se lleva a cabo de manera ilegal, incluso dentro de areas naturales protegidas,

teniendo como consecuencia el decrecimiento de las poblaciones de algunas especies vegetales
(CONABIO, 2009; CONANP, 2013; Godinez-Alvarez et al,, 2008).

Es por lo que, de manera complementaria, para preservar gran variedad de flora y fauna
presente en las ANP, entre ellas el VTC, se requiere hacer uso del marco juridico nacional e
internacional para proteger las especies silvestres que presentan algun nivel de riesgo. La
Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2010 es una disposicion legal para la proteccion,
aprovechamiento y comercio de la flora silvestre nativa, que tiene por objeto identificar las
especies o poblaciones de flora y fauna silvestres en riesgo en la Republica Mexicana, asf como
establecer los criterios de inclusion, exclusién o cambio de categoria de riesgo para las especies
o poblaciones (Arias et al., 2005; SEMARNAT, 2010).

Esta norma determina el estado de conservaciéon mediante el Método de Evaluaciéon de Riesgo
de Extincion (MER). E1 MER es una herramienta que se aplica exclusivamente en México y se
encarga de la documentacion de forma sencilla de los factores que afectan a un taxén en el
pais. Se constituye de cuatro criterios: A) Amplitud de la distribucién del taxén en México, B)
Estado del habitat con respecto al desarrollo natural del taxén, C) Vulnerabilidad biolégica
intrinseca del taxén y D) Impacto de la actividad humana sobre el taxon; los cuales consideran
la biologfa e historia natural de una especie o subespecie y la interacciéon con el hombre. Para
evaluar el riesgo de extincién de una especie es necesario considerar minimamente la
distribucién, caracteristicas del habitat y caracteristicas bioldgicas que puedan aumentar su
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fragilidad ante eventos de disturbio e impacto del quehacer antrépico sobre las poblaciones
silvestres (Arias ef al., 2005; Sanchez-Salas ¢7 al., 2013).

Una vez concluido todo el procedimiento del MER, se integraran todos los valores asignados a
los criterios mediante su suma y con base en el puntaje obtenido o bajo ciertas condiciones

(vias directas), se asignara alguna de las siguientes categorfas contempladas en la NOM-059-
ECOL-2010 (SEMARNAT, 2010):

e En peligro de extincién (P): mayor o igual que 2

e Amenazada (A): mayor que 1.7 y menor que 2

e Sujeta a proteccion especial (Pr): Mayor o igual que 1.5 y menor que 1.7

e Probablemente extinta en el medio silvestre (E): tnicamente se debera presentar la
informacién del inciso a, b y h; asi como documentar el esfuerzo de busqueda de la
especie.

Entre algunas de las ventajas de registrar una especie en la NOM-059-ECOL-2010
encontramos que la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) es la
encargada de impulsar el desarrollo de proyectos de conservacion y recuperacion de las
especies y poblaciones en riesgo, el establecimiento de medidas especiales de manejo, la
coordinaciéon de programas de muestreo y seguimiento permanente, asi como de certificacion
del aprovechamiento sustentable; programas de prevencion, de atenciéon de emergencias y de
restauraciéon para la recuperacion y restablecimiento de las condiciones que propician la
evolucién y continuidad de los procesos naturales de la vida silvestre, de acuerdo con lo
establecido en el articulo 60° y 70°de la Ley General De Vida Silvestre (SEMARNAT, 2010;
DOF., 2018)

Antecedentes

Los estudios de longevidad potencial mediante el envejecimiento acelerado y los efectos
bioquimicos que conllevan en las semillas se han realizado numerosas investigaciones de
especies de interés comercial como: maiz (Duran-Hernandez ez al., 2017), ajonjoli (Obunyali ez
al., 2008), girasol (Kibinza ef al., 2000), soja (Stewart ez al., 1980), garbanzo (Kapoor ez al., 2010),
arroz (Kapoor ez al., 2011), y en menor medida para algunas especies silvestres. Por ejemplo,
tres especies de Banksia (Crawford ez al., 2010), la orquidea Encyclia adenocarpa (Aguirre-Bolafios
et.al., 2017) y algunas especies de cactaceas como: Neobuxbaumia tetetzo y Neobuxbaumia
mezcalaensis (Lozada, 2005), Polaskia chichipe y Polaskia chende, (Rogel, 2008).

Especificamente en cactaceas, las semillas de Polaskia chichipe y Polaskia chende fueron expuestas
a dos tratamientos de envejecimiento acelerado (45 °C/ 55% HR y 55 °C/ 60% HR) para
evaluar los efectos del envejecimiento acelerado en la concentracion de acidos grasos, la
actividad enzimatica de catalasa y peroxidasa y sus registros en el espectro infrarrojo (NIRS).
Se concluy6 que hay una relacion entre la pérdida de la actividad destoxificante de las enzimas,
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la peroxidacién lipidica, la germinacién y los registros en el espectro infrarrojo (NIRS) con
respecto al deterioro de las semillas durante el envejecimiento acelerado (Rogel, 2008).

De la misma manera, las semillas de Neobuxbanmia tetetzo y Neobuxchaumia mezcalaensis fueron
sometidas a envejecimiento acelerado utilizando un gradiente de humedad relativa (15-95%
HR) a 45°C. Los resultados obtenidos mostraron que la germinacién se reducia cuando la
humedad relativa era mayor y una correlacion de la viabilidad con respecto a la concentracion
acidos grasos y los registros del NIRS (LLozada, 2005).

Como se mencioné anteriormente, no se han registrado documentos en el que se determine el
estado de conservacion de Ferocactus flavovirens conforme al MER. No obstante, se han realizado
estudios acerca de la distribuciéon potencial para otras cacticeas amenazadas y endémicas del
VTC como Mammillaria pectinifera. Se determinaron algunos aspectos ecologicos de M. pectinifera
como la distribucién geografica, el tamafio poblacional y la estructura de edades; asi mismo se
evalu6 cualitativamente el grado de disturbio de las poblaciones muestreadas y se describid su
habitat de acuerdo con el MER. Los resultados obtenidos mostraron que la especie se
encuentra distribuida al menos en 31 localidades y su tamafio poblacional es mas grande de lo
registrado. Sin embargo, a pesar del incremento sustancial de localidades e individuos, la
especie presenta un alto grado de presiéon antrépica, lo que sugiere que es vulnerable a
desaparecer en algunas localidades (Peters ez a/, 2014).

De manera similar se reevalué el estado de conservacién de cinco especies de cactaceas
endémicas del VTC, incluidas en la NOM-059-SEMARNAT-2010: Mammillaria hernandeziz,
Mammillaria  buitzilopochtli, ~ Mammillaria — kraehenbuehlii, ~ Mammillaria — napina y  Ferocactus
haematacanthus, mediante el MER. Se determind: la extension del area de la posible presencia de
las especies, el area de ocupacion real y potencial de las especies, las "relaciones" geografico-
ambientales entre sus subpoblaciones, identificacién de las caracteristicas del habitat, la calidad
del habitat con relaciéon a las actividades humanas, el tamafio poblacional, la estructura de
tamafios, la eficiencia reproductiva (flores, frutos, tasa de germinacion), la tasa de sobrevivencia
de plantulas en condiciones controladas, y finalmente, la diversidad y la estructura genética de
las especies de Mammillaria. Los resultados de los analisis ubicaron a M. hernandezii dentro de la
categoria En Peligro de Extincién (P), ademas se sugirié que a M. napina se ubicara en la
categorfa de Amenazada (A). Para las tres especies restantes se puede concluir que es
fundamental mantener sus tamafios poblacionales para que eviten efectos de endogamia y de
deriva génica, asi como cuidar que no se incremente el aislamiento geografico que impida el
flujo de genes por las vias de semilla o el estado actual de las poblaciones de acuerdo con el
MER (Téllez-Valdés ez al., s.t.).

Cabe mencionar que, si bien no se han realizado estudios como el MER para F. flavovirens, si se
han estudiado algunos aspectos ecolégicos de importancia tal es el caso del efecto del cambio
climatico en su patron de distribucion junto con el de otras 19 especies de cactaceas de la
Reserva de la Biosfera de Tehuacan-Cuicatlan. Para obtener la distribucién potencial actual de
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cada especie se utiliz6 una base de datos floristica y un modelo bioclimatico con el que se
examinaron 19 pardmetros climaticos, también se seleccionaron tres escenarios climaticos
basados en las predicciones relacionadas con cambios climaticos futuros: (1) incremento de
1°C y 10% menos lluvia, (2) incremento de 2°C y 10% menos lluvia y (3) incremento de 2°C y
15% menos lluvia. Los resultados indican que la distribucién de F. flavovirens se ve reducida en
todos los escenarios propuestos, siendo mas notable esta disminucién en el escenario tres
donde el area de ocurrencias disminuye cerca del 90% (Téllez-Valdés ez al., 2003)

Otro aspecto que se ha estudiado de F. flavovirens es su germinacion bajo siete temperaturas
constantes diferentes (10°C, 15°C, 20°C, 25 °C, 30 °C, 35 °C y 40 °C) y cinco rangos de
temperaturas alternas (0/10 °C, 5/20 °C, 10/25° C, 15/30 °C y 20/35 °C). Los resultados
mostraron que F. flavovirens germina en un amplio rango de temperatura (15-35°C), ademas las
fluctuaciones de temperatura no produjeron efectos significativos en la germinacién en
comparacion con los resultados obtenidos a temperaturas constantes (Rojas-Aréchiga e al,

1998).



Hipétesis

El envejecimiento acelerado de las semillas provoca la pérdida o reducciéon de la viabilidad
como consecuencia de la peroxidacion lipidica generando disminuciéon en las concentraciones
de acidos grasos insaturados que a su vez permiten determinar la viabilidad de las semillas
mediante el modelo quimiométrico QUANT+.

Por otra parte, debido a la extension fragmentada, de ocurrencia estrecha y poco abundante de
Ferocactus flavovirens se espera que el estado de conservacion se encuentre deteriorado, conforme
a los criterios de la NOM-059-SEMARNAT-2010.

Objetivo General

Determinar la longevidad potencial y el comportamiento en almacenamiento de las semillas de
Ferocactus flavovirens, y evaluar el método quimiométrico QUANT+ como una alternativa no
invasiva que estima la viabilidad de las semillas para contribuir a la conservacion ex situ de la
especie.

Determinar el estado de conservacion de Fervcactus flavovirens mediante el Método de
Evaluacion de Riesgos para contribuir a su conservacion i situ.

Obijetivos Particulares
Determinar el comportamiento de almacenamiento de las semillas de F. flavovirens.

Determinar los parametros de la ecuacion de viabilidad: viabilidad inicial (Ki), tiempo en que
tarda en perderse la viabilidad del 50% de las semillas (Ps) y el tiempo en que disminuye una

unidad probit (o) para determinar la longevidad potencial.

Realizar el analisis quimiométrico QUANT+ de la viabilidad de las semillas y los perfiles de
acidos grasos insaturados.

Determinar la distribucién potencial de F. flavovirens en México empleando Maxent y sistemas
de informacién geografica.

Estimar el estado habitat de F. flavovirens en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan.
Estimar la vulnerabilidad intrinseca de F. flavovirens.
Determinar el grado de disturbio en cuatro localidades del Valle de Tehuacan-Cuicatlan.

Establecer la categoria de riesgo de F. flavovirens de acuerdo con el Método de Evaluaciéon del
Riesgo de Extincion de Plantas de la NOM-059-SEMARNAT-2010.






Area de Estudio

El Valle de Tehuacan-Cuicatlan (VTC) se encuentra mayoritariamente en la parte sureste del
estado de Puebla, asi mismo en areas colindantes con Oaxaca (figura 1) y de manera reducida
dentro del estado de Veracruz; dentro de lo que Rzedowski determiné como la Region
Xerofitica Mexicana del Reino Neotropical, en la Provincia Floristica Tehuacan-Cuicatlan;
entre las coordenadas 17° 31' 39” a 18° 52' 38” L. N y los 96° 41' 5” a 97° 55' 03"L. O
(Rzedowski, 2006; Arriaga e al., 2000). Con una extensioén de 10,000 km? el VTC es la region
de clima seco mas surefia del pafs y presenta un complejo mosaico fisiografico con valles
internos, separados por numerosas cadenas de montafias, por lo cual se encuentra un poco
aislada de la faja continua de las zonas aridas del Altiplano Central (Rzedowski, 2006; Davila ez
al., 2002).

Con respecto a la fisiografia (figura 2), el area de estudio forma parte de las subprovincias de
Lagos y Volcanes de Anahuac y la Sierra Sur de Puebla (Eje Neovolcanico). L.a Mixteca Alta, la
Sierras Centrales de Oaxaca y la Sierra Oriental forman parte de la provincia fisiografica Sierra
Madre del Sur, abarcando varios valles como Cuicatlan, Huajuapan, Tehuacan, Tepelmeme y
Zapotitlan. Sus limites orograficos principales son al este y noreste la Sierra Madre Oriental, en
la parte denominada como Sierra de Zongolica y la Sierra de Juarez al sur. La altura del VTC va
desde los 400 a los 3200 m, aunque la media altitudinal es de 1500 msnm. (INEGI, 2001,
Villasefior, 1990; Miguel-Talonia e# al., 2014).
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Figura 1. Region Terrestre Prioritaria del Valle de Tehuacan-Cuicatlan. Fuente: Elaboracién propia.
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El VTC se ubica principalmente dentro de la subcuenca Papaloapan (cuenca del Rio
Papaloapan) y en menor medida en las subcuencas de Acatitlan-Acatepec, Huajuapan, Puebla,
Rio del Oro, San Sebastian Frontera, Santiago Teotongo, Totoyac, Xatan y Mixteco-
Petlalcingo de la cuenca del Rio Balsas (Figura 3); INEGI, 2007; CONABIO, 1998).

Por otra parte, el clima (Figura 4) presente en el VIC es arido, semiarido y templado segun la
clasificacion de Képen (Cuadro 1). La sombra orografica generada por la Sierra Zongolica que
forma parte de la Sierra Madre del Sur determina la aridez del VTC. La precipitacion promedio
anual varfan entre 400-500 mm, aunque hay areas donde se registran precipitaciones de hasta
900 mm al afio; la temperatura media es de 18-22°C (CONANP, 2013; Miguel-Talonia ef a/,
2014; Godinez-Alvarez et al., 2008).

El VTC esta constituido por un mosaico de comunidades vegetales cuya presencia esta
intimamente ligada a las diferencias tanto en clima como en afloramientos litolégicos, asi como
la distribucién de geoformas asociadas a la evolucion del paisaje (Valiente-Banuet e a/, 2000).

Las condiciones climaticas y las transformaciones geomorficas ocurridas en el Cuaternario
tardio provocaron una gran heterogeneidad ambiental caracteristica del VI'C. En lo que
respecta a la vegetacion, al norte del Valle predomina el bosque tropical caducifolio después
del matorral xer6filo, mientras que en las partes elevadas del sur existe bosque de pino-encino
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y pequefias porciones de bosque mesoéfilo de montana (Figura 5). Las diferencias de litologfa,
suelos, altitud, etc. son parte de las condiciones ambientales donde se asientan cuando menos
29 asociaciones vegetales; siendo las mas significativas: el bosques de cacticeas columnares
dominados por especies como (Cephalocerens columna-trajani, Escontria chiotilla, Neobuscbaumia
tetet0, Pachycerens weberiy Stenocereus stellatus); los mezquitales dominados por Prosopis laevigata y la
selva baja caducifolia dominada por Cezba parvifolia, Fouguieria formosa y varias especies de Bursera
y Mimosa (Valiente-Banuet ez al, 2000; Miguel-Talonia ez al., 2014; Godinez-Alvarez ¢t al,, 2008)

Los suelos que se presentan en la region (figura 6) pertenecen a una mezcla de luvisol vértico,
litosol y regosol ettrico en la region de Cuicatlan. Mientras que en la regiéon de Quiotepec se
encuentra el facozem haplico y hacia Tehuacin se presenta una combinacién de litosol,
rendzinas y facozem héplico. Los suelos son rocosos y se originaron a partir de rocas
sedimentarias y metamorficas; estan representados por las siguientes categorias: calcareos,

salinocalcareos, yesosos y calcareo-yesiferos, los cuales son el producto del intemperismo 77 situ
(Jaramillo-Luque ez al, 1987; Alvarez- Aguirre ¢t al,, 1997).
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Cuadro 1. Tipos de climas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan.

Subgrupo y tipo

Caracteristicas

C(wo)
Templado

BS1kw
Semiarido,
templado
BSohw
Arido, semicalido

BSo(h’) w
Arido, cilido
BS1hw
Semiarido,
templado
C(w2) ¥’
Templado

(A)C(wo)

Temperatura media anual entre 12°C y 18°C, temperatura del mes mas frio
entre -3°C y 18°C y temperatura del mes mas caliente bajo 22°C, subhumedo,
precipitacion anual de 200 a 1,800 mm y precipitacion en el mes mas seco de 0
a 40 mm; lluvias de verano del 5% al 10.2% anual

Temperatura media anual entre 12°C y 18°C, temperatura del mes mas frio
entre -3°C y 18° C, temperatura del mes mas caliente menor de 22°C; lluvias
de verano del 5% al 10.2% anual.

Temperatura entre 18°C y 22°C, temperatura del mes mas frio menor del18°C,
temperatura del mes mas caliente mayor de 22°C; lluvias de verano del 5% al
10.2% anual

Temperatura media anual mayor de 22° C, temperatura del mes mas frio
mayor de 18 °C; lluvias de verano del 5% al 10.2% anual.

Temperatura media anual mayor de 18°C, temperatura del mes mas frio menor
de18°C, temperatura del mes mas caliente mayor de 22 °C; con lluvias en
verano del 5% al 10.2% anual.

Temperatura media anual entre 12°C y 18°C, temperatura del mes miés frio
entre -3°C y 18°C y temperatura del mes mas caliente bajo 22°C, subhimedo,
precipitaciéon anual de 200 a 1800 mm y precipitacién en el mes mas seco de 0
a 40 mm; lluvias de verano mayores al 10.2% anual.

Temperatura media anual mayor de 18°C, temperatura del mes mas frio menor
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Semicalido, de 18°C, temperatura del mes mas caliente mayor de 22°C, con precipitacién

templado anual entre 500 y 2,500 mm y precipitacién del mes mas seco de 0 a 60 mm;
subhumedo lluvias de verano del 5% al 10.2% anual.
BS1(k’) w Temperatura media anual mayor de 22°C, temperatura del 5% mes mas frio

Semiarido, calido  mayor de 18°C; lluvias de verano del 5% al 10.2% anual.

Se calcula que hay cerca de 2703 especies de plantas vasculares, de las cuales por lo menos 365
especies son endémicas representando el 13.9% de su flora (Cuadro 2). El Valle es conocido
como una de las areas aridas con una alta diversidad floristica en Norte América al albergar
entre el 10 y el 11.4% de la flora mexicana. El grupo con mayor diversidad del VT'C es el de las
dicotiledéneas al registrar 2012 especies aproximadamente, de las cuales 318 son endémicas,
siendo asteraceae (345 especies), fabaceae (290), Poaceae (215), Orchidaceae (60), Cactaceae
(81) y Labiatae (95) las familias mas representativas del grupo (Blancas ez 4/, 2010; Davila ez al.,
2002).

Actualmente, dentro del valle encontramos varias comunidades indigenas nahuas, popolocas,
mixtecas, ixtacatecas, mazatecas, chinatecas y cuicatecas, que con su inherente cultura han sido
una fuente crucial para la documentacion de proceso de usos y manejo de recursos locales. Sin
embargo, la riqueza biolégica del VTC se ha visto afectada de manera negativa en su
composicion y funcionalidad principalmente por actividades humanas, como la deforestacion,
la agricultura, el pastoreo de ganado y la extraccion ilegal de especies endémicas; las cuales no
estan controladas en absoluto y algunas areas que aun se encuentran en buen estado desde un
punto de vista ecologico, hoy se encuentran amenazadas por la accesibilidad derivada de la
carretera que cruza el valle de norte a sur (CONANP,2013; Davila ez al., 2002)

Cuadro 2. Riqueza floristica en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Davila e a/, 2002).

Taxa Familia Género Especie Especies
Endémicas

Angiospermas 161 862 2,521 361

- Dicotiledoneas 128 679 2,012 318

- Monocotiledéneas 33 183 509 43
Gimnospermas 4 5 9 3
Helechos y grupos afines 15 47 156
Musgos - 28 57




Descripcion de la especie

Familia: Cactaceae

Subfamilia: Cactoide

Tribu: Cacteae

Nombre cientifico Ferocactus flavovirens (Scheidw.) Britton & Rose

Sinonimia Echinocactus flavovirens (Scheidw.); Bisnaga flavovirens (Scheidw.).

R i,

Fgura 7. Fotografia de una colonia de F. fla

vow're;;f.
Ferocactus flavovirens (fig. 7), también conocida como el barril de Zapotitlan es una cacticea de
color verde palido con tallos ramificados (20-40 cm. de alto y 10-50 de ancho) con forma
globosa a eliptica. Presenta 13 costillas u 11-12, raramente (1-3 cm de alto); las aréolas (1.5 cm
de largo, 0.8 cm ancho) son distantes entre si y puede tener de 12-20 espinas radiales (1.9-3.5
cm.) y 4-6 centrales (2.8 -6.5 cm.) que van de tonos rojizos (superiores) a pardo-grisiceo
(inferiores). La floracién ocurre entre octubre y diciembre, incluso hasta marzo; las flores
tienen una apariencia roja a purpura (2 a 4 cm. de largo); el pericarpelo y tubo receptacular con
bracteas lineares a lanceoladas de margen fimbriado; las flores polinizadas comienzan a
fructificar entre marzo y mayo, los frutos (1.9-2.6 cm largo y 1.1-1.3 cm ancho) son de forma
elipsoide a claviforme, con pulpa jugosa de coloracién purpura y semillas (1.0-1.3 mm largo,
0.8-1.0 mm ancho) sin micro relieve. Habita en los estados de Puebla y Oaxaca en el Valle te
Tehuacan-Cuicatlan en el matorral xeréfilo a elevaciones de 1500-1900 m (Arias e al, 2012,
Britton & Rose, 1963).



Materiales y métodos

Aspectos fisiologicos
Obtencion de las semillas

Para las pruebas de envejecimiento acelerado y determinaciéon del comportamiento de
almacenamiento se utilizé dos lotes de semillas colectados en el mismo sitio en diferentes afios.
El lote colectado en marzo de 2010 en el Jardin Botanico Helia Bravo Hollis fue
proporcionado por el Dr. César Alejandro Ordoniez Salanueva del laboratorio de Fisiologfa
Vegetal, UBIPRO; almacenado en condiciones de laboratorio (20 £2°C) en un frasco vial
cerrado herméticamente. Por otra parte, el lote mas reciente de semillas fue obtenido a partir
de frutos maduros colectados directamente de las plantas madre en marzo del 2018 en la
localidad de Zapotitlan Salinas y el Jardin Botanico Helia Bravo Holis. Las semillas fueron
extraidas de la pulpa y lavadas con agua corriente, se dejaron secar a temperatura ambiente y se
almacenaron bajo las mismas condiciones que el lote de 2010. Asi mismo, para registrar la
masa de ambos lotes se pesaron 10 semillas (n=9) en una balanza analitica (OHAUS, PR 124) y
se compararon mediante t de Student.

Germinacion

Para las pruebas de germinacion se colocaron 25 semillas (n=4), colectadas en el 2018, en cajas
Petri con Agar (1%), posteriormente fueron selladas con parafilm y se colocaron en una
camara de crecimiento equipada con lamparas de luz fluorescente (Silvanya, Octron de 32W) a
temperatura constante de 25° +2°C con un fotoperiodo de 12 h luz-oscuridad. Las cajas
fueron revisadas periédicamente (1-3 dfas), durante 30 dias para registrar el nimero de semillas
germinadas tomando como criterio la emergencia de la radicula al menos 1.5 mm. para
considerar germinada una semilla (Godinez-Alvarez ez al, 2008).

Una vez concluido el periodo de observacién, se obtuvo el porcentaje de germinacién y la
desviacion estandar, después los valores porcentuales fueron transformados a arcoseno y
ajustados a una curva exponencial sigmoide (Ec. 3). La tasa maxima de germinaciéon (TMG)
fue calculada a partir de la pendiente en el punto de inflexion (la primera derivada maxima) de
las curvas sigmoidales exponenciales; posteriormente la primera derivada de la curva
exponencial sigmoide se adecu6 a un modelo Gausiano (Ec. 4), para obtener el tiempo medio
de germinacién (Tso); donde b es la tasa de germinacion (derivada maxima), ¢ es el tiempo
promedio de germinacién (tiempo en el que ocurre la derivada maxima) y d es la sincronia de
germinacion (desviacion estandar de la curva gausiana)(Zar, 1974; Boas, 1983; Finkelstein ef a/,
1986 citados por Gonzalez-Zertuche et al., 2002).



El arcoseno del porcentaje de germinacién final y el tiempo medio de germinacién (cuya
normalidad y homocedasticidad se verificaron mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la prueba
de Brown-Forsythe) se compararon mediante la prueba de Analisis de Varianza ANOVA (P <
0.05) de un factor, empleando el programa GraphPad Prism 8 version 8.0.0 para Windows,
GraphPad Software, San Diego, California USA.

Comportamiento en almacenamiento

El tipo de comportamiento en almacenamiento de las semillas se determiné mediante el
protocolo establecido por Hong y Ellis (1996), con algunas modificaciones. Se obtuvo el
contenido de humedad (CH), humedad relativa (HR) y la viabilidad inicial del lote de semillas
colectadas en 2018 y en 2010, posteriormente se realiz6 la deshidratacion de 100 semillas al 5%
CH vy se realiz6 la prueba de germinacion para determinar si las semillas son tolerantes a la
desecacion, el contenido de humedad se comparé mediante la prueba de Mann Whitney (P <
0.05). Posteriormente, las semillas del lote colectado en 2018 fueron almacenadas a una
temperatura de -10 °C durante 90 dias y después se germinaron. Para clasificatlas como
semillas: recalcitrantes, intermedias u ortodoxas, se procedié a comparar la viabilidad mediante
una ANOVA de un factor (P < 0.05) realizada con el programa GraphPad Prism 8.

Longevidad potencial

Para predecir la longevidad potencial de las semillas se llevo a cabo el protocolo propuesto por
el Millenium Seed Bank Project Kew (Newton ez ak, 2009), es decir las semillas fueron
sometidas a deterioro controlado, también llamado como envejecimiento acelerado. Se
rehidrataron las semillas colectadas en 2010 y 2018 a 47% de HR a 22 °C para evitar cambios
bruscos en el contenido de humedad de las semillas. Posteriormente, el lote de semillas
acondicionadas fue transferido a las camaras de envejecimiento. Para producir las condiciones
de envejecimiento acelerado se utilizaron recipientes de plastico con tapa hermética (camaras
de envejecimiento), con una solucién saturada de cloruro de litio que permitié controlar las
condiciones de humedad relativa, en las cuales, se introdujeron 100 semillas por dia de
envejeciemiento dentro de frascos viales y se monitore6 la humedad con un Datal.ogger
HOBO U12-012 Onset.Inc

En la primera etapa las semillas del lote de 2010 se sometieron a un gradiente de 30-60 % HR
(a intervalos de 10%) en cuatro camaras de envejecimiento colocadas dentro de una
incubadora (Thermo Scientific Heratherm) a 45°C bajo condiciones de oscuridad y se retiraron
en diferentes periodos de tiempo para cada humedad relativa para generar curvas de
sobrevivencia: los periodos de envejecimiento a 30% fueron 1, 5, 10, 15, 30, 50, 60, 80, 120 y
250 dfas; mientras que para 40% fueron 1, 5, 15, 20, 40, 50, 60, 80, 120, y 250 dias, a 50% HR
fueron 1, 5, 15, 20, 30, 40, 60 y 80 dias y finalmente, para 60% HR el periodo de
envejecimiento acelerado fue de 1, 3, 6, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60 y 80 dfas . Una vez concluido
el periodo de tratamiento, se realizaron las pruebas de germinacion y el analisis estadistico para
la germinaciéon y Tso sefialados en la seccion de Germinacion. Para probar la existencia de
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diferencias significativas en la germinacion a 30-60% HR, se realizaron cuatro pruebas
ANOVA de un factor (una para cada tratamiento de HR empleada), y la comparaciéon se
realiz6 mediante la prueba de Diferencia Honestamente Significativa de Tukey (HSD, por sus
siglas en inglés) (P <0.05). Asimismo, para mostrar las diferencias significativas de la T'so de las
semillas envejecidas a 30-60% HR, se usé la prueba de Kruskal-Wallis y como posthoc se
emple6 la prueba de comparacion multiple de Dunn (P <0.05). Todas las pruebas estadisticas
fueron realizadas con el sofware GraphPad Prism 8.

Para la segunda etapa, se adecuaron 8 frascos de cada lote con 0.1g de semillas a 47% HR a
22°C, posteriormente 7 de los 8 frascos se colocaron en la camara de envejecimiento a 60%
HR y se retiraron una vez cumplidos 5, 10, 15, 20, 40, 60 y 80 dias para posteriormente realizar
las pruebas de viabilidad y la extraccién de acidos grasos. El frasco sobrante de cada lote fue
tomado como grupo testigo y se mantuvo en condiciones de laboratorio. Posteriormente se
realizaron las pruebas de germinacion, se ejecuto el analisis estadistico de manera similar a la
primera etapa y se compard el porcentaje de germinaciéon mediante ANOVA de dos factores
considerando el afio de colecta y el envejecimiento acelerado. Como pruebas posthoc se
ejecutaron la prueba de Tukey (P <0.05) para encontrar las diferencias significativas dentro de
los lotes y la prueba de comparacién multiple de Sidak para comparar los valores entre los lotes
de acuerdo con el periodo de almacenamiento con el programa GraphPad Prism 8. Los valores
de la Ts fueron comparados mediante ANOVA de un factor y se empleé la prueba de Tukey
para hallar las diferencias significativas con el programa GraphPad Prism 8.

Las curvas de sobrevivencia generadas se ajustaron a una curva exponencial sigmoide para
obtiener el Ps que es el tiempo requerido para que la germinacion disminuya al 50%, este valor
se utiliza para comparar la longevidad de diferentes lotes de semilla, igualmente las curvas de
sobrevivencia se linealizaron transformando los porcentajes de germinacion a unidades probit,
posteriormente se realizé una regresion lineal con GraphPad Prism 8 para obtener la pendiente
de la recta que representa el tiempo requerido para que la viabilidad del lote de semillas
disminuya una unidad probit (o) y la viabilidad inicial (Ki) (Newton e af, 2009). Ademas, las
pendientes de las rectas obtenidas fueron comparadas mediante la prueba de F de Fisher (P<
0.05) y la prueba t de student (P< 0.05) con el programa STATGRAPHICS Centurion XV (v.
15. 1. 02. StatPoint Technologies, Inc. U.S.A.).

Extraccion y transesterificacion de dcidos grasos de semillas.

Para la extraccion de los acidos grasos solo se emplearon las semillas sometidas a deterioro
controlado en la segunda etapa. Se pes6é 20 mg de semillas de cada muestra por triplicado, se
maceraron en un mortero en una habitacién con una temperatura a 13° £2 °C en donde se
llevé a cabo todo el proceso de extraccion para evitar la oxidacion. Una vez maceradas las
semillas se les adicion6 1 mL de cloroformo-metanol (2:1v/v), posteriormente la mezcla fue
agitada con un vortex durante 5 min., se agreg6 0.2 mL cloruro de sodio al 0.9% y se
centrifugd la mezcla por 5 min. a 18,000 g (14,000 rpm.) para poder separar las dos fases.
Seguidamente se tomaron 100 pl. de la fase organica y se le adicionaron 100 uL del estandar
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interno de 4cido heptadecanoico (lug/mL) disuelto en metanol. Respecto a la
transesterificacion de los acidos grasos extraidos, se evaporo el extracto con aire comprimido,
después se agreg6 0.5 mL de trifloruro de boro al 12% en metanol y se colocé en ebullicion a
bafio marfa (80°£2°C) durante 20 min. Una vez pasados los 20 minutos se retiraron las
muestras del bafio marfa y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Consecutivamente se
afiadié 1 mL de hexano y 0.5 mL de agua destilada dando como resultado dos fases, de las
cuales solo se recuperd la fase del hexano en un frasco vial. Finalmente, se tomé una alicuota
de 2 pLL y se inyectd en el cromatégrafo de gases acoplado a un espectrofotémetro de masas
(CG-EM) del laboratorio de Biogeoquimica de la UBIPRO. De cada muestra inyectada se
obtuvo un cromatograma y se identificaron los esteres metilicos de los acidos grasos a través
de la comparaciéon de los tiempos de retenciéon estandar interno y los patrones de
fragmentacion obtenidos de bibliotecas de referencia (Priestley e af, 1985).

Anlisis de acidos grasos por CG-EM

El analisis de deteccién de acidos grasos se llevé a cabo en un cromatoégrafo de gases (Agilent
Technologies 6850N) acoplado a un espectrofotometro de masas (Agilent Technologies 5975
C), con una columna DB-5ms 30 m de largo por 0.25 mm de diametro interno y 0.25 pm de
pelicula, el modo fue flujo constante y el flujo inicial de 1 ml./min. Las condiciones
cromatograficas fueron las siguientes: inyeccion del modo Splitless; a una temperatura del
inyector de 250°C, se usaron dos rampas de temperatura del horno programadas desde 150°C
hasta 200°C con un aumento de 5°C/min y la segunda con un incremento de 3°C hasta los
240°C, la duracién total por cada corrida fue de 25.33 min; la retencién del solvente fue de 4
min, la temperatura de la fuente de ionizacion fue 230°C y la temperatura del cuadruplo de
150°C, la energia de ionizacion fue de 70 eV y el rango de masas fue 35-400 m/z. Se empled
helio (He) como gas acarreador a una velocidad de 38 cm/s y presion de 13 psi. La
determinaciéon de los componentes se realizé6 con base a datos de la biblioteca NIST 8.0.
(Rogel, 2008). Una vez que se identificaron los acidos grasos y se calcularon sus
concentraciones, estos fueron comparados empleando ANOVA de dos factores (P <0.05) y
como pruebas posthoc, se realizé la prueba HSD de Tukey y la prueba de comparacion
multiple de Sidak.

Registro del espectro infrarrojo cercano (NIRS) en las semillas y modelo Quimiométrico QUANT+

Se realizaron los registros de los espectros de infrarrojo utilizando un espectrofotémetro
Frontier (Marca Perkin Elmer). El rango de longitud de onda que se emple6 es de 4000-10000
cm’, 32 scans, resolucion de 4 cm™. Se usé bromuro de potasio (KBr) como blanco. Para la
obtencién de los espectros se colocd 0.1 g de semillas en la macrocopa portamuestra del
accesorio de reflectancia difusa para cubrir toda la superficie y poder leer en el espectro
infrarrojo. Posteriormente los resultados se integraron con el programa QUANT+ para el
analisis quimiométrico para determinar el grado de correlaciéon existente entre los espectros
especificos de cada muestra y los datos obtenidos, asignandoles el valor de la concentracién de
los acidos grasos y de la germinabilidad de cada tratamiento empleando minimos cuadrados
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parciales (PLS) realizando una previa calibraciéon en la correlaciéon de la linea base (Rogel,
2008). Para determinar si la correlaciéon entre las imagenes espectrales y los datos
experimentales de cada muestra son significativos, se realizé una prueba T de student para cada
variable.

Aspectos Ecologicos
Método de Evaluaciéon de Riesgos de Extincién (plantas)

La Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010) establece los
criterios por los cuales es posible determinar el estado de conservaciéon que puede presentar
una especie, o bien estimar el riesgo de extinciéon de los grupos taxonémicos o especies, a
través de la aplicaciéon del Método de evaluacion del riesgo de extinciéon de las especies
silvestres en México (MER) (Sanchez-Salas ¢ a/, 2012). Este método unifica cuatro criterios
independientes de decision sobre las categorias de riesgo.

Criterio A. Amplitud de la distribucion del taxon en México (Caracteristicas de la distribucion geografica)

El cual se refiere al tamafo relativo del ambito de distribucién natural actual en México y

considera cuatro gradaciones:

I) Muy restringida = 4 Se aplica tanto para especies microendémicas como para
especies principalmente extralimitales con escasa distribuciéon en México (menor a
5% del Territorio Nacional).

IT) Restringida = 3 Incluye especies cuyo ambito de distribucion en México se
encuentra entre el 5 y el 15% del Territorio Nacional.

III)  Medianamente restringida o amplia = 2 Incluye aquellas especies cuyo ambito de
distribucién es mayor que el 15%, pero menor que el 40% del Territorio Nacional.

IV)  Ampliamente distribuidas o muy amplias = 1 Incluye aquellas especies cuyo ambito
de distribucion es igual o mayor que el 40% del Territorio Nacional.
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Figura 8. Fotografié satelital de las localidades del Valle de Tehuacan-Cuicatlan muestreadas. Cada
icono indica la ubicacién de los transectos realizados.

Para establecer la puntuacion del criterio A se determiné la distribucién potencial actual, se
realizé el modelado de nicho ecolégico (MNE) de F. flavovirens con el objetivo de obtener los
patrones de distribucién potencial, para ello se utilizaron las ocurrencias georeferenciadas, en
grados decimales, de las localidades de San Juan Raya, Zapotitlan Salinas, Los Reyes Mezontla
y San Antonio Texcala (figura 8) del VI'C determinadas durante las visitas a campo realizadas
en abril del 2019, y los registros de F. flavovirens obtenidos a partir de las bases de datos Global
Biodiversity Information Facility (GBIF), Naturalista, Enciclovida la Red Mundial de
Informacién sobre Biodiversidad (REMIB) y el banco de datos del Herbario Nacional de
México (MEXU).

Igualmente, se usaron coberturas digitales a una resolucién de 1 km? de 19 variables
ambientales generadas para México (Fick & Hijmans, 2017), el tipo de suelo y la altitud
(INEGI, 2017a; INEGI, 2017b) (Cuadro 3) para alimentar el algoritmo Maximum entropy
modeling mejor conocido como MaxEnt (Version 3.4.1), el cual se configuré para realizar 25
repeticiones del modelo. Todas estas variables bioclimaticas fueron cargadas simultineamente
en conjunto con las coordenadas de los registros de ocurrencia. El programa proporciona el
valor de la curva Caracteristica Operativa del Receptor (ROC, por sus siglas en inglés) y el Area
Bajo la Curva (AUC, por sus siglas en inglés), el cual muestra la bondad del ajuste de los
modelos con valores que pueden estar entre 0 y 1, donde un valor de 0.5 significa que el
modelo presenta una clasificacion al azar, y un valor de 1 indica que el modelo ha separado
presencias de ausencias con un ajuste perfecto (Phillips ef a/, s.f.; Ballesteros-Barrera e al,
2017). Asi mismo, con la finalidad de estimar cuales son las variables mas importantes en el
modelo, se configuro MaxEnt para realizar una prueba de jacknife.

Una vez obtenido el MNE, con el programa ArcMap 10.5 (ESRI, 2011) se transformaran los
mapas arrojados por MaxEnt a mapas digitales binarios (presencia/ausencia), donde:
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e un valorigual a 1 refiere una posible presencia (habitat idéneo)

e un valor de 0 es igual a ausencia (habitat no idéneo).

Se consideré como umbral el 25% para maximizar la sensibilidad y minimizar la especificidad,
lo que mostraria solo los pixeles que son iguales o mayores al valor establecido. Al mapa
binario se le eliminaron las areas que representan un habitat perturbado teniendo como
referencia el conjunto de datos vectoriales de uso de suelo y vegetacion (Escala 1:250 000 Serie
VI) AINEGI, 2017a). Posteriormente se identificaron las areas que actualmente presentan algin
estado de conservacion o habitat apropiado para F. flavovirens y se calculd el porcentaje de area
de presencia correspondiente al Valle de Tehuacan Cuicatlan y el area resguardada dentro de
RBTC sobreponiendo los mapas de la extensién de Areas Naturales Protegidas de México
(ANP) (CONANP, 2017, Ballesteros-Barrera ef al., 2017).

Cuadro 3. Coberturas digitales que se usaron en el modelo de distribucioén geografica potencial de la
especie Ferocactus flavovirens

Clave  Variables ambientales

Biol Temperatura media anual (°C).

Bio 2  Oscilacién diurna de la temperatura (°C).

Bio 3 Isotermalidad (°C).

Bio 4 Temperatura estacional (coeficiente de variacion) (%).

Bio 5 Temperatura maxima del mes mas calido (°C).

Bio 6 Temperatura minima del mes mas frio (°C).

Bio 7  Oscilacion anual de la temperatura (°C) (cociente entre
parametros 5y 0).

Bio 8 Temperatura media del trimestre mas humedo (°C).

Bio 9 Temperatura media del trimestre mas seco (°C).

Bio 10 Temperatura media del trimestre mas calido (°C).

Bio 11 Temperatura media del trimestre mas frio (°C).

Bio 12 Precipitacién anual (mm).

Bio 13 Precipitaciéon del mes mas humedo (mm).

Bio 14 Precipitaciéon del mes mas seco (mm).

Bio 15 Precipitacion estacional (coeficiente de variacion) (%o).

Bio 16 Precipitacion del trimestre mas himedo (mm).

Bio 17 Precipitacion del trimestre mas seco (mm).

Bio 18 Precipitacion del trimestre mas calido (mm).

Bio 19 Precipitacion del trimestre mas frio (mm).

Variables topograficas

Tipo de Suelo
Altitud (m)




Criterio B. Estado del habitat con respecto al desarrollo natural del taxon (Caracteristicas del hdbitat.).

Definido como el conjunto actual estimado de efectos del habitat particular, con respecto a los
requerimientos conocidos para el desarrollo natural del taxén que se analiza, en términos de las
condiciones fisicas y bioldgicas. Se categoriza en tres valores:

I) hostil o muy limitante = 3
IT) intermedio o limitante = 2
III)  propicio o poco limitante = 1

El estado del habitat se caracteriz6 mediante las visitas realizadas en abril del 2019 a las
localidades de Zapotitlan Salinas, San Juan Raya, Los Reyes Mezontla y San Antonio Texcala.
En cada localidad se determiné la altitud, la inclinacién (%) y perfil de la pendiente, las especies
vegetales dominantes y el tipo de vegetacion, la cual fue confirmada con la Gufa de Vegetacion
del Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Valiente-Banuet e a/, 2009). Igualmente se registré de
manera cualitativa la frecuencia (ninguna, escasa, frecuente, abundante y dominante), tamafio
(pequefio, mediano, grande, muy grande) y tipo (gravas, cantos rodados, fragmentos de alterita,
otros) de pedregosidad superficial y la cobertura vegetal (%) (Valverde ez al., 2009).

Criterio C. Vulnerabilidad bioldgica intrinseca del taxon.

Referido como el conjunto de factores relacionados con la historia o forma de vida del taxén,
que lo hacen vulnerable. Dependiendo de la disponibilidad de informacién especifica, algunos
ejemplos de tales factores pueden ser: estrategia reproductiva, parametros demograficos mas
relevantes, historia de vida, fenologfa, intervalos de tolerancia, parametros fisicoquimicos,
aspectos alimentarios, variabilidad genética, grado de especializacion, tasa de reclutamiento,
efecto nodriza, entre otros. Este criterio considera tres gradaciones:

I) vulnerabilidad alta = 3
IT) vulnerabilidad media = 2
III)  vulnerabilidad baja =1

Los factores que hacen vulnerable a un taxén varfan en funcién de la historia de vida de cada
especie (Sanchez-Salas et al, 2013), por lo que para evaluar el criterio C se considerd la
densidad, estructura de tamafos, la proporcién de individuos bajo proteccion vegetal, la
fenologia y germinacion.

Densidad, estructura de tamafios y proporcién de individuos bajo protecciéon vegetal.

Se trazaron de 2 a 3 transectos de 5 x 50 m. en cada localidad; se registré la ubicacion
geografica de cada individuo encontrado usando un GPS Garmin xTrex 10 (Datum WGS86).
Se contabilizé el numero de tallos y con un flexémetro se midi6 el diametro mayor (DM), el
diametro menor (Dm) y la altura (h) de los individuos (Godinez-Alvarez et al, 2008). El
volumen (m’) de los individuos censados fue calculado con la siguiente ecuacién (Ec. 5):
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La densidad fue estimada como el nimero total de plantas registradas en un transecto dividido
por su area y multiplicada por 100. Los valores obtenidos para las cuatro localidades fueron
comparados mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (P<0.05), se realizé la
comparacion de rangos con una grafica de cajas y bigotes.

Por otra parte, la estructura de la poblacion se determiné clasificando a los individuos censados
en categorias de tamafios con base a su nimero de tallos y a su volumen (m’). Con los datos
obtenidos se construy6é una tabla de contingencia y se realiz6 una transformacién angular.
Posteriormente se realiz6 la prueba de Shapiro-Wilk y la prueba de Bartlett para verificar la
normalidad y homocedasticidad de los datos. Las frecuencias transformadas fueron
comparadas de acuerdo con la localidad y a la categoria de tamafos de manera separada
mediante ANOVA de un factor (P<0.05) y para el post hoc se emple6 la prueba de la
diferencia minima significativa de Fisher (LSD, por sus siglas en inglés) STATGRAPHICS
Centurion XV (v. 15. 1. 02. StatPoint Technologies, Inc. U.S.A.).

Durante el censo de los individuos se registré cuales fueron encontrados en espacios abiertos
(EA) y debajo de arbustos (DA). Con estos datos se calculé la proporcion porcentual de los
individuos EA y DA existente en la poblacién de las cuatro localidades visitadas (Valverde ez
al., 2009).

Fenologia y germinaciéon

Para identificar los meses de floracion y fructificacion se realizé una revision bibliografica y se
complementaron los datos con las observaciones realizadas en campo durante las visitas al
Valle de Tehuacan-Cuicatlan en octubre del 2017, marzo del 2018 y abril del 2019. Por otra
parte, se obtuvo el nimero de semillas por fruto a partir de 12 frutos colectados en marzo del
2018 (Valverde ez al, 2009). Los datos correspondientes a la germinacién fueron tomados a
partir de los resultados obtenidos en el apartado de Germinacion.

Criterio D. Impacto de la actividad humana sobre el taxon.

Es una estimaciéon numérica de la magnitud del impacto y la tendencia que genera la influencia
humana sobre el taxén que se analiza. Considera aspectos como la presiéon por asentamientos
humanos, fragmentacién del habitat, contaminacién, uso, comercio, trafico, cambio del uso de
suelo, introduccion de especies exoticas, realizaciéon de obras de infraestructura, entre otros.
Este criterio considera tres gradaciones:

I) alto impacto = 4
IT) impacto medio = 3
III)  bajo impacto = 2



En este criterio se determiné el dafio antrépico del habitat de F. flavovirens mediante el método
de evaluaciéon de disturbio para Mammilaria pectinifera propuesto por Martorell & Peters (2004)
con algunas modificaciones. En cada localidad se colocaran 4 a 6 transectos de 50 metros de
largo, la mitad fueron colocados de manera paralela a la pendiente y los restantes se colocaron
perpendicularmente, formando de 2 a 3 cruces. Posteriormente se evaluaron los agentes de
disturbio (ganaderfa, actividades humanas y deterioro de habitat) de acuerdo con los
indicadores de sefialados en el cuadro 4. Se evaluaron 10 de los 15 indicadores propuestos a
causa de que varios de ellos no se encontraron presentes en todas las localidades visitadas.

Cuadro 4. Agentes e indicadores de disturbio evaluados en cuatro localidades del VTC.

Agente e indicador Descripcion del indicador
Ganaderia
Densidad de excretas de cabra u | Frecuencia de excremento de cabra en 10 m? seleccionados de
oveja (CABR) manera aleatoria.
Densidad de excretas de ganado | Frecuencia de excremento de ganado mayor en 10 m?
mayor (GANO) seleccionados de manera aleatoria.
Fraccién de plantas ramoneadas | Frecuencia de arbustos con evidencia de ramoneo dividido por el
(RAMO) numero total de arbustos dentro del transecto.
Caminos ganaderos (CLAN) Numero de caminos ganaderos que atraviesan al transecto.

Proporcién entre el tiempo de infiltracion de 250 mL en el suelo
con signos de pisoteo con respecto al que no muestra evidencia
de pisoteo.

Compactacién del suelo por
ganado (COMP)

Actividades humanas
Fraccién de plantas macheteadas | Frecuencia de arbustos con evidencia de macheteo dividido por el

(MACH) numero total de arbustos dentro del transecto.

Caminos humanos (CAHU) Numero de caminos ganaderos que atraviesan al transecto
Cobertura de caminos humanos | Porcién de la extensiéon (m) de caminos humanos con respecto al
(CCHU) largo del transecto.

Cercanfa de poblaciones (POBL) | Inverso multiplicativo de la distancia en kilémetros a la poblacién
mas cercana

Deterioro del habitat
Erosion (EROS) El porcentaje de la superficie que estaba erosionada con respecto

al total del transecto. Se considero la exposicion de la roca y la
presencia de carcavas.

Una vez que se evaluaron los agentes de disturbio en campo, los datos se estandarizaron
restando el promedio y dividiéndolos sobre su desviacion estandar. Posteriormente se realizo
un analisis de componentes principales (ACP) mediante el programa (STATGRAPHICS
Centurion XV (v. 15. 1. 02. StatPoint Technologies, Inc. U.S. A.), y los coeficientes obtenidos
fueron sumados de acuerdo con el agente de disturbio correspondiente; la sumatoria de todos
los agentes de disturbio correspondiente a cada localidad representa su indice de disturbio
(ID). Una vez que el ID fue calculado, este se reescalé (IDr) tomando como 0 al ID de menor
valor y 100 al ID de mayor valor. Para determinar la susceptibilidad al disturbio de F.
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flavovirens se analizé el efecto del nivel de disturbio (IDr) sobre la densidad de todas las
localidades, mediante un modelo lineal generalizado con una distribucién Poisson y una
funcién de enlace logaritmica (Valverde et al., 2009) mediante el programa (STATGRAPHICS
Centurion XV (v. 15. 1. 02. StatPoint Technologies, Inc. U.S.A.).

Posteriormente a la determinacién del puntaje correspondiente a cada criterio del MER, estos
deben ser sumados y segtn sea el resultado se asignara la categoria de riesgo:

1. Un taxén cuya suma total se situe entre 12 y 14 puntos serd considerado como En
peligro de extincion (P).

2. Aquél cuya suma total sea entre 10 y 11 puntos sera considerado como Amenazado
A).

3. En caso de que los especialistas proponentes hayan determinado que una especie
requiera de proteccién para su conservacion, y al aplicar el MER no obtenga un puntaje
mayor o igual a 10, se debe argumentar y documentar de manera formal su propuesta
de inclusiéon a la categorfa Sujeta a protecciéon especial (Pr) de acuerdo con la
informacién y con los criterios especificados en los numerales 5.7 y 6 de la norma.



Resultados

Aspectos fisiologicos
Comportamiento en almacenamiento

En el cuadro 5 se muestran las caracteristicas fisicas y fisiologicas de dos lotes de semillas de F.
flavovirens, los datos obtenidos muestran que la masa registrada en el lote colectado en 2010 es
mayor con respecto al obtenido en 2018 (7 45 =3.791, P= 0.0013), asi mismo se observa que la
humedad relativa y la germinacién inicial tienden a ser ligeramente mayores para el lote
colectado en el 2010 con respecto a los de 2018. Con respecto al contenido de humedad, se
observa que el lote colectado en el 2018 tiene un contenido de humedad (8.86 * 1.96 %)
menor con respecto al de las semillas almacenadas desde el 2010 (9.39 * 4.82 %); sin embargo,
no representa una diferencia significativa (U = 78.50, P= 0.6309).

Cuadro 5. Caracteristicas fisicas y fisiolégicas de las semillas de F. flavovirens.

* -
Lote Masa HR (%) CH (%) Gi (%) Comportam1e.nto de
(mg) almacenamiento
media DE media DE media DE

Colectado 35 0.1 45.8 939 482 797 9.0

en 2010 Ortodoxo
Colectado

en 2018 3.2 0.2 421 8.86 1.96 79 19.9

HR=Humedad Relativa del lote de semillas a temperatura ambiente, CH=contenido de humedad de las semillas,
Gi=Germinacion Inicial, DE= desviacion estindar. *Cada repeticion de Ia Masa consta de 10 semillas.
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Figura 9. Promedios de la germinacion inicial acamulada en semillas de F. flavovirens de lotes colectados
en 2010 y 2018, la germinacién acumulada de las semillas deshidratadas a 5% de CH de ambos lotes y la
germinacion de las semillas del lote colectado en 2018 almacenadas a -10°C durante 90 dias postetior a
su deshidratacién a 5% CH. Las barras sefialan la desviacion estandar (n=4).



En la figura 9 se observa que los porcentajes de germinacién inicial de ambos lotes son muy
cercanos entre ellos 79 % (£ 19.9) y 79.7% (£ 9.01) para las semillas colectadas en 2018 y en el
2010, respectivamente. También se encontré que la germinacion de las semillas deshidratadas a
5% CH del lote de 2010 fue del 90 % (£ 5.16), mientras que las semillas colectadas en el 2018
a 5% CH germinaron en un 84.05 % (£12.11) y 80.44% (£ 5.30) cuando estas fueron
almacenadas durante 90 dias a -10°C. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los porcentajes de germinacion de los tratamientos (F 45 = 0.6255, P=
0.6516), por lo que se determiné que las semillas de F. flavovirens presentan comportamiento en
almacenamiento de tipo ortodoxo.

Longevidad potencial

La figura 10A. muestra la disminucién en el porcentaje de germinacion en todos los
tratamientos conforme se incrementa el periodo de deterioro controlado (también mencionado
como envejecimiento acelerado); la germinaciéon disminuye significativamente en los
tratamientos con humedad relativa de 60 % (F 19, 55 =79.672, P <0.00017), 50% (F (11,55=20.84,
P <0.0007), 40% (F ¢50=5.01, P= 0.0004), no obstante, el decrecimiento en la germinacién de
las semillas expuestas a 30% HR no es estadisticamente significativo (F 3= 0.37, P= 0.9416)
durante el periodo estudiado. Con arreglo a la prueba HSD es posible ubicar dos grupos con
diferencias significativas, los primeros 20 dias de envejecimiento acelerado respecto al periodo
comprendido entre los 30-80 dias donde la germinaciéon se redujo 78 unidades. La mayor
germinacion se presentd a los 15 dias (91.12 % *3.7) y la menor en el dia 60 (6.8 % % 3.7)
cuando las semillas son expuestas a 60% HR. En el caso de 50% HR, se observa mayor
germinacion entre los dias 1-15, mostrando diferencias con la obtenida entre los 120-190 dias
de envejecimiento; asi mismo, el decremento en la germinacion registrada a los 250 dias de
deterioro controlado (7% =* 2) difiere estadisticamente con todos los periodos de deterioro
controlado estudiados para el tratamiento de 50% HR. De manera similar, a 40% HR, la
germinaciéon entre los 1-15 dias de deterioro controlado presenta diferencias a los valores
obtenidos a los 120 y 250 dias de envejecimiento, el porcentaje de germinacion fue mayor en el
dia 15 (87.86 % £ 7.1) y el menor (50.95 % =+ 15.18) se registr6 a los 250 dias de
envejecimiento acelerado.

Ademas, se encontré que la T en un gradiente de humedad relativa (figura 10B.) aumenta en
todos los tratamientos al incrementar el periodo de envejecimiento acelerado. Durante el
periodo de deterioro controlado a 60% HR la T, correspondiente al dia 1 de envejecimiento
presentan diferencias significativas (H = 23.86, P= 0.0012) respecto a los 30 dias en los cuales
se observa que el periodo de tiempo necesario para que se alcance el 50% de germinacion
aument6 5 dfas. En el tratamiento de 50% HR se determiné que la Ty paso de 6.80 (£0.16)
difas a las 24 horas de envejecimiento alcanzando su mayor valor a los 160 dias (20.897 £12.006);
las diferencias significativas se encontraron en los valores correspondientes al primer dia de
envejecimiento con respecto a los 40 y 120 dias (H = 37.80, P= 0.0004). El Ts, de semillas
deterioradas a 40% HR va de 7.3 (£0.7) dfas en el primer dia de envejecimiento y alcanza su
valor maximo a los 250 dfas de envejecimiento (21.51 dias £ 2.8); ademas, de acuerdo con la
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prueba de Dunn, las diferencias son significativas al dia 15 con respecto al 250 (H = 26.95; P=
0.0014). La Ts a 30% de HR va de 6.495 dias (* 0.8837) a los 30 dias bajo envejecimiento
acelerado y alcanza su valor maximo de 10.63 dias (£ 2.744) a los 80 dias bajo tratamiento, se
encontr6 que los valores difieren significativamente a los 30 dfas con respecto a los 15 y 250
dias de envejecimiento acelerado (H =30.39, P= 0.0004).
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Figura 10. Medias de la germinacion (A) y la velocidad de germinacion (T'so) (B) de las semillas de F.
Sflavovirens colectadas en el 2010 sometidas a un gradiente de humedad relativa (60-30 %) a 45 °C durante
diferentes periodos de envejecimiento acelerado. Las barras sefialan la desviacion estandar (n=4).

El modelo de la longevidad potencial de las semillas usando la transformacién probit (figura
11) de la germinacién mostrd que, no solo el periodo de envejecimiento afecta la viabilidad, el
incremento de la humedad relativa abate la viabilidad de la semilla y por lo tanto su
germinacion, siendo a 60% HR el tratamiento con la mayor pendiente (-0.0354 £ 0.0055),
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mientras que las semillas expuestas a 30% HR no muestran perdida de viabilidad (0.0002 *
0.0005).
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Figura 11. Analisis PROBIT de la viabilidad de las semillas de F. flavovirens en un gradiente de humedad
relativa (60-30 %) a 45 °C durante diferentes periodos de envejecimiento acelerado.

La transformacién de la media de la germinaciéon a unidades probit y su posterior analisis
mediante regresion lineal mostré un comportamiento lineal de la perdida de viabilidad de las
semillas (figura 11 y figura 13). La linealizacion de los datos a través del analisis probit permitié
obtener los parametros de las ecuaciones de viabilidad y dio pauta para que el efecto de los
tratamientos de envejecimiento acelerado se compararda entre los mismos mediante sus
pendientes.

Se encontraron diferencias significativas en la comparacién de pendientes entre todos los
tratamientos. La pendiente obtenida a 60% HR difiere con respecto a las pendientes obtenidas
a 50 % HR (I o, w= 19.62; t = 4.764), 40% HR (Fps=36.17; t = 558) y 30 % de HR
(Fo9=106.11, t = 6.411), mientras que la pendiente de la recta obtenida a 50%HR es diferente
con respecto al valor correspondiente a 40% HE (F (105=1.843, toy= 2.676 ) y a 30%
(Fruos=5.408, t )= 6.336). Igualmente, la pendiente de la recta a 40% HR y 30% HR difieren
entre ellas de manera significativa (F 55 =2.93, 1= 4.19).

La germinacion de las semillas de F. flavovirens colectadas en diferentes afios (figura 12A.) se vio
influenciada no solo por el periodo de envejecimiento acelerado, sino que el afio de colecta y
su interaccion con el periodo de envejecimiento acelerado generaron diferencias
estadisticamente significativas en los porcentajes de germinacion (F 45 = 67.87 P<0.0001; F
a8 =17.06, P<0.0007).

Las semillas del grupo control de los lotes colectados en 2010 y 2018 de las semillas de F.
flavovirens manifestaron una germinaciéon inicial del 85 % (£ 8.87) y 76 % (8.64)
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respectivamente, mientras que a los 80 dias de envejecimiento el lote del 2010 germiné 2 %
(*4), y las semillas colectadas en el 2018 germinaron 58% (+9.52). De acuerdo con a la prueba
HSD, se identific6 que la germinacion del lote del 2010 de 0 a 15 dias de deterioro controlado
disminuye con respecto a los valores obtenidos a los 40 dias de envejecimiento, ademas el
porcentaje de germinaciéon registrado a los 60 y 80 dias decrece significativamente en
comparacion con los demas tratamientos del 2010. Para el lote colectado el 2018 se encontrd
que la germinacién a los 80 dias disminuy6 en comparaciéon con la obtenida a los 5-40 dias de
deterioro. Por otro lado, la prueba de comparaciéon multiple de Sidak arrojo que el porcentaje
de germinacion del lote de 2018 a los 40-80 dias de tratamiento es significativamente mayor
que la registrada para el lote de 2010 al mismo periodo de envejecimiento acelerado (figura 12

A).
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Figura 12. Medias de la germinacion (A) y la velocidad de germinacion (T'so) (B) de las semillas de F.
flavovirens con diferente grado de envejecimiento natural durante diferentes periodos de envejecimiento
acelerado a 60% HR y 45°C. Las barras sefialan la desviacion estandar (n=4).
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Respecto a la velocidad de germinacion de las semillas con diferente edad a 60% HR/ 45°C
(figura 12B.), esta se reduce tanto en el lote de 2010 (F 515 = 72.03, P <0.0007) como en el
colectado en el 2018 (F 2 =72.71, P <0.0007) conforme el periodo de deterioro controlado
es mayor. Se encontré que la Tso de los primeros 5 dias contrasta significativamente con los
valores obtenidos entre los 15-40 dfas de envejecimiento de las semillas colectadas en el 2010,
pasando de 10.56 dias (£0.26; 0 dias de deterioro) a 16.91 dias (£4.13, 40 dias de detetioro).
Igualmente, la velocidad de germinacion correspondiente a los 80 dias de envejecimiento de las
semillas colectadas en 2018 varfa significativamente con el resto de las muestras para ese lote,
la Tso fue de 14.31 dfas (£2.58) a los 0 dias de tratamiento y 27 dias (£0.43) a los 80 dias de
deterioro controlado.

El analisis probit de la viabilidad (figura 13) mostré que la pérdida de viabilidad de las semillas
colectadas en el 2010 (-0.0379 £ 0.0036) es mayor que las que fueron colectadas en el 2018 (-
0.008 = 0.0033), ademas se encontr6 que las pendientes difieren significativamente (F 44 =
1.22; t = 6.7). Una vez obtenidas las ecuaciones de los analisis probit realizados, se calcul6 la
viabilidad inicial (Ki), el tiempo en que tarda en perderse la viabilidad del 50% de las semillas
(Pso) v el tiempo en que disminuye una unidad probit (o) (cuadro 6). Los valores de la
viabilidad inicial fueron altos en todos los tratamientos, empero se determiné que el valor de o
es mayor conforme la humedad relativa es menor, tal es en el caso de 40% HR (¢=233.8 dias);
asi mismo se observé que la o (725.07 dias) de las semillas colectadas en 2018 es mayor en
comparacion de los valores correspondientes al lote almacenado desde 2010 (6=26.38,).
Respecto a la Ps, no se obtuvo su valor a 30% HR, 40% HR y en el lote colectado en el 2018
debido a que la viabilidad no mas del 50% de las semillas continuaron viables. De acuerdo con
los resultados, se identificé que el tiempo en alcanzar la Psy es menor a 60% HR (31.84) y en el
lote colectado en 2010 (40.08).
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Figura 13. Analisis PROBIT de la viabilidad de las semillas de F. flavovirens colectadas en afios distintos
sometidas a envejecimiento acelerado.
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Cuadro 6. Parametros de la ecuacion de viabilidad: viabilidad inicial (Ki), tiempo en que tarda en

perderse la viabilidad del 50% de las semillas (Psp) y el tiempo en que disminuye una unidad probit (o) a
45°C, donde Viabilidad= Ki- (p/ o).

Lote HR Pendiente (-67) Ki (probit) o (dias) Pso (dias)
(%) EE EE EE EE
60 -0.0354 0.006 6.285 0.21 2829 4.41 31.838 5.448
Colectado en 50 -0.0084 0.001 6.064 0.14 118.84 17.58 150.97 35.001
el 2010 40 -0.0043 0.001 5.924 0.09 233.81 50.13
30 0.0002 0.001 5.919 0.05 5807 2083.27
Colectadoen ¢ -0.008 0.003 599 0.13 125.07 51.42
2018
Colectadoen ¢ -0.038 0.004 6.24 0.14 26.38 2.53 40.084 3.2142
2010

EE= ervor estandar, HR= humedad relativa.

Andlisis de acidos grasos por CG-EM

Los acidos grasos extraidos, transesterificados, separados e identificados mediante
cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas (figura 14), permitieron detectar al
acido palmitico, 4acido linoleico, acido estearico y acido oleico como los principales
componentes lipidicos de las semillas de F. flavovirens. En ambos lotes se observan cambios en
las concentraciones de todos los acidos grasos estudiados con una ligera tendencia hacia la
disminucién, exceptuando el 4cido estearico, el cual incrementa levemente conforme se
incrementa el periodo de envejecimiento acelerado.
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Figura 14. Cromatograma de 4cidos grasos presentes en semillas de F. flavovirens. El tiempo de retencion
para cada compuesto se indica en azul.
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El ANOVA de dos factores realizado para comparar la concentracién de los acidos grasos en
funcién de su edad y del periodo de envejecimiento acelerado(figura 16A-D.) mostré que el
periodo de deterioro controlado y la interaccién entre este y la edad del lote es significativo
para el acido palmitico (F ;, 52 = 6.653, P<0.0001; F , 52 = 3.266, P=0.0099, respectivamente),
acido linoleico (F 1, 55 = 5.535, P=0.0003; F 1, 55 = 2.982, P=0.0159), acido oleico (F ¢, 52 =
5.92, P=0.0002; F 5,55 = 4.238, P=0.0021) y 4cido estearico (F 5= 15.56, P<0.0001; F 7, 55 =
4.707, P=0.0010). La prueba de Sidak de comparaciones multiples revel6 que el acido palmitico
y el 4cido linoleico no presentan variaciones significativas para las medias de ambos lotes
correspondientes a cada periodo de envejecimiento acelerado, mientras que la concentracion
del 4cido oleico a los 60 dias es considerablemente mayor en el lote colectado en el 2018 (56.38
+ 27.07 mg/g de semillas) que en el lote de 2010 (25.12 + 9.34 mg/g de semillas). De manera
similar, la concentracién del dcido estearico es menor en las semillas colectadas en el 2010 a los
dias 5 (33.44 £ 7.46 mg/g de semillas) y 60 (11.1747 £ 5.31 mg/g de semillas) en comparacion
con las concentraciones obtenidas para el lote del 2018 en los mismos dias de envejecimiento
(47.22 + 8.94 mg/gy 25.89 + 4.79 mg/g respectivamente).

No obstante, a pesar de que los resultados mostraron que la interacciéon de los factores
presenta cambios significativos y que, de acuerdo a la figura 15A, el aumento y disminucién en
las concentraciones de los acidos grasos aparentemente concuerda con el porcentaje de
germinacion obtenido; de manera individual, la concentracién de acidos grasos del lote de 2010
no mostré variaciones significativas para el acido palmitico (F 5 =2.066, P= 0.1087), acido
linoleico (F 15 = 1.176, P=0.3689) y el acido oleico (F 1) = 1.375, P=0.2§), mientras que la
concentracion del acido estearico (F 5 = 6.381, P=0.007) registrada en el dia 5 cambia
significativamente respecto a la concentracién obtenida en el testigo (dia 0), 10, 15, 60 y 80
dias.

La alteracién de las concentraciones de acidos grasos de las semillas del 2018 durante el
tratamiento fue significativa para todos los acidos grasos. La prueba de Tukey sefiala que las
variaciones para el acido palmitico (F 45 = 7.3718; P= 0.007) se encuentran principalmente
entre el dia 5 de deterioro controlado en contraste con los valores registrados durante el dfa 0,
20, 60, 80 y entre los 15, 60 dfas con respecto a los 80 dias bajo condiciones de envejecimiento
acelerado; de manera similar, el acido linoleico (F 15 = 6.483, P= 0.007) presenta diferencias
significativas a los 5 y 60 dias en contraste con 0, 20, 80 dfas; los cambios principales
correspondientes al acido oleico (F 15 = 8.970, P=0.0002) ocurrieron durante los 0, 20, 40 y
80 dias en comparacién con 5, 15y 60 dias. Por ultimo, las concentraciones de acido estearico
del dia 5 presenta diferencias significativas (F 9 = 77.93; P<0.0007) con todos los
tratamientos realizados para este lote (figura 15B).
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Figura 15. Medias de las concentraciones de acidos grasos y la germinaciéon acumulada de las semillas de
F. flavovirens 1 2010 (A) y colectadas en el 2018 (B) sometidas a diferentes periodos de envejecimiento
acelerado. Las barras indican la desviacién estandar (germinacion n= 4, concentracién Ac. grasos n=3).
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Registro del espectro infrarrojo cercano (NIRS) en las semillas y modelo Quimiométrico QUANT+

Los espectros de reflactancia de infrarrojo cercano tomados de las semillas del lote de 2010 y
2018, en conjunto con los datos de germinacién y contenido de acidos grasos correspondientes
fueron vaciados en el programa QUANT+ para poder llevar a cabo el analisis quimiométrico;
dando como resultado el modelo de prediccion para las semillas utilizadas de F. flavovirens, cabe

mencionar que se eliminaron del programa los valores atipicos que se encontraron.

Conforme al cuadro 7, los valores de calibraciéon generados por el programa superan el 96% de
varianza para la germinaciéon y el 78% de varianza para los acidos grasos, siendo la calibracion
del 4cido oleico (87.36% de varianza) la mejor de las cuatro moléculas lipidicas estudiadas. A
pesar de que la calibracién para el 4cido estearico (78.48% de varianza) no alcanza el 80% de
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varianza para ser aceptable en los modelos quimiométricos, este es bastante cercano, por lo
que se considera que los valores generados por el analisis son admisibles para describir la
relacion que existe entre los factores y sus espectros de luz infrarroja cercana, es decir que el
modelo de prediccion de la viabilidad es aceptable.

Cuadro 7. Porcentaje de varianza, error estimado y error de prediccién obtenidos del analisis
quimiométrico QUANT+ para los acidos grasos saturados e insaturados y la germinacién acumulada en
las semillas de F. flavovirens colectadas en el 2010 y 2018 a 60% HR/45°C

% de varianza Coeficiente de Error estandar Error estandar de la
Variable
(R¥¥100) correlacion (r) estimado. prediccion.

Germinacion 96.10 0.961 5.28 5.65
Acido palmitico 81.19 0.8713 6.53 6.65
Acido linoleico 80.14 0.8614 22 22.43

Acido oleico 87.36 0.8838 6.07 6.3
Acido estearico 78.48 0.8921 416 428

La estimacién del porcentaje de germinacién (figura 17) calculada por el analisis quimiométrico
QUANTH es alta (r= 0.96) de acuerdo con la correlacién entre los datos experimentales
obtenidos y las imagenes espectrales. Igualmente, la estimaciéon de la concentraciéon de acidos
grasos saturados e insaturados (figura 18 A-D.) generada por el modelo quimiométrico es
bastante aceptable en todos los casos conforme a la correlacion existente con los datos
experimentales y las imagenes espectrales, con un valor de r= 0.87 para el acido palmitico,
r=0.86 correspondiente al acido linoleico, r=0.88 para el acido oleico y finalmente r= 0.89 para
el acido estearico; ademas, de acuerdo a la prueba de hipdtesis de correlacion mediante T de
Student, las correlaciones obtenidas son significativas para todas las variables (#/=8.5779 para la
germinacion, /= 4.3489 para el a. palmitico, #/=4.7541 para el a. linoleico, 7=4.6271 corresponde
con el 4. oleico y #=4.8362 para el a. estearico). Cabe mencionar que se observa la linealizaciéon
de los datos experimentales en todas de las variables estimadas.
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Aspectos Ecolégicos
Método de Evaluacion de Riesgos de Extincion (plantas)
Criterio A Amplitud de la distribucion del taxon en México

El trabajo realizado en campo junto con los datos obtenidos a partir de la revision y
depuracién de las bases de datos, GBIF, Naturalista, Enciclovida, REMIB y MEXU, permitié
obtener un total de 117 ocurrencias de F. flavovirens; con base en esos registros el modelo de
nicho ecolégico generado obtuvo un valor del area bajo la curva (AUC) mayor a 0.99 (*
0.002), indicando que la capacidad del modelo para predecir el nicho de la especie es alta. En la
figura 19 se observa que la distribucién geografica potencial para esta especie, su extension fue
mayor a la esperada por los registros georeferenciados, abarcando principalmente los estados
de Puebla y Oaxaca, y en menor medida los estados de Hidalgo, Querétaro y Guanajuato.
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Figura 19. Extension de la distribucién geografica potencial, registro de ocurrencias de F. flavovirens y su
representatividad en la Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan.

En el cuadro 8 se muestra la extension total del modelo de distribucién potencial arrojado por
MaxEnt; inicialmente el modelo tenfa una extensiéon aproximada a 7257 km?, sin embargo, al
eliminar las areas con cambio de uso de suelo de acuerdo con el conjunto de datos vectoriales
de uso de suelo (figura 19), la extensién del modelo se reduce en mas de 1000 km* dejando
5906 km* con vegetacion conservada. Por otra parte, considerando la extension continental de
México (1959248 km?), el 0.288% se encuentra en el VIC y solo el 0.128% esta dentro de una
ANP.
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Cuadro 8. Extension de la distribucién geografica potencial de F. flavovirens.

Area sin cambio de | Area dentro de la
Total uso de suelo Area dentro del VTC. RBTC.
Area (km?) 7256.71 5906.06 5650.44 2498.35
Area respecto a territorio 0370 0301 0.288 0128

de México* (%)

*De acuerdo con el INEGI (2017) la superficie continental de México es de 1.959248 millones de km?

Conforme a los resultados arrojados por el programa MaxEnt, se determiné que las variables
ambientales que contribuyen en mayor medida a la presencia o ausencia de la especie, (cuadro
9) son la temperatura estacional (17.6 %), la temperatura minima del mes mas frio del afo
(16.6%), la altitud (15.9%) y la precipitaciéon del mes mas frio del ano (13.7%); en contraste, las
variables que contribuyen en menor medida al modelo (< 1%) son la temperatura maxima del
mes mas calido, la precipitacion correspondiente a los meses mas seco y mas humedo, asi
como las del trimestre mas seco y el mas calido y finalmente la precipitaciéon estacional. Solo 7
variables ambientales no contribuyeron al modelado de nicho ecolégico.

Ademas, la prueba jackknife de importancia variable indic6 que la variable climatica que aporta
mas informacién util cuando se usa aisladamente es la temperatura minima del mes mas frfo,
mientras que temperatura estacional es la variable que tiene la mayor cantidad de informacion
que no esta presente en las otras variables.

Cuadro 9. Contribucién de las variables bioclimaticas (valores promedio de 25 corridas) al MNE de F.

flavovirens.
Variable ambiental Clave Contribucion (%)

Temperatura estacional (coeficiente de variacion) (%).  bio4 17.6
Temperatura minima del mes mas frio (°C). bio6 16.6
Altitud Alt 15.9
Precipitacion del trimestre mas frio (mm). bio19 13.7
Precipitacion del trimestre mas humedo (mm). bio16 10
Tipo de suelo Suelo 8.3
Precipitacion estacional (coeficiente de variacién) (%).  biol5 7.6
Isotermalidad (°C). bio3 7.2
Temperatura maxima del mes mas calido (°C). bio5 1
Precipitacion del mes mas seco (mm). bio14 0.9
Precipitacién del mes mas himedo (mm). bio13 0.6
Precipitacion del trimestre mds calido (mm). bio18 0.3
Oscilacion diurna de la temperatura (°C). bio2 0.2
Precipitacion del trimestre més seco (mm). biol7 0.1
Temperatura media anual (°C). biol 0
Oscilacion anual de la temperatura (°C) bio7 0
Temperatura media del trimestre mas humedo (°C). bio8 0
Temperatura media del trimestre mas seco (°C). bio9 0
Temperatura media del trimestre mas calido (°C). bio10 0
Temperatura media del trimestre mas frio (°C). biol1 0
Precipitacion anual (mm). bio12 0




Criterio B. Estado del habitat con respecto al desarrollo natural del taxon (Caracteristicas del hdbitat.).

Conforme a los datos obtenidos en campo se registraron ocurrencias desde 1657 m.s.n.m., en
la localidad de Zapotitlan Salinas, hasta 2038 m.s.n.m. en Los Reyes Mezontla. La inclinaciéon
de las pendientes de las localidades donde se realizaron los muestreos fue de 3.4% hasta 28%
con perfiles céncavos y aterrazados en su mayoria y sin alguna orientaciéon en particular.
Ademas, la pedregocidad superficial fue abundante-dominante desde tamafio pequefio a muy
grande. Las poblaciones estudiadas se encontraron dentro de la selva baja caducifolia en la
localidad de Los Reyes Mezontla, mientras que para las otras localidades estas se ubicaron en
areas con matorral xeréfilo/espinoso, pero con vatiaciones en la composicion de las especies
dominantes y por ende también en la fisionomia de cada sitio visitado. La cobertura vegetal fue
mayor en Los Reyes Mezontla (80%), seguido por San Juan Raya (60%), en Zapotitlan Salinas
el 50% del area muestreada se encontré cubierta por la vegetacion y en San Antonio Texcala la

cobertura vegetal fue del 40% (cuadro 10).

Cuadro 10. Caracteristicas del habitat de F. flavovirens en cuatro localidades del Valle de Tehuacan-

Cuicatlan.
Localidad Pendiente Pedregosidad Vegetacion Especies dominantes
Frecuencia: Tipo: Selva baja Neobuxchanmia tetetzo
Inclinacion: Abundante caducifolia, Echinocactns platyacanthus
15 %. . ~ tetechera de IN. Lippia graveolens.
Los Reyes Tamaflo: Pequefio, tetet3o. Beancarnea gracilis.
Mezontla. mediano y muy Dasylirion serratifolinm.
Petfil: grande. Cobertura Prosopis laevigata.
Convexo vegetal: Agave sp.
aterrazad;; Tipo: Gravas 80 % Bmﬂmmfm gracilis.
Neobuxcbanmia macrocephala
Frecuencia: Tipo: Agave marmorata.
Abundante Ceiba parvifolia.
Inclinacién: i Matorrz%l Neobusxchaumia macrocephala.
3.4 % xerdfilo/espinoso, Echinocactus platyacanthus.
matorral de E. Opuntia bili
Tamafio: Pequefio puntia pilifera.
- ’ Platyacanthus. Prosopis laevigata.
mediano. s
San Juan Yucca periculosa.
Raya Bursera sp.
’ Perfil: Cobertura Agave salmiana.
Convexo y vegetal: Lippia graveolens.
tecto, 60% Ferocactus latispinus.
aterrazada. Tipo: Gravas Acacia sp.
Ferocactus robustus.
Opuntia sp.
Cridoscolus sp.
San Inclinacion: F recu.encia: Tipo: Castela tortuosa.
Antonio Dominane Izotal de Yucca Opuntia sp.
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Texcala. 28 %. periculosa Mimosa luisiana.
Tamafio: Pequefio, Acacia sp.
mediano, grande y Neobuxcbaumia macrocephala.
muy grande Prosopis laevigata.
Myrtillocactus geometrizans.
Perfil: Cobertura Echinocactus platyacanthus.
Compleja vegetal: Agave ghiesbreghtis.
irregular 40 % Ferocactus robustus.
aterrazada Tipo: Gravas Yucca mixtecana.
Yucca periculosa.
Agave sp.
Opuntia pilifera.
Frecuencia: Tipo: N
Inclinacion: Abundant p Beancarnea gmcz/zx.
ante Cardonal de C. Neobuxcbanmia tetetzo.
15 %. columna-trajani, Chidoscolus sp.
. . Izotal de Prosopis laevigata.
Zapotitlan Tamago: Pequefio, Beancarnea gracilis Cephalocerens colummna-trajani.
Salinas medlranc:j, muy Acacia sp.
ande. :
Perfil: & Cobertura Yﬁ{wd PWYK.Z/I./OJ&Z.
Convexo y vegetal: Mimosa ./ﬂZJ‘Zcmd.
recto. Yucca mixctecana.
aterrazada, Tipo: Gravas 50 % Euphorbia anthysiphilitica.

Ephedra compacta.

Criterio C. Vulnerabilidad bioldgica intrinseca del taxon.

De acuerdo con los datos de Rojas-Aréchiga y colaboradores (1998), complementados con las
observaciones realizadas en campo, se conoce que la floracion de F. flavovirens ocurre a partir
del mes de octubre a diciembre, y la fructificacion se presenta a partir de diciembre hasta el
mes de abril (cuadro 11). Ademas, se determiné que los frutos colectados en Zapotitlan Salinas
y el Jardin Botanico Helia Bravo Holis contienen en promedio 288.3 semillas (+£150.2), con
una masa de 3.4 mg. (£0.3) por cada 10 semillas (véase cuadro 5).

Ademas de la fructificacion Rojas-Aréchiga y colaboradores (1998) mostraron que las semillas
de F. flavovirens pueden germinar a temperaturas desde 15 a 30°C. Bajo un fotoperiodo de 12
horas luz/oscuridad a 25°C, la germinacién del germoplasma colectado en 2018 es del 79 % (£
19.906) (figura 9; cuadro 5).

Cuadro 11. Periodo de fructificacion y floracion de F. flavovirens (modificado de Rojas-Aréchiga et al.,
1998).
Ene. Feb. Mar. Abr. May. Jun. Jul. Ago. Sep. Oct. Nov. Dic.

X X X X + + +X
Floracion (+); fructificacion (x).

Se determind la estructura poblacional clasificando a los 47 individuos censados conforme a su
volumen (m’) y nimero de tallos dentro de 3 categotias: plantula, juvenil y adulto, a causa de la
evidente diferencia de tamafios de los individuos reproductivos se hicieron 4 susbcategorias:

[57]



adulto I, adulto II, adulto III y adulto IV, los criterios para establecer las categorias fueron el
numero de tallos y el volumen (cuadro 12). Se observé que la proporciéon de individuos
categorizados como plantulas y juveniles es equivalente (6%), mientras que los individuos
adultos representan al 87% de los individuos muestreados; los mas frecuentes fueron los
adultos I constituyendo el 30%, posteriormente los adultos II representan el 21 %, los adultos
III también conforman el 21% y los adultos IV representan el 15% (cuadro 12).

Cuadro 12. Frecuencia relativa de individuos por categoria de tamafio de F. flavovirens del Valle de
Tehuacan-Cuicatlan.

Categoria Volumen (m3) Thallos Porcion (%)
Plantula 0.001-0.004 1 6.4
Juvenil 0.014-0.071 2-4 6.4
Adulto I 0.072- 0.192 3-10 29.8

Adulto II 0.183- 0.354 8-22 21.3

Adulto I11 0.357- 1.736 19-40 21.3

Adulto IV 0.900- 55.666 38->100 14.9

También, en la figura 20 se observa que solo en la localidad de San Antonio Texcala se
encontraron 3 individuos de la categoria mas joven (plantula); mientras que en los Reyes
Mezontla y en Zapotitlan Salinas fueron las localidades donde se censaron ejemplares juveniles
y se registré una mayor presencia de adultos I alcanzando un total de 6 avistamientos en Los
Reyes Mezontla y 4 avistamientos en Zapotitlan Salinas. Ademas, en la localidad de San Juan
Raya solo se hallaron adultos, mayoritariamente pertenecientes a la subcategoria adulto 1V,
superando en 3 unidades a las demas localidades. En lo que respecta a las demas subcategorias,
Los Reyes Mezontla registré el mayor nimero de individuos adulto II y el menor nimero de
individuos pertenecientes a adulto III registrando un solo individuo en comparacién con las
demas localidades donde se clasificé hasta 3 ejemplares en la misma subcategoria. El ANOVA
que se llevo a cabo para las localidades mostré que no hay diferencias significativas (F 42
=0.02, P= 0.9969). Sin embargo, al evaluar la edad de los ejemplares se encontraron diferencias
significativas (I 525 =3.08, P= 0.0352), donde conforme a la prueba LSD las categorias tanto
Plantula como Juvenil difieren con respecto a la subcategoria Adulto I.
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Figura 20. Estructura poblacional por categorfa de tamafio y por localidades de F. flavovirens.

La densidad poblacional correspondiente a los sitios muestreados fue menor en San Antonio
Texcala donde hay 1.2 individuos por cada 100 m® en San Juan Raya y Zapotitlin Salinas la
densidad fue de 1.6 individuos/100 m” y en lLos Reyes Mezontla se hallaron 2.8
individuos/100 m? la variacién de la densidad no es estadisticamente significativa (H = 2.893,
P = 0.408). Por otra parte, la mayor proporcioén de individuos que crecen bajo dosel vegetal fue
mayor al 76.7% en San Antonio Texcala, 67.5 % en Los Reyes Mezontla y poco mas del 50%
en San Juan Raya y Zapotitlan Salinas (cuadro 13).

Cuadro 13. Densidad poblacional y porcentaje de los individuos ubicados bajo dosel vegetal y sin dosel.

Localidad Densidad Individuos bajo dosel  Individuos sin dosel
(Individuos/ 100 m?) vegetal (%) vegetal (%)
media DE media DE media DE
Los Reyes Mezontla 2.8 1.7 67.5 106 32.5 10.6
San Juan Raya 1.6 11 50.8 45.0 49.2 45.0
San Antonio 12 0.8 76.7 252 233 25.2
Texcala ’ )

Zapotitlan Salinas 1.6 0.8 55.6 50.9 44.4 50.9

DE= Desviacion Estindar

Criterio D. Impacto de la actividad humana sobre el taxon.

A pesar de que los resultados mostrados por el ACP no coinciden con los esperados de
acuerdo a la evaluacion visual que se realizé durante el muestreo en las localidades, el agente de
ganaderfa se ve fuertemente influenciado por el nimero de caminos ganaderos (CLAN) y la
compactaciéon del suelo (COMP) en al menos 3 localidades; igualmente, el agente de
actividades humanas puede ser influenciado por la cercania a las poblaciones (POBL) en todas
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las localidades y, finalmente, el deterioro del habitad esta condicionado por la erosiéon que

presentaron cada localidad.

De acuerdo con el indice de disturbio reescalado (IDx), el sitio de menor perturbacion fue San
Juan Raya, seguido por San Antonio Texcala, Zapotitlan Salinas y por ultimo el IDr mas alto
corresponde a Los Reyes Mezontla. En todas las localidades se observé que el agente que mas

aporto al ID fue la actividad ganadera (cuadro 14).

Cuadro 14. Puntajes obtenidos a partir del ACP para los agentes e indicadores del indice de disturbio
(ID) y el indice de disturbio reescalado (IDr) para 4 poblaciones de F. flavovirens del Valle de Tehuacan-

Cuicatlan
Localidad
Agentes  Indicadores Los Reyes San Juan San Antonio Zapotitlan
Mezontla Raya Texcala Salinas
CABR 0.359 20316 0.101 0311
GANO 0.046 0.1 20.278 -0.353
Camaderia | RAMO 0.137 0.299 -0.129 0.13
CLAN 0.375 0.441 0397 -0.367
COMP 0.375 0.441 0.312 -0.367
1.292 0.965 0.403 -0.646
MACH -0.19 0.259 0.211 -0.103
N CAHU 0.375 -0.324 -0.397 0.367
A;E;:Ejses CCHU 0.375 -0.324 -0.397 0.326
POBL 0.375 0.117 0.397 0.34
0.935 -0.272 -0.186 0.93
Deterioro EROS -0.333 -0.346 0.352 0.354
del habitat
ID 1.894 0.347 0.569 0.638
IDr (%) 100 0 14.35 18.811

Aunque la densidad no mostré diferencias significativas en ninguna de las localidades, se
encontrd que hay una relacion (figura 21) estadisticamente significativa (y’= 25.651, P=0.0002)
entre la densidad poblacional con respecto al disturbio (IDr), donde la localidad con un mayor
nimero de individuos/100 m* fue la misma localidad que presento un mayor grado de

disturbio.
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Figura 21. Relacién entre densidad de F. flavovirens y el indice de disturbio reescalado (IDr) estimado. La
linea continua indica el ajuste a un modelo lineal generalizado con distribuciéon de Poisson y funcién de
enlace logaritmica (P < 0.00001). Los cuadrados indican la densidad registrada en las 4 localidades
estudiadas.



Discusiéon
Aspectos fisiologicos

De acuerdo con los resultados del cuadro 5, la masa de las semillas de F. flavovirens es similar a
la masa del germoplasma de F. latispinus, F. histrix 'y F. glancescens con un peso de 0.30 mg, 0.32
mg y 0.41 mg por semilla, respectivamente, por lo cual son catalogadas dentro de las especies
de angiospermas con semillas mas pequefias, con excepciéon de aquellas cuyas semillas
requieren una fuente externa de sustento, como las orquideas (Del Castillo, 1986). Esto puede
deberse a que, en ambientes aridos, el agua es un factor clave que limita la germinacién, por lo
que las plantas que habitan en este tipo de areas muestran diversas estrategias adaptivas
reflejadas en las caracteristicas morfologicas, anatémicas y fisiolégicas que determinan su
comportamiento de germinacion (Rojas-Aréchiga ez al, 2013).

Se sabe que en ambientes aridos las semillas pequefias poseen capacidades germinativas
vertiginosas o bien una mayor efectividad en la dispersién, viabilidad, emergencia y
supervivencia (Sanchez ez al, 2010); por ejemplo, se ha encontrado una asociaciéon positiva
entre el tamafio de la semilla con respecto a su persistencia en el suelo, las semillas pequefias
son enterradas a mayor profundidad que las semillas de mayor tamafio, por consiguiente las
pequefias pueden persistir en los bancos de semillas por periodos de tiempo mas prolongados;
no obstante, este tipo de semillas de tamafio reducido dan origen a plantulas pequefias que
deben superar la barrera fisica impuesta por el suelo, ademas cuentan con menos recursos para
sobrevivir y competir con las plantas establecidas, son mas susceptibles a los patégenos y
enfrentan un mayor riesgo de mortalidad por sus pequefias reservas (Rojas-Aréchiga ez al,
2013).

Por otra lado, al no encontrarse diferencias significativas en el porcentaje de germinacion
(figura 9) en las semillas deshidratadas a 5% CH , asi como en las que fueron almacenadas a
baja temperatura (-10°C) durante 3 meses, se determiné que las semillas de esta especie son
tolerantes a la desecacion y que presentan un comportamiento de tipo ortodoxo, es decir, que
las semillas pueden perder la mayor parte de su contenido de agua celular y alcanzar un estado
de anhidrobiosis sin sufrir dafo, asi mismo pueden ser almacenadas a baja temperatura por lo
que es posible mantenerlas en condiciones ex sizu a largo plazo y su viabilidad puede
prolongarse con el decrecimiento del contenido de humedad de las semillas y la temperatura de
almacenamiento de manera predecible y cuantificable. Para un almacenamiento éptimo, el CH
de la semilla debe reducirse a 0.1 g H:O ¢~ ' de masa seca, donde el dominio acuoso de la
semilla se vuelve vitreo y la longevidad se extiende (Hong & Ellis 1996; Zinsmeister e# al., 2020;
Mc Donald, 2004; Nagel e al, 2014). Ademas, la ausencia de variaciones en el porcentaje de
germinacién entre los lotes indica que la viabilidad se ha mantenido alta durante 8 anos; de
igual manera se ha observado un comportamiento similar en semillas de especies del mismo
género como . herrerae y F. emoryi, cuyas semillas de 10 afios aun muestran una germinacion
del 80 y 90% respectivamente (Rojas-Aréchiga & Vazquez-Yanes, 2000).

[62]



El comportamiento de tipo ortodoxo es considerado como una estrategia adaptativa a los
ambientes sujetos a la aridez y sequias ocasionales o estacionales, en los cuales la tolerancia a la
desecacion es indispensable para la sobrevivencia de las semillas y la regeneraciéon continua de
especies siendo la tolerancia a la desecacion una de las respuestas adaptativas mas significativas
de las plantas superiores (Sanchez et a/, 2010; Hong & Ellis, 1996; Zinsmeister ez al., 2020).
Este comportamiento también se ha presentado en otras especies del mismo género como F.
oylindracens, F. latispinus, F. recurvus y F. wislizeni (Royal Botanic Gardens Kew, 2020).

Por otra parte, los efectos negativos generados por el incremento de la HR y periodo de
deterioro controlado sobre el porcentaje de germinacion observado en la figura 10A, es a causa
de la muerte eventual de las semillas y con frecuencia este fendémeno se atribuye a la
acumulacion de la degradacion oxidativa de los componentes celulares (Walters ez 4/, 2010).
Cuando se incrementa la humedad relativa el contenido de humedad de las semillas también
incrementa a causa de las fuerzas matricas presentes en la testa, si éste llega a alcanzar un valor
igual o superior a 18%, el citosol de las células de las semillas se vuelve mas fluido y hay una
mayor disponibilidad de agua libre (Nagel ez a/, 2014; Walters ¢ al, 2010; McDonald, 2004).

Este estado “fluido” permite que se realicen actividades metabélicas, tales como la respiracion
(proceso metabdlico que convierte el oxigeno en superdxido (*Oz) y peréxido de hidrogeno
(H20Oy), la peroxidacion de lipidos y la actividad enzimatica realizada por los peroxisomas;
siendo estos los principales procesos que generan especies reactivas de oxigeno (ERO) en
semillas tolerantes a la desecacion (Walters e al, 2010; Bailly ez a/, 2008; Bailly, 2004). Otro
radical libre de importancia es el radical hidroxilo (*OH), ya que posee la capacidad de dafiar
directamente tanto el ADN nuclear porque ataca la desoxirribosa, las purinas y las pirimidinas
(Bailly, 2004; McDonald, 2004).

Los radicales libres acumulados durante el almacenamiento de la semilla acarrean la
degradacién oxidativa acumulada de los componentes celulares conduciendo al dafio celular
irreversible, y eventualmente ocurre la muerte de la semilla (Bailly, 2004; Bailly ez 4/, 2008;
Walters ez al, 2010; Zinsmeister ez al, 2020; Wang et al.,, 2015, Kranner ez al., 2010). Por ello el
envejecimiento de las semillas se encuentra asociado con la disminucién de la viabilidad,
retrasos en la emergencia de la radicula, crecimiento anormal de plantulas y establecimiento
deficiente de la planta (Akbar ez al., 2020).

Sin embargo, es probable que cuando el germoplasma se encuentra a 30% HR a 45°C las
células de las semillas se encuentren en un estado “gomoso amorfo” o “vitreo” a causa de la
remociéon de agua (disminucién de la HR). Cuando se disminuye el agua de las células
hidratadas, su volumen disminuye proporcionalmente, causando que las células se contraigan e
incremente su viscosidad reduciendo la movilidad molecular y la accesibilidad de las enzimas a
ciertos sustratos (Nagel ez al., 2014; Walters ez al., 2010; Bailly, 2004; Pritchard ez a/, 2003). Si
las semillas se encuentran en un estado con bajo contenido de agua, los procesos celulares
integrados, incluida la respiracion, la generaciéon de ATP, la transcripcion, la traduccién y la
actividad enzimatica, se evitan por completo o pueden operar a una fracciéon de su capacidad
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usual en células hidratadas, por lo que las fuentes de producciéon de ERO se encuentran
condicionadas a la movilidad molecular y a la viscosidad, permitiendo que los procesos de
deterioro continten a ritmos mas lentos (Bewley ez @/, 2013; Bailly ez al, 2008; Nagel ez al.,
2014).

Por otra parte, cuando se someti6 a envejecimiento acelerado (60% HR/45°C) a dos lotes de
semillas de diferentes edades, se encontré que el porcentaje de germinacion disminuye
conforme es mayor el periodo de deterioro controlado y la edad del lote de semillas (figura
12A), siendo la germinacién del lote con mayor grado de envejecimiento natural la mas
afectada. E1 CH del lote colectado en 2010 indicaba que la matriz celular se encontraba entre
un estado vitreo (6% CH) o gomoso (13 % CH), de acuerdo con lo reportado por Nagel ez a/,
(2014), siendo una posibilidad que la disminucién de la germinacion del lote colectado en 2010
es consecuencia de la producciéon y acumulacion de ERO durante el almacenamiento. La
producciéon de ERO metabdlicos en estado vitreo es poco probable, pero no se puede excluir
con certeza que las reacciones metabolicas continden muy lentamente en liquidos viscosos
incluyendo los vitreos (Kranner e al, 2010), éstos son resultado de mecanismos no
enzimaticos como las reacciones de Amadori y Maillard y la peroxidacion lipidica, proceso que
continia ocurriendo incluso post mortem (Bewley et al., 2013; Kranner e al., 2010). Ademas, las
semillas con bajo CH no estan exentas de la modificacién oxidativa en presencia de oxigeno
atmosférico (Kranner e al., 2010).

Al pertenecer a un ambiente arido, las semillas de F. flavovirens responden positivamente en
mayor o menor grado a los periodos intermitentes del recurso hidrico, por lo que la
germinaciéon ocurre mas rapido que con otras especies del mismo ambiente con semillas de
mayor tamafio, debido a que su menor cociente de supetficie/volumen le permite acumular
humedad y embeberse mas ripido aumentando su velocidad germinativa (Sanchez e# al., 2010).
Empero, al igual que en el porcentaje de germinacion, la velocidad de germinacién se redujo
conforme incrementaba el periodo de envejecimiento acelerado (figura 12B) y la HR (figura
10B), generalmente las semillas exhiben un periodo inicial de deterioro, en el cual el porcentaje
de germinacion es relativamente constante pero la tasa de germinacion disminuye (Bewley ef a/,
2013), esto quiere decir que el tiempo para alcanzar la germinacion del 50% de las semillas (T'so)

incrementa.

La germinacién requiere de una produccién estable de H»O,, mientras que la imbibicién de
semillas envejecidas se asocia con una acumulacién descontrolada de H»O», lo que evita la
germinacion (emergencia de la radicula) o conduce a plantulas anormales (Bailly, 2004; Bailly e
al., 2008), por ello el retraso de la germinacién de las semillas envejecidas aun viables es
explicado con base a que las células requieren mas tiempo para contrarrestar los dafos
celulares acumulados durante el periodo de deterioro controlado y para que se reinicie la
maquinaria antioxidante evitando o atenuando el estrés oxidativo, de manera que la emergencia
de la radicula requiere una mayor actividad de enzimas y moléculas antioxidantes para que las
ERO se encuentren en un estado estable dentro de la ventana oxidativa (Bailly, 2004; Bailly ez a/.,
2008; Bewley et al,, 2013). Por ejemplo, en las semillas de girasol se observa que la emergencia
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de la radicula se encuentra relacionada con un aumento en la actividad de enzimatica del
glutatiéon reductasa (GR) y catalasa (CAT) eliminando el H,O, y limitando la peroxidacion
lipidica. (Bailly, 2004).

Es importante sefialar que durante el periodo de envejecimiento acelerado se registraron ligeras
recuperaciones en los porcentajes de germinacién en todos los tratamientos, tanto en el
germoplasma sometido a un gradiente de HR, como en los lotes con diferente grado de
envejecimiento natural, en ese sentido es posible que la hidratacion de las semillas sea el
causante de dicha respuesta. En los bancos de semillas del suelo se ha registrado que la
rehidratacion contiene elementos de euestrés (un tipo de estrés que mejora una funcién), ya
que permite activar ciertos procesos como la reparacion de dafios en ADN, proteinas,
membranas y ARNm almacenados en las mitocondrias (Kranner e a/., 2010; McDonald, 2004).
Durante la imbibicién temprana de las semillas, se reactiva la sintesis de protefnas y se inicia la
reparacion de ADN; estos mecanismos de resarcimiento pueden ser la explicacién de los
efectos benéficos del priming, que consiste en una imbibicién controlada que previene la
emergencia de la radicula (Kranner ¢ a/., 2010; Bailly, ez al., 2008)

La pérdida de viabilidad de las semillas registrada en la figura 11 podria deberse a una fuerte
relacion entre el deterioro de la semilla, la actividad mitocondrial, y el aumento de la
concentraciéon de ERO, que genera cambios en el potencial redox celular desencadenando la
muerte celular programada (MCP) (Kranner e al, 2010; Wang ¢f al., 2015; El-Maarouf-Bouteau
et al., 2011).

La produccion de ERO durante el deterioro controlado afecta la homeostasis redox
mitocondrial, provocado que la actividad de enzimas caspasa incremente, la degradacion de los
acidos nucleicos en fragmentos y la liberacion de factores apoptogénicos en el citoplasma llevando
a la apoptosis (Kranner ez al., 2010; Wang e al., 2015, El-Maarouf-Bouteau ¢z 4/, 2011). Por otro
lado, las condiciones de prealmacenamiento y almacenamiento, el genotipo, las condiciones
abidticas (temperatura, luz, precipitacion y nutrientes) experimentadas por la planta madre y
durante el desarrollo y maduracién de las semillas, tratamientos postcosecha como priming, asi
como el manejo adecuado son factores que influyen el envejecimiento y la longevidad del
germoplasma (Nagel ¢z al., 2014; Zinsmeister e# al., 2020; Kochanek ez al., 2009; Kranner ez al.,
2010).

Obunyali y colaboradores (2008), sometieron a envejecimiento artificial un lote de semillas
almacenado y otro recién colectado de dos especies de sésamo (Sesazmun angustifolinm y Sesamum
angolense); donde, a pesar de que las semillas almacenadas obtuvieron una mayor longevidad,
concluyeron que las condiciones climaticas predominantes durante el desarrollo de las semillas
influyen en la calidad de las semillas, lo que puede dar lugar a diferencias en la longevidad entre
lotes de semillas de la misma especie. Las afirmaciones anteriores sugieren que las variaciones
observadas en la longevidad de las semillas, expuesto con mayor claridad en los valores de Kj,
oy Ps (cuadro 0) y las diferencias significativas entre las pendientes de las rectas obtenidas
(figura 13) para el lote colectado en el 2018 y el correspondiente al 2010 podrian ser el

[65]



resultado de las condiciones de prealmacenamiento, factores abidticos durante el desarrollo de
las semillas y variabilidad genética que influyen en la longevidad de las semillas.

Cabe mencionar que el analisis probit permitié describir que la pérdida de la capacidad para
germinar presenta un patrén lineal cuando este es transformado a unidades probit y que ese
pueda ser comparable con otros lotes, el modelo funciona bajo el supuesto de que el tiempo de
pérdida de viabilidad en una poblaciéon de semillas sigue una distribucién normal en
condiciones ambientales constantes y por lo tanto es posible transformar, de manera similar,
las proporciones de semillas germinadas en valores probit (Hay et al., 2014).

La variacion en el Psy puede ser inducida por las diferencias de Ki, y se espera que en mayor
medida se deba a la tasa de pérdida de viabilidad o, ya que es donde se presentan valores
considerablemente desiguales conforme se reduce la humedad relativa y el envejecimiento
natural. Llama la atencién que o para el tratamiento de deterioro controlado a 40% HR fuera
mayor en mas de 200 dfas en comparacién con la obtenida a 60% HR con un valor de 28.39
difas; también la o del lote colectado en el 2018 fue mayor por casi 100 unidades con respecto al
obtenido para el lote del 2010, a pesar de que su Ki fue mayor.

El valor del Pso es de gran importancia, ya que indica el punto en el que una célula sometida a
MCP se compromete irreversiblemente a morir, conocido como “punto de no retorno”,
frecuentemente se ha relacionado con la falta de funcién mitocondrial; para que se
desencadenen los eventos primarios de la MCP se requiere que las ERO, en conjunto con los
subproductos de la peroxidacion lipidica, superen un nivel umbral para inducir la MCP a través
de la alteraciéon del ADN y disfuncién mitocondrial (El-Maarouf-Bouteau e7 @/, 2011). Si bien,
la MCP ocurre de manera individual a nivel celular, la combinacién de la temperatura, HR y
duracién del tratamiento de envejecimiento acelerado indica que las células de las semillas
entran a l]a MCP de manera sincrénica por lo que la eliminaciéon de células no deseadas deja de
ser selectiva y conduce a la muerte de la semilla (El-Maarouf-Bouteau ez a/, 2011).

Por otro lado, se puede asumir que el germoplasma de F. flavovirens es longevo, ya que su Psg
(40.084 *+ 3.2142) es mayor que el obtenido en la asteraceae Minuria integerrima (28.6 £ 0.9)
cuando sus semillas son envejecidas bajo las mismas condiciones (60% HR / 45°C); siendo
ésta la especie mas longeva de 8 plantas vasculares australianas evaluadas (Kochanek ez 4/,
2009); también, al igual que la Ps, la o (26.38 * 2.53) se encuentra entre los valores para dos
especies de referencia siendo Ranunculus sceleratus ejemplo para las semillas de corta vida (o6 =
7.40 y Pso = 13.70) y Brassica napus, referencia para las semillas longevas (o = 19.76 y Ps) =
65.05) (Daniel ez al., 2013; Newton e# al., 2009). Esto quiere decir que las semillas de esta
especie estan genética y quimicamente equipadas para periodos de almacenamiento largo y es
probable que se deba a que las semillas de especies de ambientes calidos y secos tienden a tener
una vida util mas larga (Copeland & McDonald, 2001; Zinsmeister ez al., 2020). Respecto a los
tratamientos donde no se logré obtener el valor de Pso, se recomienda prolongar el tiempo bajo
envejecimiento acelerado hasta que la viabilidad se reduzca en mas de un 50% y asi determinar
exitosamente el tiempo en que tarda en perderse la viabilidad del 50% de las semillas (Psp).
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Ahora bien, se ha seflalado que las ERO y la peroxidacién lipidica aumentan segun la
intensidad del envejecimiento, por lo que se ha indicado al estrés oxidativo y a la peroxidacion
lipidica como la principal causa de deterioro de las semillas oleaginosas durante el
envejecimiento (El-Maarouf-Bouteau ez 4/, 2011). La produccién de radicales libres, iniciada
principalmente por el oxigeno, se ha relacionado con la peroxidacién de lipidos y otros
compuestos esenciales que se encuentran en las células (McDonald, 2004).

La peroxidacion lipidica es un proceso de reacciones en cadena de radicales libres que conduce
al deterioro de los acidos grasos insaturados o poliinsaturados (Bailly, 2004; Bewley e7 /., 2013;
McDonald, 2004), tales como el acido oleico y linoleico (presentes en las membranas de las
semillas y los aceites de almacenamiento). Este proceso comienza con la generaciéon de un
radical libre (un atomo o una molécula con un electrén desapareado) ya sea por autooxidacion
o enzimaticamente por enzimas oxidativas como la lipoxigenasa presente en muchas semillas,
la peroxidacion lipidica inicia cuando, el hidrégeno del radical libre se combina con otras
moléculas de los grupos carboxilo de los lipidos (ROOH), dando asi a la propagaciéon de otros
radicales libres que finalmente se combinan (Bailly, 2004; McDonald, 2004), provocando la
pérdida de la estructura de la membrana, la filtracién, incapacidad para completar el
metabolismo normal y cambios en la calidad del aceite a causa de la descomposiciéon de los
acidos grasos de cadena larga (Bailly, 2004; Bewley ¢ a/., 2013; McDonald, 2004).

Al igual que en F. flavovirens, el acido palmitico, acido linoleico, acido estearico y acido oleico
(figura 14) también han sido encontrados como principales componentes lipidicos en las
semillas de otras especies como Glycine max (Priestley et al., 1985), e incluso en otras cactaceas
como Stenocerens stellatus (Vergara, 2002), mientras que para N. fetetzo, N. mezealaensis (Lozada,
2005), P. chichipe, P. chende (Rogel, 2002) se identificaron los 4cidos linoleico, estearico y oleico.
A pesar de que no se hallaron cambios en las concentraciones de los acidos grasos en el lote
del 2010 se observa una tendencia a la disminucién del 4. linoleico, 4. oleico y 4. palmitico
conforme disminuye la germinacién y aumenta el tiempo de deterioro controlado (figura 15 A).
Mientras que, en el lote colectado en 2018 (figura 15 B), se registraron cambios en la
concentracion de acidos grasos, pero no se observa un comportamiento claro de la
concentraciéon de lipidos con respecto al porcentaje de germinacién como se observé en el lote
colectado en 2010.

De tal manera que la concordancia en disminucién de la concentracién de acido oleico y
linoleico y la reducciéon en el porcentaje de germinaciéon observada en el lote colectado en el
2010 se debe a que conforme aumenta el periodo de almacenamiento, la acumulacion de ERO
generen dafo celular, y la peroxidaciéon de acidos grasos aumenta. Aunque se encontraron
diferencias significativas en la concentracion del acido estearico, no se observa una tendencia a
la disminucion a largo plazo, de manera similar, Zavaleta (2005) reporté un comportamiento
fluctuante en los acidos grasos insaturados en semillas envejecidas de Hechtia podanthay
probablemente a causa de la activacion de enzimas del tipo desaturasa, las cuales pueden alterar
la concentraciéon de acidos grasos, incluso los insaturados; las desaturasas pueden actuar como
mecanismo de proteccion de las semillas al envejecimiento.
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Como se mencioné previamente, las concentraciones de acidos grasos de las semillas
colectadas en 2018 no muestran un comportamiento estable con respecto a la germinacién en
comparacion con lo observado en las semillas correspondientes a 2010 (figura 16 a, b, c y d),
pero si es posible identificar patrones de recuperacion en la concentracion de los acidos grasos
insaturados a los 5, 15 y 60 dias bajo tratamiento de deterioro controlado. Dichas
recuperaciones pueden deberse a los mecanismos de reparaciéon activados durante la
hidrataciéon de las semillas y el incremento de oxigeno (hidro y osmo-priming) revirtiendo la
pérdida de enzimas desintoxicantes de la peroxidacién lipidica, como SOD, CAT y GR,
ademads el priming puede reducir la peroxidaciéon de lipidos incluso durante el posterior
almacenamiento de las semillas (Kranner e @/, 2013; McDonald, 2004; Bailly e a/., 2008, Bailly,
2004). Cabe mencionar que conforme avanza la imbibicion la cascada de dafio celular causada
por la autooxidacion se ve favorecida por el dafio de los radicales libres, inducida menos por la
autooxidacion y mas por las enzimas hidroliticas que generan radicales libres como la
lipoxigenasa. La presencia de antioxidantes reactivados por el priming puede contrarrestar este
dafio (McDonald, 2004).

En resumen, en las semillas colectadas en 2010 hay un proceso previo de envejecimiento
natural donde es probable que la autooxidacién de lipidos y la acumulacién de acidos grasos se
encontrara presente antes de comenzar con el tratamiento de deterioro controlado, mientras
que en el lote colectado en 2018 puede que estos procesos estuvieran presentes en menor
medida.

También es importante sefialar que el deterioro de las semillas no ocurre de manera uniforme,
ya que éstas estan formadas por tejidos que difieren en su quimica y proximidad al ambiente
externo (Mc Donald, 2004). Es posible que para provocar la pérdida de viabilidad solo es
necesario dafar a un numero limitado de células por la peroxidacién lipidica (Zinsmeister ez al.,
2020). Por ejemplo, se ha encontrado que los hidroperoxidos lipidicos, indicadores de la
peroxidacion de acidos grasos, tienen un efecto negativo en la funcién de la membrana y se
producen en mayor cantidad conforme aumenta el periodo de envejecimiento natural en los
ejes embrionarios que en los cotiledones de las semillas de Fagus sylvatica (Pukacka & Ratajczak,
2007). La disparidad entre el comportamiento de los dcidos grasos con respecto a la
germinacion en las semillas colectadas en 2018 podria ser consecuencia del deterioro desigual
en los tejidos de las semillas.

Por otro lado, la espectroscopia infrarroja cercana (NIR) mide la variaciéon en la absorcion de
radiaciéon (energfa) en funciéon de la composicion quimica y el nivel de humedad de los
materiales biolégicos. Los enlaces quimicos entre atomos ligeros (como C-H, O-H y N-H)
generalmente tienen altas frecuencias vibratorias, lo que da como resultado armonicos y bandas
de combinacién que son detectables en la regiéon NIR, 780-2,500 nm (Lohumi ez a/, 2013),
ademas, las longitudes de onda cercanas a la regién infrarroja son mejor absorbidas y su
capacidad de penetrar superficies es menor en comparaciéon con las longitudes mas cercanas a
la region visible (Agelet & Hurburgh, 2014); por lo que esta técnica permite detectar los
cambios en la consistencia de los componentes de las semillas a causa de la pérdida de
viabilidad de manera no destructiva (Kusumaningrum ez /., 2017; Lohumi ¢f al., 2013).
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El analisis quimiométrico realizado en QUANT+ con la concentracion de acidos grasos, la
germinacion y los espectros infrarrojo arroj6 altos valores de porcentaje de varianza (cuadro 7,
figura 17 y 18) para la germinacion, el acido palmitico, el acido linoleico y el acido oleico;
mientras que para el acido estearico la varianza fue bastante cercana a 80; por lo que se puede
asumir que la calibracién del modelo es buena y que el modelo generado para la determinacion
de la viabilidad de las semillas de F. flavovirens es adecuado y confiable. Sumado a ello, los altos
valores en los coeficientes de correlacion (r) para la germinacion y los acidos grasos (cuadro 7),
asi como sus valores de 7 obtenidos en la prueba de hipétesis, indican que las variables se
encuentran correlacionadas significativamente; concluyendo que el modelo generado para la
determinacion de la viabilidad de las semillas de F. flavovirens es adecuado y confiable. De la
misma manera, se han obtenido resultados satisfactorios para las predicciones mediante NIRS-
QUANT+ para las semillas de otras especies de cactaceas tales como S. stellatus (Vergara,
2002), N. tetetzo, N. mezcalaensis (Lozada, 2005), Pachycerens hollianus (Manuell, 2000), y P. chichipe
(Rogel, 2008).

Aspectos Ecolégicos

Acorde al modelado de distribucién potencial geografica (figura 19) se espera que el area de
distribucion ubicada dentro del VTC, en especial los sitios que se encuentran dentro de la
RBTC, sean espacios donde habite la especie, mientras que las areas situadas en los estados de
Hidalgo, Querétaro y Guanajuato podrian ser sobre representaciones que indican zonas donde
existen las condiciones ambientales adecuadas para el establecimiento de poblaciones de F.
flavovirens, ya que la mayoria de los modelos predicen la presencia probable de una especie en
un sitio no explorado al extrapolar las asociaciones de los sitios donde se sabe que la especie
prospera con respecto a un conjunto de factores ambientales (especialmente climaticos), para
identificar areas de presencia prevista en el mapa, por lo tanto, la distribucion potencial debe
abordarse como un escenario ideal donde la distribucion de la especie estd completamente en
equilibrio con el espacio ambiental definido por las variables ambientales (Romero-Méndez &
Garcia-De la Pefia, 2014; Ballesteros-Barrera e 4/, 2017; Villasefior & Téllez-Valdés, 2004,
Soberéon & Peterson, 2005; Jiménez-Valverde e7 al., 2008).

El area de distribucion de una especie (Go) es el resultado de su ecologia e historia evolutiva,
determinada esencialmente por condiciones abibticas (A) que imponen limites fisiolégicos para
su desarrollo, incluidos aspectos del clima, entorno fisico, condiciones edaficas, etc. Otra
condicionante es el factor biético (B) que limita o mejora los procesos e interacciones de la
poblacion, es decir, las interacciones con otros organismos que modifican la capacidad de la
especie para mantener sus poblaciones. Igualmente se contempla el conjunto de sitios donde la
especie ha podido dispersarse desde una zona original, y por ultimo, la capacidad evolutiva de
las poblaciones de la especie para adaptarse a nuevas condiciones tiene un papel dentro de la
delimitacion de posibilidades de distribucion de las especies (M, area accesible). Es posible que
en las areas sobreestimadas existan condiciones ambientales favorables para la especie, pero se
encuentran inaccesibles a causa de barreras geograficas, por falta de tiempo para que la especie
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se disperse, y/o ausencia de interacciones bioldgicas que permitan la presencia de la especie en
el sitio (Soberén & Peterson, 2005; Romero-Méndez & Garcia-De la Pefia, 2014; Ballesteros-
Barrera ez al., 2017).

Previamente se registré que el area de distribucion de F. flavovirens contaba con una extension
de 434 km® en el VIC (Téllez-Valdés & Davila-Aranda, 2003); empero, tal modelo de
distribuciéon potencial geografica pudo verse limitado debido a que solo se emplearon 8
registros para su la elaboracion, mientras que para el presente modelo se utilizaron 117
registros dando como resultado un area de 5906.06 km?* dentro de la reptiblica mexicana.

Conforme es mas pequefia la distribuciéon geografica de una especie, mayor es el riesgo de
extincion (Purvis ez al, 2000; Runge ef al, 2014); en este caso, la extension de la distribucion
geografica potencial de la especie (cuadro 8) es menor al 1% de la extensiéon continental del
territorio nacional, y consecuentemente se considera que la distribucion de F. flavovirens es muy
restringida adquiriendo 4 puntos en el Criterio A Amplitud de la distribucion del taxin en México del
MER.

Respecto a la contribucién de las variables bioclimaticas asociadas a la precipitaciéon (cuadro 9)
al modelo, se identific6 que las variables de mayor relevancia para el modelo son la
temperatura minima del mes mas frio y la temperatura estacional. La importancia de este factor
para las plantas radica en que la temperatura influye en todos los procesos de las plantas, desde
la fotosintesis y respiracion hasta el crecimiento y la supervivencia. Para las cactaceas, las bajas
temperaturas son mas criticas con respecto a la distribucién de especies nativas de la familia;
las bajas temperaturas provocan la contracciéon de los protoplastos y la desecacion de las
células, afectando las membranas celulares y enzimas, provocando la interrupcion de los

procesos metabolicos y la muerte celular eventualmente (Nobel & Bobich, 2002).

Por otra parte, como se mencioné previamente, al encontrarse el habitat de F. flavovirens en
zonas aridas el agua es un recurso clave (Rojas-Aréchiga e al, 2013), por lo que se explicaria la
presencia de una mayor cantidad de variables climaticas asociadas a la precipitacion relevantes
para el modelo; aunque la variable de precipitacion del trimestre mas frio se puede encontrar
relacionada con la tolerancia de los cactus a la desecacién celular durante las heladas y la
capacidad de los cactus para resistir la deshidratacién causada por la sequia (Nobel & Bobich,
2002).

El porcentaje de contribuciéon del tipo de suelo puede deberse a que en areas aridas los suelos
derivados de diferentes litologfas tienen diferentes capacidades de retencion de agua
provocando que la distribucion de especies varie en funcién de su germinacion y sobrevivencia
(Osorio-Beristain ¢t al, 1996). Se ha encontrado que hay una relacion entre varias especies de
cactus del género Coryphantha, Opuntia, Echinocerens, Epithelantha, Glandulicacthus, Ferocactus,
Lophophora, Mammillaria y Thelocactus con respecto a los tipos de suelo y a su composicion
mineral (Lebgue-Keleng ¢z al., 2014).

Por otra parte, las variaciones en los perfiles e inclinacion, asi como en el tamafio de la
pedregosidad de la pendiente de las cuatro localidades visitadas (cuadro 10) son producto de
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grandes transformaciones ocurridas a finales del Cuaternario, dadas por eventos de intensa
erosiéon que formaron cerros de cimas planas con rocas calizas como roca madre, zonas de
ladera con lutitas, zonas de deposicion aluvial a lo largo del rio Salado y areas de material igneo
en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Osorio-Beristain ef al., 1996). A la par, la diversidad de
especies dominantes en cada localidad es producto de las diferencias de litologfa, suelos,
altitud, entre otras condiciones que pueden llegar a determinar las asociaciones vegetales
presentes en el VI'C (Valiente-Banuet ez a/., 2000).

Otro caracter por considerar dentro de las condiciones del habitat para F. flavovirens es que
tiende a crecer con mayor frecuencia bajo el dosel vegetal que en espacios abiertos (cuadro 13),
aunque no se tienen datos para determinar si el habitat de la especie es altamente especifico,
solo en una localidad de las 4 visitadas se encontré una cobertura vegetal mayor al 80%,
mientras que las demds tienen valores mas bajos (60%-40%). Considerando todo lo
mencionado respecto al habitat, el Criterio B. Estado del habitat con respecto al desarrollo natural del
taxdn fue categorizado como intermedio o limitante (3 puntos).

De acuerdo con Rojas-Aréchiga y colaboradores (1998), el periodo de floracién coincide con la
disminucién de la temperatura y un fuerte descenso de la precipitacion en el VI'C a partir del
mes de octubre, mientras que la fructificacién concuerda con un aumento en la temperatura,
pero bajas precipitaciones (cuadro 11), también se sabe que la maduracion del fruto de especies
del género Ferocactus ocurre al final de primavera (Pimienta-Barrios & Del Castillo, 2002). Es
probable que sea una estrategia para evitar la depredaciéon de las semillas que germinan
inmediatamente después de la dispersion durante las lluvias de verano y otofio, ya que estas no
presentan latencia (Rojas-Aréchiga ez a/ 1998). De manera similar, M. pectinifera, una cacticea
endémica del VTC, concentra su floracion y fructificacion entre los meses de diciembre a mayo
(Valverde e al., 2009).

Por otro lado, es usual encontrar que dentro las cactaceas existen grandes variaciones en la
produccién de semillas por cada fruto incluso entre individuos de la misma especie (Rojas-
Aréchiga & Vazquez-Yanes, 2000), comportamiento que se identific6 en los frutos de la
especie (288.3 £ 150.2 semillas) y se reportd en otras especies de cacticeas como Epiphyllum
anguliger, F. histrix, P. pringles, P. weberi, Pilosocerens chrysacanthus, Echinopsis atacamensis subsp.
Pasacana y Gymnocalycinm monvillei con rangos de produccion entre 1000 y 8000 semillas (Barrios
et al., 2020).

Los resultados muestran que la estructura poblacional esta conformada en su mayoria por
individuos adultos y muy pocos de los ejemplares censados fueron jévenes o plantulas (cuadro
12 y figura 20); indicando una alta mortalidad para las semillas y plantulas y una alta
supervivencia para individuos mas viejos. Similarmente, F. acanthodes y F. cylindracens, entre otras
cactaceas, presentan el mismo patrén de supervivencia (Tipo III) (Valiente-Banuet & Godinez-
Alvarez, 2002).

Dicho lo anterior, se sugiere que la incorporacién de nuevos individuos a la poblacién es
escasa y podria depender de factores como la temperatura y la precipitacion, la reproduccion y
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las interacciones con otros organismos (Alvarez ef al, 2004). Las primeras etapas del ciclo de
vida son las mas importantes para mantener poblaciones viables en el campo, por lo que F.
flavovirens presenta un caracter ecolégico que la hace vulnerable a factores de disturbio como en
el caso de S. disciformis y T. pseudomacrochele (Valiente-Banuet & Godinez-Alvarez, 2002; Alvarez
et al., 2004).

Aunque no se encontraron diferencias significativas en la densidad poblacional en ninguna de
las localidades visitadas mas de la mitad de los ejemplares se encontraron bajo el dosel de la
vegetacion circundante (cuadro 13), debido a que proporciona condiciones microambientales
que incrementan la probabilidad de supervivencia para las semillas y las plantulas porque el
dosel de las plantas disminuye la radiacion solar, incrementa la humedad disponible en el suelo
y reduce el riesgo de depredacion pero también incrementa la competencia inter e
intraespecifica (Valiente-Banuet & Godinez-Alvarez, 2002; Alvarez ef al., 2004; Rojas-Aréchiga
& Vazquez-Yanes, 2000). F. flavovirens germina adecuadamente a 15-20 °C, siendo 15°C la
temperatura minima 15°C y la maxima 40°C, la presencia de la vegetaciéon adquiere
importancia en la germinacién porque la temperatura de superficies desprovistas de vegetacion
puede ser de hasta 65°C, mientras que bajo la sombra de la vegetacion la temperatura es 10-
20°C menor (Rojas-Aréchiga ez al, 1998, Valiente-Banuet & Godinez-Alvarez, 2002)

Se encontré que el porcentaje de germinacion es alto bajo condiciones de laboratorio (cuadro
5) y la Tso se alcanza entre los 10-15 dias (figura 12B). El tiempo de germinacién es una
caracteristica importante de la historia de la vida vegetal que determina la capacidad de
germinaciéon en condiciones secas y el tiempo de reclutamiento (Barrios ef al, 2020), para el
caso de las cactaceas carentes de latencia, es usual encontrar que las semillas estan listas para
germinar inmediatamente después de eliminar la limitacién ambiental (Rojas-Aréchiga &
Vazquez-Yanes, 2000). En otras especies del género como F. haematacanthus, el 50% de
germinacién se alcanza a los 16 dias, mientras que las semillas sin escarificar de F. histrix
requieren 13 dfas para alcanzar los mismos valores de germinacion (Vazquez, 2013; Loustalot e
al., 2014).

Por otra parte, su forma de crecimiento globosa a eliptica y ramificacion basitona permiten la
propagacion vegetativa, es decir, la presencia de nuevas plantas a partir del enraizamiento de
fragmentos de plantas o ramas separadas de una planta madre; sin embargo, este tipo de
reproduccion asexual tiene una baja dispersion (Britton & Rose, 1963; Vazquez-Sanchez ef al,
2012; Valiente-Banuet & Godinez-Alvarez, 2002).

La produccion exitosa de semillas, su dispersion y germinacion, asi como el establecimiento de
plantulas y su supervivencia son esenciales para el mantenimiento de las poblaciones de cactus
bajo condiciones naturales (Valiente-Banuet & Godinez-Alvarez, 2002), por lo que acorde a los
caracteres ecologicos y fisiologicos de F. flavovirens se categorizd como altamente vulnerable (3
puntos) en el Criterio C. 1 ulnerabilidad bioldgica intrinseca del taxdin.

Por otro lado, el IDr mostré que el grado de disturbio en la localidad de San Juan Raya,
Antonio Texcala y Zapotitlan Salinas fue moderado (cuadro 14), coincidiendo con los valores
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encontrados por Martorell y Peters (2005) y Valverde y colaboradores (2009). No obstante, los
bajos niveles de disturbio pueden afectar la biodiversidad ya que a largo plazo se convierten en
perturbaciones cronicas (Ortega-Baes e al., 2009).

El pastoreo de ganado se ha desplazado hacia zonas mas aridas debido a la expansion agricola,
esta es una de las actividades productivas mds importantes en las regiones aridas de América
(Ortega-Baes ef al, 2009). Entre los agentes de mayor disturbio presentes en la mayoria de los
sitios visitados esta la actividad ganadera, se identific6 que en las areas donde no habia
presencia de ganado de mayor tamafio estas eran empleadas como areas de pastoreo para
cabras revelando que en todas las areas visitadas hay introducciéon de especies exoticas al
habitat; coincidiendo con lo reportado para otras localidades del VI'C e indicando procesos de
desertificacion, en los que se distinguen 4 fases: agricultura, ganaderfa, cria de cabras y ovejas y
erosion (Martorell & Peters, 2009).

Si bien algunas especies pueden ser amenazadas por la pérdida de habitat, otras especies
pueden resultar beneficias por el disturbio hasta un cierto umbral (especies ruderales)(Ortega-
Baes e al, 2009, Martorell & Petters, 2005); para el caso de F. flavovirens, a pesar de que el
modelo lineal generalizado con distribuciéon de Poisson mostré que hay una relacién entre el
disturbio y la densidad poblacional (figura 21), y se observé que en las localidades con
disturbio hay individuos jovenes, no es posible determinar si esta resulta beneficiada o afectada
debido a que no se encontraron diferencias significativas en la densidad poblacional, por lo que
se recomienda extender el muestreo en mas localidades del VTC, asi como establecer la
relacion entre el grado de disturbio con respecto a la estructura de la poblacional. Igualmente,
M. huizilopochtli mostréd una respuesta similar frente al disturbio; ya que su densidad poblacional
fue relativamente afectada por las perturbaciones de su habitat (Martorell & Petters, 2009).

A causa de la introduccién de especies exoticas, asi como de las actividades antropogénicas
observadas en las zonas visitadas y los valores de IDr obtenidos se determiné que la gradacion
adecuada para el Criterio D. Impacto de la actividad humana sobre el taxon es de impacto medio (3
puntos).

Considerando los datos obtenidos, la amplitud de la distribucion del taxon en Meéxico fue
determinada como muy restringida (4 puntos) , mientras que el estado del hibitat con respecto al
desarrollo natural del taxon fue intermedio o limitante (3 puntos), asi mismo se consideré que la
vulnerabilidad bioldgica intrinseca del taxon como vulnerable (3 puntos) y el wmpacto de la actividad
humana sobre el taxdin se encuentra en un grado medio (3 puntos), dando asi una puntuacién
total de 13 puntos, y, conforme a lo indicado en el MER, se determiné que Ferocactus flavovirens

debe ser categorizada como especie en peligro de extincion dentro de la NOM-059-
SEMARNAT-2010.

El MER incorpora informacién de distintas fuentes y aunque su confiabilidad depende de la
calidad de los datos obtenidos y la objetividad con la que sea la asignacion de las puntuaciones
considerando los resultados obtenidos, el método facilita la toma de decisiones y la
formulacién de hipdtesis a probar en futuros estudio (Valverde e a/, 2009; Hernandez-Nicolas
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et al., 2015). Si bien, las puntuaciones fueron determinadas de la manera mas cuidadosa en la
medida de lo posible, éstas pueden ser modificadas en el futuro mediante las aportaciones de
mas estudios para la especie.

La informacién reportada en este trabajo contribuye a la conservacion i situ 'y ex situ de F.
flavovirens; ya que al determinar el comportamiento de tipo ortodoxo de las semillas y, que estas
son potencialmente longevas, es posible emplear el almacenamiento de las semillas para
preservar por varios afos el acervo genético de la especie; asimismo, la evaluacion del método
QUANTH+ nos permite concluir que es una técnica Optima para determinar la viabilidad de las
semillas sin tener que germinar o emplear otro tipo de técnicas que implican la perdida de las

semillas.

Ademas, establecer el estado de conservacion de F. flavovirens para su registro en la NOMO059-
SEMARNAT-2010 permite que la especie pueda ser contemplada dentro de las acciones de
proteccion, conservacion y aprovechamiento sustentable dentro de la LGVS bajo la vigilancia
de las autoridades mexicanas.



Conclusiones

e El comportamiento de almacenamiento de las semillas de F. flavovirens es de tipo
ortodoxo.

e [as estimaciones del tiempo en que disminuye una unidad probit (6) obtenidas indican
que las semillas de F. flavovirens estan preparadas genética y quimicamente para periodos
de almacenamiento largo por lo que son potencialmente longevas y son aptas para ser
almacenadas en un banco de semillas

e La viabilidad y la velocidad de germinacion de las semillas de F. flavovirens son afectadas
de manera negativa conforme se incrementa la humedad relativa, el envejecimiento
acelerado y la edad de las semillas. Las variaciones en la longevidad de las semillas de F.
flavovirens observadas a través de los valores de Ki, o, P5o podrian ser a causa de la edad
de las semillas.

e [a concentracidon de acidos grasos de las semillas de F. flavovirens tienden a disminuir
conforme se incrementa el envejecimiento acelerado y el envejecimiento natural.

e Fl modelo quimiométrico generado en QUANT+ a partir de la concentraciéon de
acidos grasos, el porcentaje de germinacién y los espectros infrarrojo es un método no
invasivo, adecuado y confiable para la determinacién de la viabilidad de las semillas de
F. flavovirens.

e La extensién continental de F. flavovirens es menor al 1% del territorio nacional por lo
que su distribucién es muy restringida.

e Las condiciones del habitat de F. flavovirens indican que este puede ser limitante para su
desarrollo natural en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan.

e Jas caracteristicas de la germinacidn, fenologia, estructura y densidad poblacional,
entre otras, indican que la vulnerabilidad biolégica intrinseca de F. flavovirens es alta.

e Il agente de disturbio mayoritariamente presente en el habitat de F. flavovirens fue la
actividad ganadera, as{ mismo no se encontré evidencia de que las perturbaciones
afecten de manera negativa su densidad poblacional.

e Ll estado de conservacion de F. flavovirens indica que es una especie en peligro de

extincion de acuerdo con los criterios del MER, por lo que se recomienda incorporarla
a la NOM.059-SEMARNAT-2010 lo antes posible.
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Apéndices

I. Curvas de germinacion del gradiente de Humedad Relativa.

En las graficas se observa las curvas de germinacion de F. flavovirens generadas conforme se
incrementaba el periodo de almacenamiento. Los tratamientos se encuentran agrupados por
los valores de humedad relativa.
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Figura 22. Curvas de las medias (+ desviacién estandar) de la germinacién bajo envejecimiento
acelerado a 30% HR/ 45°C
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Figura 25. Curvas de las medias (+ desviacién estandar) de la germinacién bajo envejecimiento
acelerado a 60% HR/ 45°C.

II. Analisis de Varianza de la germinacién y la T'so del gradiente de Humedad Relativa a 45°C.

Las tablas ANOVA de un factor corresponden al porcentaje de germinacion transformado a
arcoseno y ajustados a una curva exponencial sigmoide (Y=a/ {l1+b exp[-cx]});
posteriormente se adecud a un modelo Gausiano (Y=a+b exp (-0.5 [{x-c} /d]?)) para obtener
la Ts0y los valores obtenidos fueron comparados con ANOVA de un factor (P < 0.05).

Ho: Xi;=X,=X; Ha: XﬁﬁXﬁéXs



Cuadro 15. Tabla ANOVA de la germinacién del tratamiento 30% HR/ 45°C.

ANOVA Suma de Grados de Promedio de los F Probabilidad
cuadrados libertad cuadrados

Tratamiento 152.8 9 16.98 F = 0.3676 P=0.9416

Dentro del 1386 30 46.2

grupo

Total 1539 39

Cuadro 16. Tabla ANOVA de la germinacién del tratamiento a 40% HR/ 45°C.

ANOVA Suma de Grados de Promedio delos F Probabilidad
cuadrados libertad cuadrados

Tratamiento 2324 9 258.3 F =5.009 P=0.0004

Dentro del 1547 30 51.55

grupo

Total 3871 39

Cuadro 17. Tabla ANOVA la germinacién del tratamiento 50% HR/ 45°C.

ANOVA Suma de Grados de Promedio de F Probabilidad
cuadrados libertad los cuadrados

Tratamiento 11316 11 1029 F =20.84 P<0.0001

Dentro del 1777 36 49.36

grupo

Total 13093 47

Cuadro 18. Tabla ANOVA la germinacién del tratamiento 60% HR/ 45°C.

ANOVA Suma de Grados de Promedio de los F Probabilidad
cuadrados  libertad cuadrados

Tratamiento 18725 10 1873 F =79.67 P<0.0001

Dentro del 775.6 33 23.5

grupo

Total 19501 43

Para la Ts se realiz6 el Test Kruskal-Wallis de un factor debido a que la prueba de Normalidad
(Shapiro-Wilk) indic6é que los datos no obedecen una distribucién normal (P < 0.050). Para la
prueba de Kruskal-Wallis se tomé la siguiente regla de decision:

Ho: H< Hc Ha: H> Hc

Cuadro 19. Test Kruskal-Wallis de un factor. Analisis de la varianza de la T'so del tratamiento
30% HR/ 45°C.

Prueba Kruskal-Wallis

P valor 0.0004
Numero de grupos 10
Estadistico Kruskal-Wallis 30.39

[90]



Cuadro 20. Test Kruskal-Wallis de un factor. Analisis de la varianza de la T'so del tratamiento
40% HR/ 45°C.

Prueba Kruskal-Wallis

P valor 0.0014
Numero de grupos 10
Estadistico Kruskal-Wallis 26.95

Cuadro 21. Test Kruskal-Wallis de un factor. Analisis de la varianza de la T'so del tratamiento
50% HR/ 45°C.

Prueba Kruskal-Wallis

P valor 0.0004
Numero de grupos 11
Estadistico Kruskal-Wallis 31.80

Cuadro 22. Test Kruskal-Wallis de un factor. Analisis de la varianza de la T'sy del tratamiento

60% HR/ 45°C.
Prueba Kruskal-Wallis
P valor 0.0012
Numero de grupos 8
Estadistico Kruskal-Wallis 23.86

III. Curvas de germinacién de los lotes colectados en 2010 y en 2018 a 60% HR /45 °C.

Las figuras muestran las curvas de germinacién generadas conforme se incrementaba el
periodo de almacenamiento de las semillas de F. flavovirens de dos lotes con diferente grado de
envejecimiento natural.
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Figura 26. Curva de las medias (£ desviacion estandar) de la germinacion del lote colectado en
2018 a 60% de Humedad Relativa/45 °C.
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Figura 27. Curva de las medias (£ desviacion estandar) de la germinacion del lote colectado en
2010 a 60% de Humedad Relativa/45 °C.

IV. Analisis de Varianza de la germinacion y la T'so de los lotes colectados en 2010 y 2018 a
60% de Humedad Relativa/45 °C.

Las tablas ANOVA de uno y dos factores corresponden al porcentaje de germinacion
transformado a arcoseno y ajustados a una curva exponencial sigmoide (Y=a/{1+b exp[-cx]});
posteriormente se adecud a un modelo Gausiano (Y=a+b exp (-0.5 [{x-c} /d]?)) para obtener
la Ts0y los valores obtenidos fueron comparados con ANOVA de un factor (P < 0.05).

Ho: X;=X0=X;...... Ha: XﬁéXz?ﬁXs

Cuadro 23. Tabla ANOVA de Dos Factores de la germinacion de dos lotes de F. flavovirens.

ANOVA Suma de Grados de  Promedio de F Probabilidad
cuadrados libertad los cuadrados

Interaccion 4643 7 663.3 F=17.06 P<0.0001

Periodo de 11519 7 1646 F=4232 P<0.0001

envejecimiento acelerado

Ao de colecta 2637 1 2637 F =67.81 P<0.0001

Residual 1867 48 38.89

Cuadro 24. Tabla ANOVA de la Ts del lote colectado en 2018.

ANOVA Suma de Grados de  Promedio de F Probabilidad
cuadrados libertad los cuadrados

Tratamiento 578.4 7 82.64 F=1271 P<0.0001

Dentro del grupo 143 22 6.502

Total 721.5 29
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Cuadro 25. Tabla ANOVA de la T, del lote colectado en 2010.

ANOVA Suma de Grados de Promedio de F Probabilidad
cuadrados libertad los cuadrados

Tratamiento 97.75 5 19.55 F=12.03 P<0.0001

Dentro del grupo 26.01 16 1.626

Total 123.8 21

V. Comparacion de la pendiente de las rectas obtenidas en el analisis PROBIT
Para la comparacion de las pendientes de las rectas obtenidad a partir del analisis probit se
realiz6 la prueba de F de Fisher y la prueba t de student bajo la siguiente regla de decision:

Ho: Fc < Ft Ha: Fc > Ft
Ho:tc<tt Ha:tc>tt

Cuadro 26. Comparacion de la pendiente de la recta del analisis PROBIT 60% HR vs 50% HR,

40% HR y 30% HR.
Comparacion pendiente 50%* 40%0* 30%*
60% vs
Prueba F
F calculado 19.6193 36.1679 106.1061
Ft 95% F((),m): 3.02 F 9,8)— 339 F 9,8)— 3.39
Prueba t
t calculado 4.7645 5.5584 6.4114
tl 2.262 2.262 2.262
t2 2.228 2.306 2.306
t' calculado 2.26035 2.26318 2.2624

*Varianzas no homogéneas entre los tratamientos.

Cuadro 27. Comparacion de la pendiente de la recta del analisis PROBIT 50% HR vs 40% HR
y 30% HR.

Comparacion pendiente 50% vs 40% 30%*
Prueba F
F calculado 1.8435 5.4082
Ft (108 95% 3.35 3.35
Pruebat
t calculado 2.6762 6.3364
t tablas 20y 95% 2.086
tl 2.228
2 2.306
t' calculado 2.9360

*Varianzas no homogéneas entre los tratamientos.



Cuadro 28. Comparacion de la pendiente de la recta del analisis PROBIT 40% HR vs 30% HR.

Comparacion pendiente 40% vs 30%
Prueba F
F calculado 2.9337
F t8,8) 95% 3.44
Prueba t
t calculado -4.1903
t t(18)950/0 2.101

Cuadro 29. Comparacion de la pendiente de la recta del analisis PROBIT 2010 vs 2018

Comparacioén pendiente 2010 vs 2018

Prueba F
F calculado 1.2231
F t(6,6) 95% 4.28
Prueba t
t calculado 6.1049
t tas 95% 2.145

VI. Concentracién de acidos grasos en semillas de F. flavovirens a 60% HR/45°C.

Los calculos para determinar la concentraciéon de acidos grasos tomando como el area de cada
acido graso con respecto al area del estandar interno de acido heptadecanoico encontrado en
casa cromatograma.

Cuadro 30. Concentracién de acidos grasos (mg/g) del lote colectado en el 2018.

Dias 0 5 10 15 20 40 60 80
17.48 48.52  41.10 47.72 3233 2992 7289 17.48
22.05 100.67 2798 5432 1577 2632 67.02 17.97
18.14 57.15 33,77 5871 2275 2440 37.54 15.80
43.41 13411 119.78 143.19 84.17 106.35 237.80 43.41
37.56 22389 8223 137.33 3094 6832 219.68 30.30
38.15 178.08 111.64 172.16 57.77 69.34 65.69 2595
10.38 45.08 4239 5328 2520 26.87 79.54 10.38
730  79.45 26.66 56.06 888 19.64 6297 1247
1145 50.16 35.62 6032 1643 1722 26.62 7.34
10.16 37.24 1981 17.84 2451 1599 3041 10.16
11.02 5449 16.03 19.02 17.15 9.41 26.39  26.50
987 4993 1516 3095 22.66 16.56 20.87 18.00

A. palmitico

A. Linoleico

A. Oleico

A. Estearico

DN P, W=, WD P, W -
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Cuadro 31. Concentracién de acidos grasos (mg/g) del lote colectado en el 2010.

Dias 0 5 10 15 20 40 60 80
18.27 4994 1939 31.68 4928 51.72 28.05 11.77
41.63 40.82 2499 2995 2896 21.31 2636 21.33
37.48 40.78 51.66 47.15 4529 40.26 38.60 11.34
38.85 131.43 50.50 99.49 143.38 161.93 82.04 26.89
111.60 9540 80.38 90.21 90.83 46.32 72.02 54.03
108.92 9255 142.83 149.45 142.66 130.03 126.58 29.50
10.76  39.03 16.08 25.61 43.07 47.63 2210 7.83
3893 2996 2043 2248 26.10 1393 17.65 15.07
27.22 24.66 5231 39.02 4145 3694 3559 795
1146 35.86 1547 13.64 2442 2934 10.00 17.66
21,53 3359 1633 1294 1890 16.65 10.73  24.20
20.85 30.88 2245 19.68 2279 21.80 12.80 13.86

A. palmitico

A. Linoleico

A. Oleico

A. Estearico

DN, WP, WP, W -

VII. Analisis Varianza de Dos Factores de la concentracion de los lotes colectados en 2010 y
2018 a 60% HR/45 °C.

Las tablas ANOVA dos factores corresponden a la concentracion de cada uno de los acidos
grasos presentes en las semillas de los lotes colectados en 2010 y 2018. (P < 0.05).

Ho: X;=X0=X;...... Ha: XﬁéXz?’EX%

Cuadro 32. Tabla ANOVA de Dos Factores de la concentracion de acido palmitico.

ANOVA Suma de Grados de Promedio de los F Probabilidad
cuadrados libertad cuadrados

Interaccion 3282 7 468.8 3.266 P=0.0099

Periodo de 6684 7 954.8 6.653 P<0.0001

envejecimiento acelerado

Aiio de colecta 207.6 1 207.6 1.446 P=0.2379

Residual 4593 32 143.5

Cuadro 33. Tabla ANOVA de Dos Factores de la concentracion de acido linoleico.

ANOVA Suma de Grados de Promedio de los F Probabilidad
cuadrados libertad cuadrados

Interaccion 31203 7 4458 2.982 P=0.0159

Periodo de 57916 7 8274 5.535 P=0.0003

envejecimiento acelerado

Ao de colecta 556.4 1 556.4 0.3722 P=0.5461

Residual 47832 32 1495
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Cuadro 34. Tabla ANOVA de Dos Factores de la concentracion de acido oleico.

ANOVA Suma de Grados de Promedio de F Probabilidad
cuadrados libertad los cuadrados

Interaccion 4571 7 653 4.238 P=0.0021

Periodo de 6385 7 912.1 5.920 P=0.0002

envejecimiento acelerado

Aiio de colecta 351.5 1 351.5 2.282 P=0.1407

Residual 4930 32 154.1

Cuadro 35. Tabla ANOVA de Dos Factores de la concentracién de acido estearico.

ANOVA Suma de Grados de Promedio de los F Probabilidad
cuadrados libertad cuadrados

Interaccion 830 7 118.6 4.707 P=0.0010

Periodo de 2743 7 391.9 15.56 P<0.0001

envejecimiento acelerado

Aiio de colecta 57.06 1 57.06 2.265 P=0.1422

Residual 806.2 32 25.19

VIII. Analisis de contribuciones variables al Modelo de Nicho Ecolégico y prueba Jackknife

La siguiente tabla proporciona estimaciones de las contribuciones de las variables del entorno
al modelo Maxent. Para determinar la primera estimacion, en cada iteraciéon del algoritmo de
entrenamiento, el aumento de la ganancia regularizada se agrega a la contribucién de la variable
correspondiente, o se resta de ella si el cambio al valor absoluto de lambda es negativo. Para la
segunda estimacion, para cada variable ambiental, los valores de esa variable sobre la presencia
de entrenamiento y los datos de fondo se permutan aleatoriamente. El modelo se vuelve a
evaluar en los datos permutados y la caida resultante en el AUC de entrenamiento normalizada
a porcentajes se muestra en la tabla. Al igual que con la variable jackknife, las contribuciones
variables deben interpretarse con precaucion cuando las variables predictoras estan
correlacionadas. Los valores mostrados son promedios sobre ejecuciones de réplica.

Cuadro 36. Contribuciones de las variables del entorno al modelo Maxent

Variable Porcentaje de contribuciéon Importancia de la permutacion

bio4_a 17.6 71.9
bio6_a 16.6 4.2
alt_a 15.9 0.2
biol9 a 13.7 0
biol6_a 10 194
suelo_a 8.3 0
biol5_a 7.6 3.3
bio3 a 7.2 0.6
bio5_a 1 0.2
biold_a 0.9 0.1
biol3_a 0.6 0
biol8 a 0.3 0.1
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bio2_a 0.2
biol7_a 0.1
biol2_a 0

bio7_a
bio9_a
bio8_a
bioll_a
biol0_a
biol_a

SO OO OO

cCoo0co0o0Oo O~ O

Para el estadistico Jackknife, en cada oportunidad se excluye una variable y se crea un modelo

con las remanentes. Entonces se crea un modelo usando cada variable de manera aislada.

Adicionalmente, se crea un modelo usando todas las wvariables, tal y como se hizo

anteriormente.

Jackknife of regularized training gain for Ferocactus_flavovirens

alt_a
hio10_a
bhio11_a
hio12_a
hio13_a
hio14_a
hio15_a
hio16_a

Environme

hio9_a
suelo_a

0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35 4.0
regularized training gain

Figura 28. Grafica de la prueba Jackknife de importancia variable.
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IX. Densidad poblacional y estructura de tamafio de F. flavovirens

Las diferencias en los valores medios entre los grupos de tratamiento no son lo
suficientemente grandes como para excluir la posibilidad de que la diferencia se deba a la
variabilidad del muestreo aleatorio; no hay una diferencia estadisticamente significativa (P =
0,408), asimismo la prueba de Normalidad (Shapiro-Wilk) indicé que los datos no obedecen
una distribucién normal (P < 0.050).

Cuadro 37. Test Kruskal-Wallis de un factor. Analisis de la varianza en rangos de la densidad

poblacional.
Localidad N Missing Media 25% 75%
Los Reyes Mezontla 2 0 0.028 0.016 0.04
San Juan Raya 3 0 0.012  0.008 0.028
San Antonio Texcala 3 0 0.008 0.008 0.02
Zapotitlan Salinas 3 0 0.012 0.012 0.024

H = 2.893 con 3 grados de libertad. (P = 0.408)

Cuadro 38. Tabla ANOVA de un factor de la densidad poblacional.

ANOVA Suma de Grados de Promedio de F Probabilidad
cuadrados libertad los cuadrados

Localidad 10.1398 3 3.37995 0.02 0.9969

Dentro del grupo 3970.6 20 198.53

Total 3980.74 23

Cuadro 39. Tabla ANOVA de un factor de la estructura de la poblacion de F. flavovirens.

ANOVA Suma de Grados de Promedio de F Probabilidad
cuadrados libertad los cuadrados

Edad 1834.61 5 366.923 3.08 0.0352

Dentro del grupo 2146.12 18 119.229

Total 3980.74 23

X. Analisis de Componentes Principales y Modelo Lineal Generalizado con distribucion de
Poisson

El Analisis de Componentes Principales se construyeron matrices con los indicadores de
disturbio, los valores fueron estandarizados restando el promedio y dividiéndolos sobre su
desviacion estandar.

Cuadro 40. Componentes Principales de los indicadores de disturbio.

Localidad Los Reyes Mezontla San Juan Raya San Antonio Texcala Zapotitlan Salinas
Componente Componente Componente Componente

Indicador

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
CABR 0.3590 -0.1930  0.1394 -0.3163 -0.3694 -0.1353 -0.3163 -0.3694 -0.1353 0.3110 -0.2127 -0.3726
GANO 0.0463  -0.6347  0.2623  0.1000 -0.5266 -0.2930  0.1000 -0.5266 -0.2930 - -0.0960 -0.1132

0.3535

RAMO 0.1369  0.6111 -0.0004  0.2992 03037 03233 0.2992 0.3037 0.3233 0.1302  0.6668  0.5167
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Figura 29. Sedimentacién de los indicadores de disturbio en Los Reyes Mezontla

Segundo componente

Figura 30. Puntuaciones e influencias de los indicadores de disturbio en Los Reyes Mezontla
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Grifica de sedimentacion de los indicadores de disturbio

w
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Figura 31. Sedimentacion de los indicadores de disturbio en San Antonio Texcala

Grifica de doble proyeccion de los indicadores de disturbio
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Figura 32. Puntuaciones e influencias de los indicadores de disturbio en San Antonio Texcala
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Grifica de sedimentacion de los indicadores de disturbio
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Figura 33. Sedimentacién de los indicadores de disturbio en Zapotitlan Salinas
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Figura 34. Puntuaciones e influencias de los indicadores de disturbio en Zapotitlan Salinas
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Figura 35. Sedimentacién de los indicadores de disturbio en San Juan Raya
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Figura 36. Puntuaciones e influencias de los indicadores de disturbio en San Juan Raya
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Para la realizacion del modelo lineal generalizado con distribucién de Poisson de
transformaron los valores de la densidad poblacional de todas las localidades.

Cuadro 41. Modelo de regresion estimado (Maxima probabilidad) y bondad de ajuste.

Parametro Estimacion  Error Tasa de relacion  Chi- Grados de  P- Valor
estandar  estimada Cuadrada libertad
Constante 2.6153 0.0989
Disturbio 0.0070 0.0019 13.9145 1 0.0002
9 1.007

Cuadro 38. Analisis de Desviacion

Analisis de Desviacion Grados de libertad  P-Valor
Desviacion

Modelo 13.9145 1 0.0002
Residual 40.331 9 0.0000
Total (corr.) 54.2454 10

Porcentaje de desviacion explicada por el modelo = 25.651
Porcentaje ajustado = 18.2771
La ecuacién del modelo ajustado es = exp(2.61534 + 0.00696925*%Disturbio)
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