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RESUMEN

La descripcion de Digitostigma caput-medusae en 2002, y su probable extincion 11 afos
después, plantea las siguientes preguntas de cara a la elaboracion de una estrategia integral
para su conservacion ¢Como se encuentra la variabilidad genética dentro de los pocos
individuos que se encuentran en las colecciones de la UMA “Proyecto Digitostigma™ y en
Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la UNAM? ¢{Como se le puede regenerar in vitro
y por medio de injerto? Y finalmente, ¢Qué aspectos morfologicos a nivel de plantulas y qué
aspectos anatomicos a nivel de meristemo apical de tallo tienen en comun las especies del
género Astrophytum 'y Digitostigma caput-medusae? Estas tres preguntas fundamentales se
abordaron en este trabajo. Se utilizaron seis loci disefiados para Astrophytum asterias, se
detectaron 14 alelos totales en 17 individuos de Digitostigma caput-medusae. Siete de los 15
ejemplares de la UMA resultaron heterocigos, 8 fueron clones de varias plantas originales y
cruzas de ellas y solo uno de los ejemplares restantes fue heterocigo para ambos loci. La
regeneracion de brotes in vitro por organogénesis directa a partir de la region del epicotilo se
obtuvo en la concentracion de Img/L de BA en ausencia de auxinas, mientras que en las
concentraciones de 0.1 mg/L (ANA)/0.0 mg/L(BA); 0.1 mg/L (ANA)/1.0 mg/L (BA); 0.0
mg/L (ANA)/2.0 mg/L (BA); 0.1 mg/L (ANA)/2.0 mg/L (BA) se produjo solo abundante
callo verde, friable, hiperhidratado y no regenerante. También se reporta organogénesis
indirecta de raices en el caso de la concentracion 0.1 mg/L (ANA)/2.0 mg/L (BA). Ningan
tipo de respuesta surgio en el caso del tratamiento control en completa ausencia de
hormonas. Las plantulas de D. caput-medusae con sus grandes cotiledones e hipocotilo
delgado y cilindrico, fueron mas afines a las plantulas de taxones de las subfamilias
Pereskioideae y Opuntioideae. Por otro lado, los cotiledones reducidos de las plantulas del
género Astrophytum fueron un caracter derivado comparado con los cotiledones de plantulas
de las subfamilias antes mencionadas. Segtin la secuencia del desarrollo de las plantulas se
distinguio que A. asterias, A. capricorne y D. caput-medusac tuvieron hipocotilos y raices
contractiles lo que permitio el desarrollo de tallos parcial o totalmente hipogeos en plantas
de mas de un ano de edad. En ambos géneros las plantulas tuvieron hipocotilos epigeos
durante los primeros 90 dias de edad. Las plantulas mas pequenas de ambos géneros fueron
las de A. asterias, seguidas de D. caput-medusae, A. capricorne, A. myriostigma y finalmente la mas
grande correspondio a la especie A. ornatum. Sin embargo, en cuanto a diametro de
meristemo apical del tallo se refiere, D. caput-medusae tuvo los valores mas bajos, seguida de
A. asterias, A. capricorne, A. ornatum y los valores mas altos los mostro A. myriostigma. Todas las
especies del género Astrophytum y D. caput-medusae presentaron un meristemos apical del
tallo con una sola capa de células de la tanica, un corpus bien estructurado y no se
determino la presencia de células madre en los cortes pero sin descartar su papel en el
desarrollo del corpus.
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ABSTRACT

Description of Digitostigma caput-medusae in 2002, and its probable extinction 11 years later,
brings the following questions to face a comprehensive conservation strategy: What level of
genetic variability remains within the few individuals that are in the collections from the
UMA "Project Digitostigma" and from the Jardin Botanico del Instituto de Biologia of the
UNAM? How can be regenerated in vitro and by graft? And finally, What aspects at the level
of seedling morphological and anatomical aspects at the level of apical meristem of stem are in
common species between Astrophytum and Digitostigma caput-medusae? These three
fundamental questions were addressed in this study. Using six loci designed prevoiously in
Astrophytum asterias, were found 14 loci within 17 individuals of Digitostigma caput-
medusae. Seven of the 15 copies from the UMA were polymorphic, 8 were clones of several
original plants and crosses of them and only one individual was polymorphic for both loci. /n
vitro shoot regeneration by direct organogenesis from epicotyl region was obtained at the
concentration of 1 mg/L of BA and no concentration of auxins, while concentrations of 0.1
mg/L (ANA) / 0.0 mg/L (BA); 0.1 mg/L (ANA) /1.0 mg/L (BA); 0.0 mg/L (ANA) / 2.0 mg/L
(BA); 0.1 mg/L (ANA) / 2.0 mg/L (BA) produced only abundant green, hyperhydrated, friable
and no regenerating callus. Also reported indirect organogenesis of roots in the concentration
0.1 mg/L (ANA) / 2.0 mg/L (BA). No response in the case of the control treatment with
complete absence of plant growth regulators. Size of the cotyledons of seedlings of the genus
Astrophytum indicated that they was a derived caracter compared with Pereskioideae and
Opuntioideae cotyledons. Seedlings of D. caput - medusae with its large cotyledons and slim
and cylindric hypocotyl, were more like seedlings of Pereskioideae and Opuntioideae. In both
genera hypocotyl were epigeus from 5 to 90 days old seedlings. Seedlings of species A.
asterias, A. capricorne and D. caput-medusae had contractible hypocotyl and roots and
developed a hipogeus shoot and roots for 1 year old seedlings. The smaller seedlings of both
genera were those of A. asterias, followed by D. caput - medusae, A. capricorne, A.
myriostigma and finally, the largest corresponded to A. ormatum. However, in terms of
diameter of shoot apical meristem (SAM) was concerned, D. caput - medusae had the lowest
values, followed by A. asterias, A. capricorne, A. ornatum and the highest values showed by A.
myriostigma. All species of the genus Astrophytum and D. caput-medusae presented a SAM
with a single layer of cells of the tunica layer, a well-structured corpus and central mother
cells were not clearly identified.
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INTRODUCCION

Un estudio integral para la conservacion de un elemento de la vida silvestre incluye la
convergencia de conceptos, puntos de vista y métodos provenientes de diversas disciplinas,
ramas o ciencias. La integracion de esos saberes diversos en un enfoque complgo no
implica unaideatotalizadora del objeto de estudio sino la comprension del mismo objeto de
estudio y lainserto en un mundo cambiante y susceptible de ser cambiado (Leff, 2007).

Por otro lado, € concepto de conservacion ha sido incluido dentro de la legislacion
ambiental mexicana en la Norma Oficia Mexicana 059, donde se define como: “la
proteccion, cuidado, mangjo y mantenimiento de |0s ecosistemas, |os habitats, |as especies
y las poblaciones de la vida silvestre, dentro o fuera de sus entornos naturales, de manera
que se savaguarden las condiciones naturales para su permanencia a largo plazo”
(SEMARNAT, 2010).

A lafecha, la conservacion de las cactaceas mexicanas amenazadas no ha sido muy
exitosa, en parte por la falta de datos sobre su biologia y también por la complegjidad que
representa el mango y proteccion de las poblaciones silvestres.

El género Astrophytum se encuentra incluido en la NOM-059-SEMARNAT-2010.
Dichas especies reconocidas y sus categorias de riesgo son: Astrophytum asterias (en
peligro de extincion, P), A. capricorne (amenazada, A), A. myriostigma (amenazada, A) y
A.ornatum (amenazada, A). Por otro lado, Digitostigma caput-medusae (en peligro de
extincion, P) presenta un estado critico en la Unica poblacion existente, hay pocos
individuos en las colecciones bioldgicas y ademas se conoce poco sobre su biologia.

En este trabgo se presentan avances sobre la biologia de las especies de
Astrophytum y sobre todo sobre Digitostigma caput-medusae, que podrian ser Utiles para

contribuir ala conservacion de las mismas al mediano y largo plazo.



ANTECEDENTES

Conservacion

Las estrategias de conservacion se pueden agrupar en dos lineas generales, es decir,
insituy ex situ. La primeralinea se remite alas actividades realizadas en el mismo lugar de
distribucion del taxon, tales como e manegjo de su habitat, el manegjo de sus poblaciones, la
restauracion, la reforestacion, la reintroduccion, la traslocacion, € manego de especies
invasoras y las plantaciones forestales, por mencionar algunas (Guerrant et al., 2004). La
segunda linea engloba a las estrategias propias de los jardines botanicos y los jardines
zoologicos, que albergan especies fuera de su hébitat natural (Maunder et al., 2004).
Muchas técnicas y estrategias de manejo fuera del habitat pueden ser |levadas a cabo dentro
de los ambitos locales de los taxones, sin embargo, la mayor limitante para su
implementacion son la falta de recursos humanos, presupuesto e infraestructura. En caso de
carencia de personal, recursos monetarios e infraestructura, la investigacion ex situ es
prioritaria y podria esperarse que en algin momento tales investigaciones debieran ser
exportadas a las éreas de distribucion natural de los taxones. Sin duda, esta perspectiva por
demés optimista, no ha ofrecido abundantes resultados, pues la crisis ambiental y los
problemas sociopoliticos de las zonas mas biodiversas del mundo no ofrecen los escenarios
mas favorabl es paraimplementacion de conservacion in situ (Maunder et al., 2004).

La conservacion ex situ se pone en préactica en mas de 1,800 jardines botanicos a
nivel mundia y que albergan mas de 2.5 millones de accesiones de plantas cultivadas y que
estas representan mas de 80, 000 especies (Maunder et al., 2004). Cabe sefialar que la
mayoria de las colectas estén constituidas por muestras pequefias y poco representativas
desde € punto de vista genético y la documentacion es, por lo general, pobre (Maunder et
al., 2004). Aun con esas deficiencias, los jardines botanicos han sabido afrontar € reto y se
han podido mantener |os programas de investigacion cientifica en la mayoria de ellos, pues
gracias a su trabajo se cuenta con protocol os de propagacion de | as plantas mas amenazadas
y también, gracias a ellos, se cuenta con estudios de morfologia, anatomia, fisiologia,
germinacion, sistematica, taxonomia, genética y ecologia de plantas en general. Con este

escenario, 1os jardines botanicos del mundo asumen €l reto nada facil de poner en practica



las herramientas y procesos mas efectivos para alcanzar las metas previamente adquiridas
con la conservacion mundia y lograr que sus productos estén disponibles para los
propositos de restauracion y conservacion en el momento que sean requeridos (IUCN-
UNEP-WWF, 1980; IUCN-UNEP-WWF, 1991; Maunder et al., 2004).

Marco legal nacional e internacional de la conservacion de plantas

En la Estrategia Nacional sobre la Biodiversidad de México (ENBM) se establece
una vision a cincuenta afos en la que México habra detenido y revertido los procesos de
deterioro ambiental que amenaza su vasta diversidad, esto a través de las siguientes cuatro
lineas estratégicas. @) proteccion y conservacion; b) vaoracion de la biodiversidad; c)
conocimiento y mangjo de la informacion; d) diversificacion del uso. Estas cuatro lineas
reflggan también, unavision global o integral paralaconservacion y el uso sustentable de la
biodiversidad de México en convenio y coordinacion con organizaciones internacionales
como son e Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo y e Fondo Fiduciario
parael Medio Ambiente Mundial (CONABIO, 2000).

Por otro lado, gracias a la firma del Convenio sobre Diversidad Biolégica (CDB)
(ONU, 1992), se contd con un gje rector para laformulacion de la Estrategia Global parala
Conservacion Vegeta (GSPC, por sus siglas en inglés) en 2002. Posteriormente, como
parte de los compromisos de esta Ultima estrategia, surge la Estrategia Mexicana para la
Conservacion Vegetal (EMCV) en 2007, que si bien, es una estrategia local, no deja de
estar coordinada de manera global para alcanzar las metas impuestas con e CDB
(CONABIO-CONANP-SEMARNAT, 2008). Dicha estrategia mexicana tiene una vision,
una mision, cinco objetivos y 22 metas, que funcionan como ees fundamentales
(CONABIO-CONANP-SEMARNAT, 2008). Los cinco objetivos son: 1) Documentar e
integrar la informacion relativa a la diversidad vegetal. 2) Conservar la diversidad vegetal.
3) Utilizar de forma sostenible la diversidad vegetal y propiciar € reparto justo de sus
beneficios. 4) Promover la educacion y concientizacion acerca de la diversidad vegetal. 5)
Crear y fortalecer las capacidades para la conservacion de la diversidad vegeta
(CONABIO-CONANP-SEMARNAT, 2008).



Asi pues, la estrategia contempla tomar como principio € conocimiento cientifico
para asi, disefiar las estrategias de conservacion y usos sustentables de los recursos
vegetales, tomando en cuenta que una de las herramientas mas poderosas son la educacion
y la coordinacién trasversal entre las instituciones gubernamentales, ONG’s y la ciudadania
en genera (SEMARNAT-CONANP, 2007; CONABIO-CONANP-SEMARNAT, 2008;
Bezaury-Cred y Gutiérrez Carbonell, 2009).

Factores que afectan a la permanencia y extincion de las especies

Existen abundantes trabajos que documentan la situacion critica actual de taxones diversos
(Oldfield, 1997; Lande, 1998; Maunder et al., 2004; Gaston, 2005; Pertoldi et al, 2008;
Bezaury-Cred y Gutiérrez Carbonell, 2009).

L os factores que ponen en riesgo de extincion a los taxones vegetales y animales se
pueden agrupar en tres categorias segin Lande (1998), antropogénicos, ecolégicos y
genéticos. Los factores antropogénicos incluyen a su vez, a los proyectos de desarrollo de
tierras (industriales, habitacionales y agropecuarios), la sobreexplotacion de ecosistemas,
descarte econdémico, introduccidn de especies exdticas e invasoras, destruccion de habitats
y contaminacion. Entre | os factores ecol 6gicos contamos con las fluctuaciones y catastrofes
ambientales, la dinamica poblacional, € tamafio pequefio de las poblaciones, € efecto Allee
(en poblaciones de baja densidad, de baja tasa de crecimiento y poco dindmicas) y €l efecto
de borde. Finalmente, se mencionan los factores genéticos con la traslocacion disfuncional,
la hibridizacion, la crianza selectiva, la extraccion de individuos del hébitat, tamafios
poblacionales pequefios, pérdida de variacion genética y la fijacion de nuevas mutaciones.
En laFigural se muestran los factores anteriores y aquellos que aparecen en letras cursivas

son los factores que interacttan en el caso de Digitostigma caput-medusae.



Factores antropogénicos

*Proyectos de desarroflo (industriales,
habitacionales, agropecuarios).

*Sob pl ion de ecosi
*Descarte econémico.

*Introduccién de especies exdticas e
invasoras.

*Destruccion de habitat.
*Contaminacion.

Digitosfigma capul-medusae |

*Traslocacion disfuncional.

*Fluctuaciones y catastrofes “Hibridizacién.

ambientales. *Crianza selectiva.

*Dindmica poblacional. *Extraccion de individuos de héabitat.
*Tamarios poblacionales

*Tamario poblacional reducido. :
*Efecto Allee. reducidos.
*Efecto de borde. *Perdida de variacién genética.

*Fijacion de mutaciones.
Factores ecolégicos Factores genéticos |

Figura 1. Factores que ponen en riesgo de extincion alos taxones vegetales. Adaptado de Lande (1998).

* Factores que amenazan a la especie objeto de este estudio Digitostigma caput-medusae.

En conjunto, todos estos factores afectan a los taxones de forma dindmica en tiempo
y espacio, por lo general, produciendo la afectacion de sus ciclos vitales individuales y
luego a escala poblacional. Las respuestas de los organismos dependeran de sus tamafios y
estructuras poblacionales, su estructura genética poblaciona y e tiempo que dure la presién
(Lande, 1998).

La familia Cactaceae

En el continente americano se encuentra la distribucion original y exclusiva de las que son
por si mismas, las suculentas més populares del mundo, los cactus (familia Cactaceae). Con
sus més de 1500 especies, la familia Cactaceae se distribuye desde las planicies al norte de
Canada hasta las tierras |gjanas de la Patagonia en Argentina, pasando por México donde
alcanza su mayor riqueza y mayor variedad de formas de vida (Bravo-Hollis y Scheinvar,
2002; Aguilar-Moraes et al., 2011).



En los 1, 972, 544 km? que comprenden la vasta extension territorial de México se
concentraentre el 10 al 12% del total de lafloradel mundo (Rzedowski, 1991; CONABIO-
CONANP-SEMARNAT, 2008). Segun € estudio més reciente de la flora mexicana, se
estimé gque en México existen entre 22, 000 y 31, 000 especies, las cuales se encuentran
agrupadas en 2,663 géneros, de los cuales 218 son considerados endémicos (Villasefior,
2004; Llorente-Bousquets y Ocegueda, 2008). Dentro de esa gran riqueza vegeta gue
alberga e territorio nacional, se cuentan 913 taxones de la familia Cactaceae que reconoce
Guzman-Cruz y colaboradores para € afio 2003. Esos mismos autores mencionan gque 25
géneros, 518 especies y 206 subespecies de cactaceas son endémicos para México.

La familia Cactaceae contiene plantas suculentas que se caracterizan por sus tallos
crasos, reduccion y pérdida de la lamina de las hojas, hipertrofia del peciolo hasta su
transformaciéon en un podario o tubérculo, modificacion de las yemas hasta su
conformaciéon en areolas, espinacion diversa y un metabolismo de tipo &cido de las
crasulaceas (MAC) (Bravo-Hollis, 1978). La gran mayoria de las especies de esta familia
pueden presentar espinas que les son Utiles como defensa ante depredadores, reductores
mecanicos de la exposicion solar y aislantes térmicos, pues habitan en zonas &ridas,
semidridas, templadas y tropicales con condiciones extremas y estacion seca marcada
(Bravo-Hoallis, 1978; Mauseth, 2006). Estas plantas presentan una gran cantidad de formas
de vida, tales como arbustos, arboles foliados, plantas columnares, globosas, cilindricas, en
forma de barril y la clésica forma de nopaera (Mauseth, 2006). Esta familia incluye a las
cuatro subfamilias Pereskioideae, Opuntioideae, Maihuenioideae y Cactoideae, esta Ultima
subfamilia es considerada la més diversa en cuanto a formas de vida y presenta hojas
diminutas, muchas especies tienen cambios dramaticos entre los estadios juveniles y
adultos (Barthlott y Hunt, 1993; Mauseth, 2006).

Estas plantas entrafian una gran cantidad de usos ancestrales, actuales y sin duda no
dgjardn de sorprender con abundantes usos potenciales. Algunas han sido colectadas y
utilizadas como alimento desde hace aproximadamente 9,600 afios en zonas como Puebla,
Oaxacay €l norte del pais, por lagran cantidad de agua que almacenan en sustejidos, por la
gran cantidad de hidratos de carbono en sus frutos, asi como por las proteinas y grasas que
presentan sus semillas. Los otros usos incluyen la construccion de cercas, casas, marcaje de

parcelas, forrgjes, medicinas, gomas, jabén, y como adornos de casas y patios (Bravo-



Hollisy Scheinvar, 2002; Mauseth, 2006; Brailovsky Signoret, 2008).

Conservacion de cactaceas mexicanas

Hay diversos factores sociales, econdmicos, geograficos, administrativos, cientificos y
biolégicos que interactian de manera compleja en la conservacion de las cactaceas
(Alvarez et al., 2004; Garcia-Gomez, 2009; Ureta y Martorell, 2009). Entre estos factores
podemos mencionar: el cambio de uso de suelo; practicas agricolas de roza-tumbay quema;
la construccion de infraestructura como carreteras, zonas habitacionales e industriales no
reguladas; € comercio y trafico ilegal de especies; € saqueo de sus poblaciones por turismo
y colectores nacionales y extranjeros; e bajo nimero de viveros especializados en propagar
las especies mas demandadas y raras; la falta de empleo y pobreza en zonas de alto
endemismo; la ausencia de informacion confiable sobre técnicas de propagacion y
mantenimiento de plantas madre; la poca capacidad y poca vinculacion de parte de las
autoridades encargadas de proteger y vigilar e complimiento de las leyes en materia
ambiental; la falta de vinculacion entre la parte académica, gubernamental y las personas
interesadas en generar viveros y comerciaizar; la legislacion impractica y sumamente
burocratica construida en su mayoria desde la perspectiva de mangjo de animales y que es
incompatible con las necesidades de las plantas. Por si fuera poco, muchas de las especies
de cactus tienen dindmicas poblacionales tan particulares y tasas de crecimiento tan lentas
gue su conservacion en hébitat es tarea nada fécil, sobre todo s no se puede asegurar la
integridad del mismo (Becerra, 2000; Alvarez et al., 2004; Bércenas, 2006; Ureta y
Martorell, 2009). Toda esta dinamica compleja ha generado que e estado de conservacion
de una gran parte de las especies de cactus mexicanos sea precario y que se encuentren en
alguna categoria de riesgo (Becerra, 2000).

Por citar algunos gemplos, en 1994, un solo individuo de las especies Geohintonia
mexicana y Aztekium hintonii fue valuado en dos mil délares por compradores japoneses en
el mercado negro (Becerra, 2000). Otro lamentable caso es €l de Ariocarpus bravoanus
subsp. bravoanus (chautle), planta descubierta a principios de la década de 1990, y cuya
poblacion era de sOlo unos cientos en € extremo sur del Desierto de Chihuahua. Los

recol ectores sin escrupul os la hallaron y extirparon mas del 75% de las plantas. Por fortuna



se hallé una segunda poblacion de varios miles, pero la recoleccion de plantas y semillas
sigue siendo un problema para su conservacion (Marinelli, 2006). La alarmante situacion
gue enfrenta Mammillaria herrerae al tener poblaciones extremadamente pequefias (solo 50
individuos en un &rea de 1 km?) y la pérdida de cerca del 95% de |as plantas silvestres en
los dltimos 20 afios como producto de la colecta ilegal, es otro gemplo de la constante
amenaza a muchas especies de cactus (Sanchez-Martinez et al., 2008). Como muy bien
menciona Rosalba Becerra (2000), “la mayoria de las especies de cactéceas que se
encuentran amenazadas pertenecen a poblaciones pequefias, de distribucion restringida, o
Son especi es recientemente descubiertas por la ciencia, por o que se conoce muy poco de
su biologia’.

No obstante, hasta la fecha, 0s esfuerzos conjuntos de conservacion por parte de las
instancias gubernamentales y la comunidad cientifica han colocado a 276 especies de
cactus dentro de alguna de las categorias de plantas amenazadas en la Norma Oficia
Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010). A nivel internacional mas
de 40 especies se encuentran en el Apéndice | de la CITES, mientras que todas las especies
de lafamilia se encuentran en el Apéndice Il (CITES, 2013). Finamente, e Libro Rojo de
la lTUCN (2013) contempla a 113 taxones entre las categorias de Extinta, Extinta en medio

silvestre, Criticamente amenazada, Amenazaday V ulnerable.
Relevancia de Astrophytumy Digitostigma

El género Astrophytum es uno de los mas populares desde que fue descrita € primer taxén
en 1828, por De Candolle (Kleszewski y Hoock, 2007). A esta especie se le asigno €
nombre de Echinocactus ornatum (hoy conocida como Astrophytum ornatum). Estas
plantas son apreciadas en todo € mundo pues poseen talos caracteristicos en forma de
estrella, @ mismo tiempo, los talos estan cubiertos por abundantes tricomas blanco
grisacens que se presentan con patrones caprichosos tales como bandas y puntos, dando una
apariencia de nieve. Otro rasgo importante son las grandes flores amarillas con gargantas
rojas o completamente amarillas que pueden alcanzar los 5 cm de didmetro (Kleszewski y
Hoock, 2007; Cappers et al., 2009).

Ademas de su belleza natural, estas plantas también tienen la facultad de generar



hibridos artificiales entre si. Por esto y por larelativa facilidad de su cultivo que estan entre
las especies de cactaceas méas importantes a nivel internaciona (Kleszewski y Hoock,
2007).

El caso de Digitostigma caput-medusae, se trata de una de las especies més raras
encontradas hasta ahora en Meéxico, su rareza morfolégica y geografica no tiene
comparacion y su importancia econdmica seguira en aumento por su supuesta capacidad de
formar hibridos artificiales con las especies del género Astrophytum.

Sintesis de | os trabajos con |as especies de |0s géneros Astrophytum y Digitostigma

Como se puede apreciar en € Cuadro 2, hasta e momento, los dos trabajos publicados més
importantes por la cantidad de especies y temas que abordan son la Tesis de Maestria de
White Olascoaga (2006) y e suplemento de la revista Piante Grasse de Kleszewski y
Hoock (2007). El primer trabajo presenta avances en lo que respecta a la morfologia de
plantulas, €l desarrollo de costillas, aréolas y espinas; la descripcion de la epidermis, las
semillas, flores y tricomas; y la descripcion de su distribucion. Cabe sefidar que White
Olascoaga (2006) no reconoce a A. coahuilense como una especie independiente de A.
myriostigma y considera a D. caput-medusae como una especie del género Astrophytum
debido a los trabgos de Hunt (2003a, 2003b, 2005) y por los rasgos compartidos entre
ambos géneros (flor, fruto, semillay tricomas). Sin embargo, Kiesling (2007) menciona €
debate de si D. caput-medusae es un nombre especifico y género invalidos y se inclina por
continuar conservando a Digitostigma como género monoespecifico por distintas razones
biol6gicas y de nomenclatura.

El segundo trabajo incluye datos relevantes de la distribucion, biologia y
clasificacion de los Astrophytum, complementados con informacién de cultivo. Al mismo
tiempo, retoma a A. coahuilense como una especie vélida y a D. caput-medusae como la
ultima especi e descrita de Astrophytum.

Los estudios de germinacion se han realizado con bastante frecuencia para agunas
especies del género Astrophytum y entre ellos destacan los de Flores y colaboradores
(2011), Muro Pérez (2011), Sanchez Salas y colaboradores (2006), Zepeda Martinez (2010)
y Rojas-Aréchigay colaboradores (2013).



Otros temas sobre la biologia de a gunas de | as especies del género Astrophytum han
sido cubiertos parcialmente, como son: el contenido cromosdmico, la propagacion in vitro,
los sistemas de apareamiento, la dinamica de poblaciones, la diversidad genética, los
requerimientos para e establecimiento de las plantas, los métodos de apareamiento y €
Método de Evaluacion de Riesgo de Extincion o MER (Das et al., 2000; Santos Diaz, 2001,
Martinez-Avalos et al., 2004; Terry et al., 2006; White Olascoaga, 2006; Mendoza
Madrigal, 2007; Strong y Williamson, 2007; Martinez-Avalos, 2007; Reza, 2008; L Opez-
Flores y Golubov, 2010; Sanchez Salas et al., 2010; Zepeda Martinez, 2010; Bravo
Espinosa, 2011; Muro Pérez, 2011).

Por otro lado, la filogenia de Astrophytum y Digitostigma dentro de la Tribu
Cacteae ha sido abordada recientemente por Véazquez-Sanchez y colaboradores (2013) y
con anterioridad por los trabgjos de Butterworth y colaboradores (2002) y Barcenas y
colaboradores (2011). Los tres trabajos concluyen que hay evidencia suficiente para incluir
a D. caput-medusae dentro del género Astrophytum como ya se venia proponiendo desde
los trabgj os de Hunt (2003a, 2003b, 2005).

Finalmente, el campo que ain queda por explorar es e de anatomia de meristemos
apicales y desarrollo de plantul as de algunas de |as especies de Astrophytum y Digitostigma
caput-medusae. Asi como la descripcion de distintas estrategias de propagacion como €l

cultivoinvitroy € injerto.

Cuadro 1. Temas abarcados y trabajos publicados sobre €l género Astrophytum y Digitostigma caput-medusae. * Significa
que lazona de estudio de este autor estuvo fuera de México (Texas, EUA).

Caracteristica | A. asterias A. A. coahuilense | A. myriostigma A. ornatum D. caput-
estudiada capricorne medusae
Semillas White White No hay | White White No hay
(morfologia) Olascoaga Olascoaga, reportes Olascoaga, Olascoaga, reportes
2006; Este 2006; Barthlott | 2006; Este
trabajo y Hunt, 2000; | trabajo
Este trabajo
Plantula Estetrabajo | White No hay | White White Este trabajo
Olascoaga, reportes Olascoaga, Olascoaga,
2006; Este 2006; Este | 2006; Este
trabajo trabajo trabajo
Germinacién Flores et | Muro Pérez, | No hay | Muro  Péez, | Muro Pérez, | Estetrabajo
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al., 2011; | 2011; Rojas- | reportes 2011; Sanchez | 2011; Zepeda

Rojas- Aréchiga et Sdas et al., | Martinez, 2010;

Aréchiga et | al., 2013 2006; Rojas- | Rojas-Aréchiga

al., 2013 Aréchiga et al., | etal., 2013

2013

Meristemo Estetrabajo | Estetrabajo No hay | Estetrabajo Este trabajo Este trabajo
apical reportes
Andlisis de | Das et al.,, | Das et al., | No hay | Das et al., | Dasetal., 2000; | No hay
contenido 2000; 2000; White | reportes 2000;  White | White reportes
cromosémico White Olascoaga, Olascoaga, Olascoaga, 2006

Olascoaga, | 2006 2006

2006
Epidermis White White No hay | White White No hay

Olascoaga, | Olascoaga, reportes Olascoaga, Olascoaga, 2006 | reportes

2006 2006 2006
Propagacion No hay | No hay | No hay | Santos Diaz, | Mendoza Este trabajo
(in vitro) reportes reportes reportes 2001 Madrigal, 2007
Distribucion White White Kleszewski y | White White Kleszewski y
geografica Olascoaga, | Olascoaga, Hoock, 2007; | Olascoaga, Olascoaga, Hoock, 2007.

2006; 2006; Sanchez-Salas | 2006; 2006;

Kleszewski | Kleszewski y | et al., 2006 | Kleszewski y | Kleszewski vy

y  Hoock, | Hoock, 2007. | (posiblemente). | Hoock, 2007; | Hoock,  2007;

2007. Sanchez-Salas | Zepeda

etal., 2010 Martinez, 2010;

Sistema de | Strongy No hay | No hay | No hay reportes | No hay reportes | No hay
apareamiento Williamson, | reportes reportes reportes

2007,

Martinez-

Avalos,

2007
Dindmica  de | Martinez- Bravo No hay | Lopez-Flores y | Zepeda No hay
poblaciones Avalos, Espinosa, reportes Golubov, 2010; | Martinez, 2010; | reportes

2007; 2011 Reza, 2008

Martinez-

Avaos et

al., 2007
Diversidad Terry et al., | No hay | No hay | No hay reportes | No hay reportes | Estetrabgjo
genética 2006*; reportes reportes
Requerimientos | Muro No hay | No hay | No hay reportes | Zepeda No hay
de Pérez, reportes reportes Martinez, 2010; | reportes
establecimiento | 2011,
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Filogenia Butterworth | Butterworth No hay | Butterworth et | Butterworth et | Barcenas et
etal., 2002; | et al., 2002; | reportes al., 2002; | al., 2002; | al., 2011;
Barcenas et | Barcenas et Béarcenas et al., | Barcenas et al., | Vazquez-
al., 2011; | al., 2011; 2011; Véazquez- | 2011; Vazquez- | Sanchez et
V azquez- V ézquez- Sanchez et al.,, | Sanchez et al., | al., 2013
Sénchez et | Sanchez et 2013 2013
al., 2013 al., 2013
Método de | Martinez- No hay | No hay | No hay reportes | No hay reportes | No hay
Evaluacién de | Avalos et | reportes reportes reportes
Riesgo (MER) al., 2004

Objetivo General

Estudiar algunos de los aspectos biolégicos de Digitostigma caput-medusae, para
contribuir a disefio de una estrategiaintegral de conservacion.

Objetivos particulares

1) 1) Estandarizar el protocolo para amplificar los seis loci de microsatélites de A. asterias
en D. caput-medusae.

2) Determinar e numero de alelos por locus de dichos microsatélites.

3) Explorar e potencial regenerativo in vitro de distintos explantes obtenidos a partir de
plantulas, tales como &pices y secciones transversales de talo de D. caput-medusae
utilizando distintos tratamientos con los reguladores de crecimiento vegetal: BA (bencil-
aminopurina) y ANA (&cido naftalenacético).

4) Explorar € potencia regenerativo y de desarrollo de plantulas de D. caput-medusae
propagadas por latécnica de injerto para D. caput-medusae.

5) Describir la morfologia y desarrollo de las plantulas de las especies de los géneros
Astrophytum y Digitostigma.

6) Describir la secuencia ontogenética de meristemos apicales del tallo dentro de las

especies de |os géneros Astrophytum y Digitostigma.
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Materialesy M étodos

Sintesis taxondmica de Astrophytum

Género Astrophytum Lem.
Cactearum Genera Nova Speciesque Novae 3-6,1839

Plantas globosas a cilindricas. Tallos aplanados hasta cortamente cilindricos. Costillas
escasas, muy prominentes, con la epidermis provista o no de multiples y diminutos
estigmas, 0 sea borlas de pelos (tricomas) estrellados, blancos. Espinas ausentes en dos
especies; cuando existen, largas, flexibles o rigidas, subuladas. Flores dispuestas en el dpice
de la planta, brotando de las aréolas jOvenes, campanuladas hasta cortamente
infundibuliformes, de color amarillo con € centro rojizo; pericarpelo con numerosas
escamas largas, triangulares y angostas, con la punta escariosa y pungente, cuyas axilas
llevan lana abundante: tubo receptacular infundibuliforme, més bien corto, provisto
también de lana y escamas triangulares con punta escariosa y base carnosa, més anchas que
las anteriores; segmentos del perianto en tres series, lanceolados o ciliados; ovario con
ovulos méds o0 menos numerosos, los primarios insertos hasta muy abago del tubo
receptacular; zona nectarial muy pequefia. Fruto globoso, de color amarillo verdoso o
rojizo, longitudinamente dehiscente, en forma de estrella (dehiscencia septifraga),
€scamoso Y méas 0 menos lanoso. Semillas de 2 mm de longitud y 3.5 mm de espesor, con
hilo navicular muy grande, de 3 mm de longitud; testa de color castafio oscuro, brillante,
lisa

1.1 Astrophytum asterias Zucc. (Lem)
Les Cactées 50, 1868.
Nombre comun: Ochitos, cactus estrella, erizo, falso peyote.

Plantas globosas a cortamente cilindricas, solitarias. Tallo mas o menos hemisférico, de
unos 5.5 cm de atura y 10 cm de didmetro, sin espinas; epidermis verde grisacea provista

de numerosos y diminutos estigmas blancos; apice hundido, con algo de lana. Costillas 7 u



8, generamente 8, muy anchas, redondeadas y nada o poco prominentes, de 3 a 3.5 cm de
achura, duras, rectas. Aréolas en el dorso de las costillas, distantes entre si 4 a 7 mm,
prominentes, circulares, de 4 a5 mm de didmetro, con fieltro blanco, carentes de espinas.
Flores préximas al dpice, infundibuliformes, de 3cm de longitud y de 3 a5 cm de diametro;
pericarpelo globoso, verdoso, con escamas numerosas, angostas, aplanadas, algo carnosas,
largamente acuminadas, que llevan en las axilas lana blanca; segmentos exteriores del
perianto largamente espatulados, obtusos, de color verde limén, con la franja dorsal
verdosa; segmentos interiores del perianto semeantes entre si, acuminados, de color
amarillo limon con la base rojiza; estambres cortos. Pericarpelo y tubo escamosos con
axilas lanosas. Fruto alargado-globoso, con escamas largas y del gadas, lanoso; conservando
adheridos | os restos secos de perianto. Semillas naviculares; testa quebradiza, lisa, brillante,
de color castafio negruzco. (Bravo-Hollis'y Sanchez-Mejorada, 1991; CONABIO, 2009).
Se distribuye en matorrales rosetéfilos y matorral tamaulipeco de Texas en EU, y Nuevo
Ledn y Tamaulipas en México (CONABIO, 2009). Astrophytum asterias se encuentraen la
NOM-059-SEMARNAT-2010 como endémica y en la categoria En Peligro de Extincion
(P) (SEMARNAT, 2010). Mientras que la lUCN la coloca como Vulnerable (IUCN, 2013).
Aparece en el Apéndicel de CITES (CITES, 2013).

Figura 2. Ejemplar adulto de Astrophytum asterias.
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1.2 Astrophytum capricorne (Dietrich) Britton et Rose
The Cactaceae 3: 184, pl. 21, f. 1. 1922.
Nombre comun: Biznaga algodoncillo, biznaga de estropajo, peyotillo.

Plantas globosas a cortamente cilindricas, solitarias. Tallo subgloboso o cortamente
cilindrico, hasta de 25 cm de altura y cerca de 10cm de didmetro, a principio globoso y
después ovoide a alargado. Costillas 7 a 8, dtas y agudas, con estigmas blancos,
numerosos. Aréolas grandes y distantes, con fieltro castafio. Espinas 6 hasta cerca de 20,
algunas gruesas, mas 0 menos aplanadas, suaves, torcidas o recurvadas, de color rojizo,
negruzco o ceniciento, largas, de 3 a 10 cm de longitud. Floresde 6 a 7 cm de longitud, que
abren ampliamente; segmentos exteriores del perianto rojizos, mucronado; segmentos
interiores de color amarillo con la base anaranjado rojiza, espatulados, con € apice agudo o
acuminado. Pericarpelo y tubo escamosos con axilas lanosas. Fruto pequefio, con escamas
pungentes y axilas lanosas. Semillas de 2.5 mm de espesor, brillantes (Bravo-Hollis y
Sanchez-Mejorada, 1991). Se distribuye en los matorrales xerdfilos de los estados de
Coahuila y Nuevo Ledn (IUCN, 2013). Se encuentra incluido en la NOM-059-
SEMARNAT-2010 como endémica y en la categoria de Amenazada (A) (SEMARNAT,
2010). Mientras que la lUCN la coloca como Preocupacion menor (IUCN, 2013).

0l 3 . P

Figura 3. Ejemplar adulto de Astrophytum capricorne.
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1.3 Astrophytum coahuilense (H.Méller) Kaufer
Kakteenfreund 1: 59.1932.

Plantas globosas a ligeramente columnares, solitarias. Talo solitario, globoso cuando
jovenes, cuando adultos, de columnares a barriles; hasta 65 cm de ato; 20 a 25 cm de
diametro. Epidermis con mechones de tricomas en forma de fieltro que esconden casi
completamente el color verde oscuro del tallo. Codtillas 5; las aristas de las costillas
onduladas. Areolas redondas, 4 mm de diametro, sobre los crecimientos nuevos aparecen
revestidas de lana color café parduzco a grisaceo. En plantas jovenes la distancia entre
areolas de 2 cm; con la edad la distancia puede anularse. Espinas solo presentes en
plantulas. Flores amarillas con la garganta de color rojo oscuro a naranja, diametro de (50-
)68(-90) mm. Pericarpelo y tubo escamosos con axilas lanosas. La camara nectarifera
tapizada de lana. Fruto madura en cerca de 28 dias; es de color rosa o verde oliva y
dehiscente inferiormente. Semillas 125(-208) por fruto; forma de gorro, color pardo oscuro.
Esta especie comparte € habitat con Astrophytum capricorne var. senile aunque no se han
encontrado hibridos naturales. Tampoco es viable tener hibridos entre A. coahuilense y A.
myriostigma (Kleszewski y Hoock, 2007). Se distribuye en matorrales xeréfilos de los
estados de Coahuila'y Durango (IUCN, 2013). No se encuentra incluido en la NOM-059-
SEMARNAT-2010 por no estar reconocida como especie (SEMARNAT, 2010). Mientras
que lalUCN la coloca como Vulnerable (IUCN, 2013).

Figura 4. Ejemplar adulto de Astrophytum coahuilense.
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1.4 Astrophytum myriostigma Lem.
Cactearum Genera Nova Speciesque Novae 4,1839.
Nombre comun: Huiznahuac, bonete o birrete de obispo, mitra.

Plantas globosas a columnares. Talo simple o cespitoso, globoso a cilindrico, de 10 a 60
cm de dturay de 10 a 20 cm de diametro. Costillas generamente 5 pero en algunas plantas
hay 3, 4 a6 y hasta 8, anchas y mas 0 menos pronunciadas y con aristas desde muy agudas
hasta ligeramente redondeadas, con surco bien marcado; superficie cubierta o no de
tricomas estrellados, blancos. Aréolas distantes (8 a 15 mm), circulares, 3 mm de diametro,
lanosas. Espinas ausentes. Flor campanulada, de 4 a 6 cm de longitud, color amarillo claro
con tinte rojo en el centro; pericarpelo y tubo receptacular con escamas imbricadas, con €l
apice escarioso mucronado; axilas lanosas. Fruto globoso-alargado, verde, se abre a
madurar en forma de estrella. Semillas naviculares, hilo muy amplio; testa casi negra
brillante, de 3 mm de longitud y 2 mm de espesor (Bravo-Hollis y Sanchez-Meorada,
1991). Se distribuye en los matorrales rosetofilos de los estados de San Luis Potosi, Nuevo
Leon y Tamaulipas (IUCN, 2013). Incluido en la NOM-059-SEMARNAT-2010 como
especie endémica y en la categoria de Amenazada (A) (SEMARNAT, 2010). Mientras que

lalUCN la coloca como una especie de Preocupacion menor (IUCN, 2013).

Figura 5. Ejemplar adulto de Astrophytum myriostigma.
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1.5 Astrophytum ornatum (DC.) F.A.C. Weber ex Britton et Rose
Cactaceae 3: 185, 1922.
Nombre comun: Huiznahuac, Biznaga, biznaga de estropajo, piojosa, biznaga de

algodoncillo, liendrilla

Plantas solitarias, subglobosas, cuando cilindricas, de hasta méas de 1m de ato y ca. de 30
cm de ancho. Cosdtillas 8, agudas, rectas 0 a veces espiraladas, generalmente con la
superficie provista de estigmas cortos. Aréolas distantes, de 2 a 3 cm. Espinas 5 a 11,
amarillas o marron, lisas, flexibles, de ca. 3 cm de longitud, encorvadas o rectas. Flores
amarillas, infundibuliformes, de 7 a9 cm de longitud. Pericarpelo con escamas angostas y
lana corta. Fruto semicarnoso, dehiscente desde la base, abriendo como estrella
(dehiscencia septifraga), escamoso y algo lanoso. Semilla de color castafio oscuro, brillante,
de 2.5 mm de longitud y 3.5 mm de espesor; hilo basal, navicular, hundida (Bravo-Hollis y
Sanchez-Mejorada, 1991; Tomado de Scheinvar, 2004). Se distribuye en e matorra
xerofilo de los estados de Querétaro, Hidalgo, Guangjuato y San Luis Potosi (IUCN, 2013).
Se encuentra incluido en la NOM-059-SEMARNAT-2010 como especie endémicay en la
categoria de Amenazada (A) (SEMARNAT, 2010). Mientras que la IUCN la coloca como
unaespecie Vulnerable (IUCN, 2013).

| gt AN R ot B

Figura 6. Ejemplar adulto de Astrophytum ornatum.
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Sintesis taxondmica del género Digitostigma

Género Digitostigma Velazco et Nevarez
Cactaceas y Suculentas Mexicanas 47(4): 79. 2002.

Raiz fusiforme. Tallo cortamente cilindrico, sin costillas, con tubérculos muy largos y
delgados que nacen del apice del talo; la epidermis esta cubierta de estigmas. Espinas
presentes, no diferenciadas en radiales o centrales; cortas, no completamente rectas, algo
onduladas, blangquecinas con la punta de color castafio oscuro. Aréolas dimorficas, la
espinifera ubicada en e 4pice del tubérculo, con lana blanca, circular; areola florifera
adaxial en la porcién subterminal del tubérculo, sin union con la areola espinifera. Flor
originandose en la porcion subterminal de los tubérculos en desarrollo, no en € apice de la
planta. Las flores son diurnas, amarillas, con la base de los segmentos interiores del
perianto de color rojo a naranja. Segmentos exteriores de color amarillo verdoso, €l tubo
receptacular presenta escamas lanceoladas, papiraceas, con arista terminal, en cuyas axilas
nacen pelos cortos de color blanco; el pericarpelo presenta escamas lanceoladas que
también presentan pelos blancos que nacen de las axilas de las escamas. Fruto verde y
carnoso cuando joven, con escamas lanceoladas y ago de lana que nace de las axilas de las
escamas, seco a madurar con dehiscencia longitudina irregular. Semillas grandes
(similares alas de Astrophytum) de hasta 3 mm de largo, en forma de gorro, de color negro
o café oscuro; hilo basal, muy profundo, micropilo fuera del hilo, pero adyacente (Velazco

Macias y Nevarez de los Reyes, 2002).

2. Digitostigma caput-medusae Velazco y Nevarez
Cactaceas y Suculentas Mexicanas 47(4): 79. 2002.

Nombre comuUn: cabeza de medusa, medusita.

Plantas solitarias a cespitosas, de hasta 19 cm de altura. Raiz fusiforme, carnosa. Tallo muy
reducido, cortamente cilindrico, sin costillas, con cerdas papiraceas cubriendo € cuello del
tallo y su apice. Tubérculos cilindricos algo triangulares cuando jovenes, de consistencia

cartilaginosa; de 190 mm de largo y 2-3 mm de ancho. Epidermis verrugosa, de color verde



glauco, cubierta por estigmas (tricomas peltados escuamiformes) de color grisaceo. Espinas
0-4, persistentes en tubérculos vigos, 1-3 mm de largo, semirrectas, algo duras,
blanguecinas con la punta café oscuro. Areolas, dimorficas;, espiniferas terminales,
circulares o elipticas, con lana blanca; floriferas ubicadas en la porcion adaxial subterminal,
con lana blanca, €lipticas, marcadamente més grandes que las espiniferas. Flor
infundibuliforme de hasta 53 mm de diametro y 47 de altura; pericarpelo y tubo con
escamas lanceoladas y lana en las axilas; segmentos exteriores del perianto oblanceolados,
de color amarillo en los bordes, verde claro hacia el centro y en el centro una linea de color
café claro a oscuro, la base de los segmentos es de color naranja intenso, margenes lisos;
segmentos interiores oblongos, amarillo intenso, con la base color naranja intenso,
margenes finamente serrados y mucronados, estambres y estilo amarillos. La flor se origina
en |os tubérculos en desarrollo no en € apice de la planta. Fruto ovoide, de hasta 20 mm de
largo y 8 mm de ancho, carnoso y de color verde cuando joven con escamas que presentan
lana en las axilas; restos de perianto no persistentes, dehiscencia irregular longitudinal.
Semillas grandes, de hasta 3 mm de largo, 2.5 a3 mm de alto y 2mm de ancho, negras, café
oscuro hacia la base del hilo, brillantes, en forma de gorro, testa verrucosa en la parte
superior, engrosandose las ornamentaciones hacia el area del hilo, testa ensanchada haciala
base formando dos abultamientos que sobresalen sobre los margenes en la forma fronta y
micropilar, siendo € frontal més grande que e micropilar, anbos abultamientos con forma
ovado-rectangular (Velazco Macias y Nevarez de los Reyes, 2002). Se distribuye en
matorral tamaulipeco a norte del estado de Nuevo Ledn (IUCN, 2013). Incluida en la
NOM-059-SEMARNAT-2010 como especie endémica y en la categoria de En Peligro de
Extincién (P) (SEMARNAT, 2010). Mientras que la IUCN la coloca como una especie
Criticamente amenazada (IUCN, 2013).
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Categoriade A. asterias A. capricorne A. A. A. ornatum D. caput-
riesgo coahuilense myriostigma medusae
NOM -059- En Peligro de | Amenazada No reconocido | Amenazada Amenazada En Peligro de
SEMARNAT- | Extincion (P) | (A) como especie | (A) (A) Extincién (P)
2010 y noincluido
IUCN Lista | Vulnerable Preocupacion | Vulnerable Preocupacion | Vulnerable Criticamente
Roja, 2013 menor menor amenazada
CITES, 2013 | Apéndicel Apéndicell Situacion Apéndicell Apéndicell Apéndicell
incierta
Distribucién Texas (EUA); | Coahuila, Coahuila y | Coahuila, San Luis | Nuevo Ledn
Tamaulipas y | Nuevo Ledn Durango Nuevo Ledn, | Potos,
Nuevo Leodn Tamaulipas y | Hidalgo y
(MEX) San Luis | Guangjuato
Potosi
Tipo de | Matorral Matorrales Matorrales Matorrales Matorrales Matorral
vegetacion tamaulipeco rosetofilos xerofilos xeréfilos  de | xerdfilos tamaulipeco
principalmente varios tipos
Tipodesuelo | Cdizos Calizos Calizos Calizos Calizos Aparentemente
suelos tipo
Rendzina
Altitud 190-700 650-1700 1092 710-1900 850-2100 160
(msnm)




Avances para la evaluacion de la diver sidad genética en Digitostigma
caput-medusae (Cactaceae), una especie en peligro de extincion y

endémica dd noreste de M éxico

Resumen

Digitostigma caput-medusae es una especie poco estudiada y gravemente amenazada de extincién.
La poblacion origina de D. caput-medusae ha sido reducida draméticamente a 11 afios de su
descubrimiento debido al cambio de uso de suelo y la colecta ilegal de gjemplares, principal mente.
Se evalud la diversidad genética de 17 gemplares silvestres y propagados provenientes de dos
colecciones boténicas, esto se hizo utilizando seisloci de microsatélites disefiados para Astrophytum
asterias. SOlo dos de los seis microsatélites resultaron presentes en las muestras de D. caput-
medusae, mostrando un total de 14 alelos, 8 gemplares heterdcigos para uno de los dos loci, 8
clones y sdlo uno de los gemplares resultd heterécigo para ambos loci. Por los resultados, es
posible proponer que todos los gemplares analizados podrian tener su procedencia en la Unica
poblacion origina y a menos 8 podrian ser clones. Se comprueba parcialmente, €l parentesco
cercano gue existe entre el género Digitostigma y Astrophytum por compartir, al menos dos loci de
microsatélites.

I ntroduccion

Digitostigma caput-medusae (medusita) es un taxon de la familia Cactaceae poco estudiado
y microendémico del estado de Nuevo Ledn (Velasco Macias y Nevéarez de los Reyes,
2002; Hernandez-Alva et al., 2011). Solo se conoce una poblaciéon de D. caput-medusae
localizada a centro del estado de Nuevo Ledn, donde en 2001 se registraron 129 individuos
dentro de un &rea de més de 1 km®. Posteriormente, en e afio 2009 solo se encontraron
cuatro individuos en la misma area; esta reduccion de la poblacion se debid,
principamente, a la colecta ilega y a cambio de uso de suelo (CONABIO, 2010;
Herndndez-Alva et al., 2011). Actualmente, esta especie se encuentra incluida en la
categoria En peligro de extincion dentro de la lista de especies amenazadas de México
(NOM-059-SEMARNAT-2010) y a nivel internaciona se le considera como Criticamente
amenazada por la Lista Roja de la IUCN (Velasco Macias y Nevarez de los Reyes, 2002;
SEMARNAT, 2010; IUCN, 2013).

En las colecciones botanicas nacionales la especie D. caput-medusae tiene poca
representacion, sin embargo, existen algunos gjemplares silvestres que se han resguardado

y propagado con éxito tanto en el Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la UNAM
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como en la UMA “Proyecto Digitostigma”; dichos gemplares podrian otorgar datos
relevantes sobre la diversidad genética del taxén utilizando microsatélites como marcadores
moleculares, pues ya no es posible evaluar a la poblacién en medio silvestre (CONABIO,
2010; Hernandez-Alvaet al., 2011).

Desde los trabajos de Otero-Arnaiz (2004; 2005), los estudios dentro de la familia
Cactaceae utilizando microsatélites han sido cada vez mas frecuentes (Hughes et al., 2008;
Terry et al., 2006; Arakaki et al., 2010; Parra et al., 2010). Terry y colaboradores (2006),
caracterizaron seis loci de microsatélites en Astrophytum asterias dentro de poblaciones del
condado de Starr en Texas, Estados Unidos. Con ese Ultimo trabajo no solo se aportaron
datos sobre la diversidad genética de A. asterias sino que se contribuyé para € inicio de
otros estudios con especies del mismo género y con otros géneros relacionados como
Digitostigma (Hunt, 2003a; Hunt, 2003b; Hunt, 2005; Kiesling, 2007; Barcenas et al.,
2011; Vazquez-Sanchez et al., 2013).

Los objetivos del presente trabgjo fueron: 1) Estandarizar €l protocolo para
amplificar los seisloci de microsatélites de A. asterias en D. caput-medusae. 2) Determinar

el nimero de alelos por locus de dichos microsatélites.

Materialesy M étodos

En agosto de 2010 se tomaron las muestras de tubérculos (2 cm x 2 cm) de 15
diferentes plantas de la UMA “Proyecto Digitostigma’ del Bidl. Manuel Nevarez de los
Reyes ubicada en la localidad de Escobedo, N.L. Las muestras se colocaron en bolsas de
plastico tipo Ziploc® llenas con silica gel para su deshidratacion y a cada una se le asigné
un codigo para su transportacion al Instituto de Biologia de la UNAM. Lo mismo se hizo
con 2 individuos de la Coleccion de Investigacion de Cactaceas del Jardin Botanico del
Instituto de Biologia de la UNAM. Las 17 muestras totales se clasificaron como indica el
Cuadro 3. Las muestras provenientes de la UMA “Proyecto Digitostigma” se tomaron de
cinco individuos silvestres colectados entre los afios 2003 y 2008 y que se encontraban
creciendo sobre sus propias raices (Ind. #0 a Wild 2). Ademas, se tomaron diez muestras
mas de individuos injertados sin etiquetas de procedencia y que se presume fueron clones

de las otras seis plantas silvestres originales o cruzas entre esas mismas (Clon 2 a Ind. I).
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Las dos muestras provenientes de la Coleccion de Investigacion de Cactaceas del Jardin

Botanico del Instituto de Biologia de la UNAM se obtuvieron de gjemplares colectados en

el afo 2009 y que también crecian sobre sus propias raices (1862-SA-1y 1862-SA-2). También

se incluyé una muestra de tejido de un g emplar propagado de A. asterias como control

positivo de la amplificacion de los microsatélites durante la fase de estandarizacion (Aaol).

Cuadro 3. Claves e identificacion de las muestras de 17 individuos de D. caput-medusae provenientes de la
UMA “Proyecto Digitostigma” y de la Coleccion de Investigacion de Cactéceas del Jardin Boténico del

Instituto de Biologia de la UNAM. Utilizadas para amplificar los seis loci de microsatélites publicados por

Terry et al. (2006). Incluyendo un control positivo de A. asterias.

Clave de muestras para

analisis moleculares

Datos de colecta

Fecha de colecta

Observaciones

Extraccion 1 Ind. #0 origina*. Colecta 2003 16-Agosto 2010 Injerto
Ext. 2 Ind. #1 origina*. Colecta 2003 16-Agosto 2010 Injerto
Ext. 3 Ind. #2 origina*. Colecta 2003 16-Agosto 2010 Injerto
Ext. 4 Wild 1 colecta mayo 2008* 16-Agosto 2010 Injerto
Ext.5 Wild 2 colecta mayo 2008* 16-Agosto 2010 En sus propias raices
Ext. 6 Clon 2, colecta mayo 2008* 16-Agosto 2010 En sus propias raices
Ext. 7 Ind. A* 16-Agosto 2010 Posible cruza, Injerto
Ext. 8 Ind. B* 16-Agosto 2010 Posible cruza, Injerto
Ext. 9 Ind. C* 16-Agosto 2010 Injerto
Ext. 10 Ind. D* 16-Agosto 2010 Injerto
Ext. 11 Ind. E* 16-Agosto 2010 Injerto
Ext. 12 Ind. F* 16-Agosto 2010 Injerto
Ext. 13 Ind. G* 16-Agosto 2010 Injerto
Ext. 14 Ind. H* 16-Agosto 2010 Injerto
Ext. 15 Ind. I* 16-Agosto 2010 Injerto
Ext. 16 1862-SA-1 20-Agosto 2010 En sus propias raices
Ext. 17 1862-SA-2 20-Agosto 2010 En sus propias raices
Ext. 18 Aa0l1 Astrophytum asterias, | 18-Enero-2011 En sus propias raices

propagada de colecciones del JB-
IBUNAM

En septiembre de 2010, se realizd la extraccion de ADN usando € protocolo y
materiales del Kit DNeasy Plant Mini de QIAGEN®. Se utilizd € tegido previamente



deshidratado en silica gel, se tomé e 50% del volumen de las muestras y se congelaron a
temperatura critica (-70°C) con un ultracongelador Thermo® Forma -86C ULT Freezer. Se
evaluo la presencia y concentracion indirecta del ADN por separacion el ectroforética con 7
pl de muestra en un gel de agarosa a 2% + bromuro de etidio a 100V durante 15 min en
Buffer TBE 1X. No se pudo cuantificar por espectrofotometria en el espectrofotometro
GeneQuant Amersham Biosciences debido a la baja concentraciéon de ADN de las
extracciones.

La estandarizacion del protocolo de PCR para la amplificacion de los seis loci de
microsatélites dentro de las 17 muestras y € control positivo se realiz6 con los primers no
marcados de Astrophytum asterias (Terry et al., 2006). Los datos de los loci de
microsatélites antes mencionados se reproducen segun su publicacion en e Cuadro 4.

Cuadro 4. Loci de microsatélites de A. asterias. Mostrando nombre del locus, € numero de accesion del GenBank, motivo repetido, secuencias
forward y reverse de los primers, rango de tamafio del amplicon (en pares de bases), nimero de alelos detectados (N,), etiqueta fluorescente de
identidad en laregion 5° terminal del primer forward, temperatura de desnaturalizante predicha (sales gjustadas), y heterocigosidad esperaday
observada (He y Ho). Tomado de Terry et al., (2006).

Nombre No. de M otivo Secuencia del primer (5-3") N, | Rango | Marcador Temperatura He/Ho
del Accesion | repetido fluorescente | desnaturalizante
Locus | GeneBank

AaB6 DQ314549 | (GA)13 CATGCGAACAGATTGAAAAGAGGG 7 83-99 HEX 64 °C 0.577,
ACTCAGGAAAGACTTACACCATGG 0.564
AaH11 | DQ314550 | (CA)i7 GAAGAAACACTTCTGCAAGTAGATG | 13 83- FAM 63°C 0.863,
GATTTCCATCACCATCTTGTCAGC 109 0.670
Aa A3 | DQ314551 | (AAG);3 | GCAAGCAAGAGTATGGTGAATTGG 10 138- FAM 64 °C 0.623,
AGTTATTTTCACGGTAACACACATGG 168 0.649
AaC3 DQ314552 | (GA)1» AACTAATATCATGCTGCGTCGTTAG | 11 88- FAM 63°C 0.759,
ACGGTCCAGTCACATAACATTCC 108 0.670
AaD9 DQ314553 | (AG)1o CTGTTTAGTTCTCTCGTCTTCACC 6 135- HEX 64 °C 0.332,
CTCCGCTTTTACTGCTAGCACC 143 0.309
AaG3 DQ314554 (CA), CTAACAGAGAATCCAAGGCTTTTCC 4 127- HEX 64 °C 0.638,
AATCGCCAGCCGAGGGAGAC 133 0.723

Se utilizé € Kit Multiplex PCR de QIAGEN® y un termociclador 2720 Thermal
Cycler de Applied Biosystems®, con los siguientes componentes. 7.5 pl de MasterMix, 1.5
pl de solucién Q, 1.5 pL de ambos primers, 2.0 pl de H20 destilada y 2.0 pl de la muestra
de ADN. Se utilizaron los programas de termociclador recomendados por Terry y
colaboradores (2006) y los recomendados por QIAGEN® en e manual del kit. Los
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productos se visualizaron con gel de agarosa 2% a 100 volts por 15 min. Una vez
detectados los microsatélites AaH11 y AaB6 como amplificacion positiva en las 17
muestras de D. caput-medusae, se procedi6 a trabgjar con los primers marcados con los
colores fluorescentes HEX (verde) y FAM (azul), respectivamente. Esto se hizo para poder
realizar la secuenciacion directa de los productos de PCR en & Secuenciador ABI 3100
DNA Sequencer® utilizando un size standard GS350ROX como referencia

Los resultados de la secuenciacion se visualizaron con e programa GeneMapper®
Software (version 3.7) de Applied Biosystems y con esto se determiné e tamafio final de
los aelos y heterocigosidad en las muestras de cada individuo. El promedio del niUmero de
alelos por locus fueron determinados con los software gratuitos GenAlEx Ver. 641 y
Arlequin ver. 3.51.2 (ambos software se encuentran disponibles en la web en las

direcciones http://biology.anu.edu.au/GenAlEx/Wel come.html y

http://cmpg.uni be.ch/software/arlequin35/, respectivamente).

La heterocigosidad observada (Ho) y la esperada (He) de acuerdo a Levene (1949)
se estimaron usando € programa Arlequin (Yeh y Boyle, 1997; Goldstein y Schlétterer,
1999). El coeficiente de endogamia (Fis) no pudo ser obtenido por datos insuficientes y por

tener una sola poblacion.

Resultados

Laextraccion de ADN de las 17 muestras de individuos de la especie D. caput-medusae por
medio de la implementacion del Kit DNeasy Plant Mini de QIAGEN® fue exitosay se
evalud la concentracion indirecta del mismo por medio de electroforesis en gel de agarosa
2% (Fig. 9).

10 11 12 13 14 15 16 17

Fig. 8. Extracciones de ADN de los 15 individuos provenientes de la UMA “Proyecto Digitostigma’ y 2
individuos de la Coleccion de Investigacion de Cactéaceas del JB-IBUNAM en gel de agarosa 2%. Los
ndmeros debajo de cada carril siguen la clave de muestras para andlisis molecul ares antes mencionada.
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Se procedié entonces aamplificar los primers B6, H11, A3, D9, G3y C3 alas temperaturas
de anillamiento indicadas por Terry y cols. (2006) para su visualizacion en gel de agarosa al
2% y tras varios intentos se pudo amplificar e primer B6 en mayo de 2011. Posteriormente,
se obtuvo la amplificacion del microsatélite AaH11.La escalera de referencia utilizada fue
de 10bp (Fig. 9y 10).

10 11 12 13 14 15 16 17

PRIMER AaB6

12 13 14 i5

AMPLIFICACION PRIMER AaH11

La amplificacion de los microsatélites AaB6 y AaH11 fue positiva, por lo cual, se procedio
a la “secuenciacion” directa de los productos del PCR con los primer marcados con €l
marcador FAM y HEX, respectivamente. L os resultados son presentados en el Cuadro 5.



Cuadro 5. Microsatélites seleccionados por amplificacion positiva (AaB6 y AaH11). Amplificando en las 17 muestras de D. caput-medusae
provenientes de 15 individuos de la UMA “Proyecto Digitostigma’ (# de muestra del 1 a 15) y 2 individuos adultos de la Coleccion de
Investigacion de Cactéceas del JB-IBUNAM. Los encabezados indican nombre del locus, el numero de accesion del GenBank, motivo
repetido, secuencias forward y reverse de los primers, rango de tamafio del amplicon (en pares de bases), nimero de aelos detectados (Na),
etiqueta fluorescente de identidad en laregion 5° terminal del primer forward, temperatura de desnaturalizante predicha (sales gjustadas), y
heterocigosidad esperaday observada (He y Ho)-

Locus No. de Motivo Secuencia del primer (5°-3) Na Rango Mar cador Temperatura He/Ho
Accesion repetido fluorescente desnaturalizante
GeneBank
AaB6 DQ314549 (GA)13 CATGCGAACAGATTGAAAAGAGGG 9 113-125 FAM 64 °C 0.774,
ACTCAGGAAAGACTTACACCATGG 0.118
AaH11 DQ314550 (CA) 17 GAAGAAACACTTCTGCAAGTAGATG 5 78-93 HEX 63°C 0.413,
GATTTCCATCACCATCTTGTCAGC 0412

Delos seisloci de A. asterias, solo se tuvo la amplificacion positiva para dos (AaB6
y AaH11) con un total de 14 alelos. El nimero de aelos para € microsatélite AaB6 fue 9,
mientras que para AaH11 fue de 5. No més de dos aelos por individuo fueron detectados,
lo que sugiere la presencia de individuos diploides. Se encontro que €l microsatélite AaB6
fue e mas rico en aelos (con 9 alelos) y tuvo los valores mas atos de heterocigosidad
(He=0.774 y Ho=0.118). Por otro lado, € locus AaH11 fue e mas pobre en alelos (con 5)
y tuvo los vaores més bgo de heterocigosidad (He= 0.413 y Ho=0.412). Para mayor
detalle, consultar € Apéndice 1.

Discusion

Ambos loci tuvieron una cantidad considerable de alelos (14 aelos en 17
individuos), sobre todo si se compara con la especie de referencia Astrophytum asterias (51
alelos en 96 individuos), la cual, también podria ser la especie méas cercana a D. caput-
medusae seguin apuntan los estudios mas recientes de la filogenia en latribu Cacteae (Terry
et al., 2006; Barcenas et al., 2011; Vazquez-Sanchez et al., 2013).

Terry y colaboradores (2006), trabajaron con 96 individuos de Astrophytum asterias
en las poblaciones de Texas (EUA), elos utilizaron 6 loci y pudieron encontrar 51 aelos.
Entre los seis loci probados en dicho estudio, €l de mayor nimero de alelos fue AaH11 (13
alelos). Fue ese mismo locus € que aparecié en las muestra de D. caput-medusae con 5
alelos 'y eso se explica porque los microsatélites son secuencias homologas especificas para

diferentes especies o0 géneros (Goldstein et al., 1996). Cabe sefialar que los dos loci (AaB6
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y AaH11) mostraron una cantidad de alelos muy parecida a los encontrados para 8 loci
dentro de 23 individuos en |la especie también endémica y amenazada llamada Ariocarpus
bravoanus (Hughes et al., 2008).

Los vaores promedio de He y Ho paralos dos loci encontrados entre los individuos
D. caput-medusae fueron 0.593 y 0.265, respectivamente. Ambos valores por debajo de los
valores promedio reportados en los trabgjos de Terry et al. (2006) y Parra et al. (2010).
Esto podria indicar que lo que resta de la poblacién original de D. caput-medusae tenia
poca variacion genética y podria presentar un riesgo ato de generar entrecruzamientos
entre individuos emparentados y homaocigos, disminuyendo asi la frecuencia de los
individuos heterécigos.

En especies como éstas, € riesgo de extincion no siempre es ato, pues existen los
fendmenos de purga que se encarga de eliminar alelos recesivos deletéreos (Rocha y Gasca,
2007). Por otro lado, en estas especies también se presentan problemas con la adecuacion
(depresion por endogamia), bajos porcentajes de germinacién y supervivencia, asi como
alta mortalidad debida a cambios ambientales (Rocha y Gasca, 2007). Ambas posibilidades
pueden tener lugar en e caso de D. caput-medusae pero alin se requieren mas estudios.

Con lareduccién de gjemplares con capacidad de autofecundarse de manera cruzada
podria surgir €l riesgo de que las plantas puedan autofecundarse alin dentro de las mismas
flores de un solo individuo. En este sentido, la experiencia con €l cultivo de los g emplares
de D. caput-medusae indica que la autofecundacion puede presentarse, quiza en bgo
porcentaje, pero se puede presentar (Antonio Diaz y Nevarez de los Reyes, comunicacion
personal). Con este sistema de apareamiento, o que se podria esperar es que de manera
natural incremente el nimero de individuos homdcigos, conduciendo a endogamia. Lo que
aln se desconoce son las condiciones de la autofecundacion, es decir, si se presenta cuando
el estigma de una flor acepta su propio polen o acepta el polen de otra flor. En este caso
podriamos estar ante una especie que tienen un sistema de apareamiento mixto, se
autofecunda con poca frecuencia y en la mayoria de los casos es necesaria la fecundacion
con plantas diferentes. Si comparamos a sistema de apareamiento de D. caput-medusae
con €l descrito para las poblaciones de Astrophytum asterias podremos ver que la segunda
especie tiene un sistema de apareamiento que no permite la autofecundacion ni dentro de la

misma flor ni entre flores de un solo individuo, es decir, A. asterias es una especie de
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polinizacion cruzada exclusiva y obligada en las poblaciones de Texas (Strong y
Williamson, 2007). Sin embargo, Martinez Avalos (2007), mostr6 que las plantas de las
poblaciones mexicanas de A. asterias son xendgamas facultativas, esto quiere decir que
pueden ser autocompatibles bajo determinadas condiciones de polinizadores.

Resulta prioritario distinguir a los gemplares con mayor diversidad en cuanto a
alelos se refiere, para priorizar su proteccion y reproduccion. Para el locus AaH11 hubo 7
individuos heterécigos. Para € locus AaB6 fueron identificados solo dos individuos
heterécigos (ver Apéndice 1). En tanto que, para ambos loci hubo solo un individuo
heterécigo (ver Apéndice 1). Por lo que respecta a los individuos restantes, dominaron dos
alelos, uno ocupando & 76% en e locus AaH11 y otro ocupando e 44% en el locus AaB6.
Es probable que 7 de los 15 gemplares muestreados en la UMA *“Proyecto Digitostigma’
sean diferentes genéticamente, pero a menos 8 podrian ser clones de los 5 individuos
originales o0 cruzas de estos, |0 que resulta extrafio y no se puede explicar la fuente de
variacion en estos gemplares a menor que se trate de plantas propagadas a partir de
semillas procedentes de la poblacion silvestre. En lo que respecta alos 2 individuos adultos
de la Coleccion de Investigacion de Cactéaceas del JB-IBUNAM se encontraron presentes
los mismos aelos que en los giemplares de la UMA “Proyecto Digitostigma’, 1o que hace
suponer gue en su momento, todos los individuos compartieron el espacio en la misma
localidad.

Conclusiones

Se encontré evidencia Digitostigma caput-medusae y Astrophytum asterias estén
estrechamente rel acionados filogenéticamente por € hecho de compartir dos loci en comun
(AaB6 y AaH11) y esto esta sustentado por |os resultados recientes de V azquez-Sanchez et
al. (2013) que colocan a D. caput-medusae como una especie del género Astrophytum. Es
probable que siete de los 15 gemplares muestreados en la UMA *“Proyecto Digitostigma’
sean diferentes genéticamente, pero a menos 8 podrian ser clones de los 5 individuos

originales. S6lo uno de los individuos resultd heterécigo paralos dos loci de microsatélites.
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Cultivo in vitro e injerto en Digitostigma caput-medusae (Cactaceae), técnicas

complementarias para su conservacion

Resumen

El cultivo in vitro y la técnica del injerto son dos opciones complementarias que se han practicado
en una gran cantidad de especies amenazadas de |a familia Cactaceae, acelerando su reproduccién y
desarrollo, contribuyendo asi a la conservacion ex e in situ. Cerca de 30 plantulas de D. caput-
medusae fueron cultivadas in vitro en medio MS 50%. Se realizaron cortes transversales y
longitudinales a la regién del hipocttilo de las plantulas y se les aplicaron dos juegos de
tratamientos hormonales con los reguladores de crecimiento vegetal (RCV) BA y ANA. Las
digtintas secciones de plantulas de D. caput-medusae produjeron abundante calo en
concentraciones altas de citocinina (AB) de 0.5, 1.0y 2.0 mg/L y bajas de auxina (ANA) de 0.0, 0.1
0.5 mg/L en sus diferentes combinaciones. Las concentraciones de 1.0 mg/L BA+0.5 mg/L ANA y
1.0 mg/L BA+0.0 mg/L ANA indujeron la formacion de brotes con tubérculos hipertrofiados
después de dos y tres meses de cultivo en e medio de induccion, respectivamente. Los brotes
obtenidos in vitro no resistieron e proceso de aclimatizacion y murieron a las pocas horas de ser
expuestos a condiciones ex vitro, por o que es necesario consolidar y deshidratar los explantes
antes de iniciar la aclimatizacion. El injerto de plantulas de D. caput-medusae de 8 meses de edad
sobre plantulas de 15 cm de ato y 3 afios de edad de Ferocactus cylindraceus mostré que las
plantas pueden tener un desarrollo mas rapido que € que pueden lograr en sus propias raices, es
decir, dos meses después de ser injertadas ya tenian nuevos brotes y después de tres meses ya
habian desarrollado |os tubércul os con areolas dimorficas maduras y flores viables y normales. Las
ventgjas de ambas técnicas potencialmente pueden compensar sus propias desventagjas y reducir los
tiempos de produccion de plantas con agun estatus de amenaza, contribuyendo asi, a su
conservacion ex situ.

I ntroduccion

El tipo de reproduccion de las cactéceas abarca tanto la reproduccion sexua como
la asexual. Sin embargo, es dificil su conservacion debido a los porcentgjes bajos de
germinacion, escaso reclutamiento de individuos jévenes en poblaciones naturales y a una
baja tasa de crecimiento en la gran mayoria de las especies. Ejemplos de las probleméticas
antes mencionadas se encuentran en las poblaciones de Strombocactus disciformis,
Turbinicarpus pseudomacrochele, Astrophytum asterias, Lophophora williamsii y
Pelecyphora aselliformis (Alvarez et al., 2004; Terry, 2005; Marinelli, 2006; Terry et al.,
2006; Martinez-Avalos et al., 2007).

El cultivo in vitro se ha practicado en una gran cantidad de especies de la familia
Cactaceae para su conservacion y para acelerar su reproduccion y desarrollo, con resultados

que van desde la brotacion multiple por regeneracion directa e indirecta (Hubstenberger et
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al., 1992; Chavez y Rubluo, 1995; Malda et al., 1998; Estrada-Luna et al., 2002; Rubluo et
al., 2002; Calderdn-Gil, 2007; Cardarelli et al., 2010) hasta la induccion de embriogénesis
somaética (Leng y Keng, 2007). Entre las especies de cactaceas que se han regenerando y/o
propagado por medio de esta técnica se encuentran Aztekium ritteri, Ariocarpus
kotschoubeyanus, Ariocarpus retusus, Astrophytum asterias, Astrophytum myriostigma,
Coryphantha elephantidens, Mammillaria albicoma, Mammillaria guelzowiana,
Mammillaria woodsii, Opuntia ellisiana, Pelecyphora asdliformis, Pelecyphora
strobiliformis, Turbinicarpus laui y Turbinicarpus pseudopectinatus, por citar agunas y
cabe sefidar que la mayoria son endémicos de México (Hubstenberger et al., 1992; Stuppy
y Nagl, 1992; Pérez Molphe Balch et al., 1998; Singh Bhau, 1999; Mata Rosas et al., 2001;
M oebius-Goldammer et al., 2003; Wyka et al., 2006; Ramirez-Malagon et al., 2007; Garza-
Padrén, 2010). Sin embargo, solo pocos gjemplos pueden mencionarse que hayan llegado a
las Ultimas etapas de establecimiento ex vitro, produccion a gran escala y reintroduccion
(Ejemplos. Mammillaria san-angelensis y M. mathildae; Rubluo et al., 2002; Garcia-Rubio
y Malda-Barrera, 2010).

El cultivo in vitro (CTV) puede operar siguiendo varias vias que van desde la
organogénesis directa o indirecta e incluso la embriogénesis somética (Leng y Keng, 2007),
pero siempre bgo tratamientos con reguladores de crecimiento vegeta (RCV) como
auxinas y citocininas a diferentes concentraciones para inducir la respuesta deseada
(Cuadro 6). Respectivamente € é&cido naftalenacético (ANA) y la benciladenina (BA o
BAP) se encuentran entre los RCV mas utilizados en los procesos de induccién
morfogenética (regenerativa), las concentraciones efectivas més reportadas son ANA:
0,0.5,1 mg/L combinadas con BA 1,2,3 mg/L, con un periodo de induccion (tiempo en
presencia de los RCV) entre 1-3 meses. Durante este periodo se ha reportado |as respuestas
morfogenéticas. Posteriormente, 10s explantes y/o regenerantes son subcultivados a medio
basal sin RCV. El medio de cultivo mas ampliamente utilizado para CTV es d de
Murashige y Skoog (MS) (1962) utilizado a 100% o al 50% de su concentraciéon. Un
procedimiento cada vez mas practicado es permitir € “envejecimiento” del medio de
cultivo, lo cua lleva a la deshidratacion del medio que se asocia a una conformacion mas
normal de los regenerantes, a consolidarse sin pasar por una condicién de hiperhidratacion

o al revertir esta Ultima. La individualizacion de los regenerantes (brotes) es una fase que
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debe ser redlizada cuando los brotes cuentan con una talla mayor a3 0 5 mm aturay a
tiempo de colocarlos en medio fresco no deben “enterrarse” (introducirse mas de 2 mm en
el medio) sino colocarse de tal manera que solo queden fijados a medio de cultivo, de otra
manera se puede presentar la formacién de callo. El enraizamiento de esos brotes puede

ocurrir de manera espontanea sin la adicion de auxinas. Es posible que la aplicacién de
carbdn activado (0.5-1.5 g/L) ayude a enraizamiento (Gonzélez Caballero, 2008).

Especie Categoria Medio de Explante Reguladores de Respuesta Referencia
cultivo crecimiento
(mg/1) in vitro
Ariocarpus Preocupacion MS 50% Plantulas 2.4BA /1.1 ANA Brotes, M oebius-
kotschoubeyanus menor germinadas embriones Goldammer
(IUCN, in vitro 16-4BA/0.1-1.1 SOMéticos,
2013) ANA calo etal ., 2003
compacto
5 KIN solay con
0124-D
Ariocarpusretusus | Preocupacion MSy SH Plantulas - Cdlo, Stuppy y
menor 20% (Vv/v) germinadas embriones Nagl, 1992
(IUCN, agua de coco invitro sométicos
2013)
Leuchtenbergia | Preocupacion MS Pléntulas 1.0 BA/ 0.1 ANA Brotes Starling,
principis menor germinadas 1985
(IUCN, invitro
2013)
Astrophytum Preocupacién MS Plantulas 2mg/L (BA)y 3 Callo Garza-
myriostigma menor germinadas mg/L (2,4-D); Padr6n et
(ITUCN, invitro 3mg/L de 2,4-D; al., 2010
2013) 2mg/L de BA
Astrophytum Preocupacion MS Segmentos | 1 BA +0.01 ANA Cdlo Pérez
myriostigma menor de plantulas compacto, Molphe
(ITUCN, de 2-3 afios brotes Balch et al.,
2013) de edad en 1998
invernadero
Astrophytum Vulnerable MS Explantes | 1.0y 2.0BA + 2.0 Activacion Castro-
ornatum (ITUCN, apicaesy ANA areolar Galloetal.,
2013) laterales de 2002
plantulas
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Astrophytum Vulnerable MS Explantes 0.0,1.0y2.0BA Cdlo M endoza

ornatum (IUCN, apicalesy | 6KIN+0.0,10y compacto, Madrigal,
2013) laterdlesde | 2.0 ANA 62,4-D brotes 2007
plantulas
Astrophytum Preocupacion No Meristemo | 3.0BA +0.224- Brotes Compar an-
capricorne menor determinado apical D Sénchezy
(ITUCN, Luna-
2013) Martinez,
2004
Astrophytum Vulnerable No Plantulas 0.5BA +1.0 Activacion Lizalde-
asterias (TUCN, determinado | germinadas ATIB areolar Viramontes
2013) in vitro et al., 2004

La aplicacion de cultivo in vitro se justifica en especies que se propagan
vegetativamente, en aquellas especies que producen semillas recalcitrantes como la mayor
parte de los frutos tropicales y en algunos taxones que presentan dificultades para su
produccion por medio de semillas. Asi mismo, € cultivo in vitro tiene diversas ventajas con
respecto a las técnicas de propagacion tradicional, pues permite una rapida multiplicacion
de la especie en espacio reducidos, se pueden obtener gemplares libres de agentes
patdgenos y se tiene un mayor rendimiento a producir un gran nimero de brotes a partir de
pequeias cantidades de material inicia (Fay, 1994; Chavez y Rubluo, 1995).

Por otro lado, las técnicas tradicionales de propagacion en cactaceas incluyen una
gran gama de posibilidades que van desde aguellas que exploran la via sexual y asexual de
reproduccion. Dentro de la via sexua solo se encuentra la germinacion de semillas, comuan
en la mayoria de los viveros comerciales (Reyes Santiago, 2009). La via asexual de
propagacion es mas barata, rgpiday sencilla de aplicar en todo tipo de viveros comerciaes
e incluye la obtencion de clones por medio de los esquejes, brotes y la técnica del injerto
(Bravo-Hollis y Scheinvar, 2002; Reyes Santiago, 2009; Flores Pérez, 2009). En €l caso de
las técnicas tradicionales, en investigacion cientifica solo son aplicadas en estudios de
germinacion y evaluaciones fisiolégicas en algunos casos, (Mada et al., 1998; Bautista-
Alvarado, 2007; Navarro y Deméneghi, 2007; Flores Pérez, 2009; Flores et al., 2011).

El injerto es una técnica ancestral china que se basa en la union artificial de
porciones de dos plantas distintas, para ayudar a aquellas que tienen dificultad para vivir
directamente en € suelo y también es Util para propagar especies en pdigro extincion, ya

que se puede acelerar su crecimiento y desarrollo (Estrada Luna et al., 2002; Harman y
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Kester, 2002; Flores Pérez, 2009; Puente Alarcon, 2009). De las partes a unir, auna se le
[lama injerto; € cual se inserta en €l tallo de la otra planta, denominada patron o porta
injerto y que se convierte en su soporte y le proporciona los nutrientes necesarios para su
crecimiento, de tal manera que se logra una intima conexion entre ambas partes por medio
de la regeneracion de tgjidos de conduccion, funcionando € conjunto como un solo
individuo (Anderson, 1997). Esta técnica de propagacion comercial se ve restringida por su
bajo éxito, dificultades de uso de las técnicas poco confiables y por los problemas de
contaminacion por bacterias y hongos y deshidratacion excesiva de lostejidos en el area de
union (Estrada Luna et al., 2002). Los gemplos més significativos son los cultivos
comercidles de plantas llamativas como Gymnocalycium mihanovichii, cultivares de
Astrophytum y otras plantas crestadas y variegadas (Arévalo, 2000; Estrada Luna et al.,
2002; Flores Pérez, 2009).

Digitostigma caput-medusae es una especie microendémica y seriamente
amenazada de extincion cuya distribucion original corresponde alaregion centro del estado
de Nuevo Léon, México (Velasco Macias y Nevérez de los Reyes, 2002; CONABIO, 2010;
Hernandez-Alva et al., 2011; IUCN, 2013). Este taxdn no se encuentra bien representado
en las colecciones de los jardines botanicos a nivel nacional, tiene baja produccion de
semillas y poca o nula informacion biologica. El género mas cercano taxondmicamente a
este taxon es € género Astrophytum que ya ha sido trabgjado en abundancia tanto por
cultivo in vitro como en injerto (Cuadro 6) (Flores Pérez, 2009; Barcenas et al., 2011;
Vazquez-Sanchez et al., 2013).

Los objetivos de este trabgo fueron: 1) Explorar €l potencial regenerativo in vitro
de distintos explantes obtenidos a partir de plantulas, tales como apices y secciones
transversales de tallo de D. caput-medusae utilizando distintos tratamientos con los
reguladores de crecimiento vegeta: BA (bencil-aminopurind) y ANA (&cido
naftalenacético). 2) Explorar € potencial regenerativo y de desarrollo de plantulas de D.

caput-medusae propagadas por latécnica de injerto para D. caput-medusae.

Materialesy M étodos

Entre los meses de septiembre de 2009 y mayo de 2010 se recibieron las donaciones de 577
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semillas, todas procedentes de la UMA “Proyecto Digitostigma’ del Bidl. Manuel Nevérez

de los Reyes ubicada en Escobedo, Nuevo Ledn.

Sembrain vitro

La siembra in vitro se realizé desinfectando un lote de 50 semillas de D. caput-
medusae por inmersion en solucion jabonosa més dos gotas de Tween 80 por 15 min; luego
se sumergieron en etanol 70% (v/v) por 1 min y después hipoclorito de sodio (blanqueador
comercial) 30% (v/v) por 30 min, en agitacion constante. Enseguida, bajo condiciones de
asepsia, en una campana de flujo laminar, se realizaron 3 enjuagues con agua destilada
esterilizada en autoclave a 1.5 kg/cm? de presion y 121° C, durante 20 minutos. Grupos de
cinco semillas se colocaron en frascos Gerber® con medio de cultivo MS a 50%
(conteniendo 1g/I de carbdn activado, 30 g/l de sacarosa, 3.5 ¢/l de Gelrite® y pH 5.7).
Estas plantul as fueron fotografiadas cada semana para registrar |os eventos mas importantes
en e desarollo de la especie y se describieron los mismos, para comparar con 10s

resultados obtenidos por €l proceso de injerto.

Lote de tratamientos hormonales 1 (LTH1)

Unavez que las plantulas tuvieron al menos 3 cm de atura (més de 84 dias desde la
germinacion) se procedid a redizar la primera fase de induccion con reguladores de
crecimiento vegetal. Para la induccion se disecté cada plantula en dos partes: € pice y
zona superior del hipocdtilo por un lado y por otro € resto de la region basal del hipocdtilo
y zona radicular, ambas regiones de las plantulas fueron colocadas en frascos
independientes con medio MS adicionado con 6 distintos tratamientos con reguladores de
crecimiento vegetal (0.5, 1.0 y 2.0 mg/L de BA por 0.1 y 0.5 mg/L de ANA), con €
propésito de gue dichas secciones continuaran su crecimiento y desarrollo hasta lograr la
formacion de brotes (Cuadro 7). Las condiciones de incubacién bajo las cuales se
mantuvieron los medios con las semillas, plantulas y secciones de éstas, fueron de 25 +
2°C, con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de obscuridad y 50 pMol/m?/s de intensidad

luminosa. El periodo de induccion fue de dos meses. Por ausencia de materia suficiente, se
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omitieron los controles y solo fueron dos repeticiones por tratamiento.

Cuadro 7. Concentraciones de RCV en mg/L para €l lote de tratamientos hormonales 1 (LTH1). Aplicado
a 12 plantulas de 13 a 15 semanas de edad de la especie D. caput-medusae.

Concentraciones de | 0.5 mg/L BA 1.0 mg/L BA 2.0 mg/L BA

RCV (BA/ANA)

0.1 mg/L ANA T1=05mg/lL BA/0.l | T3=1.0mg/lL BA/0.1 = T5=2.0 mg/L BA/O.1
mg/L ANA i mg/L ANA i mg/L ANA

0.5 mg/L ANA T2=05mglL BAIOS | TA=1.0mglL BAIOS |  T6=2.0 mglL BA/OS
mg/L ANA mg/L ANA mg/L ANA

Lote de tratamientos hormonales 2 (LTH2)

Un segundo lote de tratamientos hormonales (LTHZ2) fue puesto en marcha con los
explantes tratados en primera instancia 'y con otras plantulas en desarrollo, esto se reaiz6
después de 3 meses de cultivo y tres subcultivos en medio MS 50% (conteniendo 1g/I de
carbén activado, 30 g/l de sacarosa, 3.5 g/l de Gdrite® y pH 5.7). Esta vez se redizaron
cortes longitudinales en € hipocétilo de las plantulas de 20 semanas de edad para exponer
el parénquimaa efecto directo delos RCV. Setrabajo con € juego de concentraciones: BA
0, 1.0y 2.0 mg/L en combinacion con ANA 0y 0.1 mg/L por un tiempo de induccion de 2
meses (Cuadro 8). Las condiciones de incubacion fueron de 25 + 2°C, con un fotoperiodo
de 16 h luz y 8 h de obscuridad y 50 uMol/m%s de intensidad luminosa. Se tuvieron 3
repeticiones de callos y dos réplicas de plantulas de Digitostigma caput-medusae por cada

tratamiento.

Cuadro 8. Concentraciones de RCV en mg/L para €l lote de tratamientos hormonales 2 (LTH2). Aplicado
a 12 plantulas de 20 semanas de edad y 18 réplicas de callos de la especie D. caput-medusae.

Concentraciones de | 0.0 mg/L BA 1.0 mg/L BA 2.0 mg/L BA

RCV (BA/ANA)

0.0 mg/L ANA T1=0.0 mg/L BA/0.0 T3=1.0 mg/L BA/0.0 T5=2.0 mg/L BA/0.0
mg/L ANA mg/L ANA mg/L ANA

0.1 mg/L ANA T2=0.0 mg/L BA/0.1 T4=1.0 mg/L BA/0.1 T6=2.0 mg/L BA/0.1
mg/L ANA mg/L ANA mg/L ANA
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Propagacion por injerto

El siguiente procedimiento de propagacion se adaptd en instalaciones del vivero PIMVS
“El Secreto de la Montafia’ con Numero de control MX-PIMVS-VIV-CO-312-MOR/12,
ubicado en Cuernavaca, Morelos:

Germinacion: En septiembre de 2012, 150 semillas de D. caput-medusae con una
edad de 3 meses desde su colecta (producidas con plantas del mismo vivero) y sin
desinfectar se colocaron en una charola de germinacion blanco lechoso de unicel, llena con
sustrato para germinar (80% tepojal con tamafio de grano menor a 5 mm de diametro-20%
composta). Se les aplicd una solucion de fungicida Captan® de Bayer con una
concentracion de 1 g/100ml hasta saturacion del sustrato. Se dej6 la charola cerrada por 1os
siguientes 30 dias.

Injerto: A los 8 meses de edad, las plantulas de D. caput-medusae fueron injertadas
sobre plantas jévenes de Ferocactus cylindraceus (15 cm alto y 3 afios de edad) siguiendo
el procedimiento siguiente: 1) los portainjertos bien hidratados y sin sustrato fueron
cortados con un corte transversal en la region superior, 3-4 cm por debajo del apicey se
cortaron los bordes del tallo a manera de “biselado” para evitar que con la deshidratacion
de los tgjidos se promoviera € rechazo del injerto. 2) Se corté la base del brote ainjertar y
se coloco corte sobre corte con suavidad y deslizando de lado alado para retirar € aire que
pudiera afectar la fusion de los tgjidos. 3) Ya con las dos plantas colocadas, se procedio a
inmovilizar € injerto con cinta platica tipo playo o egapack® para evitar la deshidratacion
excesivay fijar hasta que lafusién de tegjidos estuvieraterminada. Los injertos se guardaron
en cualquier lugar fresco dentro de un invernadero. Cinco dias después de haber realizado
el injerto, se cortd € plastico que mantenia unidas a las dos plantas injertadas y se
trasplantaron a macetas con € mismo tipo de sustrato que se uso para germinar las semillas.
Después de cinco dias més, se inicié € proceso de riego de las macetas donde fueron
trasplantados |os injertos con agua corriente.

Para registrar el desarrollo de las plantulas injertadas se tomaron en cuenta los
siguientes eventos. 1) pérdida de tubérculos pre-injerto, 2) aparicion de tubérculos o
brotacion post-injerto y 3) nimero de tubérculos o brotes formados y 4) aparicion de la

primera floracion. Se llevo € registro desde que germinaron las semillas y hasta que las
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plantas tuvieron su primer evento reproductivo.

Resultadosy discusién

La secuencia de desarrollo de las plantulas de D. caput-medusae obtenidas por siembrain
vitro fue registrada cada semana con fotografias de los gemplares y se anotaron las
descripciones de los eventos més importantes y 1os tiempos observados, como se muestra

enlaFig. 11.
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El rompimiento de la testa y surgimiento de la radicula de las primeras semillas
ocurrié entre los dias 2 y 5 después de la siembra y fue hasta € dia 84 que se degj6 de
registrar. La radicula emergié primero en todos los casos. Desde € inicio, € hipocotilo
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mostré una forma cilindrica de entre 0.5 a 1cm de alto por 3-4 mm de diametro. El primer
tubérculo abundantemente cubierto de estigmas de color blanquecino con epidermis color
verde oscuro, aparecio entre lasemana 3y 4 y € segundo tubérculos apareci6 hasta los 80-
84 dias (12 semanas). Se tuvo un 43% de germinacion total. El porcentge de
contaminacion fue 0%.

Se observd la aparicion de espinas setosas en €l dpice de la plantula visibles después
de lasemana 22 y en algunos casos la radicula de las plantulas no se desarrollo més alé de
2a4 mmdelargo en € interior del medio, mientras que en otros casos la radicula se elongo

hasta alcanzar 1-1.5 cm de largo.

Respuestas morfogenéticas de tratamientos hormonales (LTH1)

Para los seis tratamientos del LTH1 (Cuadro 7) se utilizaron 12 plantulas de D.
caput-medusae con una edad de 13 a 15 semanas (2 repeticiones por tratamiento). En todas
esas plantulas se vieron dafios por hiperhidratacion a aparecer un callo cristalino y poco
consolidado sobre los bordes y a interior de los explantes, cerca de la mitad de los
explantes mostraron oxidacion y necrosis en regiones cercanas a medio y esto se pudo
deber quiza a efecto del ato contenido de agua y azlcares del medio de cultivo de
induccion, de forma similar se reportd la hiperhidratacion en explantes de Mammillaria
coahuilensis, M. san-angelensis, M. sanchez-mejoradae y Aztekium hintonii (Calderén-Gil,
2007; Flores Renteria, 2008). Por la presencia de las zonas muertas por oxidacion, los
explantes de |os seis tratami entos fueron bafiados una sola vez con una solucion esterilizada
por filtracion de 1 g/L de &cido ascorbico/l g/L &cido citrico. Un mes después de |os bafios
antes mencionados, se detuvo la oxidacion en los explantes y los callos lucian verdes y sin
dafos, después fueron colocados en medios MS 50% con 0.5 g I-1 de carbon activado y 1 g
I-1 de manitol para evitar la hiperhidratacion pero como esto impedia ver € efecto del
barrido hormonal, se decidio atransferir los cultivos amedio MS 50% sin hormonas y libre
de agentes osmoticos.

Los ses tratamientos del LTH1 presentaron una gran cantidad de respuestas
morfogenéticas durante la fase de induccion que duré dos meses (marzo-mayo) y esas

respuestas fueron la formacién de callo hiperhidratado, raices adventicias a partir de caloy
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brotes laterales por organogénesis directa a partir de la region superior del hipocdtilo. Las
respuestas presentes en los seis tratamientos fueron € callo friable fotosintético mas o
menos consolidado y el callo fotosintético friable hiperhidratado. En el Cuadro 7 y en la
Fig. 12 seilustran las respuestas morfogenéticas obtenidas para cada tratamiento hormonal
en las concentraciones: 0.5, 1.0y 2.0 mg/L de BA por 0.1y 0.5 mg/l de ANA.

Cuadro 9. Descripcion de las diferentes respuestas morfogenéticas para los 6 tratamientos hormonales del LTH1.
Empleando 12 pléntulas de 12 a 15 semanas de edad de la especie D. caput-medusae.

BA/ANA | Abundancia | Color decallo NUmero No. de Oxidacion | Hiperhidratacion
mg/I decallo debrotes Raices
0.5/0.1 Abundante Amarillo, café | 1 3 ++ Abundante
verde
0.5/0.5 Muy Amarillo, café, | 0 4 ++ Abundante
abundante verde
1.0/0.1 Muy Amarillo, café, | 0 3 + Muy abundante
abundante verde
1.0/0.5 Muy Amarillo, café, | 2 2 ++ Muy abundante
abundante verde, rojizo
2.0/0.1 Poco Amarillo, café, | 0 0 ++ Muy abundante
abundante verde
2.0/0.5 Abundante Amarillo, café | 0 1 ++ Muy abundante
verde, rojizo

+++ 90% de oxidacion, ++ 50% de oxidacion, + 10% de oxidacion

Para regenerar brotes por organogénesis directa es muy importante romper la
dominancia apical y de ahi que se lleguen a utilizar atas concentraciones de citocininas en
los rangos de 1.0, 3.0 y 5.0 mg/L de BA o KIN y bajas o nulas concentraciones de auxinas
(Hubstenberger et al., 1992; Ramirez-Malagon et al., 2007).

Para especies del género Astrophytum, Ariocarpus, Leuchtenbergia y Mammillaria
es comun encontrar respuestas morfogenéticas como la formacion de brotes por
organogénesis directa y produccion de callo usando concentraciones de 0.5, 1.0 y hasta 3.0
mg/L de BA y KIN (Starling, 1985; Stuppy y Nagl, 1992; Pérez Molphe Balch et al., 1998;
Castro-Gallo et al., 2002; Moebius-Goldammer et al., 2003; Comparan-Sanchez y Luna-
Martinez, 2004; Lizalde-Viramontes et al., 2004; Mendoza Madrigal, 2007; Flores-



Renteria, 2008; Garza-Padron et al., 2010). Estos resultados coinciden con |os mostrados en
este trabgjo.

Fig. 12. Respuestas morfogenéticas de los explantes a partir de plantulas de D. caput-medusae para las seis
concentracionesdel LTH1. a, b, f y j) callo compacto verde fotosintético; b) callo suberizado; d, f, g, h, i y k)
calos hiperhidratados blanquecinos; c) raices [flecha]; f) brote de tubérculo [flecha]; e y g) oxidacion
extrema

Dos meses y dos subcultivos después, en septiembre de 2010, los cultivos sufrieron
unaagresivay rapida oxidacion que no se pudo detener, alin con la aplicacién de bafios con
solucion antioxidante. Como resultado, 40% de ellos murieron antes de iniciar € segundo
lote de induccién (LTH2).

Lote de tratamientos hormonales 2 (LTH2)
La regeneracion in vitro por organogénesis directa a partir la zona apical se obtuvo en la
concentracion de 1.0 mg/L de BA en ausencia de auxinas (Tratamiento 3), mientras que en

las concentraciones de 0.0 mg/L (BA)-0.1 mg/L (ANA), 1.0 mg/L (BA)-0.1 mg/L (ANA),
2.0 mg/L (BA)-0.0 mg/L (ANA) y 2.0 mg/L (BA)-0.1 mg/L (ANA) se produjo abundante

43



calo verde y friable (sin consolidar y propenso a oxidacion severa). También se presento
organogeénesis indirecta de raices en €l caso de la concentracion 2.0 mg/L (BA)-0.1 mg/L
(ANA). No se observé ningun tipo de respuesta morfogenética en el tratamiento control en

completa ausencia de hormonas (Fig. 13a).

Fig. 13. Secuencias morfogenéticas obtenidas de los explantes de plantulas de D. caput-medusae en €l lote de
tratamientos hormonales 2 (LTH2). &, Control (0.0 mg/L BA /0.0 mg/L ANA). b, Tratamiento 3 (1.0 mg/L
BA/0.0 mg/L ANA). c, Tratamiento 3 (1.0 mg/L BA/0.0 mg/L ANA). d, estructura hialina diferenciada
derivada de meristemos que dio origen a brotes. e, Tratamiento 4 (1.0 mg/L BA/0.1 mg/L ANA). f,
Tratamiento 6 (2.0 mg/L BA/0.1 mg/L ANA). Todo en concentraciones de mg/L en medio de cultivo MS
50%. El tiempo de tratamiento estd dado por los nimeros: sin ndmero (4 dias, en medio de induccion con
RCV); 1 (15 dias, en medio de induccion con RCV); 2 (16 dias sin RCV, a 3 meses 'y medio del inicio de la
induccion); 3 (2.5 meses sin RCV, a 6 meses del inicio de la induccién); 4 (mas de 3 meses sin RCV, a méas

de 6 meses del inicio de lainduccién). Las barras de escala
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20mm

Las regiones apicales regenerantes sufrieron una proliferacion muy acelerada y
produjeron una gran cantidad de calo durante la fase de induccién. Al liberarse a los
explantes de la influencia de los RCV después de 3 meses de induccién, se registré la
diferenciacién de algunas estructuras hialinas organizadas (Fig. 13d) a partir de las cuales
se formaron los tubérculos y regiones apicales mostradas en las fotografias b2 y c2 de la
Fig. 13.

Los tratamientos 2, 4 y 5 (0.0 mg/L BA-0.1 mg/L ANA, 1.0 mg/L BA-0.1 mg/L
ANA y 2.0 mg/L BA-0.0 mg/L ANA, respectivamente) siguieron formando callo fiable y
verde durante la induccién y ain después del trasplante a medio sin RCV. Sdlo €
tratamiento 5 con 2.0 mg/L de (BA)-0.0 mg/L de (ANA) formo raices directamente del
calo, pero las raices no proliferaron y se quedaron estacionadas en el tamafio que muestran
lasfotografiasey f delaFig. 13.

Siete meses después de la induccion, los brotes regenerados se encontraban
creciendo y la oxidacion general de todos | os tratamientos se pudo detener con la aplicacién
de 1g/l de PVP a medio MS 50%, sustituyendo asi, |os bafios con antioxidantes.

L os brotes regenerados a partir de |os pasados tratamientos hormonal es presentaron
una hipertrofia considerable, o que provocd gue no soportaran la deshidratacion durante el
proceso de aclimatacion y murieran a las pocas horas de ser puestos en condiciones ex
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vitro. Otros trabajos han reportado problemas de baja regulacion del contenido de agua
incluso en plantas producidas por cultivo in vitro (Mada et al., 1999; Garcia-Rubio y
Malda-Barrera, 2010). Una solucién viable podria ser la utilizacion de injertos para
aclimatizar callos y brotes, pero la consistencia de los callos y brotes obtenidos en ambos
tratamientos con RCV no fue la adecuada, es decir, no estaban bien consolidados y estaban
hiperhidratados.

Propagacion por injerto

Se obtuvo un 80% de germinacién de las 150 semillas, 1o que significé un total de 120
plantulas. Iniciando la germinacién en e quinto dia y terminando a los 19 dias después de
la slembra. Luego de 8 meses de crecimiento vigoroso con la charola de germinacion
cerrada en condiciones de invernadero (que en ocasiones pudo haber alcanzado una
temperatura de 38°C), se tuvieron plantulas de 12 a 15 cm de ato (desde la puntade laraiz
hasta la punta del tubérculo més largo), como se puede ver en laFig. 14.

Esta técnica de propagacion tradicional, mostré una supervivencia del 100% en los
30 injertos que se realizaron. La pérdida de tubérculos pre-injerto se presenté de una
semana a semana y media después de que se rompieron |as cintas plasticas que sujetaban €
injerto. La aparicion de los nuevos tubérculos post-injerto se mostré entre 6 y 8 semanas
después, sobre todo en la region de la base del hipocotilo (Fig. 14 C y C.1). El nUmero de
tubérculos o brotes formados fue de 3 a 6 el segundo mes y con uno o dos brotes basales
por plantula (en promedio 1.5 brotes por plantuld). La aparicion de la primera floracién
ocurrié entre los 11 meses posteriores a la germinacion y tres meses después de ser
injertadas y estuvo antecedida por el surgimiento de los primeros tubérculos maduros con
areolas dimorficas. En promedio, los tubérculos de las plantas injertadas midieron 4.5 mm
de didmetro por 7.8 cm de largo.

El resto de las pléntulas que se germinaron funcionaron como los testigos del
experimento (90 en total) y éstas no acanzaron la madurez luego de 11 meses de
crecimiento, tampoco mostraron tubérculos maduros (con areola florifera), ni produjeron
brotacion alguna; el tamaro final de esas plantulas fue de 14.7 cm de alto (desde la punta de

la raiz hasta la punta del tubérculo més largo) en promedio y a la fecha continlan su
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desarrallo.

Flores Pérez (2009), encuentra que la técnica de injerto acelera el desarrollo en
diametro, tamarfio, niUmero de brotes y numero de flores de las especies injertadas y mejora
la capacidad de produccién de forma comercial. También reporta que la técnica favorece el
crecimiento de brotes laterales en Copiapoa tenuissima, Notocactus leninghausii y Rebutia
muscula, dependiendo de | os fertilizantes utilizados y de |a especie de portainjerto utilizada.
Es en e sentido de la produccion acelerada que se sugiere la utilizacion de esta técnica,

pues las especies més amenazadas tienen bajas tasas de toma de nutrientes en sus raices,
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ciclos de vida largos y baja capacidad de produccion de semillas (Flores Pérez, 2009;
Puente Alarcon, 2009).

Normalmente y en sus propias raices, la especie D. caput-medusae requiere mas de
3 afos para madurar. Esto se sabe porgue algunas de las plantulas germinadas in vitro han
sido monitoreadas hasta la fecha (3 afios después) sin que se presente la aparicion del
primero evento reproductivo (Antonio Diaz y Manuel Nevérez de |os Reyes, comunicacion
personal). Aqui cabe apuntar que € cultivo in vitro acelerd el crecimiento de las plantulas
en un principio, pues en condiciones ex vitro la aparicion del segundo tubérculo no ocurre
hasta después de los seis meses de edad, mientras que en condiciones in vitro la aparicion
del segundo tubérculo ocurre alas 13 semanas. Solo que cuando las plantas germinadas in
vitro son pasadas a condiciones ex vitro, su crecimiento se detiene considerablemente,
posiblemente porque la especie tiende a poner mayor esfuerzo en el desarrollo de la raiz
fasciculada de reserva. Esto ultimo no ocurre en condiciones de injerto, pues la plantula de
D. caput-medusae no desarrollalaraiz.

El cultivo in vitro puede regenerar brotes con tratamientos hormonales atos en
cinetinas (Santos Diaz et al., 2001; Singh Bhau, 1999; Ramirez-Malagon et al., 2007), lo
puede hacer directamente a partir de la zona apical del tallo, como resulté en este trabagjo
(en la concentracion de 1mg/L de BA en ausencia de auxinas), pero esto sucede en bajos
porcentajes y los brotes carecen de la region del hipocétilo y raices. También se pueden
presentar otras respuestas como la organogénesis indirecta de raices en e caso de la
concentracion 2.0 mg/L BA-0.1 mg/L ANA del LTH2. Ambos resultados coinciden con |o
encontrado por GarciacRubio y MadaBarrera (2010) en € caso de Mammillaria
mathildae.

Con este trabajo se corrobord que con la ayuda de sustancias como €l D-manitol o €
carbén activado, se puede evitar € dafio a explante a través de la hiperhidratacion y la
oxidacion, igual que lo reportado por Santos Diaz y colaboradores (2001) con cultivo in
vitro de Astrophytum myriostigma. Otros trabajos también reportan el impacto negativo de

la oxidacion e hiperhidratacion sobre los cultivosin vitro (Ramirez-Malagon et al., 2007).

Conclusion
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La exploracion del potencial regenerativo in vitro de las distintas estructuras corporales de
D. caput-medusae obtenidos a partir de semilla, tales como regiones apicales y secciones
transversales de tallo mostrd que la especie tiene una restriccion leve para responder a los
tratamientos hormonales, pudiendo producir respuestas como el callo fotosintético friable y
generacion de raices y brotes con tubérculos. También se reporta organogénesis directa a
partir de la zona apical de las plantulas en un tratamiento ato en cinetinas (Tratamiento 3
del LTH2 (1.0 mg/L BA-0.0 MG/L ANA) en la Fig. 13. Corroborando que en cactaceas la
presencia de las cinetinas es esencial para producir brotacion, no asi con las auxinas. Se
pudo observar que €l efecto de ambas técnicas tiene ventgjas tanto parala integridad de los
tgjidos como parala supervivenciay reproduccion de la especie.

Se concluye que la mejor estrategia debe tener una combinacion de 1o meor de
ambas técnicas, es decir, la propagacion in vitro proporciona rapidez en la germinacion y
crecimiento de las plantulas, respuestas morfogenéticas varias, abundante material
vegetativo y cultivos libres de patdégenos. Mientras que la técnica convenciona de injerto
proporciona rapidez en la maduracién de las plantas, mayores porcentajes de supervivencia
y mayor productividad reproductiva, reflejada en més flores, frutos y semillas.

Es necesario complementar los resultados obtenidos en este estudio con nuevos
experimentos para lograr € establecimiento de las plantulas obtenidas por organogénesis
directa e indirecta y para esto, serd necesario redizar estudios para mantener y producir
calos bien consolidados y compactos que permitan incluso su injerto en condiciones ex

vitro.
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Estudio comparativo de la morfologia, crecimiento y secuencia ontogenética de los
meristemos apicales del tallo en plantulas de los géneros Astrophytum y Digitostigma

(Cactaceae)

Resumen

Se describieron la morfologia 'y crecimiento de plantulas de 4 especies del género Astrophytum y
Digitogtigma caput-medusae y por otro lado, se compararon las secuencias ontogenéticas del
meristemo apical del tallo (MAT) de las mismas especies. Se utilizaron plantulas de 5, 15, 30, 60,
90 y 365 dias para describir su morfologia, crecimiento y para caracterizar el MAT por cortes
histoldgicos por inclusiéon en resina sintética. Las plantulas de D. caput-medusae con sus grandes
cotiledones e hipocétilo delgado y cilindrico, fueron més afines a las plantulas de taxones de las
subfamilias Pereskioideae y Opuntioideae. Por otro lado, los cotiledones reducidos de las plantulas
del género Astrophytum fueron un caréacter derivado comparado con los cotiledones de plantulas de
las subfamilias antes mencionadas. Las plantulas mas peguefias de ambos géneros fueron las de A.
asterias, seguidas de D. caput-medusae, A. capricorne, A. myriostigma y finalmente la mas grande
correspondi6 a la especie A. ornatum. Sin embargo, en cuanto a didmetro de MAT se refiere, D.
caput-medusae tuvo los valores mas bajos, seguida de A. asterias, A. capricorne, A. ornatumy los
valores més altos |os mostré A. myriostigma. Todas las especies del género Astrophytumy D. caput-
medusae presentaron un MAT con una sola capa de células de latdnica, un corpus bien estructurado
y no se observé la presencia de células madre.

I ntroduccion

Desde que germinan hasta que mueren, las plantas vasculares producen nuevas células y
desarrollan nuevos Grganos en zonas especializadas |lamadas meristemos. Los meristemos
se clasifican por la posicion que ocupan en € cuerpo de la planta y se les llama meristemos
apicales (del tallo y raiz), meristemos laterales y meristemos intercalares. EI meristemo
apica de talo (MAT) est4 localizado en los apices de tallos principales o laterales,
mientras que el meristemo apical de laraiz se encuentra en el polo opuesto de la planta, es
decir, en lasregion terminal de laraiz (Evert, 2006).

Las células que permanecen y mantienen a los meristemos apicales son |lamadas
cdulasiniciales o simplemente iniciales. A su vez, esas células iniciales pueden dar origen
a células del cuerpo de la plantay a otras células iniciales (Evert, 2006). Cuando se habla
de la diferenciacion de céulas, las células iniciales y sus derivados mas recientes son
[lamados promeristemos o0 protomeristemos para ser distinguidos de los tegidos
meristematicos subyacentes y parcialmente diferenciados. El protodermo es € tegjido que

generara la epidermis, el procambium va a generar alalos tejidos vasculares primarios y €
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meristemo fundamental sera el precursor del tejido fundamental. Estos tres conforman en
meristemo primario (Evert, 2006). Los tejidos meristeméticos presentan un arreglo de
células variable que resulta de | os diferentes patrones de division celular y alargamiento. En
plantas con semilla los patrones de division son determinados con frecuencia por la
distribucion internadel crecimiento y por laforma externa del dpice (Evert, 2006).

El MAT tiene como funciones la formacién de los ges del tallo y la iniciacion de
organos laterales, tales como las hojas y ramas (Kwiatkowska, 2004). EIl MAT también
cumple la funcion de autoperpetuarse y tanto la forma como €l tamafio del mismo deben
permanecer casi constantes o con ligeros cambios a lo largo del tiempo y del desarrollo de
las plantas (Kwiatkowska, 2004). De hecho esos cambios pueden incluir € incremento del
volumen, composicion y aparicion de nuevas zonas (Niklas y Mauseth, 1981; Evert, 2006).

La estructura del MAT en angiospermas esta dividida en varias zonas conocidas
como tunica (T), células madre centrales (CMC), la zona periférica (ZP) y € meristemo de
la médula o pith-rib meristem o meristemo fundamental (MF) (Mauseth, 1978). Mauseth
(1978), reconoce tres tipos de organizacion en el MAT embrionario en 28 miembros de la
familia Cactaceae @ momento de la germinacion: 1) tanica/corpus; 2) tanica/células madre
centrales/corpus; 3) tunica/células madre centrales/zona periférica/meristemo de la médula.
De las tres variantes anteriores, € tercer tipo presenta una zonacién completa y sufre pocos
0 ninglin cambio en su estructura a lo largo del desarrollo de las plantas, mientras que los
otras dos versiones de meristemos aln deben completar su regionalizacion con el paso del
tiempo (Mauseth, 1978). Segin Mauseth (2004), en cactaceas, la tunica puede ser
uniestratificada y el corpus puede estar compuesto de tres zonas. la centrd (CZ2), la
periférica (PZ) y la zona de las bandas o0 nervaduras (RZ). La estructura de los meristemos
apicales del tallo dependera del tamario y diametro del tallo en la planta adulta, del grupo
de plantas y en Ultima instancia, de su historia evolutiva (Mauseth, 2004; Mauseth, 2006).
Dichos cambios en estructura del MAT pueden ser analizados mediante las secuencias
ontogenéticas de las distintas especies, abarcando las etapas de embridn, plantula, juvenil y
adulta.

Cada region del MAT puede dar origen a distintos tegjidos y Organos bien
localizados y diferenciados. La tunica dara origen alas hojas, epidermis y cortex. En tanto

gue € corpus originara a sistema vascular del talo y a telido de la médula. En cortes
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histologicos, las cédlulas del MAT presentan citoplasmas densos y carecen de vacuolas,
rasgo comun de las células con adta actividad de proliferacion. Por otro lado, debajo de
estas células del meristemo con activa division celular, se encuentran células alargadas y
vacuoladas (Cutler et al., 2007). El surgimiento de las primeras hojas en su respectiva
filotaxia también estéd acompafiado del surgimiento de las bandas del procambium, y de este
altimo tegjido meristemético surgiran los primeros indicios del floema y xilema (Cutler et
al., 2007). Los primordios de hojas se formardn de manera lateral, conforme sean
generados y en cortes longitudinales seran apreciados como abultamientos a ambos lados
del domo que conformaal meristemo (Cutler et al., 2007).

Ademas de Mauseth (1978), pocas son las investigaciones que tratan € tema de los
meristemos apicaes en especies de la familia Cactaceae (Niklas y Mauseth, 1981,
Kwiatkowska, 2004; Mauseth, 2004; Mauseth, 2006).

Asi mismo, € estudio anatdbmico y descriptivo de las secuencias ontogenéticas de
las pléntul as en cactéceas es escaso (Mauseth, 1978; Niklasy Mauseth, 1981; Loza-Cornejo
et al., 2003; Loza-Corngjo y Terrazas, 2003; Ayala-Cordero et al., 2006). Este tipo de
estudios han servido para entender & establecimiento y las estrategias adaptativas
relacionadas con el metabolismo CAM (Ayaa-Cordero et al., 2006).

En € caso de los géneros Astrophytum y Digitostigma, €l estudio de la secuencia
ontogenética de las plantulas y la estructura del MAT podrian ayudar a explicar las
diferencias morfoldgicas que existen entre |os misSmos géneros y entre sus especies. Por
otro lado, podrian aportar informacion acerca de las distintas adaptaciones que presentan a
sus condiciones ecol 0gicas especificas.

Los objetivos de este trabgjo fueron: 1) Describir la morfologia y desarrollo de las
plantulas de las especies de los géneros Astrophytum y Digitostigma. 2) Describir la
secuencia ontogenética de meristemos apicales del tallo dentro de las especies de los

géneros Astrophytumy Digitostigma.

Materialesy M étodos

Como lo indicae Cuadro 8, se utilizaron 5 lotes de 50 semillas cada uno de las especies A.

asterias, A. capricorne y A. ornatum, A. myriostigma y D. caput-medusae de distintas
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edades y procedencias. Los lotes de |as primeras tres especies fueron donados por € banco
de semillas que mantiene la M. en C. Mariana Rojas Aréchiga (Técnico Académico del
Lab. De Genética y Ecologia del Inst. de Ecologia, UNAM) y e Bidl. Manuel Nevarez de

los Reyes delaUMA “Proyecto Digitostigma” dond los lotes de |as otras dos especies.

Cuadro 10. Semillas de |as especies del género Astrophytumy de Digitostigma caput-medusae (edad y fecha de
colecta).

Especie Edad de las semillas desde su cosecha Fecha de colecta

Astrophytum asterias 2 meses 2008

Astrophytum capricorne 2 afios 2008

Astrophytum myriostigma 1 mes 2010

Astrophytum ornatum 2 afios 2008

Digitostigma caput-medusae 2 meses 2010
Germinacion

Los lotes de 50 semillas de las especies mencionadas en e Cuadro 8 fueron
sembrados dentro de cajas Petri con agar bacteriol6gico a 1%, se colocaron dentro de una
bolsa de pléstico transparente y colocados en una camara de germinacion (Lab-Line
Instruments, Inc. modelo 844L, IL, ISA), se registro la germinacion cada tercer dia durante
un periodo total de 30 dias (Bautista-Alvarado, 2007; Rojas-Aréchiga, 2013). El criterio
para registrar la germinacion de una semilla fue que la radicula emergiera de la testa, no
importando s la plantula sobrevivio 0 no posteriormente (Loza-Cornejo et al., 2003;
Bautista-Alvarado, 2007). Cumplidos los 30 dias del experimento de germinacion, las
plantul as se colocaron en nuevos frascos Gerber® con sustrato (1:1 de composta y tepoja
fino) para evitar infecciones y pudricion de la raiz y fueron mantenidos bajos las misma
condiciones dentro de la incubadora. Luego de otros 30 dias, los lotes de plantulas fueron
transferidos a macetas de pléstico de 3" con la misma mezcla de sustrato usada con
anterioridad y fueron mantenidas bajo cultivo en condiciones de invernadero con riego cada

quince dias.

Muestreos de plantulas y morfologia

Iniciada la germinacion en los cinco lotes de semillas, se tomaron 4 plantulas de cada
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especie en los intervalos de 5, 15, 30, 60 y 90 dias y se fijaron en una solucion de
glutaraldehido a 5% disuelta en un buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.0-7.2 (Loza-Corngjo et
al., 2003; Ayaa-Cordero et al., 2006). Cada muestra fue colocada en tubos Eppendorf de
15 ml y amacenados a temperatura ambiente forrados con papel auminio. A cada plantula
le fue realizado un corte pequefio en e hipocotilo para que € fijador penetrara la epidermis
y llegara a resto de los tgjidos. Los tubos fueron etiquetados indicando la edad de las
plantulas y la especie (Ej. fechat+especie, gem. 5Dcm). Se midieron lalongitud y didmetro
del hipocotilo y longitud de laraiz con €l vernier digital Mitutoyo Digimatic SR44 (Loza
Corngjo et al., 2003; Ayala-Cordero et al., 2006).

Deshidratado y montaje de preparaciones y anatomia

Luego de lafijacion en glutaraldehido 5%, |as plantul as fueron lavadas con el mismo buffer
de fosfatos y deshidratadas con las concentraciones de etanol de 50%, 70%, 96% y dos
veces mas con etanol 100% por un tiempo de 24 h por cada concentracién, En seguida, las
muestras fueron infiltradas con soluciones de metilmetacrilato-etanol absoluto en la
concentraciones de 30%-70%, 50%-50%, 70%-30% y 100%, por 24 horas en camara de
vacio. Luego se colocaron las muestras para su inclusion final en una solucion de
metilmetacrilato adicionada con 16% del volumen del endurecedor. Las muestras
endurecidas fueron montadas en cubos de madera y fijadas con pegamento sintético para
después redlizar los cortes de 6-8 pum con un micrétomo de deslizamiento. Los cortes se
tifieron con azul de toluidina con &cido borico como mordiente.

Se describié la morfologia y estructura de los meristemos segln los trabajos de
Mauseth (1978) y Kwiatkowska (2004) con un microscopio Zeiss. Ademas, se midieron €l
largo del domo del meristemo apical, la atura del domo desde la base de los tubérculos o
costillas nacientes y la distancia entre cotiledones con ayuda del software Image Pro-Plus
version 6.1. Se redizaron regresiones exponenciales con el Software Excel 2007 entre el
largo del domo y la edad de las plantas con lafinalidad de identificar diferencias en las tasa

de crecimiento entre especies.

54



Resultadosy discusion

Morfologia de plantulas

La germinacion se presento entre los 5 y 6 dias, durante la cual, todas las especies
rompieron latestay emergieron por lazona del rafe o quilla, pues es cerca de esta zona que
se encuentra e micropilo; estos resultados coinciden con lo que menciona White Olascoaga
(2006) para las especies A. capricorne, A. myriostigma y A. ornatumy corresponde con €
comportamiento de especies fotoblasticas positivas de la Tribu Cacteae (Rojas-Aréchiga,
2013). También se reporta este fendmeno para A. asterias y D. caput-medusae. La
estructura que primero emergi6 fue laradicula, con abundantes pelos radiculares y después
emergio e hipocdtilo, existiendo una clara constriccion entre ambas zonas. Las plantulas
presentaron una coloracion rojiza durante un tiempo, sefid de la sintesis de betalainas,
como lo reportan para las plantulas de Stenocereus beneckel y S queretaroensis Ayaa-
Cordero et al. (2006) y Loza-Corngjo et al. (2003), respectivamente.

Los cotiledones en todas las especies del género Astrophytum y en D. caput-
medusae fueron evidentes, opuestos y flanqueando la zona del MAT, sin embargo, en A.
asterias los cotiledones fueron claramente més reducidos (< 1 mm) y més redondeados que
en las otras especies (Fig. 152 plantulade 5y 15 dias de edad; Fig. 16). En este sentido, las
especies A. capricorne, A. myriostigma y A. ornatum desarrollaron cotiledones cortos (ca. 1
mm), conicos, puntiagudos y de forma ascendente (Fig. 15b, ¢, d, plantulas de 5y 15 dias
de edad; Fig. 16). En € caso de D. caput-medusae, cotiledones (> 1 mm), cénicos, con la
cara interior plana y ascendentes (Fig. 15e, plantulas de 5 a 90 dias de edad; Fig. 16).
Después de casi un afio, las plantulas reducen, marchitan y pierden los cotiledones (Fig. 15)
por un proceso que Ganong (1898) nombrd “metamorfosis ontogenética’, aungque se ha
visto que D. caput-medusae puede retener los cotiledones por més de un afio (Manuel
Nevarez de los Reyes, comunicacién personal).

A. asterias tuvo la plantula méas corta y redondeada (ca. 5 mm de alto y ancho);
seguida de A. capricorne con una plantula corta y aplanada en sentido opuesto a eje de los
cotiledones (Fig. 15). Astrophytum myriostigma y A. ornatum desarrollaron plantulas més

cilindricas, atas y ligeramente aplanadas en e mismo sentido que las pléntulas de A.
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capricorne, solo que A. ornatum tuvo la plantula mas alta y grande de de ambos géneros
(ca. 1 cm de ato) (Figs. 15, 16). Estos resultados coinciden con los tamafios de las
plantulas de White Olascoaga (2006), pues se encontré que las mas grandes son las de A.
ornatum, seguidas de A. myriostigma, A. capricorne y A. asterias. Las plantulas de las
especies de Astrophytum presentaron tallas pequefias, hipocotilos reducidos y suculentos
como estructuras de reserva de nutrientes y cotiledones extremadamente reducidos, que
Mauseth (1978) considera como caracteres derivados con respecto a los que presentan
taxones de las subfamilias Pereskioideae y Opuntioideae. Por otro lado, las plantulas de D.
caput-medusae presentaron una forma corta cilindrica y con los cotiledones extendidos
hacia arriba (ca. 8 mm de aturatotal), siendo mas semejantes a las plantul as de los taxones
pertenecientes a las subfamilias arriba mencionadas que tienen hipocétilos largos, con
pocas reservas y cotiledones bien desarrollados de mas de 1.5 cm de largo (Figs. 15, 16)
(Mauseth, 1978). Las plantulas de ambos géneros exhibieron un gran alargamiento de la
raiz, resultando superior a alargamiento que mostrd e hipocétilo, 1o cual podria estar
relacionado con la busqueda de agua y nutrientes para € futuro establecimiento de las
plantulas, como lo indican los estudios de Ayala-Cordero et al. (2006) y Loza-Cornejo et
al. (2003) (Figs. 15, 16). En todas las especies del género Astrophytum e diametro del
hipocétilo no presentd grandes cambios (Fig. 16), excepto por € intervalo comprendido
entre los 30 y 60 dias, posiblemente relacionado con el cambio de condiciones de siembra,
pues las plantulas salieron de la incubadora, degjaron de estar en un medio pobre (agar y
agua corriente) e iniciaron su crecimiento en condiciones de invernadero con sustratos
fértiles. Luego de los 60 dias, e didmetro del hipocétilo en todas las especies del género
Astrophytum se mantuvo igua hasta los 365 dias en que terminaron los registros, esto
posiblemente porgue e desarrollo y crecimiento se concentrd principalmente en la region
del tallo y lasraices. SOl0 en A. asterias se observa unaligera tendencia hacia el incremento
de la longitud del hipocétilo, 1o que se puede considerar como evidencia de que € “tallo
subterrdneo” es formado por el hipocétilo contréctil, a menos parciamente. En D. caput-
medusae tanto la longitud como e diametro del hipocétilo tuvieron incrementos
considerables (de casi el 50% desde €l dia 90 y hasta los 365 dias), esto posiblemente
porque e hipocotilo debe asumir gran parte de la produccion de nutrientes para continuar

generando los tubérculos de la plantula. Al igual que en A. asterias se puede proponer que
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el hipocdtilo y las raices contréctiles sean las responsables de la formacion del tallo
subterraneo y engrosado que aparece en plantulas de més de un afio de edad.

Otra especie que mostrd este tipo de hipocotilo y raices contractiles fue A.
capricorne, solo que en este Ultimo caso € tallo que se desarrolla es total mente epigeo.

Resumiendo, todas las especies tuvieron un hipocétilo epigeo desde la germinacion
y hastalos 90 dias de edad, para posteriormente separarse en plantas con tallos completa o
parcialmente hipogeos (A. asterias, A. capricorne y D. caput-medusae) y plantas con tallos
completamente epigeos (A. myriostigma y A. ornatum). En ambos casos la nueva ubicacion
del tallo e hipocdtilos se desarroll6 después de los 90 dias y se hizo mas evidente en
plantul as de un afio de edad (Figs. 15, 16)
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negras horizontales marcan el nivel del sustrato y laregion del tallo o raiz que se encuentra enterrada. Los nimeros debajo o arriba
de cada plantulaindican su edad en dias.

Cabe sefidar que algunas poblaciones de A. asterias y la Unica conocida de D.
caput-medusae se encuentran en zonas cuya vegetacion caracteristica es e matorra
tamaulipeco o matorral bajo subinerme que se desarrolla en climas de tipo semiseco célido
con lluvias escasas en verano y que en esas condiciones la pérdida de humedad por efecto
del viento y condiciones edéficas puede ser severa (Gonzdlez Rodriguez y Cantu Silva,
2001). En ese sentido, los talos hipogeos pueden ayudar a contrarrestar los efectos
climaticos y edéaficos adversos sobre las plantulas, pero se requieren mayores
investigaciones a respecto. Las otras tres especies del género Astrophytum habitan en
matorrales con condiciones no tan severas (White Olascoaga, 2006; LOpez-Flores y
Golubov, 2010; Zepeda Martinez, 2010; Bravo Espinosa, 2011) y por eso es posible que su
tallo globoso a columnar y epigeo les sea mas favorable.

Desde los 15 dias, en todas las especies del género Astrophytum y en D. caput-
medusae se separaron |os cotiledones y surgieron las primeras areolas, advirtiéndose en A.
capricorne la presencia de espinas diminutas (Fig. 15). A partir del dia 30 y en adelante,
todas las plantas del género Astrophytum y D. caput-medusae mostraron € desarrollo
paulatino de areolas, tubérculos y costillas. Con forme d talo se fue desarrollando, las
costillas fueron siendo més evidentes en las especies de Astrophytum, marcandose el patrén
de tres a seis costillas en A. myriostigma, 7 a 9 codtillas en A. asteriasy 5 a 8 en A
capricorne y A. ornatum (Fig. 15). D. caput-medusae no mostro indicios de los tubérculos
hasta un periodo comprendido entre los dias 30 y 60, siendo & desarrollo de [os mismos un
proceso mas lento que e desarrollo de costillas en las especies del género Astrophytumy a
diferencia de este dltimo, los tubérculos siguieron un patron de filotaxia en espira

surgiendo de un tallo cortamente cilindrico llamado braquiblasto (Fig. 15y 16).
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Fig. 16. Gréficas del crecimiento y desarrollo de las plantulas. Especies A. asterias, A. capricorne, A, myriostigma, A.
ornatumy D. caput-medusae. Las gréficas corresponden alalongitud y diametro del hipocdtilo y alalongitud de laradicula
en mm para las edades de plantula 5, 15, 30, 60, 90y 365 dias. L as barras de error representan una desviacion estandar.

La aparicion de los primeros estigmas 0 tricomas vario de especie en especie; la
especie que los desarrollo mas rapido fue A. myriostigma (desde los 15 dias de edad) aln
presentes sobre |a superficie de la parte terminal del hipocdtilo; seguida de A. ornatum, A.
capricorne y A. asterias que los desarrollaron después de los 60 a 90 dias (Fig. 15). La
especie D. caput-medusae desarroll6 |os tricomas sobre sus tubércul os cuando estos fueron
visibles entrelos dias 30 y 60 (Fig. 15).

Lageneracion de las espinasinicié en e dia 15 en A. capricorne y después de los 60
dias en las otras tres especies de Astrophytum (Fig. 15). En Digitostigma caput-medusae las
areolas espiniferas iniciaron en e extremo superior de los tubérculos a partir del dia 30 en
gue esvisible & primero de los tubércul os.
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Anatomia del MAT de los géneros Astrophytumy Digitostigma

El MAT en pléntulas de Astrophytum asterias de 5 dias de edad presenté una estructura
plana de 112.63 um de diametro y consistente en la region de la tanica 'y corpus como lo
describe Mauseth (1978) y Mauseth (2004) para otras especies de Cactaceae (Fig. 17, 1).
En el periodo de 15 dias y hasta los 365, e domo se volvid convexo y acanz6 un didmetro
maximo de 247.9 um, incrementandose 2.2 veces en un afio (Cuadro 9). Estas Ultimas
mediciones coinciden con los que reporta Mauseth (1978) para diferentes taxones de
cactaceas globosas, cilindricas y columnares de diferentes tallas. En la regién del corpus a
los 5 dias no pudieron ser identificadas claramente las zonas central, periféricay la zona de
las bandas o0 nervaduras. Sin embargo, desde €l dia 15 y hasta e 365, se pudieron observar



estas zonas, completandose la zonacion del MAT segun la estructura de tipo 3 que plantea

Mauseth (1978). Las células centrales no pudieron ser identificadas en ningln tiempo.

Desde e dia 15 seinicio e desarrollo de haces vasculares, ya que también las areolas y las
costillas estaban en formacion (Fig. 17, 2 en adelante).

En e dia 5, también fue notable la presencia de las primeras areolas nacientes y
mechones de tricomas sobre la epidermis surgiendo cerca de la base de los cotiledones y a
la orilla del domo que aparecen como estructuras densas con una capa de células de la
tunica y una region subyacente muy activa en divisiones celulares (Fig. 17, 1). A los 15
dias de edad y en adelante, ya fue notoria la produccién de tricomas para proteccion de
meristemo, que ya se mostr6 mas expuesto por la misma separacion que tuvieron las
costillas en desarrollo que oscil6 entre 539.12 y 930.65 um (Fig. 17, 2 y Cuadro 9).



El MAT en plantulas de Astrophytum capricorne alos 5 dias de edad present6é una
estructura plana de 63.48 um de di@metro y consistente en la region de la tunica 'y corpus
(Fig. 18, 1 y Cuadro 9). En € periodo de 15 dias y hasta los 365, € domo se volvio
convexo y acanzd un didmetro maximo de 250.37 um (incrementandose 3.94 veces en un
ano) y una atura maxima de 266.85 um (Cuadro 9). Estas Ultimas mediciones también
coinciden con los que reporta Mauseth (1978) para diferentes taxones de cactaceas
globosas, cilindricas y columnares de diferentes tallas. En laregion del corpus alos 5 dias
no pudieron ser identificadas claramente las zonas central, periférica y la zona de las
bandas o nervaduras. Sin embargo, desde € dia 15 y hasta € 365, se pueden observar estas
zonas, completandose también para este especie la zonacion del MAT segln la estructura
de tipo 3 que plantea Mauseth (1978).
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A los 5 dias de edad de la plantula y en adelante surgen las primeras areolas y fue
notoria la produccion de tricomas para proteccion de meristemo ubicado primero entre los
cotiledones con una separacion de 330.98 um y después no esta separacion no pudo ser
estimada (Fig. 18, 2).



Fig. 21. Anatomia del meristemo apical del tallo de plantulas de Digitostigma caput-medusae. Los nimeros indican la edad de
la planta en dias: (1) 5, (2) 15, (3) 30, (4)60, (5) 90 y (6) 365 dias. Las letras indican: C=cotiledones, tu=tubérculos,
mf=meristemo fundamental, v=haces vasculares. Al centro de las imagenes aparece siempre la estructura del domo con la
capa de tunica uniestratificaday el corpus. Clasificacion de estructuras modificada de Mauseth (1978) y Mauseth (2004). Barra
de escala de 100 pm.
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El MAT en plantulas de Astrophytum myriostigma alos 5 dias de edad presentd una
estructura convexa con un diametro de 149.72 um y consistente en laregién de latanicay
corpus (Fig. 19, 1). Solo hasta € dia 60 podria sugerirse la presencia de una zonacion
completa correspondiente ala estructuratipo 3 del MAT propuesta por Mauseth (1978).

Desde los 5 dias también fue notable la presencia de la primer areola (Fig. 19, 1),
gue aparece como una pequefia estructura densa con una capa de células de latunica'y una
region subyacente muy activa en divisiones celulares y densamente tefiida del lado
izquierdo de un domo casi plano. A los 15 dias de edad de la plantula 'y en adelante, ya fue
notoria la produccion de tricomas para la proteccion de meristemo, que ya se mostro mas
expuesto por la misma gran separacion que tuvieron las costillas en desarrollo (Fig. 19, 2).

El MAT en pléantulas de Astrophytum ornatum a los 5 dias de edad presentd una
estructura ligeramente convexa con un diametro de 70.91 um y a igual gue en las otras

especies de Astrophytum, consistente en la region de la tunica uniestratificada y corpus
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(Fig. 20, 1). El incremento en e diametro del MAT de esta especie fue de 4.68 veces,
alcanzando los 331.85 pum y colocandose como €l tercero mas grande dentro de las especies
de Astrophytum y por debajo de A. myriostigma que tuvo é MAT mas ancho. Aunque no
pudieron ser identificadas las células madre centrales, la estructura de este MAT pudo ser
reconocida como de tipo 3 por su zonacion completa en plantulas de 365 de edad (Mauseth,
1978). Los tricomas presentes desde el dia 5, también fueron més abundantes desde el dia5
y hasta € dia 365, pues el espacio entre cotiledones y después entre las costillas fue muy
amplio, exponiendo considerablemente a domo (Fig. 20, 6).

La estructura del meristemo plano de D. caput-medusae en plantulas de 5 dias de
edad también consistié de una tanica monoestratificada y la region del corpus (diametro de
61.82 um). El domo convexo desde e dia 15 y hasta e dia 365 mostr6 una zonacion
completa de una estructura tipo 3 del MAT, segin lo propuesto por Mauseth (1978). El
diametro inicial del MAT fue de 61.82 um y € fina fue de 109.95 pm, con un incremento
de 1.77 veces en un afo de crecimiento de la plantula. Con estos datos se mostré que D.
caput-medusae tuvo e MAT més peguefio entre las especies de ambos géneros y € que
tuvo e més lento crecimiento. No se desarrollaron areolas ni costillas como en las especies
de Astrophytum sino tubérculos (Fig. 21) y estos iniciaron su formacion desde antes del dia
5 pero fueron visibles por encima de los cotiledones hasta € dia 30. El desarrollo de estos
tubércul os tuvo unafilotaxia en espiral, produciéndose uno a uno a ambos lados del domo y
en posiciones opuestas cada vez (Fig. 21). Al producirse un tubérculo se sitla sobre €
meristemo cubriéndolo y presionandolo hacia abagjo (Fig. 21, 3y 5), luego conforme sevaa
alargando € tubérculo, se produce un desplazamiento del meristemo hacia €l lado opuesto,
produciéndose asi, una compresién del meristemo dando la apariencia de un domo convexo
sumamente compacto (Fig. 21, 3, 4 y 5). Cabe sefialar que esta especie presentd areolas
espiniferas incipientes sobre la punta de los tubérculos desde € dia 15, esto a diferencia de
las especies del género Astrophytum, que presentan areolas sobre el borde de las costillas
nacientes también desde e dia 15. En D. caput-medusae no se desarrollaron tricomas en
ninguna etapa incluida en este estudio, o que contrasta con los tricomas siempre presentes
en Astrophytum. Con respecto a las estructuras |lamadas espinas setosas 0 barbas de color
amarillo que cubren e pice de D. caput-medusae en plantas adultas, no se registraron en
las edades de pléantul as de este estudio.
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Cuadro 11. Mediciones de las caracteristicas distintivas de los meristemos apicales del tallo de las especies

A. asterias, A. capricorne, A, myriostigma, A. ornatumy D. caput-medusae. Correspondientes a la longitud

total del domo, Altura sobre las axilas de los cotiledones y distancia entre cotiledones. Mediciones en pum.

Muestra Meristemo Espacio entre cotiledones
Especie Edad (dias) Diametro (um) Distancia (um)
5 112.63 539.12
15 172.65 540.39
. 30 111.78 72.63
A. adterias 60 170.21 930.65
90 158.37 884.95
365 247.9 2.2) ND
5 63.48 330.98
15 124.91 1195.7
) 30 117.46 436.76
A. capricorne 60 08.82 ND
90 59.47 ND
365 250.37 (3.94) ND
5 149.72 293.4
15 209.37 286.38
o 30 105.02 220.38
A. myriostigma 60 90.17 >679.83
90 96.077 ND
365 407.14 (2.7) ND
5 70.91 414.42
15 114.19 920.58
30 142.15 >210.21
A. ornatum 60 87.87 51348
90 167.77 ND
365 331.85 (4.68) >654.90
5 61.82 828.25
15 48.14 1349.3
30 109.09 >1533.78
D. caput-medusae 60 4338 >1888.41
90 79.48 >1921.55
365 109.95 (1.77) ND

Los MAT ded género Astrophytum y de Digitostigma presentan una sola capa de
células de latunica, caracterizada en todas las edades de todas |as muestras. A partir de esta
Unica capa de tunica se diferencian células epidérmicas ordinarias y los tricomas que
cubren la zona del domo del meristemo desde los cinco dias de edad en plantulas de A.
capricorne, A. myriostigma y A. ornatum. En A. asterias estos tricomas aparecieron hasta

los 15 dias de edad y no se registraron en D. caput-medusae en ninguna edad de las
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plantulas por lo que se sugiere que los tubérculos a desarrollarse en forma opuesta y
cerrada son los que protegen al meristemo apical del tallo. El corpus en ambos géneros
estuvo compuesto de aproximadamente siete capas de células con divisiones en varios
planos, nucleadas y sin mucha organizacion en todos los casos. Desde etapas muy
tempranas (5 dias y 15 dias de edad de las plantulas), se presenta € desarrollo del
procambium a ambos lados del meristemo en todas las especies.

En las especies de Astrophytum, el MAT present6 una forma tipica de domo, con un
incremento de la longitud entre 2.2 y hasta 4.68 veces su tamarfio entre las plantulas de A.
asterias y A. ornatum, respectivamente (Cuadro 9), mientras que en D. caput-medusae éste
solo se incrementa menos de dos veces en diametro a lo largo del primer afio, incremento
relacionado con su lento crecimiento y ausencia de costillas. Los MAT de Astrophytum y
D. caput-medusae se pueden clasificar como grandes de acuerdo con la propuesta de
Mauseth (2004).

Conclusién

El tamafio y estructura de las plantulas y los cotiledones reducidos de las especies de
Astrophytum fueron caracteres derivados, esto con respecto a los que se encuentran en otras
subfamilias como Pereskioideae y Opuntioideae. Mientras que las plantulas de D. caput-
medusae con sus grandes cotiledones e hipocétilo delgado y cilindrico, fueron més afines a
las plantulas de taxones de las subfamilias de Cactaceae arriba mencionadas. En todas las
especies se encontré que a momento de la germinacion y hasta los 90 dias de edad €
hipocétilo fue hipogeo. Sin embargo, con pléntulas de un afio de edad se encontrd que las
especies A. asterias, A. capricorne y D. caput-medusae desarrollaron tallos total o
parcialmente hipogeos por efecto del hipocotilo y raices contractiles. Las plantulas mas
pequefias de ambos géneros fueron las de A. asterias, seguidas de D. caput-medusae, A.
capricorne, A. myriostigma y finalmente la mas grande correspondié a la especie A.
ornatum. Sin embargo, en cuanto a diametro de MAT se refiere, D. caput-medusae tuvo los
valores mas bagjos, seguida de A. asterias, A. capricorne, A. ornatumy los valores més altos
los mostré6 A. myriostigma. Se encontré que D. caput-medusae es la Unica especie de

Cactaceae que no presenta tricomas para proteger el meristemo apical del tallo, a menos
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desde que la plantula emerge y hasta después de un afio de edad, en lugar de eso los
tubérculos en desarrollo son los que asumen la funcién de proteccion. Todas las especies
del género Astrophytum y D. caput-medusae presentaron un MAT con una sola capa de
células de la tanica, un corpus bien estructurado y no se identificaron células madre. Los

MAT de ambos géneros presentaron la estructuratipo 3, propuesta por Mauseth (1978).
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Conclusiones generales

De los 6 loci disefiados para Astrophytum asterias, sélo dos pudieron ser amplificados en
las muestras de tegjidos vegetativos de 17 individuos de Digitostigma caput-medusae, 10 que
reflg la relacion cercana entre ambos taxones propuesta por diversos autores desde hace
varios afos. En lo que respecta a la diversidad de alelos, la presencia de 14 aelos en 17
individuos fue una cantidad considerable, pero no comparable con lo encontrado en otras
especies de cactaceas como Astrophytum asterias y Ariocarpus bravoanus. Los datos no
fueron suficientes como para saber si |a especie se encuentra en condiciones endogamicas
tales que puedan comprometer su permanencia a mediano y largo plazo. Los individuos
muestreados compartieron los mismos alelos para ambos loci, 10 que sugiere que proceden
de lamisma localidad. La distribucion de los alelos dentro de las muestras indicd que sélo
uno de los individuos muestreados fue heterdcigo para ambos loci y que a menos 7 de los
individuos restantes fueron diferentes por su combinacion de alelos, aunque para un solo
loci. Mientras que al menos 8 fueron individuos idénticos por la combinacion de alelos de
ambos loci, e incluso podrian ser clones o cruzas de los otros siete individuos con mayor
variacion. Con este panorama, resulta prioritario caracterizar més secuencias de
microsatélites especificas para D. caput-medusae para obtener informacion méas amplia
acerca de la variacion de los mismos 17 individuos incluidos en este estudio y a mismo
tiempo, es necesario contar con mas individuos para aumentar las probabilidades de
encontrar heterdcigos. No se descarta que € muestreo tuviera una gran influencia en los
resultados pues se tratd de una muestra muy pequefia, aunque la poblacion original no se

mostraba muy ampliadesde un inicio.

Como una medida de conservacion a corto plazo y apoyandonos en |os resultados de
este estudio, se propone que los 17 individuos sean reproducidos primero vegetativamente
por medio de injertos, pues se ha probado que es una técnica efectiva y podria ayudar a
producir una gran cantidad de semillas y plantulas en poco tiempo.

Las secuencias de desarrollo de las plantulas en las especies de ambos géneros
sugieren que después de la germinacion e desarrollo del hipocétilo es epigeo, a menos
hasta |os 90 dias de edad en todas las especies. Sin embargo, en tres especies se observo un

cambio paulatino que condujo ala generacion de un tallo total o parcialmente hipogeo, esto
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ultimo se debi6 a la presencia de hipocotilos y raices contractiles en Astrophytum asterias,
A. capricorney D. caput-medusae. Esto deja a Astrophytum myriostigma y A. ornatum con
plantulas epigeas desde un inicio y hasta que alcanzan la madurez. En |o que respecta a los
meristemos apicales, se encontrd que todas las especies tuvieron meristemos tipo 3, segun
la clasificacion de Mauseth (1978), esto quiere decir que todos los meristemos consistieron
de una sola capa de células de la tanica, un corpus bien estructurado y no se pudieron
identificar las células madre. También se report6 que D. caput-medusae es la Unica especie
hasta ahora reportada que no produce tricomas para proteger al meristemo apical del talloy
que esta funcion la cumplen los tubérculos en desarrollo. Esto dltimo no coloca a
Astrophytum y Digitostigma mas que en su lugar como parte de la familia Cactaceae y aln
gueda por discutir si Digitostigma es parte de Astrophytum aunque poco, pues la evidencia
molecular, morfologica y anatdbmica no parece indicar lo contrario. Esta discusion debe ser
abordada con abundancia en trabgjos posteriores y que mejor que sea a la luz de la

evidencia encontrada en trabajos como estatesis.
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APENDICE 1 (Anélisis de microsatélites)

Registro de picos de los microsatélites por secuenciacion en e Secuenciador ABI 3100 DNA Sequencer®
utilizando un size standard GS350ROX como referencia. Los resultados de la secuenciacion se visualizaron
con el programa GeneMapper® Software (version 3.7) de Applied Biosystems y con esto se determiné el
tamafio final de los alelosy heterocigosidad en las muestras de cada individuo.

NOTA: Cabe sefidar que la “secuenciacién” no reporta la secuencia del fragmento sino la longitud del
mismo y su posicion en la region amplificada, por lo cual, 1o que se observa en los diagramas son los picos de
las regiones amplificadas dependiendo del tamarfio de las mismas y estas pueden estar antes o después de lo
reportado previamente.
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Extraccion 3 (¢) locus AaH 11

| e =1 { [ T 5

==

EEEEL  EEEEELFET

88



 F W A I A e i O

P 1 | [ 0 [

EEEEL  EEEEELFET




Extraccion 6 (f) locus AaH 11 (homécigo)
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Extraccion 11 (k) locus AaH 11 (heter6cigo)
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Extraccion 12 (1) locus AaH11 (homocigo)
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Extraccion 7 (g) locus AaB6 (homacigo)

L]
o
a0
L]
L
o
.
)
o
P~ i
3 i e [520 L
Fragmil (4 1iE
1101
 Fragmdl 414 12m
" Frogmd2 (4245 Ll a2
Fragma (433 = e
ai% (£
(£
Frogndz 5039 HE 1382
7 Fragmaz 5514 £ |me
i
1
Fragraz (10055
T Frogriz | 11050 E] e B
A Fragmaz 11230 o3 Bl

Extraccion 8 (h) locus AaB6 (homdcigo)
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Laforma en que pudieron ser visualizados en GeneMapper fue con las siguientes entradas:
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Con lainformacion de las visualizaciones en GeneMapper se construy6 el siguiente cuadro:
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Digitostigma Localidad: bajo torres cfe
b6 hll

1 bajo torres cfe 115 115 78 84
2 bajo torres cfe 122 122 78 78
3 bajo torres cfe 115 115 78 78
4 bajo torres cfe 115 115 78 84
5 bajo torres cfe 114 114 78 78
6 bajo torres cfe 114 114 78 78
7 bajo torres cfe 115 115 78 78
8 bajo torres cfe 115 115 78 78
9 bajo torres cfe 115 115 78 93
10 bajo torres cfe 125 125 78 78
11 bajo torres cfe 114 114 78 80
12 bajo torres cfe 117 117 78 78
13 bajo torres cfe 115 115 78 78
14 bajo torres cfe 116 120 78 78
15 bajo torres cfe 119 119 78 93
16 bajo torres cfe 115 121 78 90
17 bajo torres cfe 120 120 80 90

En los software GenAlEx Ver. 6.41y Arlequin ver. 3.51.2 se obtuvieron los siguientes resultados:

No. Samples

17

No. Pops.

1

Allele Freguencies

and Sample Size by Populations

L ocus Allele/n | bajotorrescfe
b6 N 17
114 0.176 0.176
115 0.441 0.441
116 0.029 0.029
117 0.059 0.059
119 0.059 0.059
120 0.088 0.088
121 0.029 0.029
122 0.059 0.059
125 0.059 0.059
h1l N 17 1.000
78 0.765 0.765
80 0.059 0.059
84 0.059 0.059
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Allele Freguencies by L ocus for Codominant Data

90 0.059 0.059
93 0.059 0.059
1.000

Data Sheet Final

Data Title Digitostigma
No. Loci 2
No. Samples 17
No. Pops. 1

Allele Frequencies and Sample Size by L ocus

Pop Allele/n b6 h1l
bajo torrescfe N 17 17
78 0.765
80 0.059
84 0.059
90 0.059
93 0.059
114 0.176
115 0.441
116 0.029
117 0.059
119 0.059
120 0.088
121 0.029
122 0.059
125 0.059

Allele List for Codominant Data

Data Sheet Final

Data Title Digitostigma
No. Loci 2

No. Samples 17

No. Pops. 1
Alleles b6 h11
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78

80

84

90

93

114

115

116

117

119

120

121

122

125
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Total No. Alleles

De los someros andlisis del Programa Arlequin se obtuvo lo siguiente;

Arlequin results

T T T o
RUN NUMBER 1 (18/05/13 at 16:20:04)
T i |

Project information:
NbSamples =1
DataType = MICROSAT
GenotypicData = 1
GameticPhase = 0
RecessiveData = 0

Settings used for Calculations

Genera settings:
Deletion Weight =1
Transition Weight Weight =1
Tranversion Weight Weight =1
Epsilon Vaue =1e-07
Significant digits for output =5
Infer haplotype definition from distance matrix
Alllowed level of missing data = 0.05

010 00 0 0 0O 0O 00O iF - ==
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Active Tasks:

Molecular Distance :No. of different aleles (FST)
GammaA Value =0
Theta estimators :

Linkage disequilibrium test:

No. of permutations =10000
No. of Initial conditions =2
Print Histogram and table : No

Hardy-Weinberg equilibrium test:

No. of stepsin Markov chain = 1000000
No. of Dememorisation Steps = 100000
Required precision on Probability = 0

Test association at the Locus level

Analysis of Molecular Variance:

No. of Permutations = 1000

Distance matrix:
Compute distance matrix
Molecular distance : No. of different alleles (FST)
Gammaavaue =0

== ANALYSES AT THE INTRA-POPULATION LEVEL

== Sample: bagjo torres cfe

== Standard diversity indices : (bgjo torres cfe)

Nei, M., 1987.

Garza, J.C., and Williamson, E.G. 2001.
No. of gene copies  : 34
No. of loci 12
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No. of usable loci : 2loci with lessthan 5.00 % missing data
No. of polymorphicloci : 2

Results are only shown for polymorphic loci

Num.
gene  Num. Obs. Exp. Alldic G-W
Locus# copies aleles Het. Het range  stat.

1 34 9 0.11765 0.77362 11  0.75000
2 34 5 0.41176 0.41355 15 0.31250

Mean 34.000 7.000 0.26471 0.59358 13.000 0.53125
sd. 0.000 2828 0.20797 0.25461 2.828 0.30936

== Molecular diversity indices : (bgjo torres cfe)

Tajima, F., 1983.
Tajima, F. 1993.
Nei, M., 1987.
Zouros, E., 1979.
Ewens, W.J. 1972.

Sample size : 34.00000

No. of haplotypes .15

Allowed level of missingdata  : 5.00000 %
Number of usable loci 12

Distance method : No. of different alleles

Average gene diversity over loci  :  0.593583 +/-  0.433796

(Standard deviations are for both the sampling and the stochastic processes)

== Pairwise linkage disequilibrium : (bajo torres cfe)

Satkin, M. 1994a.
Satkin, M. and Excoffier, L. 1996.
Lewontin, R. C., and K. Kojima 1960.

Test of linkage disequilibrium for all pairs of loci:

Permutation test using the EM algorithm
Number of permutations : 10000
Number of initial conditionsfor EM : 2

113



Pair(0, 1)

LnLHood LD : -70.93983 LnLHood LE : -83.08618

Exact P= 0.31673 +- 0.00428 (10100 permutations done)  Chi-sguare test value=24.29269 (P =
0.83363, 32d.f.)

Histogram of the number of linked loci per locus

Locus O 1

0 o0

Table of significant linkage disequilibrium (significance level=0.0500):

== Hardy-Weinberg equilibrium : (bgjo torres cfe)

Guo, S. and Thompson, E. 1992.
Levene H. (1949).

Exact test using a Markov chain (for al Loci):
Forecasted chain length ;1000000
Dememorization steps :100000

Locus #Genot  ObsHet. Exp.Het. P-value s.d. Stepsdone

1 17 011765 0.77362 0.00000 0.00000 1001000
2 17 041176 0.41355 0.65485 0.00052 1001000

== Summary of computations done within populations

Basic properties

Statistics bajo torres cfe Mean sd.
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No. of gene copies 34 34.000 0.000

No. of loci 2 2000 0.000
No. of usableloci 2 2000 0.000
No. of polym. loci 2 2000 0.000
Expected heterozygosity

Locus# bgo torrescfe Mean s.d. Tot. Het.

1 0.77362 0.77362 0.00000 0.77362
2 041355 0.41355 0.00000 0.41355

Mean 0.59358 0.59358 0.00000 0.59358
sd. 0.25461 0.25461 0.00000 0.25461

Theta(H) under the stepwise mutation model

Locus# bao torres cfe Mean sd.

1 9.25637 9.25637 0.00000
2 0.95380 0.95380 0.00000

Theta from
Mean H 157261 157261 0.00000

Number of alleles

Locus# bgo torres cfe Mean s.d. Tot. number

1 9 9.000 0.000 9

2 5 5000 0.000 5
Mean 7.000 7.000 0.000 7.000
s.d. 2828 2828 0.000 2828

Allelic size range

Locus# bajo torres cfe Mean sd. Tot. range

1 11 11.000  0.000 11
2 15 15.000 0.000 15
Mean 13.000 13.000 0.000 13.000
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s.d. 2828 2828 0.000 2828

Garza-Williamson index

Locus# bgo torres cfe Mean sd.

1 0.75000 0.75000 0.00000
2 0.31250 0.31250 0.00000

Mean 0.53125 0.53125 0.00000
s.d. 0.30936 0.30936  0.00000

Garza-Williamson modified index

Locust# bgo torres cfe Mean sd.

1 0.75000 0.75000 0.00000
2 0.31250 0.31250 0.00000

Mean 0.53125 0.53125 0.00000
s.d. 0.30936 0.30936 0.00000

== GENETIC STRUCTURE ANALYSIS

Number of usable loci for distance computation : 2
Allowed level of missing data : 0.05000

List of usableloci :

List of loci with too much missing data :

NONE

AMOVA ANALYSIS

116



Genetic structure to test :

No. of Groups=1

[[Structure]]

StructureName = "Digitostigma Structure”
NbGroups=1
#Groupl
Group={
"bajo torres cfe"

}

Distance method: No. of different alleles (FST)

i
END OF RUN NUMBER 1 (18/05/13 at 16:20:13))
Total computing time for this run : Oh Om 8s 717 ms
M T
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