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RESUMEN

Los bancos de semillas ex situ y en el suelo (in situ) son fundamentales para el
mantenimiento y regeneracién de poblaciones de plantas y el estudio de éstos es
basico para proponer estrategias de conservacion y realizar estudios ecoldgicos. En
especies de cactaceas, particularmente en Escontria chiotilla y Stenocereus pruinosus
existe una falta de conocimiento sobre el tiempo en el cual las semillas de estas
especies pueden mantener la viabilidad cuando son almacenadas en condiciones ex
situ, asi como su potencial para formar bancos de semillas en el suelo. Por tal motivo,
en el presente trabajo se estudio el efecto de la edad en la viabilidad de semillas de E.
chiotillay S. pruinosus, conservadas ex situ y enterradas in situ en un matorral xeréfilo,
considerando los efectos de las condiciones ambientales, con la finalidad de contribuir
al conocimiento de la dinamica del banco de semillas en zonas aridas y semiaridas.
Los resultados mostraron que las semillas de ambas especies permanecen viables al
menos ocho afios cuando son conservadas ex situ, mientras que en condiciones
naturales se mantienen viables durante un periodo mayor a un afio, pero menor a dos,
lo que indica que tienen el potencial de formar bancos de semillas persistentes a corto
plazo (independientemente de la edad de las semillas y del genotipo de las especies).
Estos datos sugieren que la pérdida de viabilidad de las semillas de E. chiotilla y S.
pruinosus podria deberse a un efecto conjunto y acumulativo de factores biéticos y

abioticos a través del tiempo.



ABSTRACT

Ex situ seed banks and soil seed banks (in situ) are fundamental for the maintenance
and regeneration of plant populations and the study of these is basic to propose
conservation strategies and ecological studies. In species of cacti, particularly in
Escontria chiotilla and Stenocereus pruinosus there is a lack of knowledge about the
time that the seeds of these species can maintain the viability when they are stored in
ex situ conditions, as well as their potential to form soil seed banks. Therefore, in this
work was studied the effect of the age on the viability of seeds of E. chiotilla and S.
pruinosus, conserved ex situ and buried in situ in a xerophytic scrub, considering the
effects of environmental conditions, with the purpose of contributing to the knowledge
of the dynamics of the seed bank in arid and semiarid zones. The results showed that
the seeds of both species remain viable for at least eight years when they are
conserved ex situ, while in natural conditions they remain viable for a period of more
than one year but less than two, indicating that they have the potential to establish
banks of persistent seeds in short term (regardless of age of the seeds and species
genotype). These data suggest that the viability loss of E. chiotilla and S. pruinosus
seeds could be a combined and cumulative effects of biotic and abiotic factors over

time.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, los ecosistemas enfrentan el cambio climético, las fuertes presiones
antropogénicas, la erosion genética y la pérdida de diversidad, por lo que, la
conservacion de los recursos genéticos debe considerarse una prioridad y un tema de

investigacion fundamental (Nascimento y Meiado, 2016).

En organismos vegetales, la conservacion se ha agrupado tradicionalmente en dos
categorias, la conservacion ex situ e in situ, en donde se preservan poblaciones,
especies y germoplasma (semillas), fuera o dentro de su lugar de origen (Draper et al.,

2004).

Los bancos de semillas ex situ y en el suelo (in situ) han mostrado ser eficientes en el
mantenimiento y regeneracion de poblaciones de plantas y el estudio de éstos es

basico para proponer estrategias de conservacion (Assis et al., 2011).

Un banco de semillas ex situ tiene como objetivo preservar la calidad fisica y fisiol6gica
de las semillas. Las semillas almacenadas pueden ser utilizadas con diferentes
propdsitos, tales como, estudios anatémicos, fisioldgicos, bioquimicos, de diversidad
genética y reforestacion (Nascimento et al., 2015). Por tal motivo, es deseable que las
semillas mantengan su viabilidad por periodos prolongados. No obstante, ésta
disminuye progresivamente, por lo que evaluar la viabilidad a través del tiempo es un
aspecto esencial para determinar la longevidad de semillas bajo condiciones

controladas de almacenamiento (Bradford y Nonogaki, 2007).



Por otra parte, la presencia de bancos de semillas viables en el suelo es uno de los
principales indicadores del potencial de regeneracion de un ecosistema. Este proceso
natural de conservacion in situ proporciona informacion sobre el tiempo en el cual las
semillas se mantienen viables en condiciones naturales. Las especies que forman
bancos en el suelo presentan diferentes periodos de longevidad y comportamientos

de germinacion (Nascimento y Meiado, 2016).

La formacion de bancos de semillas es una estrategia reproductiva importante en las
plantas, debido a que preservan la variabilidad genética y permiten que las poblaciones
de plantas resistan periodos adversos y persistan en el tiempo y en el espacio (Cano-
Salgado et al., 2012), particularmente en ambientes impredecibles, como los que

prevalecen en zonas aridas y semiaridas (Alvarez-Espino et al., 2014).

En México, mas del 50% del territorio comprende zonas aridas y semiaridas (Valiente-
Baunet et al.,, 1996). Entre ellas, el Valle de Tehuacan-Cuicatlan, ubicado en los
estados de Puebla y Oaxaca es considerado un ecosistema semiarido importante por
ser un centro de evolucion de la flora semiarida con alrededor de 11% de especies
endémicas, incluyendo numerosas cactaceas (86 especies, de las cuales 25% son
endémicas) (Arias et al., 2000). Pero, a pesar de su dominancia ecologica, el alto
endemismo en la regién, y aun sabiéndose que los bancos de semillas son importantes
para entender la persistencia, dinamica y manejo de comunidades vegetales, la
informacion acerca de si las cactaceas pueden formar bancos de semillas es

insuficiente para comprender estos procesos (Bowers, 2000; Bowers, 2005; Cheib y



Garcia, 2012; Ordofiez, 2008; Goodman et al., 2012; Alvarez-Espino et al., 2014;

Nascimento y Meiado, 2016, Ordofiez-Salanueva et al., 2017).

Escontria chiotilla (F. A. C. Weber) Rose, especie endémica y silvestre, y Stenocereus
pruinosus (Otto) Buxbaum, especie introducida y cultivada en el Valle de Tehuacan-
Cuicatlan, son dos especies de cactaceas columnares que tienen importancia
ecoldgica por sus interacciones con polinizadores y dispersores. Ademas, los frutos
comestibles que producen son un recurso de alto valor nutricional, econémico y cultural
(Arellano y Casas, 2003). Sin embargo, a pesar de su importancia, no se ha estudiado
el tiempo que las semillas de estas especies pueden mantener la viabilidad cuando
son conservadas en condiciones ex situ, asi como su potencial para formar bancos de

semillas (in situ).

La longevidad de las semillas es una caracteristica determinada genéticamente (Hong
y Ellis, 1996), por lo que realizar estudios de variabilidad genética seria util para
explicar la pérdida de la viabilidad a través del tiempo. Por tal motivo, en el presente
trabajo se determiné el efecto de la edad en la viabilidad de semillas conservadas ex
situ y enterradas in situ, considerando las condiciones ambientales (periodos de secas
y lluvias) y la variabilidad genética con la finalidad de aportar informacion a la dinamica

del banco de semillas de dos cactaceas columnares.



2. ANTECEDENTES

2.1. Semilla

2.1.1. Definicién y formacion

La semilla es un 6vulo fecundado, transformado y maduro, que dara origen a una
nueva planta (Fenner y Thompson, 2005). Esta presenta una estructura compleja que
consiste generalmente en: 1) El embrion (compuesto por la radicula, hipocotilo y
cotiledones), que es el producto de la fusion entre la ovocélula con un nucleo
espermatico. Il) El endospermo, que proporciona los nutrientes al embridon para el
desarrollo y el crecimiento temprano de la plantula; y Ill) La testa, cubierta externa que
estd formada por los tegumentos que representan los tejidos maternos del 6vulo

(Figura 1) (Suarez y Melgarejo, 2010).

En angiospermas, la semilla se forma a partir del rudimento seminal, localizado en el
ovario de las flores, tras producirse la fecundacion o union de los gametos masculino
(polen) y femenino (6vulo). Esta singamia ocurre cuando los gametos estan

completamente maduros (Mauseth, 2009).

Radicula

Testa
Endospermo

Hipocdétilo
Cotiledones

Figura 1. Esquema de una semilla madura de una cactacea.



2.1.2. Importancia

Las semillas contienen los recursos genéticos recombinados de sus progenitores y su
principal funcion ecoldgica es la reproduccion (Fenner y Thompson, 2005). Estas
desempefian un papel fundamental en la dispersion, la persistencia de las poblaciones
de plantas (mediante la formacién de bancos de semillas en el suelo), la regeneracion,
la sucesién ecologica, la colonizacién y son fuente de alimento basico para muchos
animales, incluido el ser humano (Vazquez-Yanes et al., 1997). Asimismo, las semillas
vivas se almacenan durante largos periodos de tiempo y pueden ser utilizadas con

diferentes propositos (Nascimento et al., 2015).

2.2. Germinacion

La germinacion, desde el punto de vista fisiolégico, comienza con la absorcion de agua
(imbibicion) por parte de la semilla y finaliza con la protrusion de la radicula a través
de las estructuras que rodean al embrion (Nonogaki et al., 2010). Cabe mencionar que
para que ocurra la germinacion, las semillas no deben estar latentes y las condiciones
ambientales (disponibilidad de agua, luz, temperatura y oxigeno) deben ser las

apropiadas para la germinacion (Baskin y Baskin, 1989).

El proceso de germinaciéon inicia con una rapida imbibicién y la reactivacion del
metabolismo celular, como la respiracion y sintesis de proteinas a partir de ARNs
mensajeros almacenados por la semilla seca quiescente (Fase ). Posteriormente,

cuando las matrices y contenidos celulares estan totalmente hidratados, se llega a una



meseta en la toma de agua (Fase Il). Durante la Fase | y Il de imbibicion se reactiva la

transcripcion de novo y reparacion de ADN (Nonogaki et al., 2010).

En la fase Ill, hay un incremento ligero en la absorcion de agua, el cual esta asociado
brevemente con la culminacién de la germinacion “sensu stricto” (alargamiento del
embrion y ruptura de la testa a través de la cual se da la protrusiéon de la radicula) y
con el inicio de los eventos post-germinativos, donde continlan los eventos
relacionados con la movilizacién de reservas, division celular, sintesis de ADN, entre
otros, para finalizar con el crecimiento de la plantula (Figura 2) (Nonogaki et al., 2010;

Taiz et al., 2015).

Germinacion “sensu stricto” Post-germinacion

Fase i Fase lll

Fase |

T

i

i

! Crecimiento de la plantula !
1 1
! Emergencia de radicula por division celular s
1 1

i

——\lovilizacion de reservas / .
1 1
; .

i
Transcripcion y traduccion de nuevos ARNM  se—-
1

1

Traduccion y degradacion de ARNm Division celular s—-
almacenados :
Sintesis de ADN se———-

1
Reparacion de ADN
_;—Respiracic')n, reparacién y multiplicacién de mitocondri'as_}
- = |mbibicion :

] 1

Contenido de agua en la semillay plantula s

Tiempo

Figura. 2. Eventos fisicos y metabélicos que ocurren durante la germinaciéon (Fase 1y Il) y
crecimiento temprano de la plantula (Fase Ill). El tiempo varia entre especies y esta
influenciado por las condiciones en las que sucede la germinacion. (Tomado y modificado de

Nonogaki et al., 2010).



2.3. Latencia

Las semillas se encuentran en estado de latencia cuando no germinan a pesar de estar
vivas y de que las condiciones ambientales sean favorables (Rojas-Aréchiga y

Vazquez-Yanes, 2000).

La principal funcién de la latencia es prevenir que la semilla germine en periodos o
lugares en los que la germinacion y establecimiento son inadecuados, con el fin de

asegurar la sobrevivencia y el crecimiento de las plantulas (Fenner y Thompson, 2005).

2.3.1. Tipos de latencia en semillas

Baskin y Baskin (2004) reconocen cinco tipos de latencia: fisica, fisioldgica,
morfoldgica o innata, morfofisiologica (combinacion entre la morfolégica y la fisioldgica)
y una combinacion entre la fisica y la fisiologica. Las semillas con latencia fisica tienen
una testa impermeable, por lo que el embridbn se mantiene seco y no es capaz de
intercambiar gases con el medio hasta que la cubierta de la semilla se rompa o debilite
(por escarificacion quimica, mecéanica o fisica) para dar inicio el proceso de
germinacion. La latencia fisiolégica previene que la semilla germine hasta que cambios
guimicos (en los niveles o produccion de fitohormonas) ocurran en ésta, estos cambios
pueden ser estimulados por la temperatura, la luz y el contenido de humedad. En la
latencia morfolégica, por su parte, el embridn se encuentra inmaduro cuando la semilla
es dispersada o cae al suelo, por lo que es necesario un periodo de post maduracion

para que ocurra la germinacién.



2.4. Viabilidad

La viabilidad se refiere al grado en el cual una semilla esta viva (Gonzélez, 2013). La
determinacién de la viabilidad puede realizarse a través de diferentes métodos, entre
ellos, los mas comunes y confiables son la prueba de germinacion directa y la prueba
de tetrazolio (2, 3, 5 cloruro de trifenil tetrazolio), aplicada mediante la metodologia

propuesta por la ISTA (International Seed Testing Association, 1966).

La prueba de tetrazolio se basa en la actividad de enzimas deshidrogenasas, las
cuales participan en las reacciones de respiracion que se producen en las
mitocondrias. Estas enzimas estan presentes en los tejidos vivos de las semillas, y
reducen la solucion incolora de 2, 3, 5-trifenil cloruro de tetrazolio a un color rojo,
genéricamente llamado formazan. Cuando las semillas estan en contacto con una
solucion de tetrazolio, las células vivas de los tejidos presentan una reaccion quimica
de oxido reduccion donde estan presentes las enzimas responsables de dicha
reaccion. La tincién de los diferentes tejidos de la semilla muestra la actividad

respiratoria, reflejando la condicion fisiologica de la semilla (Muschick, 2010).

2.5. Longevidad

La longevidad se define como el tiempo en que una semilla puede mantenerse viable
en determinadas condiciones (controladas o naturales) (Taiz et al., 2015). A la
longevidad de semillas conservadas en condiciones controladas se le conoce como
longevidad potencial, mientras que en condiciones naturales se le denomina

longevidad ecoldgica (Vazquez-Yanes et al., 1997).



2.5.1. Longevidad potencial

La longevidad potencial se refiere al tiempo en que las semillas pierden la viabilidad
en condiciones de conservacion ex situ. Cabe mencionar que no todas las semillas
responden a las condiciones de almacenamiento de la misma manera (Hong y Ellis,
1996). Por ello, de acuerdo al comportamiento de almacenamiento y la duracién
potencial de la longevidad, las semillas pueden ser clasificadas en tres categorias:

ortodoxas, recalcitrantes e intermedias (Vazquez-Yanes et al., 1997).

Las semillas ortodoxas o tolerantes a la desecacion son capaces de mantener la
viabilidad tras ser desecadas a menos de 5-10% de contenido en humedad. Por el
contrario, las semillas recalcitrantes o sensibles a la desecacion pierden la viabilidad
cuando se desecan por debajo de un limite critico, habitualmente entre 12-30% de
contenido en humedad (Vazquez-Yanes et al., 1997). Mientras que, las semillas
intermedias pueden ser desecadas a contenidos de humedad similares a los de las
semillas ortodoxas; sin embargo, una vez desecadas, las semillas se dafan al
someterlas a bajas temperaturas y su viabilidad desciende rapidamente durante el
almacenamiento (Ellis et al., 1990). Por estos motivos, conocer el comportamiento de
almacenamiento de las semillas de una especie constituye un aspecto fundamental
para conservarlas de manera adecuada y permitir que se mantengan viables durante

un largo periodo de tiempo.



2.5.2. Longevidad ecoldgica

La longevidad ecoldgica se refiere al tiempo en que una semilla puede permanecer
viable en condiciones naturales y es muy variable entre las diferentes especies y

ecosistemas (Vazquez-Yanes et al., 1997).

La longevidad ecolégica esta relacionada con varias caracteristicas de las plantas que
las producen, tales como: historia de vida de la planta madre; estacionalidad climética;
distancia temporal entre el periodo de fructificacion y diseminacion, y el de germinaciéon
y establecimiento; grado de discontinuidad en el habitat; agentes dispersores de
semillas, y niveles de estrés ambiental (temperatura y humedad) y de presion de
depredadores y microorganismos que sufre la semilla en el suelo, antes y durante la

germinacion (Vazquez-Yanes et al., 1997).

Es importante mencionar que, ademas de una longevidad ecoldgica, las semillas
deben tener caracteristicas fisioloégicas y morfologicas que les permitan mantenerse
viables en el suelo durante un tiempo determinado y asi tener el potencial de formar
bancos de semillas (Bowers, 2000). Algunas de estas caracteristicas son: 1) el
requerimiento de la luz para germinar; Il) un tamafio pequefio; y Ill) algun tipo de

latencia (Rojas-Aréchiga y Batis, 2001).
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2.6. Banco de semillas en el suelo

2.6.1. Definicién

El banco de semillas es el conjunto de semillas maduras viables, enterradas en el suelo
durante periodos variables de tiempo en un habitat determinado (Thompson y Grime,

1979; Roberts, 1981).

2.6.2. Clasificacion de los bancos de semillas

Las semillas pueden formar diferentes tipos de bancos en el suelo dependiendo de su
longevidad. Thompson y Grime (1979) clasificaron a los bancos de semillas en dos
categorias; transitorios y persistentes. Un banco transitorio, es aquél en el cual ninguna
de las semillas persiste viable durante mas de un afio y un banco persistente, es aquél
gue mantiene semillas viables durante mas de un afio. Thompson (1992), dividio
posteriormente a los bancos persistentes en dos subcategorias, banco persistente a
corto plazo (las semillas se mantienen viables durante mas de un afio, pero menos de
cinco afos) y persistente a largo plazo (las semillas se mantienen viables durante mas

de cinco afos).

Las clasificaciones de los bancos de semillas son usadas como herramientas por los
investigadores para reconocer las caracteristicas de un sistema de estudio y asi poder

determinar la metodologia adecuada e interpretar su dinamica (De Souza et al., 2006).
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2.6.3. Dindmica del banco de semillas

El banco de semillas en el suelo estd en constante flujo. Recibe una entrada de
semillas, con distribucion heterogénea en el tiempo y en el espacio, en su mayor parte
de las plantas préximas (aunque, también pueden provenir de plantas lejanas, por
medio de agentes dispersores). Dentro del banco, una fraccion de las semillas esté en
disposicién de germinar en cuanto las condiciones externas sean favorables, mientras
gue otra fraccion persiste latente, incapaz de germinar. Las semillas pueden pasar de

un estadio a otro, a lo largo del tiempo que se mantienen viables (Marafion, 2001).

La salida de semillas desde el banco pude tener diferentes agentes y destinos. En
general, so6lo una pequefia porcion de las semillas enterradas germina y emerge del
suelo, dando lugar a plantulas que formaran parte del reclutamiento poblacional y
eventualmente producirdn nuevas semillas. También puede ocurrir que la semilla
germine a bastante profundidad y muera, al no tener reservas suficientes para emerger
(germinacion letal). Una de las principales causas de la pérdida de semillas del banco
es por mortalidad debido a la edad. La longevidad maxima que puede alcanzar una
semilla en el suelo depende de las condiciones del medio (humedad, temperatura, e
intercambio de gases) y de las caracteristicas bioldgicas de la especie y del individuo.
Por otro lado, las grandes perturbaciones debidas a agentes naturales que afectan a
la capa superficial del suelo pueden destruir un nimero importante de la reserva de

semillas de la comunidad (Baskin y Baskin, 1998).
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En zonas aridas y semiaridas, por ejemplo, las lluvias torrenciales provocan la erosion
y el arrastre del suelo, lo que podria ocasionar la pérdida de la reserva de semillas en

el suelo (Marafién, 2001).

Las semillas del banco, especialmente las de mayor tamafio que se encuentran en la
superficie, mueren en grandes cantidades debido a la depredacion por parte de aves,
roedores, e insectos. Las semillas mas pequefias se entierran con facilidad y presentan
menores riesgos, aunque también pueden ser presas de otros animales en el suelo
(lombrices y hormigas) (Thompson, 1992). Los hongos y bacterias del suelo pueden
ocasionar una pérdida importante de semillas en el banco. Estos microorganismos
secretan enzimas, como las celulasas, proteasas, nucleasas y toxinas que dafan las
membranas, causan efectos irreversibles y la muerte de las semillas. La principal
defensa de las semillas es su testa que funciona como una barrera mecéanica frente al
ataque de estos organismos, ademas puede tener compuestos antifingicos y
antimicrobianos como flavonoides, fenoles, taninos vy fitoalexinas (Baskin y Baskin,

1998).

2.6.4. Métodos para estudiar la persistencia de los bancos de semillas

Existen varios métodos para estudiar la persistencia del banco de semillas en el suelo,
los cuales se pueden clasificar en: I) determinacién directa de la edad por Carbono 14
(**C), B) experimentos de enterramiento de semillas in situ (bancos de semillas semi
naturales en el suelo) y posterior prueba de germinacion o viabilidad, C) determinacién

de la distribucion en profundidad de semillas viables en el suelo, D) determinacién de
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bancos de semillas del suelo a lo largo de etapas de sucesion, y E) andlisis
comparativo de la dinamica estacional de la lluvia de semillas y banco de semillas

(Saatkamp et al., 2009).

Cabe destacar que, de los métodos mencionados, los experimentos de enterramiento
de semillas in situ y posterior prueba de germinacién o viabilidad han proporcionado

informacién muy valiosa sobre la persistencia de los bancos de semillas.

Un banco de semillas semi natural en el suelo es un método en el cual las semillas son
expuestas a condiciones cercanas a las naturales después de ser colocadas en bolsas
de malla de nailon u otros materiales resistentes a la descomposicion. Las bolsas son
comunmente enterradas entre 5-10 cm de profundidad y son recuperadas en
diferentes tiempos para realizar pruebas de viabilidad. Estos estudios han contribuido
a comprender la pérdida de la viabilidad de semillas de diferentes especies a traves

del tiempo en condiciones naturales (Forcella et al., 2004).

2.7. Descripcion de la familia Cactaceae

La familia Cactaceae presenta cerca de 2000 especies reconocidas (Barthlott y Hunt,
1993). Se distinguen entre otras caracteristicas por la presencia de aréolas y la
produccion de betalainas. Las cactaceas presentan una amplia distribucion geografica,
desde el norte de Canadé hasta la Patagonia. Estas plantas forman parte de diferentes
ecosistemas, desde el nivel del mar hasta los 5000 m de altitud (Rzedowski, 1973;
Cota-Sanchez, 2002). Sin embargo, la mayor rigueza de especies se concentra

principalmente en México (Bravo-Hollis 1978). Aun cuando las cactaceas viven en
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diversos ecosistemas, incluyendo las selvas tropicales, donde se encuentran como
epifitas (por ejemplo, Rhipsalis baccifera), la mayoria de ellas se desarrollan en
ambientes aridos y semiaridos (Bravo-Hollis y Scheinvar, 1999). Entre estas regiones,
el Valle de Tehuacan-Cuicatlan es considerado un ecosistema semiarido muy
importante por ser un centro de origen y evolucion de la flora semiarida con alrededor

de 11% de especies endémicas, entre ellas numerosas cactaceas.

2.7.1. Caracteristicas de las semillas de cactaceas

Las semillas de las cactaceas presentan variaciones en la forma, tamafo, estructura,
caracteristicas del embrion y color de la testa. En general, las semillas maduras
presentan testa, embrion, endospermo y perispermo (en los grupos mas primitivos). El
numero de semillas producido por un solo fruto puede ser de so6lo unas pocas (de 1 a
5 semillas por fruto en Epithelantha y Pereskia aculeata) o muy numerosas, a veces
mas de 1000 semillas por fruto (Pilosocereus chrysacanthus). Incluso dentro de una
misma especie el nimero de semillas puede variar ampliamente entre individuos

(Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000).

2.7.2. Germinacion en semillas de cactaceas

Diversos estudios han reportado que la luz, la temperatura y la humedad son factores
claves para la germinacion de semillas de cactaceas (Rojas-Aréchiga et al., 1997,
Rojas-Aréchiga et al., 1998; Benitez-Rodriguez et al., 2004; Flores et al., 2006). Se ha
demostrado que a temperaturas entre 25 y 30 °C las semillas presenta su maxima

capacidad y velocidad de germinacion, ademas de ser fotoblasticas positivas
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(requerimiento absoluto de luz para germinar) (Baskin y Baskin, 1998; Rojas-Aréchiga

y Vazquez-Yanes, 2000).

2.7.3. Latencia en semillas de cactaceas

Desde los trabajos pioneros de Alcorn y Krutz (1959) y McDonough (1964), se ha
estudiado la latencia en semillas de cactaceas. Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes
(2000), senalaron que, en semillas de cactus la latencia innata, morfolégica y

fisiologica han sido reportadas.

2.7.4. Viabilidad y longevidad potencial de semillas de cactaceas

En varias especies de cactaceas se han realizado trabajos sobre viabilidad de semillas
en condiciones ex situ desde hace mas de 40 afios (Alcorn y Martin, 1974; Zimmer y
Schultz, 1975; Fearn, 1977; Del Castillo, 1986; Trejo y Garza, 1993; Rojas-Aréchiga y
Vazquez-Yanes, 2000; Rojas- Aréchiga et al., 2001; De la Barrera y Nobel, 2003;
Guillen et al., 2014; Nascimento et al., 2015). Estos datos sugieren que la mayoria de
las semillas tienen un comportamiento de almacenamiento ortodoxo, aunque las
condiciones Optimas de almacenamiento a largo plazo son desconocidas para la

mayoria de las cactaceas.

2.7.5. Banco de semillas en cactaceas

La informacion sobre bancos de semillas en cactaceas es escasa (Bowers, 2000;
Bowers, 2005; Ordofiez, 2008; Cheib y Garcia, 2012; Goodman et al., 2012; Alvarez-

Espino et al., 2014; Nascimento y Meiado, 2016, Ordofiez-Salanueva et al., 2017).
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Estos estudios han demostrado una amplia variacion en el comportamiento de
germinacion y longevidad de semillas de cactaceas enterradas in situ, asi como del

potencial de formar bancos de semillas.

2.8. Variabilidad genética

Los estudios de variabilidad genética son utilizados para precisar relaciones
filogenéticas, complementar la descripcidén de las caracteristicas de las poblaciones y
de las especies, evaluar los riesgos de extincion, promover medidas de conservacion
y comparar el efecto de la domesticacion en plantas (Nassar et al., 2001; Castro-Félix
et al., 2013). En relacion con el efecto de la domesticacion de las plantas, por ejemplo,
se ha evidenciado que en especies cultivadas hay una menor variabilidad genética con
respecto a especies silvestres (Tinoco et al., 2005; Parra et al., 2008; Yafiez-Lopez et

al., 2016).

Casas et al. (2007) y Guillén et al., (2013) reportaron que la domesticacién en
cactaceas ha causado divergencias morfoldgicas, fisioldgicas y genéticas con respecto
a las poblaciones silvestres. Sin embargo, no existen estudios de variabilidad genética

enfocados a explicar la pérdida de viabilidad de semillas a través del tiempo.

La variabilidad genética se ha determinado a nivel de especies, e incluso en
poblaciones de tamafio pequefio mediante marcadores moleculares (Saaed et al.,

2012).
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2.9. Marcadores moleculares

En la década de los 80 del siglo pasado se comenzaron a usar diversas técnicas
basadas en el uso de marcadores moleculares. Estos generalmente se utilizan para la
discriminacion y clasificacion de genotipos, debido a que detectan diferencias entre los
organismos de una especie 0 poblaciones. Entre los marcadores moleculares se
pueden mencionar los bioquimicos (isoenzimas) y los genéticos (ADN) (Valadez y

Kahl, 2000).

2.9.1. Marcadores de ADN

Los marcadores de ADN se basan fundamentalmente en el analisis de las diferencias
en pequefias secuencias del ADN entre individuos. Estas variaciones son
consecuencia de eventos de mutacion que se manifiestan en los genomas que se
comparan. Las técnicas empleadas para ello son muy diversas y dan el nombre a los
distintos tipos de marcadores, los cuales pueden ser de caracter dominante o

codominante (Azofeifa-Delgado, 2006).

Entre los marcadores de ADN se encuentran los RFLPs (polimorfismo en longitud de
fragmentos obtenidos por enzimas de restriccion), RAPDs (polimorfismos de ADN
amplificados al azar), ISSRs (Inter secuencias simples repetidas), SSR (microsatélites
0 secuencias simples repetidas de ADN) y AFLPs (Polimorfismos en la longitud de los

fragmentos amplificados) (Cornejo-Romero et al., 2014).
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2.9.2. Polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLPs)

Los polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados son marcadores multi-
locus que permiten analizar al azar regiones de ADN distribuidas en todo el genoma
sin tener conocimiento previo de éste (Cornejo-Romero et al., 2014). Los AFLPs
consisten en la digestion completa del ADN gendmico total con enzimas de restriccion,
seguida de la amplificacion selectiva de los fragmentos obtenidos para detectar
polimorfismos debidos a mutaciones en la secuencia de ADN en, o cerca de, los sitios
de restriccion. Los polimorfismos se detectan por secuenciacion automatica o por
electroforesis, como un patron de fragmentos de ADN amplificados (bandas) que
difieren en nimero y tamafo. Este patron de bandas es altamente especifico y debido
a las restricciones de la técnica, ésta es altamente reproducible (Figura 3) (Vos et al.,

1995; Cornejo-Romero et al., 2014).
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Figura 3. Descripcion metodoldgica de la amplificacion de ADN mediante AFLPs (Tomado de

Cornejo-Romero et al., 2014).
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3. ESPECIES DE ESTUDIO

3.1. Escontria chiotilla (F.A.C. Weber) Rose

E. chiotilla es una cactacea columnar endémica y silvestre de México, comunmente
conocida como jiotilla. Esta especie se distribuye en el bosque tropical caducifolio y en
el matorral xerdfilo, principalmente en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Arias et al.,
1997). El &rbol maduro, presenta de 3 a 7 m de alto, de tronco corto y grueso, con
ramas dicotomicas, de 7 a 8 costillas prominentes, aréolas de 1 cm de longitud, de 10
a 15 espinas radiales y de 3 a 5 centrales, una de ellas mas larga de 7 cm de longitud.
Flores en la terminacion de las ramas, infundiliformes de 3 cm de longitud, de color
amarillo y con grandes escamas translicidas. Sus frutos son globosos y escamosos,
de color café rojizo de hasta 3.5 cm de diametro, con semillas negras de 1.0 a 1.3 mm
(Bravo-Hollis, 1978) (Figura 4). El periodo de fructificacion es en dos periodos al afio,
de abril a mayo y de septiembre a noviembre (Arias et al., 2000). Los frutos son
comestibles y tienen importancia ecoldgica, cultural y econdmica en las localidades

donde se desarrollan (Casas et al., 1999; Arellano y Casas, 2003).

Figura 4. E. chiotilla. A. Arbol maduro; B. Flor; C. Fruto y D. Semilla (imagen D tomada de

Franco-Estrada, 2013).
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3.2. Stenocereus pruinosus (Otto) Buxbaum

S. pruinosus es una cactacea columnar, cultivada e introducida, cominmente conocida
como pitaya de mayo. Esta especie se distribuye en zonas aridas y semiaridas de
México, principalmente en la regién del Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Parra et al.,
2012). Ha pasado por un proceso de domesticacion desde hace mas de 8000 afios,
gue ha generado mas de 30 variedades (Yafiez-Lopez et al., 2016). En general, el
arbol maduro presenta de 4 a 5 m de alto, con ramas que tienen una capa de cera
blanca, de 5 a 6 costillas rectas, espinas de color gris con las puntas oscuras, de 5 a
7 radiales y de 1 a 4 centrales. Flores blanquecinas con tonos rosados,
infundibuliformes y miden 9 cm de largo (Figura 5). Sus frutos miden 7 cm de diametro,
son globosos y varian en coloracion segun a variedad, desde rojo purpura hasta
anaranjado verdoso, con pulpa carnosa y jugosa, con semillas negras de 1.5 a 2 mm
(Flores et al., 2011b). El periodo de fructificacion es de mayo a agosto (Arias et al.,
2000). Los frutos son comestibles y son recursos naturales de gran importancia
biologica y cultural, ya que han contribuido a mejorar la situacion economica de las

regiones donde se colectan (casas et al., 1999; Arellano y Casas, 2003; Luna, 2002).

Figura 5. S. pruinosus. A. Arbol maduro; B. Flor; C. Fruto y D. semilla (imagen D tomada de

Franco-Estrada, 2013).
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4. SITIO DE ESTUDIO

4.1. Ubicacion, extension y limites

El municipio de Santiago Chazumba pertenece al distrito de Huajuapan de Le6n y se
localiza al noroeste del estado de Oaxaca (18° 11’ 18.62” N y 97° 40’ 43.99” O), en la
region denominada Mixteca Baja y forma parte del Valle de Tehuacan-Cuicatlan. La
superficie del municipio es de 346.93 km? y limita al norte con el estado de Puebla; al
este con el estado de Puebla y el municipio de San Pedro y San Pablo Tequixtepec; al
sur con los municipios de San Pedro, San Pablo Tequixtepec y Cosoltepec; al oeste

con el municipio de Cosoltepec y el estado de Puebla (INEGI, 2008).

4.2. Topografia

El municipio se caracteriza por estar ubicado entre cerros, una gran cantidad de
barrancas con escorrentia intermitente (escurrimiento de agua en épocas de lluvia),
pequefias superficies planas de uso agricola y también superficies significativas de

montafia, con suelos profundos de textura media y gruesa (INEGI, 2008).

4.3. Fisiografia

El territorio municipal de Santiago Chazumba se encuentra en la discontinuidad de la
provincia fisiografica de la Sierra Madre del Sur, entre el Eje Neo volcanico y las
geoformas caracteristicas de la regidén son cerros con alturas de hasta 2000 metros
sobre el nivel del mar (msnm) y pendientes que van desde < 5% hasta > 50% (INEGI,

2008).
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4.4. Clima

El clima es célido semidesértico (BSw) (de acuerdo con la clasificacion de Képpen y

modificada por Garcia, 1973), con una temperatura media anual de 19.7 °C. El mes

mas calido es mayo con 29.1 °C y el mas frio es enero con 10 °C. La precipitacién

media anual es de 532 mm. Las lluvias se presentan en su mayoria durante el verano

(junio) y otofo (septiembre), la época de secas inicia en noviembre y finaliza en

primavera (Figura 6) (Serrano et al., 2005).
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Figura 6. Distribucion de la precipitacion y temperatura en el municipio de Santiago Chazumba

(Periodo 1961-2003), tomado y modificado de Serrano et al., 2005.
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4.5. Suelo

El tipo de suelo esta formado por sedimentos arenosos, toba, limo arenoso y arena
fina, con poca capacidad para almacenar agua, areas muy pedregosas cubiertas
uniformemente con suelo, que generalmente no llegan a los 20 cm de profundidad.
Este tipo de suelo es comun encontrarlo en pendientes suaves y en las partes altas
con los paisajes ondulados. Presenta un drenaje superficial rapido, son susceptibles a
la erosion por el agua; presentan coloraciones que van del rojo al café, dependiendo

del contenido de materia organica (INEGI, 2008).

4.6. Floray fauna

La region presenta gran variedad de plantas, entre las cuales se encuentran especies
como el cazahuate (Ipomoea sp), cubata (Acacia cochliacantha), huizache (Acacia
farnesiana), mezquite (Prosopis laevigata nopal (Opuntia sp), quelite (Amaranthus
hybridus), hierbabuena (Mentha spicata), orégano (Origanum vulgare), pitayo
(Stenocereus sp), pitahaya (Hylocereus sp), xoconoxtle dulce (Stenocereus stellatus),

jiotilla (Escontria chiotilla) y garambullo (Myrtillocactus geometrizans) (INAFED, 2010).

Las especies de fauna silvestre en la region son, cenzontles (Mimus polyglotto),
aguilas (Aquila chrysaetos), zopilotes (Coragyps atratus), viboras de cascabel
(Crotalus sp), coralillos (Micruroides sp), ratones (peromyscus sp), murciélagos (Myotis
sp), liebres (lepus sp), conejos (Sylvilagus sp), hormigas (Pogonomyrmex sp) y

alacranes (Centruroides fulvipes y C. nigrovatus) (INAFED, 2010).
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5. OBJETIVOS

5.1. General

Contribuir al conocimiento de la dindmica del banco de semillas de dos especies de
cactaceas columnares mediante la deteccion de la variabilidad genética y la
determinacién de la viabilidad de semillas de diferentes afios de colecta enterradas in

situ en un matorral xeréfilo en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan.

5.2. Especificos

1. Comparar la viabilidad de semillas de E. chiotilla y S. pruinosus de diferentes
colectas (2007, 2010, 2014 y 2015) conservadas en condiciones de laboratorio

(ex situ) durante 0, 1, 5y 8 afios.

2. Comparar la viabilidad de semillas de E. chiotilla y S. pruinosus de diferentes
colectas (2007, 2010 y 2014) conservadas ex situ (1, 5 y 8 afos) y

posteriormente enterradas in situ en dos micrositios durante 24 meses.

3. Comparar la viabilidad de semillas de E. chiotilla y S. pruinosus de diferentes
colectas (2007, 2014 y 2015) conservadas ex situ (0, 1 y 8 afios) y
posteriormente enterradas in situ en dos micrositios, en diferentes condiciones

ambientales (periodo de secas y lluvias).
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4. Determinar y comparar la variabilidad genética de plantulas obtenidas a partir
de semillas de E. chiotilla y S. pruinosus mediante marcadores moleculares

AFLP.

6. HIPOTESIS

1. Si la viabilidad de semillas se mantiene en condiciones constantes de
almacenamiento en laboratorio, entre 0 y 8 afos, entonces las semillas de

todas las colectas tendran elevados porcentajes de germinacion.

2. Si la viabilidad de las semillas esta determinada por la edad, entonces en
condiciones naturales, las semillas mas longevas presentaran un menor
porcentaje de germinacion después de haber sido enterradas in situ durante

24 meses.

3. Si la viabilidad de las semillas se reduce de manera significativa en
condiciones ambientales variables (periodo de secas y lluvias), entonces
existird un periodo del afio en que la viabilidad de semillas resulte mas

afectada.

4. Si la variabilidad genética en plantulas de E. chiotilla, especie endémica y

silvestre, es mayor que en S. pruinosus, especie cultivada, entonces la

viabilidad de semillas E. chiotilla sera mayor.
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7. MATERIAL Y METODOS

237.1. Colecta, extraccion y conservaciéon de semillas ex situ

Se colectaron frutos de E. chiotilla y S. pruinosus en la region del Valle de Tehuacan-
Cuicatlan en el mes de mayo de los afios 2007, 2010, 2014 y 2015. Los frutos se
trasladaron al laboratorio de Ecofisiologia Vegetal (AS-118) del Departamento de
Biologia de la Universidad Autdnoma Metropolitana unidad Iztapalapa (UAM-I). Las
semillas se extrajeron del fruto, lavando con agua de la llave para eliminar los restos
de pulpa, se secaron a temperatura ambiente (25 + 5 °C) durante 48 h y se
almacenaron en frascos de vidrio a 25 £ 5 °C, en condiciones de oscuridad durante 0,

1,5y 8 afos.

7.2. Viabilidad de semillas conservadas ex situ

En mayo de 2015, previo a realizar el enterramiento in situ, se determind la viabilidad
de las semillas de los diferentes afios de colecta (2007, 2010 y 2014) de E. chiotilla 'y
S. pruinosus almacenadas en laboratorio durante diferentes periodos (1, 5 y 8 afios,

respectivamente) y de colecta reciente (2015).

7.3. Enterramiento in situ y exhumacién de semillas

Después de realizar las pruebas de viabilidad en las semillas conservadas ex situ, se
seleccionaron al azar dos micrositios de estudio en el matorral xeréfilo del municipio
de Santiago Chazumba. Los micrositios se denominaron como Matorral 1 (M1) y

Matorral 2 (M2) (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Ubicacioén y georreferenciacion de los micrositios de estudio.

Sitio Localidad Georreferencia Altitud (msnm)

M1 Mpio de Santiago ggo;??gg 1805

o Chazumba, Oax. 18°16'24"N 1794
97°70'93”0

En cada micrositio se realizaron dos experimentos, los cuales se describen a

continuacion:

7.3.1. Viabilidad de semillas enterradas in situ

Para determinar la viabilidad de semillas en condiciones naturales a través del tiempo,
se establecié (de mayo de 2015 a mayo de 2017) un banco de semillas seminatural en

cada uno de los micrositios de estudio.

En cada micrositio se enterraron semillas de E. chiotillay S. pruinosus de las colectas
2007, 2010 y 2014. Las semillas se colocaron en sobres de malla de polietileno (6 cm
x 4 cm) entre 5-10 cm de profundidad en el suelo del matorral xerdfilo. Se enterraron
ocho sobres con 200 semillas cada uno, para cada especie de estudio y diferentes
anos de colecta (24 sobres en total por especie). Las semillas permanecieron
enterradas in situ por 24 meses y se realizaron ocho exhumaciones durante este

periodo en intervalos de 3 meses (Cuadro 2).

En cada exhumacién se recuperd un sobre de semillas de las especies y colectas de

estudio para realizar pruebas de viabilidad en laboratorio.
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Cuadro 2. Fecha de enterramiento y exhumacion de los sobres con semillas de E. chiotilla y

S. pruinosus para cada afio de colecta (2007, 2010 y 2014) durante 24 meses.

Sobre Enterramiento Exhumacion
14-agosto-2015
14-noviembre-2015
14-febrero-2016
14-mayo-2016
14-agosto-2015
14-noviembre-2016
14-febrero-2017
14-mayo-2017

14-mayo-2015

O ~NO O WNE

7.3.2. Efecto de las condiciones ambientales (periodo de secas y lluvias) en la

viabilidad de semillas

Al igual que en el experimento anterior, en cada micrositio se establecid (de mayo de
2015 a mayo de 2016) un banco de semillas seminatural, en este caso con el propdsito
de evaluar el efecto de las condiciones ambientales (periodo de secas y lluvias) en la

viabilidad de semillas.

Se consideraron cuatro periodos en el ano de estudio, |) época de lluvias (de mayo a
agosto), Il) fin de lluvias e inicio de secas (de agosto a noviembre), Ill) época de secas
(de noviembre a febrero) y IV) fin de secas e inicio de lluvias (de febrero a mayo), con
base a los datos de precipitacion y temperatura del municipio de Santiago Chazumba

(periodo 1961-2003) publicados por Serrano et al. (2005).

En cada micrositio se enterraron semillas de E. chiotilla'y S. pruinosus de las colectas

2007, 2014 y 2015. Las semillas se colocaron en sobres de malla de polietileno (6 cm
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x 4 cm) entre 5-10 cm de profundidad en el suelo del matorral xerdéfilo. En este
experimento se enterr6 un unico sobre con 200 semillas, para cada especie y
diferentes afios de colecta. Las semillas permanecieron enterradas in situ durante tres
meses, tiempo en el que se realizd la exhumacién y simultaneamente se enterré un
nuevo sobre con la misma cantidad de semilla de cada especie y colecta. Este
procedimiento se realiz6 a lo largo de 12 meses (cuadro 3). En cada exhumacion se
recuperd un sobre de semillas de las especies y colectas de estudio para realizar

pruebas de viabilidad en laboratorio.

Cuadro 3. Fecha de enterramiento y exhumacion de los sobres con semillas de E. chiotilla y

S. pruinosus para cada afio de colecta (2007, 2010 y 2015) en periodos de secas y de lluvias.

Sobre Enterramiento Exhumacion
1 14-mayo-2015 14-agosto-2015
2 14-agosto-2015 14-noviembre-2015
3 14-noviembre-2015 14-febrero-2016
4 14-febrero-2016 14-mayo-2016

7.4. Andlisis de suelo

En cada micrositio se tom6 una muestra de suelo (5 kg por sitio). Las muestras se
enviaron al Laboratorio Central (Departamento de Suelos) de la Universidad Auténoma
de Chapingo para analizar el pH (con potenciémetro, relacion suelo-agua 1:2), materia
organica (MO) (mediante el método de Walkley y Black, 1934), fésforo (P) asimilable
(mediante el método de Olsen et al., 1954), contenido de magnesio (Mg) (extraido con

acetato de amonio, a pH 7, relacion 1:20 y determinado por espectrofotometria de
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absorcion atébmica), textura (mediante el método del hidrometro de Bouyoucos (1962)

y contenido de humedad (mediante membrana y olla de presion).

7.5. Determinacién de la viabilidad de semillas

La viabilidad de semillas de E. chiotilla y S. pruinosus se evalué mediante pruebas de

germinacién en laboratorio, como se describe a continuacion.

7.6. Siembray germinacion de semillas

Antes de la siembra, las semillas se desinfectaron con una solucion comercial de
hipoclorito de sodio (Cloralex®) al 0.03% (v/v) durante 5 min, se enjuagaron con agua

purificada y se secaron a 25 + 5 °C durante 24 h.

Posteriormente, se sembraron tres lotes de 50 semillas de E. chiotilla y S. pruinosus
de los diferentes afios de colecta, tanto de las semillas conservadas ex situ, como de
las semillas enterradas in situ. La siembra se realizO en cajas de Petri con agar
bacteriolégico al 1% (p/v) y se incubaron en una germinadora (Precision®, Dual
Program llluminated Incubator), a temperatura de 25 = 3°C y fotoperiodo 12 h luz
(15.25 um m2 S1) / 12 h oscuridad. La emergencia de la radicula fue el criterio para

determinar la germinacion.

El conteo y registro de las semillas germinadas se realizé diariamente durante 21 dias.
Este procedimiento se realizé previo al enterramiento in situ en las semillas
conservadas ex situ y subsiguientemente en cada una de las exhumaciones

correspondientes a los experimentos 1y 2 (Cuadro 2 y 3, respectivamente).
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7.7. Pardmetros de germinacién

Para evaluar el efecto del tiempo de almacenamiento en la viabilidad de semillas
conservadas ex situ y enterradas in situ se determiné el porcentaje de germinacion y
el tiempo medio de germinaciéon (TMG), con base a la siguiente ecuacion (Ellis y

Roberts, 1981; Flores et al., 2011a):

2(Dn)

TMG =
¥n

Donde: n= nimero de semillas que germinan en el dia D y D= es el nimero de dias a partir de
la fecha de siembra.

7.8. Andlisis estadisticos

Para determinar si existen diferencias estadisticamente significativas en la viabilidad
de semillas respecto al tiempo de almacenamiento ex situ, se realizd6 un Andlisis de
Varianza (ANOVA) de una via. Mientras que, la viabilidad de semillas enterradas in
situ se analizé mediante un Andlisis de Varianza Multifactorial, considerando los
efectos de la edad de las semillas, micrositio y tiempo de enterramiento, asi como sus
interacciones. En ambos analisis se realizd una prueba post hoc de Tukey para la
comparacion multiple de medias. Todas las comparaciones fueron analizadas con

valores transformados a arcoseno a partir de la siguiente ecuacion:

% de germinacion (180)
arcoseno 100 B
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La transformacion a arcoseno se realizd con cada porcentaje de germinacion obtenido
con el fin de ajustar los datos a una distribucion normal. Las pruebas estadisticas
fueron realizadas con un nivel de significancia del 5% (P < 0.05) utilizando el software

estadistico SPSS® (ver.15.0).

7.9. Extraccion y cuantificacion de ADN

7.9.1. Extraccion de ADN genomico

La extraccion de ADN se realiz6 en 21 plantulas de E. chiotillay 21 de S. pruinosus de
seis meses de edad, provenientes de semillas de las diferentes cosechas de estudio.
Se utilizé el Kit DNeasy Plant Mini® (QIAGEN®) y previo a la extraccion, el protocolo
se modifico en el Laboratorio de Ecofisiologia Vegetal de la UAM-I para garantizar la

pureza e integridad del ADN en plantulas de cactaceas (Anexo A).

7.9.2. Concentracion, pureza e integridad del ADN

La concentracion y pureza del ADN de cada muestra se cuantific6 por medio de
espectrofotometria (Nano Drop 2000, Thermo Scientific®) y la integridad se evalué
mediante electroforesis, para lo cual se tomaron 6 pL del ADN de cada una de las
muestras con 4 uL de buffer de carga y 2.5 uL de marcador (100 pares de bases (pb))
para resolver en un gel de agarosa al 1% (p/v) en buffer TAE (tris-acetato EDTA) al 1x
con 0.3 uL de Rojo Texas (85 volts, durante 45 min). El gel se visualizd en un

fotodocumentador (DNR Bio-Imaging Systems®).
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7.10. Amplificacion de ADN mediante marcadores moleculares AFLPs

Para realizar las reacciones de digestion, ligacion, preamplificacion y amplificacién
selectiva de ADN que comprende la técnica de AFLPs, se prepar6 un volumen total de
reaccion para un determinado nimero de muestras y posteriormente se agregd por
separado un volumen exacto para cada reaccion (Cuadros 4 a 7). Esto se realiz6 con

la finalidad de reducir el error de pipeteo.

7.10.1. Digestion de ADN con enzimas de restriccion

La digestion de ADN genomico se realizo con dos enzimas de restriccion; Msel que
reconoce y corta cada cuatro pb y EcoRI que reconoce y corta cada seis pb, lo que

genera un gran numero de fragmentos de ADN.

Para llevar a cabo la digestion, el ADN de cada muestra de E. chiotilla y S. pruinosus
se deposité en tubos Eppendorf de 500 uL y se agreg6 la mezcla de reaccion a cada

tubo (Cuadro 5).

Cuadro 4. Reaccion de digestion de ADN con enzimas de restriccion.

Concentracion inicial Concentracion final Volumen (1x)
Compuesto
Agua Milli Q estéril 2.5 uL
10X Buffer Tango (con BSA) 1x 2.0 uL
10 U/uL EcoRl 4 U 0.4 pL
10 U/pL Msel 1U 0.1 pL
ADN gendmico 1 ng/uL 15 L

Volumen final = 20 pL
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El ADN contenido en los tubos se mezclé con un vértex y se dio un pulso en una

picocentrifuga (Thermo Scientific®).

Las muestras se incubaron a 37 °C en un Eppendorf Thermomixer® durante 3 h vy,
posteriormente, las enzimas se inactivaron incubando a 65 °C en un Eppendorf

Thermomixer® durante 15 min.

7.10.2. Ligacién de adaptadores

Se unieron secuencias especificas (adaptadores) a los bordes de los fragmentos
generados por restriccion; éstas fueron reconocidas por primers que al unirse a los
bordes de los fragmentos generados por la digestibn generaron extremos con una

secuencia conocida que permitio que el fragmento fuera amplificado mediante PCR.

Para realizar la ligacion, a los tubos con el ADN digerido se les agrego la mezcla de
reaccion de ligacion con los adaptadores (Cuadro 6). Se mezclaron con un vortex y se
les dio un pulso en una picocentrifuga (Thermo Scientific®). El ADN se incub6 toda la

nochea 25 +5 °C.

Posteriormente, se tomaron 8 pL del ADN digerido y ligado de cada una de las
muestras con 4 uL de buffer de carga y 2.5 yL de marcador (100 pb) para resolver en
un gel de agarosa al 1.5% en buffer TBE (Tris-Borato EDTA) al 1x con 0.3 pL de Rojo
Texas (76 volts, durante 30 min). El gel se visualiz6 en un fotodocumentador (DNR

Bio-Imaging Systems®).
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Cuadro 5. Reaccion de ligacion de adaptadores al ADN digerido.

Concentracion inicial Concentracion final Mezcla de reacciéon (1x)
Compuesto

Agua Mili Q estéril 4.8 uL
10x ligasa buffer 1X 3 pL
Adaptador EcoRI 5 pmol* 1.66 pmol 1puL
Adaptador Msel 50 pmol* 0.166 pmol 1pulL

5U/uL T4 ligasa 50 ng/pL 0.2 uL
ADN digerido 20 pL

Volumen final = 30 pL

*Invitrogen ® Adaptadores: EcoRI: 5-CTC GTA GAC TGC GTA CC- oligo 1 EcoRl
-CAT CTG ACG CAT GGT TAA- 5’ oligo 2 EcoRl
Msel: 5’ -GAC GAT GAG TCC TGA G- oligo 1 Msel
-TA CTC AGG ACT CAT- 5’ oligo 2 Mesl

7.10.3. Reaccién de preamplificacion

Después de la reaccion de digestion de ADN vy ligacion de adaptadores, se realizaron
dos reacciones de PCR. La primera, una amplificacion preselectiva que se llevo a cabo
con primers que corresponden a la secuencia especifica del adaptador, éstos
contienen una base extra en el extremo 3" dando como resultado un conjunto de
fragmentos que llevan la secuencia complementaria al primer y complementan la base
extra adicionada. Este proceso permitid discriminar entre todos los fragmentos de
restriccién que se forman y amplificar sélo aquellos en los que los primers encontraron

las secuencias complementarias tanto para el adaptador como para la base adicional.

Para realizar la reaccion, al producto resultante en el paso anterior se le agregé la

mezcla de preamplificacion (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Reaccion de preamplificacion de ADN mediante PCR.

Concentracion inicial Concentracion final Mezcla de reaccién (1x)
Compuesto
ADN cortado y ligado 10 pL
Agua Mili Q estéril 4.3 uL
10X Taq buffer (con KCI) 1X 2 uL
25 mM MgCI2 1.5 mM 1.2 uL
10 mM dNTPs 0.2 mM 0.4 pL
Primers (20 pmol/uL) cada uno* 1 pmol cada uno 2 uL (1 pL de cada uno)
5U/uL Taq Polimerasa 05U 0.1 uL

Volumen final = 20 pL

*Sigma® Pream EcoRI 100 mM 5" -GAC TGC GTA CCA ATT (CA); C, nucleétido adicional; A,
nucledtido selectivo.
*Sigma® Pream Msel 100 mM 5’ —-GAT GAG TCC TGA GTA AC

El programa del termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad®) para la

preamplificacion se realizé como se observa en la figura 7.

94°C 94°C 20 ciclos 72°C 72°C
5 min 30 seg \ 56°C 60 seg 7 min
60 seg

Figura 7. Programa del termociclador para la preamplificacion de ADN.
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Para verificar que la reaccion se hubiera realizado correctamente, se aplicaron 5 L
del producto de la mezcla de preamplificacion, 2 uL de buffer de carga, mas 3 pL de
agua Milli Q estéril y 2.5 yL de marcador (100 pb) en un gel de agarosa al 1.5% (p/v)
en buffer TBE 1x, a 86 volts durante 45 min. El gel se visualiz6 en un fotodocumentador

(DNR Bio-Imaging Systems®).

7.10.4. Amplificacion selectiva

Con los productos obtenidos de la amplificacion preselectiva se realiz6 una segunda
PCR (amplificacion selectiva). Se utilizaron primers con la misma secuencia que los
usados en la preamplificacibn mas dos o tres bases adicionales, por lo que solo se
amplific6 una porcion del genoma fragmentado. El primer homoélogo al sitio de

restriccion Msel se marco con un fluoroforo para detectar el fragmento amplificado.

Antes de realizar la mezcla de reaccion para la amplificacién selectiva, se realizaron
diluciones (1:50) en buffer TE para llevar todas las muestras a una concentracion

homogénea de 50 ng/uL.

Posteriormente, se prepararon las mezclas de reaccion de amplificacion selectiva, por
duplicado para cada muestra, con la finalidad de colocar en cada tubo dos
combinaciones de primers con fluor6foro. Las mezclas de reaccidén se realizaron en

hielo (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Reaccion de amplificacion selectiva de ADN mediante PCR.

Concentracion inicial Concentracion final Mezcla de reaccién (1x)
Compuesto
Agua 0.35 uL
10x PCR buffer 1x 1pulL
50 mM MgCl, 1.5mM 0.6 pL
10 mM dNTPs 0.2 mM 0.2 yL
Primers Msel (6.7 ng/ L) 0.2 mM 2.25 L
Primers EcoRI (27.8 ng/uL) 1 pmol cada uno 0.5 uL
5U/uL Taq Polimerasa 05U 0.1 uL
ADN preamplificado (dilucion 1:50) 5L

Volumen final = 10 pL

7.10.5. Combinaciones de primers

Se probaron 40 combinaciones de primers para el analisis genético de E. chiotillay S.
pruinosus. Se utilizaron ocho primers de EcoRI marcados con fluoroforo verde ( ),

amarillo ( ) y azul (FAM™), con cinco primers de Msel.

Cada combinacion se prob6 por duplicado en las muestras de E. chiotilla y S.
pruinosus, dado que primero sélo se buscaba encontrar las combinaciones que

amplificaran un mayor niumero de bandas.

La intensidad relativa de los fluor6foros utilizados se observa en el cuadro 8.
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Cuadro 8. Intensidad relativa de los fluoréforos utilizados en la deteccion de polimorfismo de

E. chiotilla y S. pruinosus.

Fluoréforo Max A (nm) Max E (nm)
528 554
546 575
FAM™ 494 530
ROX™ 587 607

Rox ™ se utiliz6 como marcador, detecta bandas de 60 a 500 pb.

El programa del termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad®) para la amplificacion

selectiva se realiz6 como se observa en la figura 8.

12 ciclos 23 ciclos

94°C | 94°C 94°C

5min|30seg i |7 mi
min min

30 seg 30 seg

-0.7°C por ciclo

Figura 8. Programa del termociclador para la amplificacion selectiva de ADN.
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7.10.6. Secuenciacién automatica

Para evaluar los fragmentos presentes en la amplificacién selectiva, se prepard una
mezcla de reaccion en un tubo de Eppendorf de 500 pL para cada muestra, con 10 uL
de formamida, 0.4 ML de ROX™ size Estandar Gene ScanTM-500 (Invitrogen), 2 uL
de la amplificacién selectiva con los primers especificos marcados con los fluor6foros
amarillo, azul y verde. De esta manera se analizaron las combinaciones

simultdneamente.

El ADN se desnaturalizo en el termociclador a 94 °C durante 5 min. Los tubos con las
muestras se colocaron en un recipiente con hielo o se almacenaron a -20 °C para
posteriormente resolverlas por electroforesis en un secuenciador automatico (ABI
PRISM® 3100 Avant) con buffer EDTA 1x, para obtener un electroferograma por cada

muestra.

7.10.7. Matriz binaria de presencia/ausencia

Los electroferogramas obtenidos en el secuenciador automatico se analizaron
visualmente con el programa Gene Marker® (The Biologist Friendly Software
SoftGenetics), considerando los fragmentos con un nivel de intensidad que no fuera
confuso. El rango de tamafio que se establecio fue de 60 a 500 pb, estimando con
base en el marcador Gene Scan™ 500 ROX™ Size Std. La presencia de bandas se
marco con 1y la ausencia con 0, para obtener una matriz binaria y asi poder cuantificar

el namero de bandas monomorficas y polimérficas para cada combinacion.
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7.10.8. Matriz de similitud

La matriz de presencia y ausencia de cada especie se exportd a un archivo de
Microsoft Excel para depurarla, eliminando las bandas no informativas.
Posteriormente, el analisis de estos datos se realiz6 con el programa FREE TREE para
estimar los coeficientes de similitud para cada muestra mediante el indice de Nei y Li

(1979), cuya férmula es la siguiente:

Sij = 2a/(2a+b +¢)

En donde:

Sij: similitud entre individuos iy j.

a: numero de bandas presentes en los dos individuos i y j.
b: nUmero de bandas presentes en i pero ausentes en |.
c: nimero de bandas presentes en j pero ausentes en i.

7.10.9. Obtencion de los dendrogramas

A partir de la matriz de similitud generada para cada especie se construyeron los
dendogramas, usando el método de agrupacion de pares no ponderados con media
aritmética UPGMA (Método no Ponderado de Grupos de Pares con Media Aritmética)

mediante la utilizacion del programa Tree View X.
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8. RESULTADOS

8.1. Viabilidad de semillas conservadas ex situ

8.1.1. E. chiotilla

En semillas de E. chiotilla de las colectas 2007, 2010, 2014 y 2015 se obtuvieron
porcentajes de germinacion mayores a 94. La germinacion de semillas almacenadas
en laboratorio durante diferentes periodos de tiempo no mostré diferencias
significativas respecto a las semillas de colecta reciente (F = 0.1865, P =0.905) (Figura
9). EI TMG de las semillas de las diferentes colectas vario de seis a siete dias durante

el tiempo de almacenamiento (Cuadro 9).

8.1.2. S. pruinosus

En semillas de S. pruinosus de las colectas 2007, 2010, 2014 y 2015 se obtuvieron
porcentajes de germinacion mayores a 89. La germinacion de semillas almacenadas
en laboratorio durante diferentes periodos de tiempo no mostré diferencias
significativas respecto a las semillas recién colectadas (F = 0.4843, P = 0.694) (Figura
10). EI TMG de las semillas de las diferentes colectas varié de cuatro a seis dias

durante el tiempo de almacenamiento (Cuadro 10).

El efecto del tiempo de almacenamiento en la viabilidad de semillas conservadas ex

situ fue similar entre ambas especies (F = 4.64, P = 0.52).
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Viabilidad de semillas de E. chiotilla almacenadas ex situ
por diferentes periodos de tiempo
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Figura 9. Viabilidad de semillas de E. chiotilla de diferentes colectas conservadas ex situ en
condiciones de oscuridad a 25 + 5 °C durante 0, 1, 5 y 8 afios. Letras diferentes indicarian

diferencias significativas.
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Figura 10. Viabilidad de semillas de S. pruinosus de diferentes colectas conservadas ex situ
en condiciones de oscuridad a 25 £ 5 °C durante 0, 1, 5 y 8 afios. Letras diferentes indicarian

diferencias significativas.
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Cuadro 9. TMG de semillas de E. chiotilla de diferentes colectas conservadas ex situ en

condiciones de oscuridad a 25 + 5 °C durante 0, 1, 5y 8 afios.

Especie Colecta Tiempo de almacenamiento (afios) TMG (dias)
2007 8 7.7+0.2
2010 5 6.7+0.2
E. chiotilla
2014 1 6.2+0.3
2015 0 6.4+0.3

Cuadro 10. TMG de semillas de S. pruinosus de diferentes colectas conservadas ex situ en

condiciones de oscuridad a 25 + 5 °C durante 0, 1, 5 y 8 afios.

Especie Colecta Tiempo de almacenamiento (afios) (-I(;'I,\gf)
2007 8 6.03+0.7
2010 5 5.3+0.4
S. pruinosus
2014 1 4.7+0.3
2015 0 4.4+0.3
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8.2. Viabilidad de semillas enterradas in situ

8.2.1. E. chiotilla

La viabilidad de semillas de E. chiotilla varié significativamente dependiendo del afio
de colecta (F = 4.36, P = 0.015), micrositio (F = 33.97, P < 0.0001), tiempo de
enterramiento (F = 821.06, P < 0.0001) y la interaccion entre estos factores (F = 10.11,

P < 0.0001).

En las colectas 2007, 2010 y 2014, la viabilidad de las semillas vario entre 0-96%, O-
97% y 0-97%, respectivamente, durante los 24 meses de enterramiento in situ. En la
colecta 2007, la germinacion de semillas fue similar entre micrositios a los cero y tres
meses y se mantuvo elevada hasta los 12 (> 66%). A los 15 meses, la viabilidad
disminuyo drasticamente a 2 y 17%, en los micrositios M1 y M2, respectivamente. A
los 24 meses, las semillas perdieron por completo la viabilidad en ambos sitios (Figura

11 A). EI TMG varié de cinco a ocho dias (Cuadro 11).

En semillas de la colecta 2010, la germinacion se mantuvo similar entre micrositios
hasta los seis meses de enterramiento. A los 15 meses, ésta disminuyé a mas del
50%, tanto en M1, como en M2, y en ambos micrositios la viabilidad disminuy6 a 0 a
los 24 meses (Figura 11 B). EI TMG, por su parte, varié de cinco a nueve dias (Cuadro
12), en las diferentes condiciones experimentales. En semillas de la colecta 2014, a
los 15 meses de enterramiento, la germinacion en M1y M2 se mantuvo en 62 y 40%,
respectivamente. Sin embargo, a los 18 y 24 meses la viabilidad de las semillas se

perdio6 totalmente (Figura 11 C). EI TMG vari6 de cinco a ocho dias (Cuadro 13).
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Figura 11. Viabilidad de semillas de E. chiotilla de diferentes colectas (A. 2007, B. 2010, C.

2014) enterradas in situ en dos micrositios (M1 y M2) durante 24 meses.
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Cuadro 11. TMG de semillas de E. chiotilla colecta 2007 enterradas in situ en dos micrositios

(M1 y M2) durante 24 meses.

Tiempo de enterramiento (meses)
0 3 6 9 12 15 18 21 24
M1 7.740.2 5.8+0.2 8.9+0.9 7.4+0.6 7+0.4 6.3+0.34* SIG 7.310.6* S/G
M2 7.740.2 6.1+0.5 7.720.6 6.8+0.2 7.1+0.4 7.8+0.5* 8.4x0.4* SIG SIG

S/G: sin germinacion
*TMG obtenidos con menos del 50% de germinacion

Cuadro 12. TMG de semillas de E. chiotilla colecta 2010 enterradas in situ en dos micrositios

(M1 y M2) durante 24 meses.

Tiempo de enterramiento (meses)
0 3 6 9 12 15 18 21 24
M1 6.2+0.3 5.9+0.2 9.8#0.2* 8.0+0.3 7.440.2 8.5+0.7* 7.7+¥0.3* 7.3x0.7* S/G
M2 6.2+0.3 6.2+0.1 8.2+0.5 7.940.1 7.440.4 8.7+0.4* 7.9x0.3* S/G SIG

S/G, sin germinacion.
*TMG obtenidos con menos del 50% de germinacion.

Cuadro 13. TMG de semillas de E. chiotilla colecta 2014 enterradas in situ en dos micrositios

(M1 y M2) durante 24 meses.

Tiempo de enterramiento (meses)

0 3 6 9 12 15 18 21 24
M1 6.7#0.2 5.6#0.1 8.2+0.3 7.6x0.5 5.1+0.2 8.5+0.3 7.7+1.5* 6.7+1.1* S/G
M2 6.740.2 6.3+0.1 8.6+0.2* 7.9+0.1 7.2+0.4 8.5+0.5* SIG SIG SIG

S/G: sin germinacion.
*TMG obtenidos con menos del 50% de germinacion.
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8.2.2. S. pruinosus

La viabilidad de semillas de S. pruinosus vario significativamente dependiendo del afio
de colecta (F = 69.09, P < 0.0001), micrositio (F = 35.64, P < 0.0001), tiempo de
enterramiento (F = 849.18, P < 0.0001) y la interaccién entre estos factores (F = 12.23,

P < 0.0001).

En las colectas 2007, 2010 y 2014, la viabilidad de semillas vari6 entre 0-96%, O-
89.33% y 0-96%, durante los 24 meses de enterramiento in situ. La germinacion de las
semillas colecta 2007 fue similar entre micrositios hasta los nueve meses (>73%). A
los 12 meses, la germinacion en el sitio M1 se mantuvo elevada (87%). Sin embargo,
en los siguientes tres meses disminuyo a 34% y se mantuvo en este porcentaje hasta
los 24 meses de enterramiento. Mientras, las semillas enterradas en el sitio M2,
disminuyeron su germinacion al 48% a los 12 meses y perdieron su viabilidad a los 24

meses (Figura 12 A). El TMG vari6 de cuatro a seis dias (Cuadro 14).

La viabilidad de semillas de la colecta 2010 se mantuvo elevada (> 69%) en los
primeros nueve meses de enterramiento, en ambos micrositios. Sin embargo, a los 15
meses en el sitio M2 la viabilidad se redujo a 0%, mientras que, en M1 eso ocurrié
hasta los 24 meses (Figura 12 B). EI TMG vario de cuatro a siete dias (Cuadro 15). La
germinaciéon de semillas de la colecta 2014 fue similar en ambos micrositios hasta los
15 meses, en los que disminuy6 por debajo del 20%. En el sitio M2, la viabilidad se
perdi6 totalmente a los 21 meses y en el sitio M1 disminuyé a 0% a los 24 meses

(Figura 12 C). ElI TMG vario de tres a siete dias (Cuadro 16).
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Figura 12. Viabilidad de semillas de S. pruinosus de diferentes colectas (A. 2007, B. 2010, C.

2014) enterradas in situ en dos micrositios (M1 y M2) durante 24 meses.
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Cuadro 14. TMG de semillas de S. pruinosus colecta 2007 enterradas in situ en dos micrositios

(M1 y M2) durante 24 meses.

Tiempo de enterramiento (meses)
0 3 6 9 12 15 18 21 24
M1 6.1+0.7 5.1£0.2 5.5+0.3 4.9+0.3 4.9+0.2 5.6+0.8* 4.2+0.4* 4.8+0.2 5+0.4
M2 6.1+0.7 4.4+0.2 5.3+0.5 4.4+0.5 4+0.8* 5.4+0.3 SIG 6+£0.9* S/G

S/G: sin germinacion.
*TMG obtenidos con menos del 50% de germinacion.

Cuadro 15. TMG de semillas de S. pruinosus colecta 2010 enterradas in situ en dos micrositios

(M1 y M2) durante 24 meses.

Tiempo de enterramiento (meses)

0 3 6 9 12 15 18 21 24
M1 5.3+0.4 5.2#0.1 6.6+04 4.7+0.1 4.9+0.2 5.7+0.5* 5.7#0.7* 5.8%#1.3* S/G
M2 5.3+0.4 4.9+0.43 7.4¥09 4.7+0.1 4.1+0.5 7.8+0.6* SIG SIG SIG

S/G: sin germinacion.
*TMG obtenidos con menos del 50% de germinacion.

Cuadro 16. TMG de semillas de S. pruinosus colecta 2014 enterradas in situ en dos micrositios

(M1 y M2) durante 24 meses.

Tiempo de enterramiento (meses)
0 3 6 9 12 15 18 21 24
M1 4.7+0.3 55+0.2 6.9+1.2 7.840.9 4.840.4 7.7+0.7* SIG SIG SIG
M2 4.7+0.3 4.9+0.14 6.410.4 3.7+0.9 4.5+0.1 6.2+0.6* 6.4+0.5* S/G SIG

S/G: sin germinacion.
*TMG obtenidos con menos del 50% de germinacion.
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8.3. Efecto de las condiciones ambientales (periodo de secas y lluvias) en la
viabilidad de semillas

8.3.1. E. chiotilla

La viabilidad de semillas de E. chiotilla varié entre el control (semillas conservadas ex
situ, no enterradas) y las semillas enterradas (F = 40.31, P < 0.0001), pero fue similar
(P =0.24) en los cuatro periodos en los que se enterraron las semillas a lo largo de un
afio. Asimismo, no se encontraron diferencias entre los afios de colecta (F = 1.07, P =
0.35), micrositios (F = 3.20, P = 0.78) y la interaccion entre estos factores no resultd

estadisticamente significativa (F = 2.57, P = 0.977).

En semillas de la colecta 2007, el mayor porcentaje de germinacion (93.3%) se registro
en el sitio M1, en el periodo de enterramiento de noviembre a febrero (época de secas)
y el menor porcentaje (78.66%) fue el del periodo de febrero a mayo (fin de secas,
inicio de lluvias), en el sitio M2 (Figura 13 A). EI TMG vario de cinco a seis dias (Cuadro

17).

En la colecta 2014, el mayor porcentaje de germinacion (88.6%) se registré de agosto
a noviembre (fin de lluvias, inicio de secas) en el sitio M2 y el mas bajo (79.33%) de
mayo a agosto (época de lluvias) en el sitio M1 (Figura 13 B). El TMG vario de cuatro
a seis dias (Cuadro 18). Mientras que, en la colecta 2015, el mayor porcentaje (90.6%)
se registrd de agosto a noviembre (fin de lluvias, inicio de secas) en el sitio M1 y el
mas bajo (83.3%) en el periodo de noviembre a febrero (época de secas) en el mismo

sitio (Figura 13 C). El TMG vari6 de cinco a siete dias (Cuadro 19).
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Figura 13. Viabilidad de semillas de E. chiotilla de diferentes colectas (A. 2007, B. 2014, C.
2015) enterradas in situ en dos micrositios (M1 y M2) en diferentes periodos de tiempo (secas

y lluvias).
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Cuadro 17. TMG de semillas de E. chiotilla colecta 2007 enterradas in situ en dos micrositios

(M1 y M2) y diferentes periodos de tiempo (secasy lluvias).

Periodo de enterramiento

Control May-Ago Ago-Nov Nov-Feb Feb-May
M1 7.740.2 5.6+0.10 6.2+0.13 5.940.15 5.840.36
M2 7.7+0.2 5.6+0.22 5.5+0.44 6.3+0.32 6.4+0.15

Cuadro 18. TMG de semillas de E. chiotilla colecta 2014 enterradas in situ en dos micrositios

(M1 y M2) y diferentes periodos de tiempo (secas y lluvias).

Periodo de enterramiento

Control May-Ago Ago-Nov Nov-Feb Feb-May
M1 6.2+0.3 5.4+0.12 5.7+0.18 5.4+0.17 5.4+0.19
M2 6.2+0.3 6.1+0.38 6.1+0.39 5.1+0.43 4.840.10

Cuadro 19. TMG de semillas de E. chiotilla colecta 2015 enterradas in situ en dos micrositios

(M1 y M2) y diferentes periodos de tiempo (secas y lluvias).

Periodo de enterramiento

Control May-Ago Ago-Nov Nov-Feb Feb-May
M1 6.7+0.2 7.6+0.46 6.7+0.47 5.6+0.15 6.1+0.28
M2 6.7+0.2 7.8+0.41 7.2+0.59 6.1+0.70 5.9+0.45

54



8.3.2. S. pruinosus

La viabilidad de semillas de S. pruinosus varid entre el control (semillas conservadas
ex situ, no enterradas) y las semillas enterradas (F = 40.31, P < 0.0001), asi como en
los periodos en los que se enterraron las semillas a lo largo del afio (P < 0.05) y entre
micrositios (F=5.13, P=0.027), pero fue similar entre los afios de colecta (F =0.193, P
= 0.825). La interaccion entre estos factores resulté estadisticamente significativa (F =

8.25, P < 0.0001).

En la colecta 2007, el porcentaje de germinacion mas alto (96%) fue el correspondiente
al periodo de enterramiento de febrero a mayo (fin de secas e inicio de lluvias) en el
sitio M1 y el menor registrado (52.66%) de noviembre a febrero (periodo de secas) en

el sitio M2 (Figura 14 A). El TMG vario de tres a seis dias (Cuadro 20).

En semillas de la colecta 2014, el porcentaje mayor (96.6%) se registro en el sitio M1
entre mayo a agosto (época de lluvias) y el menor porcentaje (72%) fue el obtenido en
el periodo de febrero a mayo (fin de secas e inicio de lluvias) en el sitio M2 (Figura 14

B). EI TMG vari6 de tres a cinco dias (Cuadro 21).

En semillas de la colecta 2015, el porcentaje mas alto fue el obtenido en el mes de
mayo a agosto (época de lluvias) en el sitio M1 (96%) y el porcentaje mas bajo
(57.33%) se obtuvo en el periodo de febrero a mayo (fin de secas e inicio de lluvias)

en el sitio M2 (Figura 14 C). El TMG vari6 de tres a seis dias (Cuadro 22).
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Figura 14. Viabilidad de semillas de S. pruinosus de diferentes colectas (A. 2007, B. 2014, C.
2015) enterradas in situ en dos micrositios (M1 y M2) en diferentes periodos de tiempo (secas

y lluvias).
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Cuadro 20. TMG de semillas de S. pruinosus colecta 2007 enterradas in situ en dos micrositios

(M1 y M2) y diferentes periodos de tiempo (secas y lluvias).

Periodo de enterramiento

May-Ago Ago-Nov Nov-Feb Feb-May
M1 4.7+0.27 5.1+0.49 6.3+0.2 2.9+0.09
M2 4.5+0.50 3.7+0.22 4.2+0.10 4.1+0.27

Cuadro 21. TMG de semillas de S. pruinosus colecta 2014 enterradas in situ en dos micrositios

(M1 y M2) y diferentes periodos de tiempo (secas y lluvias).

Periodo de enterramiento

May-Ago Ago-Nov Nov-Feb Feb-May
M1 5.5+0.51 4.9+0.63 3.21£0.04 3.1+0.2
M2 4.9+0.03 4.6+0.13 4.7+0.32 3.9+0.29

Cuadro 22. TMG de semillas de S. pruinosus colecta 2015 enterradas in situ en dos micrositios

(M1 y M2) y diferentes periodos de tiempo (secas y lluvias).

Periodo de enterramiento

May-Ago Ago-Nov Nov-Feb Feb-May
M1 6.1+0.09 5.3+0.24 4.2+0.49 3.5+£0.26
M2 5.8+0.02 4.3+0.22 5.6+0.35 5.7+0.89
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8.4. Andlisis de suelo

En los Cuadros 23 a 25, se muestran los datos obtenidos de los andlisis de suelo

realizados para cada uno de los micrositios de estudio.

Cuadro 23. pH, materia organica (MO), fésforo (P) y magnesio (Mg), registrado en cada uno

de los micrositios de estudio.

Parametros
pH MO (%) P (mg Kg™) Mg (mg Kg™)
M1 5.75 3.03 6.42 97
M2 5.9 2.82 9.55 82

Cuadro 24. Porcentaje de arena, limo, arcilla y textura de suelo de cada uno de los micrositios

de estudio.
Arena (%) Limo (%) Arcilla (%) Textura
M1 73.5 19.8 6.7 Franco-Arenoso
M2 77.5 9.8 17.7 Franco-Arenoso

Cuadro 25. Contenido de humedad (%) registrado en cada a uno de los micrositios de estudio.

Contenido de humedad (%)

Atmosfera
0.3 0.5 1 3 5 7 10 13 15
M1 11.21 7.48 6.37 5.34 4.97 4.74 4.52 4.36 4.28
M2 12.85 8.67 7.29 6.02 5.56 5.28 5.01 4.82 4.72
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8.5. Extraccion, cuantificacion e integridad del ADN

Se extrajo el ADN de 21 plantulas de E. chiotillay 21 de S. pruinosus. La concentracion
de ADN obtenida en las muestras de E. chiotilla fue de 1.5 a 6.8 ng/uL. Mientras que,

en plantulas de S. pruinosus la concentracion fue de 1.4 a 6.5 ng/pL.

El ADN de todas las muestras se observé integro (Figura 15y 16) y en cada una de

ellas se obtuvo una pureza adecuada para continuar con la técnica de AFLPs.

Muestras de E. chiotilla

ADN
integro

1000 ph <—

Figura 15. Gel de electroforesis donde se verifica la integridad de ADN de E. chiotilla.

Muestras dle S. pruinosus

1000 pb <= <«— ADN

integro

100 ph <—

Figura 16. Gel de electroforesis donde se observa la integridad de ADN de S. pruinosus.
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8.6. AFLPs

6.6.1. Restriccion y ligacién

Las muestras de ADN de E. chiotilla y S. pruinosus se cortaron con las enzimas de
restriccion utilizadas (EcoRI y Msel) y los adaptadores se ligaron correctamente, dando
como resultado fragmentos de ADN de diferente longitud, lo cual se observa como un

ligero barrido (Figuras 17 y 18).

Muestras de E. chiotilla
1

1000 pb ——5"

Barrido

100 pb =

Residuos

Figura 17. Gel de electroforesis donde se verifica la digestién y ligacién de E. chiotilla.

Muestras de S. pruinosus
|

1000 pb <=

Barrido
100 pb g

Residuos

Figura 18. Gel de electroforesis donde se verifica la digestion y ligacion de S. pruinosus.
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8.6.2. Preamplificacion

La reaccion de preamplificacion se realiz6 correctamente en las muestras de E.

chiotilla y S. pruinosus, observandose como un barrido mas intenso (Figura 19).

Muestras de E. Muestras de S.
chi(l)tilla pruinc!Jsus

1000 ph <=—

Barrido

<+— Residuos

Figura 19. Gel de electroforesis en donde se verifica la preamplificacion de ADN de las

muestras de E. chiotillay S. pruinosus.

8.6.3. Amplificacién selectiva

Los primers especificos marcados con fluoroforos que detectaron un mayor numero
de bandas polimorficas durante la amplificacion selectiva fueron ECOR1-AAG, -AGG y
—ACG con , ECOR1-AAC y —AGC con y ECOR1-ACT y -ACA con FAM™,
que producen una fluorescencia multicolor en el espectro del verde, amarillo y azul,

respectivamente (Cuadro 26).

61



Cuadro 26. Combinaciones de primers especificos que proporcionaron un mayor numero de

fragmentos polimoérficos en E. chiotillay S. pruinosus.

Primers
FAM™

EcoR1 MSel EcoR1 MSel EcoR1 MSel
-AAG -CAC -AAC -CAC -ACT -CAC
-ACG -CAA -AGC -CAA -ACA -CAG
-AAG -CAG -AGC -CAC -ACA -CAC
-AGG -CAG -AAC -CAC -ACT -CAC
-AAG -CAC -ACC -CAG

8.6.4. Matriz de presencia ausencia

Para cada combinacion de primers se obtuvo una matriz de presencia / ausencia con

diferentes numeros de bandas monomodrficas y polimoérficas.

En los Cuadros 27 y 28 se muestra el total de bandas y porcentaje de polimorfismo
gue se obtuvieron en las 14 combinaciones utilizadas para la amplificacidon selectiva

de las muestras de E. chiotilla y S. pruinosus.

Cuadro 27. Bandas amplificadas y porcentaje de polimorfismo en E. chiotilla.

Total de bandas Bandas Bandas : :
- e e % de polimorfismo
amplificadas monomoérficas polimérficas
976 844 132 13.52
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Cuadro 28. Bandas amplificadas y porcentaje de polimorfismo en S. pruinosus.

Total d_e_ bandas Banqlas_ Baqdqs % de polimorfismo
amplificadas monomorficas polimorficas
704 632 72 10.22

8.6.5. Matriz binaria

Con el programa FREE TREE se obtuvo una matriz de similitud para las muestras de
E. chiotilla y S. pruinosus (Anexos B y C), donde se observa que el grado de similitud
es alto (valores cercanos a uno), ya que estan en rango de 0.90-0.96 y 0.88-0.94,

respectivamente.

8.6.6. Obtencion de los dendrogramas

Con el analisis UPGMA se obtuvieron los dendrogramas correspondientes a las
muestras de E. chiotilla y S. pruinosus (Figuras 20 y 21) Las muestras de ambas
especies se separan claramente del grupo externo y se agruparon en un clado

principal.
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(31

0.54 :w

Figura 20. Dendrograma obtenido de las muestras de E. chiotilla al realizar un bootstrap de
1000 repeticiones con el indice de Nei y Li con UPGMA. El grupo externo que se utilizé fue
una muestra de S. pruinosus (S. pr).

0.94 #10

0.88 =

0.54 5

Figura 21. Dendrograma obtenido de las muestras de S. pruinosus al realizar un bootstrap de
1000 repeticiones con el indice de Nei y Li con UPGMA. EIl grupo externo que se utilizé fue
una muestra de E. chiotilla (E. ch).
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9. DISCUSION

9.1. Viabilidad de semillas conservadas ex situ

Los resultados muestran que las semillas de E. chiotilla y S. pruinosus almacenadas
en laboratorio a 25 + 5 °C en seco y oscuridad, mantienen su viabilidad (% de
germinacion > 85) durante al menos ocho afios. Cabe mencionar que en estas
especies no se han reportado estudios que evallen la viabilidad de semillas
conservadas en condiciones ex situ, por lo que, los datos presentados en este trabajo
son de gran importancia para entender el efecto de la edad en la germinacion de

semillas de estas cactaceas bajo condiciones constantes de almacenamiento.

En otras especies de cactaceas, diversos autores han reportado resultados similares
a los de este estudio. Por ejemplo, Alcorn y Martin (1974) demostraron que semillas
de diferentes colectas de Carnegiea gigantea almacenadas a 25 + 3 °C en seco,
mantienen la viabilidad (% de germinacién > 51) durante mas de 10 afios. Zimmer y
Schultz (1975) encontraron que semillas de Oreocereus erectocylindrica almacenadas
tres afios entre 15 y 30 °C germinaron en 80%. Asi mismo, semillas de Eulychnia
castanea y Neoporteria subgibbosa de cuatro afios de edad germinaron mas del 70%,

almacenadas en los mismos rangos de temperatura.

Por otra parte, Fearn (1977) reportd que semillas de Ferocactus sp y Echinocereus sp
son viables durante mas de cuatro afos, semillas de Coryphantha odorata
almacenadas siete afios germinan al 100%, mientras que semillas de Ferocactus

herrerae y Ferocactus emoryi de 10 afios de edad, conservan 80 y 90% de viabilidad,
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respectivamente. En contraste, el autor encontré6 que semillas de dos especies de
Brasilicactus no permanecieron viables durante un periodo de almacenamiento mayor

a tres anos.

Del Castillo (1986) demostr6 que semillas de Ferocatus histrix mantienen una
viabilidad alta (% de germinacién > 90) después de dos afios de almacenamiento.
Posteriormente, Trejo y Garza (1993) reportaron que semillas de Mammillaria heyderi
almacenadas durante tres afios germinaron en 67.5%. Ademas, semillas de
Stenocereus stellatus se mantienen viables (% de germinacion > 80) durante mas de
tres aflos (Rojas-Aréchiga et al., 2001) y semillas de Stenocereus gueretaroensis
obtuvieron porcentajes de germinacion mayores a 60 después de ser almacenadas 40

meses a 25 °C en oscuridad (De la Barrera y Nobel, 2003).

En afios mas recientes, Guillen et al. (2014) reportaron que semillas de Ferocactus
townsendianus de diferentes colectas almacenadas a 25 °C en bolsas de plastico,
mostraron diferencias significativas (P < 0.03) en sus porcentajes de germinacion
variando entre 0 y 62%. Por su parte, Nascimento et al. (2015) estudiaron el efecto del
almacenamiento a bajas temperaturas (7 °C + 2) en ocho especies de cactaceas
durante un periodo de 24 a 30 meses y encontraron que todas las especies se

mantuvieron viables (% de germinacién > 50).

Estos ejemplos muestran que a pesar de las variaciones en las condiciones de
almacenamiento (en algunos casos no mencionadas), las semillas de las cactaceas

estudiadas, mantienen su viabilidad durante mas de dos afos, como ocurre en E.
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chiotilla y S. pruinosus. Sin embargo, las condiciones Optimas de almacenamiento a
largo plazo siguen siendo desconocidas para la mayoria de las semillas de cactaceas
(Nascimento et al., 2015). De acuerdo con Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes (2000),
la mayoria de las semillas de cactus tienen un comportamiento de almacenamiento
ortodoxo, lo que asegura que mantengan su viabilidad durante varios afios cuando son

desecadas y almacenadas.

Los TMG registrados en este trabajo para E. chiotillay S. pruinosus son similares a los
reportados en otras cactaceas (Rojas-Aréchiga et al., 2001; De la Barrera y Nobel,

2003; Guillen et al., 2014; Nascimento et al., 2015; Nascimento y Meiado, 2016).

Es importante sefialar que el tiempo que tardan las semillas en perder la viabilidad en
condiciones controladas es variable segun la especie y depende de varios factores,
incluyendo el tipo de semilla, el estado de maduracion, su viabilidad y el contenido de
humedad cuando es almacenada, la temperatura, o el grado de infeccion por hongos
y bacterias (Roberts, 1972; Fearn 1981; Hong y Ellis, 1996). Entre estos factores, la
temperatura y la humedad han mostrado tener mayor influencia en la reduccion de la

viabilidad (Roberts, 1972).

Por otro lado, la mayoria de los estudios han evaluado la viabilidad ex situ de semillas
de cactaceas en periodos que van desde siete meses (Goodman et al., 2012), hasta
mas de 10 afos (Alcorn y Martin, 1974; Fearn, 1977). Sin embargo, en la mayoria de
los casos, este tiempo no es suficiente para determinar la longevidad de semillas bajo

condiciones constantes de almacenamiento. Aun asi, los estudios de longevidad de
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semillas ex situ son fundamentales para proponer estrategias de conservacion y
realizar estudios de diversa indole, por lo que es necesario realizar estudios a corto,

mediano y largo plazo, segun sea el caso de cada especie.

9.2. Viabilidad de semillas enterradas in situ

En este estudio se demostré que semillas de E. chiotilla y S. pruinosus de diferentes
edades, enterradas in situ en dos micrositios, mantienen la viabilidad durante mas de
un afo, pero menos de dos; por lo que, de acuerdo a la clasificacion propuesta por
Thompson (1993), estas cactaceas poseen el potencial de formar un banco de semillas

de tipo persistente a corto plazo.

En otras especies de cactaceas, existen trabajos que han inferido el potencial de las
semillas para formar bancos en el suelo a través del andlisis de rasgos morfologicos y
fisiol6égicos, o mediante la germinacion de semillas almacenadas en el laboratorio
durante diferentes periodos de tiempo (Rojas-Aréchiga y Batis, 2001; De la Barrera y
Nobel, 2003). Sin embargo, la diferencia entre la longevidad potencial y ecolégica de
las especies enfatiza la importancia de evaluar la viabilidad de semillas en condiciones
naturales para determinar la presencia de un banco de semillas en el suelo (Alvarez-

Espino et al., 2014).

En el presente trabajo se encontré que las semillas de E. chiotilla y S. pruinosus
permanecen viables al menos ocho afios cuando son conservadas en condiciones ex

situ (longevidad potencial), mientras que en condiciones naturales pueden mantenerse
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viables por un periodo no mayor a los dos afios (longevidad ecolbgica),
independientemente del afio de colecta de las semillas, lo que indica que la viabilidad
no esta determinada por la edad, sino por el efecto de las condiciones de conservacion,

ya sea de manera artificial o natural.

En condiciones naturales, los estudios que han determinado la viabilidad de semillas
de cactaceas enterradas en el suelo son limitados, tal es el caso de Ferocactus
wislizenii (Bowers, 2000), Polaskia chende (Ordofiez, 2008), Arthrocereus glaziovii,
Arthrocereus melanurus (Cheib y Garcia, 2012), Harrisia fragrans (Goodman et al.,
2012), Stenocereus stellatus (Alvarez-Espino et al., 2014) y Discocactus bahiensis
(Nascimento y Meiado, 2016). En estos estudios, se ha reportado que las semillas de
estas especies se mantienen viables durante mas de un afio cuando son enterradas
in situ, por lo que pueden formar bancos persistentes a corto plazo. Mammillaria
grahamii (Bowers, 2005) y Polaskia chende (Ordofiez-Salanueva et al., 2017), por su

parte, tiene el potencial de formar bancos de semillas a largo plazo.

Como ya se mencion6 anteriormente, ademas de una longevidad ecolégica, las
semillas deben tener caracteristicas fisiologicas (latencia y requerimiento de la luz para
germinar) y morfologicas (tamafio pequefio) que les permitan mantenerse viables e
incorporarse al suelo y asi tener el potencial de formar bancos de semillas (Bowers,

2000).

Las semillas de las especies estudiadas en este trabajo no presentaron ningun tipo de

latencia, pero si mostraron ser fotoblasticas positivas, un fenémeno comun en las
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cacticeas (Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000; De la Barrera y Nobel, 2003). El
requerimiento de luz para la germinaciéon asegura que las semillas enterradas no
germinen y esta relacionado con el tamafio pequefio de las semillas (< 2mm) (Milberg
et al., 2000). En el caso de E. chiotillay S pruinosus, las semillas midende 1 a 1.5 mm

y de 1.5 a 2 mm, respectivamente.

En semillas de tamafio pequefio, el movimiento a través el suelo esta influenciado por
factores bioticos (fauna y caracteristicas morfolégicas de las semillas) y abioticos
(lluvia y caracteristicas del suelo). Entre estos factores, la presencia de lluvias durante
la dispersion de semillas y la alta porosidad del suelo han mostrado favorecer el
enterramiento y la formacién de bancos (Thompson et al. 1993). Por otro lado, el TMG
particular de cada especie podria incrementar las probabilidades de que las semillas
se entierren en el suelo antes de que éstas germinen, lo que incrementa su potencial

de formar banco de semillas (Cheib y Garcia, 2012).

Las semillas de E. chiotilla y S. pruinosus, ademas de una longevidad ecoldgica que
les permite mantener la viabilidad durante periodos mayores a un afio cuando son
enterradas, poseen caracteristicas morfologicas (tamafio pequefio) y fisioldgicas
(fotoblastismo positivo) que les facilitarian incorporarse al suelo, lo que demuestra el

gran potencial de estas especies para formar bancos de semillas.

La formacién de bancos de semillas constituye una estrategia importante para plantas
de zonas aridas y semiaridas que experimentan largos periodos de condiciones

climaticas severas, condiciones que pueden afectar el desarrollo y la supervivencia de
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plantulas (Alvarez-Espino et al., 2014). Por ello, generar mas informaciéon sobre la
dindmica del banco de semillas es basico para entender los patrones de reclutamiento
y dindmica de poblaciones de plantas, manejo y conservacion de especies de zonas
aridas y semiéaridas (particularmente en cactaceas, especies dominantes en este tipo

de ambientes).

9.3. Efecto de las condiciones ambientales (periodo de secas y lluvias) en la
viabilidad de semillas

Los resultados no mostraron una relacion clara entre el efecto de las condiciones
ambientales (periodo de secas y lluvias) y la reduccion de la viabilidad en las semillas

de las especies de estudio en una época determinada del afio.

En E. chiotilla la viabilidad mostré diferencias (P < 0.05) entre las semillas que no
fueron enterradas (conservadas ex situ) y las enterradas en dos micrositios en el
matorral xerdfilo, lo que indica que existe un efecto del enterramiento in situ en la
reduccion de la viabilidad. Pero, en los cuatro periodos que fueron enterradas las
semillas de las diferentes colectas, la viabilidad fue similar (P > 0.05) (% de
germinacién mayores a 75), por lo que podria considerarse que los periodos de secas
y de lluvias no son los principales factores que determinan la pérdida de viabilidad de
estas semillas enterradas en el suelo. Sin embargo, en las semillas de S. pruinosus el
periodo de enterramiento si mostrd tener efecto en la reduccion de la viabilidad de las
mismas, particularmente en la colecta 2007 en el periodo de noviembre a febrero

(periodo de secas) y en la colecta 2015 de febrero a mayo (fin de secas e inicio de
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lluvias) en las que la germinaciéon se redujo a valores cercanos al 50% (en ambos
casos en el sitio M2). Sin embargo, en las otras colectas de estudio y en ambos
micrositios la germinacion se mantuvo elevada y con valores similares a los de E.
chiotilla (> 70%), por lo que no parece posible poder determinar si existe una época
del afio en la que la viabilidad de semillas resulta mas afectada si s6lo se consideran
los efectos de los periodos de secas y de lluvias. No obstante, con los resultados
obtenidos en este trabajo si se podria inferir que la pérdida de viabilidad en las semillas
de E. chiatillay S. pruinosus enterradas in situ se debe al efecto conjunto y acumulativo

tanto de factores bidticos, como de abioticos a través del tiempo.

Galloway (2001), sefal6 que la viabilidad de las semillas de especies que habitan en
ambientes aridos y semiaridos parece estar asociada con un alto grado de resistencia
a condiciones de sequia, salinidad y temperaturas extremas. Esta resistencia seria
adquirida durante la formacion de la semilla y esta determinada por las condiciones
ambientales a la que estuvo expuesta la planta madre. Por otro lado, Fenner (2000) y
Leishman et al. (2000) reportaron que la viabilidad de semillas esta influenciada por
factores ambientales, tales como la luz, temperatura, salinidad, pH y humedad del
suelo, asi como la profundidad a la cual las semillas se encuentran enterrada y de
acuerdo a Cook (1980), la mayoria de las semillas en el suelo (hasta el 90%) mueren

debido a una de estas causas.

En las Ultimas décadas el estudio de microrganismos (particularmente en hongos) ha
mostrado que éstos tienen un papel fundamental en la mortalidad de semillas en el

suelo. Se han descrito varios tipos que potencialmente afectan a las semillas, ya sean
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hongos patégenos que se encuentren en el suelo y afecten a las semillas
(directamente a través de la accion necrética o indirectamente a través de la
produccién de desechos metabdlicos toxicos) o bien hongos de origen interno que
pueden aumentar la actividad metabdlica de las semillas y por lo tanto reducir su

viabilidad a largo plazo (Leishman et al., 2000)

Los factores mas importantes que influyen en la distribucién de hongos patdégenos en
el suelo son la temperatura y la humedad. Los altos niveles de precipitacion dan como
resultado una alta humedad atmosférica y en el suelo, junto con temperaturas calidas,
gue favorecen el crecimiento y supervivencia de estos microorganismos (Mark et al.,

2009).

Cabe destacar que no hay trabajos en cactaceas que evaluen el efecto de las
condiciones ambientales (periodo de secas y lluvias) en la viabilidad de semillas, por
lo que este trabajo representa el primer esfuerzo para comprender estos procesos. Sin
embargo, es necesario generar estudios que determinen como estos factores
interactdan con otros agentes bioticos (depredadores y microrganismos) y abioticos
(propiedades fisicoquimicas del suelo) para entender la dinamica de las semillas en el

suelo.

9.4. Andlisis de suelo

Los resultados mostraron que los suelos de los micrositios de estudio son similares.

Ambos presentan una textura Franco-Arenosa, los cuales se caracterizan por tener un
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mayor porcentaje de particulas de arena es su composicion. Estos suelos son
altamente porosos, por lo que retienen escasos porcentajes de agua (< 10%)
(Thompson y Troeh, 1998). Thompson et al (1993) sefialaron que suelos con estas
caracteristicas favorecen que las semillas de tamafio pequefio se entierren con ayuda
de las lluvias para formar bancos. Tal podria ser el caso de E. chiotilla y S pruinosus,
gue presentan semillas < 2 mm y son dispersadas en la época de lluvias (Arias et al.,
2000). Ademas, estas especies se desarrollan principalmente en suelos de zonas
semiaridas, los cuales presentan una profundidad variable, con texturas

principalmente arenosas.

La materia organica registrada en los sitios de estudio es escasa (< 4%), lo cual es
comun en suelos de zonas aridas y semiaridas (Celaya-Michel y Castellanos-Villegas,
2011). La materia organica es uno de principales factores que determinan el pH en el
suelo, el cual influye en la persistencia de semillas (Fenner, 2000; Leishman et al.,

2000).

El pH que se registr6 en ambos sitios fue cercano a seis, lo que indica suelos
ligeramente acidos (pH de 5.6-6.0) de acuerdo con la clasificacion propuesta por la
USDA en 1951. Pakeman et al. (2012) reportaron que los suelos acidos (pH < 7)
mantienen la viabilidad de semillas durante mayor tiempo, en comparacion con los
suelos neutros (pH = 7) o alcalinos (pH > 7). Sin embargo, Basto et al. (2015)
obtuvieron resultados opuestos, por lo que el efecto del pH sobre la reduccién de la
viabilidad de semillas en el suelo sigue siendo poco entendido. Probablemente, la

disponibilidad de nutrientes (macro y micro) en el suelo dificulta la identificacion de la
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relaciéon directa entre el pH y la persistencia de las semillas en el suelo (Fernandez-
Calvifio et al., 2011). Los factores climaticos (temperatura y precipitacién) también
pueden modificar el pH (Basto et al., 2015) y afectar al crecimiento, como a la
composicion de las comunidades de microorganismos, lo que también influye en la

persistencia de las semillas en el suelo (Fenner, 2000).

En cactaceas, los estudios sobre suelo se han enfocado sobre todo en la germinacion
de semillas, como Carnegiea gigantea y Stenocereus thurberi (McDonough, 1964),
Ferocactus histrix (Del Castillo, 1986), Mammillaria heyderi (Trejo y Garza, 1993),
Turbinicarpus polaskii y Echinocereus morricallii (Jolly y Lockert, 1996), Coryphantha
durangensis, Peniocereus greggii y Echinocereus longisetus (Muro-Pérez et al., 2015).
Sin embargo, no existen trabajos que reporten la influencia de las caracteristicas
fisicoquimicas y biolégicas del suelo en la persistencia de semillas, los cuales son

fundamentales para entender la dinamica del banco en zonas aridas y semiaridas.

9.5. Variabilidad genética

Los resultados obtenidos mostraron que la variabilidad genética de E. chiotilla, es
mayor a la de S. pruinosus. Esto podria deberse a que S. pruinosus es una especie
altamente cultivada en huertos, donde es reproducida de manera vegetativa, o que
origina plantas de un tallo comun, por lo que los arboles producidos podrian
considerarse réplicas genéticas (Rosales-Bustamante et al., 2009; Carrillo-Angeles y
Mandujano, 2011; Yafez-Lopez et al., 2016). Por su parte, E. chiotilla es una especie

gue no se cultiva, debido a la dificultad de propagarla vegetativamente y por el lento

75



crecimiento que presentan los individuos de esta especie (Arellano y Casas, 2003).
Sin embargo, en ambas especies se ha reportado un manejo in situ en el Valle de
Tehuacan. En E. chiotilla este proceso ha sido en menor escala 'y es menos frecuente
gue en S. pruinosus (Arellano y Casas, 2003). Lo anterior ha ocasionado que, a través
del tiempo, las poblaciones silvestres de E. chiotilla y S. pruinosus difieran en
caracteristicas morfologicas, principalmente en las caracteristicas del fruto (tamafio,
color, textura) con respecto a las poblaciones manejadas in situ (Luna-Morales y

Aguirre, 2001; Arellano y Casas, 2003; Casas et al., 2007; Parra et al., 2010).

El efecto del manejo in situ sobre la variabilidad genética en poblaciones de E. chiotilla
ha sido reportada por Tinoco et al. (2005), mediante el uso de aloenzimas. El
porcentaje de polimorfismos reportado por estos autores mediante esta técnica
(35.9%), fue mayor que el encontrado en el presente estudio, mediante el uso de
AFLPs (13.52%). Mientras que en S. pruinosus, la variabilidad genética se ha
determinado mediante aloenzimas (Parra et al., 2008) y AFLPs (Yafez-Lopez et al.,
2016). Con esta ultima técnica se obtuvieron 538 bandas polimorficas, mientras que

en este estudio s6lo se obtuvieron 72.

En este trabajo los analisis de variabilidad genética se realizaron partiendo de la
hipétesis de que si la variabilidad genética en plantulas de E. chiotilla, especie
endémica y silvestre, resultaba mayor que la de S. pruinosus, especie cultivada, la
viabilidad de semillas E. chiotilla seria mayor. Esta hipotesis no se cumplio, si bien la
variabilidad de E. chiotilla fue mayor que en S. pruinosus, la viabilidad de las semillas

de ambas especies fue similar, tanto conservadas ex situ (longevidad potencial), como
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en las enterradas in situ (longevidad ecoldgica). Por lo que la variabilidad genética por
si misma no determina la viabilidad de las semillas, sino no que ésta parece estar

influenciada por multiples factores, como los expuestos a lo largo de este trabajo.
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10. CONCLUSIONES

1. Las semillas de E. chiotilla y S. pruinosus se mantienen viables después de ser
almacenadas en laboratorio (25 £ 5 °C, en condiciones de oscuridad y en seco),
durante un periodo de hasta ocho afios. Todas las colectas de estudio (2007,
2010, 2014 y 2015) tuvieron porcentajes de germinacién mayores a 85 y no
hubo diferencias significativas en la germinacién con respecto a la edad de las
semillas, lo que indica que el tiempo de almacenamiento no disminuyo la
viabilidad. Por ello, las condiciones de conservacion ex situ empleadas podrian
considerarse adecuadas para mantener la viabilidad de semillas de estas dos

especies de cactaceas.

2. Laviabilidad de semillas de E. chiotillay S. pruinosus conservadas en un banco
semi natural en un matorral xeroéfilo no esta determinada por la edad, dado que
las semillas de ambas especies que fueron enterradas in situ persisten viables
durante mas de un afo, independientemente del afio de colecta. Por otro lado,
el tiempo que las semillas pueden permanecer viables en el suelo, asi como el
tamafo pequefio y fotoblastismo que presentan las semillas de estas cactaceas
indican que tienen el potencial de formar un banco de tipo persistente a corto

plazo.

3. Enlas semillas de E. chiotilla, las condiciones ambientales (periodo de secas y

lluvias) no mostraron tener un efecto sobre la reduccion de la viabilidad en una
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época determinada del afio. Sin embargo, en las semillas de S. pruinosus si se
observo tal efecto, por lo que estudiar la pérdida de viabilidad de semillas
enterradas in situ sélo considerando los periodos de secas y lluvias es
insuficiente para comprender este proceso. Aun asi, los resultados obtenidos
en este trabajo podrian indicar que la persistencia de las semillas en
condiciones naturales depende del efecto acumulativo de factores bidticos y

abidticos a través del tiempo.

La variabilidad genética de E. chiotilla, especie endémica y silvestre, es mayor
gue la de S. pruinosus, especie cultivada. Sin embargo, las semillas de ambas
especies se comportan de manera similar cuando son conservadas ex situ
(longevidad potencial) o enterradas in situ (longevidad ecoldgica), por lo que la
variabilidad genotipica de las especies, por si misma, no es un factor que

determine la viabilidad de las semillas de las cactaceas de estudio.
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12. ANEXOS



Anexo A.

Protocolo de extraccion de ADN (Tomado de QIAGEN® y modificado para la extraccion
en plantulas de cactaceas).

3.

Desinfectar las plantulas con tres lavados. El primero en hipoclorito de sodio (Cloralex®)
al 6%, el segundo en agua inyectable y el tercero en etanol al 70%.

Colocar cada una de las plantulas desinfectadas en un tubo Eppendorf. Rotular cada tubo
de acuerdo al nimero de muestra.

Colocar nitrégeno liquido en cada muestra y macerar con ayuda de un micro pistilo.

Nota: Usar un micro pistilo para cada muestra para evitar contaminacion de muestras.

4,

Afadir 400 puL de buffer AP1 y de inmediato, colocar 4 pL de RNasa A.

Nota: No mezclar Buffer AP1 y RNasa A antes de usar.

Recomendacién: Realizar el paso 3 y 4 lo mas rapido posible para evitar que el tejido de la
muestra se oxide.

5.

6.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Colocar la muestra en un Vortex durante 1s, repetir de 2 a 3 veces.

Incubar la muestra en un Eppendrof Thermomixer® a 65 °C / 30 min. Invertir el tubo cada
10 min.

Afiadir 130 uL de buffer P3. Pipetear de 3 a 5 veces e incubar en hielo durante 5 min.
Centrifugar la muestra a 14,000 rpm / 5 min.
Pipetear el lisado a una columna “QlAshredder spin”. Centrifugar a 14,000 rpm / 2 min.

Transferir con cuidado el sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf para no arrastrar el
pellet que se formo en la columna “QlAshredder spin”.

Afadir 1.5 volimenes de buffer AW1 (600 pL) y mezclar por pipeteo.

Trasferir 500 pL de la mezcla en una columna “DNeasy Mini Spin”. Centrifugar a 8000
rpm / 1 min. Desechar el sobrenadante y repetir este paso con el sobrante de la mezcla.

Poner la columna en un nuevo tubo colector y afiadir 500 uL del buffer AW2. Centrifugar
a 8000 rpm / 1 min.

Afadir otros 500 pL de buffer AW2. Centrifugar a 14,000 rpm / 2 min.
Quitar la columna y colocarla en un nuevo tubo Eppendorf.

Afadir 50 pL de buffer AE para elucion. Incubar a temperatura ambiente (15-25 °C) / 30
min. Centrifugar a 8000 rpm / 1 min.

Repetir el paso anterior.

Nota: Mantener las muestras en refrigeracion (4 °C).
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Anexo B. Matriz de similitud correspondiente a las muestras de E. chiotilla.

El E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12 E13 E14 E15 E16 E17 E18 E19 E20 E21

El 094 094 093 094 092 094 092 091 092 092 091 091 092 091 092 091 0.92 0.90 092 091
E2 094 094 094 094 093 094 093 091 094 092 091 092 092 091 0091 091 0.93 0.91 093 091
E3 094 094 095 095 093 093 093 092 092 092 092 092 093 091 092 092 0.92 0.92 093 091
E4 093 094 0.95 096 094 093 094 093 093 092 091 093 093 092 092 0.93 0.93 0.91 0.93 0.92
E5 094 094 095 0.96 094 094 093 093 093 093 092 093 092 092 092 0.92 0.93 0.91 093 091
E6 092 093 093 094 094 093 093 092 092 092 091 093 092 091 092 0091 0.92 0.90 091 o091
E7 094 094 093 093 094 0.93 094 093 093 092 092 092 092 091 092 092 0.92 0.91 092 091
E8 092 093 093 094 093 093 094 094 093 092 091 092 092 092 0091 092 0.92 0.92 0.92 0.92
E9 091 091 092 093 093 092 093 094 093 093 092 093 092 092 091 093 0.91 0.91 0.92 092
E10 092 094 092 093 093 092 093 093 093 092 092 092 092 092 091 0091 0.92 0.91 092 091
E1l1 092 092 092 092 093 092 092 092 093 0.92 093 093 092 092 092 0.92 0.92 0.92 093 091
E12 091 091 092 091 092 091 092 091 092 092 093 092 094 093 092 0.92 0.92 0.91 092 091
E13 091 092 092 093 093 093 092 092 093 092 093 092 093 093 092 092 0.92 0.91 091 o091
E14 092 092 093 093 092 092 092 092 092 092 092 094 0.93 0.95 093 0.93 0.92 0.92 0.92 092
E15 091 091 091 092 092 091 091 092 092 092 092 093 093 0.5 0.93 0.93 0.92 0.91 092 091
El6 092 091 092 092 092 092 092 091 091 091 092 092 092 093 093 0.94 0.93 0.92 092 091
E17 091 091 092 093 092 091 092 092 093 091 092 092 092 093 093 094 0.93 0.93 0.92 092
E18 092 093 092 093 093 092 092 092 091 092 092 092 092 092 092 093 0.93 0.91 092 091
E19 090 091 092 091 091 090 091 092 091 091 092 091 091 092 091 092 0.93 0.91 092 091
E20 092 093 093 093 093 091 092 092 092 092 093 092 091 092 092 092 0.92 0.92 0.92 0.92

E21 091 091 091 092 091 091 091 092 092 091 091 091 091 092 091 091 0.92 0.91 0.91 0.92




Anexo C. Matriz de similitud correspondiente a las muestras de S. pruinosus.

P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9

P10

P11

P12

P13

P14

P15

P16

P17

P18

P19

P20

P21

P1

0.91
0.92
0.91
0.89
0.89
0.90
0.89
0.90
0.92
0.90
0.90
0.90
0.90
0.92
0.89
0.90
0.90
0.90
0.91
0.89

P2
0.91

0.93
0.91
0.91
0.90
0.91
0.91
0.90
0.92
0.90
0.90
0.91
0.90
0.93
0.90
0.91
0.91
0.90
0.92
0.89

P3
0.92
0.93

0.92
0.91
0.90
0.91
0.90
0.92
0.91
0.89
0.91
0.91
0.91
0.92
0.91
0.91
0.92
0.91
0.92
0.90

P4
0.91
0.91
0.92

0.90
0.91
0.91
0.90
0.91
0.93
0.92
0.90
0.93
0.92
0.93
0.91
0.91
0.92
0.92
0.92
0.90

P5
0.89
0.91
0.91
0.90

0.90
0.91
0.89
0.90
0.91
0.88
0.89
0.90
0.89
0.91
0.90
0.89
0.90
0.90
0.91
0.90

P6
0.89
0.90
0.90
0.91
0.90

0.91
0.88
0.91
0.91
0.91
0.90
0.92
0.90
0.91
0.92
0.90
0.91
0.90
0.92
0.90

P7
0.90
0.91
0.91
0.91
0.91
0.91

0.89
0.90
0.91
0.91
0.91
0.91
0.90
0.93
0.91
0.90
0.90
0.92
0.91
0.91

P8
0.89
0.91
0.90
0.90
0.89
0.88
0.89

0.89
0.90
0.90
0.89
0.89
0.89
0.90
0.88
0.89
0.89
0.89
0.90
0.89

P9
0.90
0.90
0.92
0.91
0.90
0.91
0.90
0.89

0.91
0.90
0.90
0.91
0.90
0.91
0.90
0.91
0.91
0.90
0.92
0.90

P10
0.92
0.92
0.91
0.93
0.91
0.91
0.91
0.90
0.91

0.92
0.90
0.92
0.91
0.93
0.93
0.91
0.92
0.92
0.94
0.92

P11
0.90
0.90
0.89
0.92
0.88
0.91
0.91
0.90
0.90
0.92

0.90
0.92
0.90
0.92
0.91
0.90
0.91
0.92
0.92
0.90

P12
0.90
0.90
0.91
0.90
0.89
0.90
0.91
0.89
0.90
0.90
0.90

0.92
0.91
0.92
0.91
0.88
0.91
0.90
0.92
0.90

P13
0.90
0.91
0.91
0.93
0.90
0.92
0.91
0.89
0.91
0.92
0.92
0.92

0.93
0.93
0.92
0.90
0.92
0.92
0.93
0.91

P14
0.90
0.90
0.91
0.92
0.89
0.90
0.90
0.89
0.90
0.91
0.90
0.91
0.93

0.92
0.92
0.90
0.92
0.91
0.92
0.91

P15
0.92
0.93
0.92
0.93
0.91
0.91
0.93
0.90
0.91
0.93
0.92
0.92
0.93
0.92

0.93
0.92
0.92
0.92
0.93
0.93

P16
0.89
0.90
0.91
0.91
0.90
0.92
0.91
0.88
0.90
0.93
0.91
0.91
0.92
0.92
0.93

0.90
0.93
0.91
0.93
0.91

P17
0.90
0.91
0.91
0.91
0.89
0.90
0.90
0.89
0.91
0.91
0.90
0.88
0.90
0.90
0.92
0.90

0.91
0.92
0.93
0.91

P18
0.90
0.91
0.92
0.92
0.90
0.91
0.90
0.89
0.91
0.92
0.91
0.91
0.92
0.92
0.92
0.93
0.91

0.92
0.92
0.91

P19
0.90
0.90
0.91
0.92
0.90
0.90
0.92
0.89
0.90
0.92
0.92
0.90
0.92
0.91
0.92
0.91
0.92
0.92

0.92
0.92

P20
0.91
0.92
0.92
0.92
0.91
0.92
0.91
0.90
0.92
0.94
0.92
0.92
0.93
0.92
0.93
0.93
0.93
0.92
0.92

0.92

P21
0.89
0.89
0.90
0.90
0.90
0.90
0.91
0.89
0.90
0.92
0.90
0.90
0.91
0.91
0.93
0.91
0.91
0.91
0.92
0.92
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