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RESUMEN 

 

Mammillaria mathildae es un cactus endémico de Querétaro considerado en 

peligro de extinción por su escaso número. La población de la Cañada de 

Juriquilla presenta condiciones favorables para iniciar un proceso de 

restauración. Los siguientes criterios, considerados fundamentales para la 

restauración de una población, fueron atendidos para esta investigación: 1) El 

conocimiento preciso de su distribución en base a las condiciones del macro y 

microhábitat. 2) El efecto de los factores abióticos sobre la población. 3) El 

desarrollo de un método de propagación y cultivo eficiente. 4) El estudio de los 

factores bióticos que influyen en el establecimiento, crecimiento y reproducción 

exitosa. El análisis de la distribución se hizo con un modelo de predicción de 

nicho. El análisis espacial mejoró el proceso de búsqueda de nuevas 

poblaciones de M. mathildae, a través de la ubicación de las especies asociadas 

(Lysiloma microphylla y Bursera fagaroides) y disociadas (Anisacanthus 

quadrifidus y Prosopis laevigata). Con estos datos se localizaron seis nuevas 

poblaciones (dos en un Parque Nacional). El patrón de lluvias de la región ha 

cambiado en los últimos años, ocasionando un cambio en la estructura 

poblacional de M. mathildae, así como en su fenología. El cactus florece y 

fructifica de finales de mayo a agosto; sin embargo, en 2005 y 2006 la floración 

ocurrió 1.5 meses antes que en 2003, año en que las lluvias empezaron tarde y 

fueron abundantes, como consecuencia la población disminuyó de 209 plantas a 

111 en 2005. En contraste, la distribución homogénea de la precipitación en 

2005 y 2006 favoreció la producción de frutos y semillas, además permitió el 

reclutamiento de 31 plántulas en 2006. Con la finalidad de restaurar la población 

de la Cañada de Juriquilla se desarrolló un protocolo de re-introducción. Las 

plantas necesarias se obtuvieron por cultivo de tejidos. La activación de 

explantes se hizo en medio MS, sin reguladores de crecimiento, se obtuvieron 

4.09±0.13 tallos por explante. Las plántulas cultivadas en medio MS generaron 

raíz en dos meses. El 98% de las plántulas sobrevivió a su aclimatación en el 

invernadero; sin embargo, después de su re-introducción se registró una caída 
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del 48% en cinco meses. La alta mortandad se asoció con la baja disponibilidad 

de agua. Para lidiar con este problema, las plantas fueron inoculadas con un 

consorcio nativo de micorrizas vesículo arbusculares usando cultivo aeropónico. 

Las micorrizas colonizaron el 100% de las plántulas en 60 días, y en 74 días el 

lote mostró diferencias significativas respecto del control en tamaño, diámetro y 

contenido de P (2.0, 1.4 cm y 0.552±0.01 mg P-1 seco/g suelo Vs. 2.9, 2.4 y 

0.344±0.01). En 10 meses, las plántulas alcanzaron el tamaño de plantas 

silvestres de cuatro años de edad; y tras seis meses floreció el 66% en 

invernadero y 14% en campo. El 89% de las plantas sobrevivió a la estación 

seca del bosque tropical caducifolio, en contraste el 49% de las plantas no 

micorrizadas murió en el mismo período. El tamaño alcanzado por la planta y la 

alta acumulación de P ayudaron a esta especie a adaptarse rápidamente a la 

vida silvestre, donde la escasez de agua y la baja disponibilidad de nutrimentos 

es una constante. Esta investigación fue la base para lograr el nombramiento 

como área natural protegida de la Cañada de Juriquilla. 
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ABSTRACT 

 

Mammillaria mathildae is an endemic cactus. It is considered an endangered 

species due to its restricted population size. The population of Cañada de 

Juriquilla presents favorable conditions to initiate a restoration process. The 

following criteria are considered essential for the restoration of a population, and 

were taken into account for this research: 1) Knowledge of the distribution on the 

basis of macro and microhabitat conditions. 2) Inference of natural phenomena 

on the population. 3) Development of micropropagation and cultivation method. 

4) Study of biotic factors influencing establishment, growth and successful 

reproduction. The distribution analysis was performed by niche model prediction. 

Spatial analysis improved the process of locating new populations of M. 

mathildae, because their location was indirectly detected by screening of spatially 

associated species (Lysiloma microphylla and Bursera fagaroides) and 

negatively associated species (Anisacanthus quadrifidus and Prosopis 

laevigata). With these data, six new populations were located (two in a National 

Park). The pattern of rainfall in the region has recently changed, modifying the 

population structure of M. mathildae, as well as its phenology. M. mathildae 

flowers and fructifies from late May to August; however, in 2005 and 2006, 

flowering occurred 1.5 months earlier than in 2003 when the rains started late 

and were extremely abundant. As a result the population declined from 209 

plants to 111 in 2005. In contrast, the even distribution of rainfall in 2005 and 

2006 favored the production of fruits and seeds, allowing the recruitment of 31 

seedlings in 2006. In order to restore the population of Cañada de Juriquilla a 

reintroduction protocol was developed. Plant material was obtained by tissue 

culture. Activation of explants was done on MS medium without growth 

regulators; 4.09 ± 0.13 shoots per explant were obtained. Plantlets grown on MS 

medium generated roots after two months in culture. During acclimatization 98% 

of seedlings survived in greenhouse, but after its reintroduction the lot dropped 

48% in five months. The high mortality was associated to low water availability. 

To deal with this problem, the plants were inoculated with a consortium of native 
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vesicular arbuscular mycorrhizae using aeroponic culture. Mycorrhizae colonized 

100% of seedlings in 60 days and, 14 days after, the lot showed significant 

differences from the control in size, diameter and P content (2.0, 1.4 cm and 

0.552 ± 0.01 mg P-1 dry / g soil Vs 2.9, 2.4 and 0.344 ± 0.01). In 10 months, the 

seedlings reached the size of four year old wild specimens; and six months after 

66%, flowered in greenhouse and 14% in field. 89% of the plants survived the dry 

season in tropical deciduous forest, in contrast to 49% of non-mycorrhizal plants 

that died in the same period. The size attained by the plants and the high 

accumulation of P helped this species adapt rapidly to the wild, where water 

scarcity and low nutrient availability is a constant. This research was fundamental 

in order to achieve the protected area status of Cañada Juriquilla. 
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Figura 1. Diseño experimental. 
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datos tienen una resolución de grano de 0.01°. La descripción completa del 

proceso de modelado puede ser consultada en Stockwell y Noble (1992) y en 

Stockwell y Peters (1999). 

El proceso de modelado genera una variedad de resultados debido al 

algoritmo empleado, cada análisis produce un único conjunto de datos de 

ocurrencia con diferente patrón, por tanto se construyó un mapa representativo 

de los 100 obtenidos. Siguiendo las recomendaciones de Anderson et al. (2003), 

se seleccionaron los mejores 10 modelos de entre aquellos que presentaron un 

20% de error de omisión (áreas predichas como de ausencia, cuando de hecho 

se encuentran ahí). Subsecuentemente los mapas fueron acomodados por su 

error de comisión (predicción de la presencia de la especie cuando de hecho no 

está). El método da el menor error de omisión y comisión. Los 10 modelos 

fueron procesados como una gradilla de ASCII e importados a GIS ArcView 3.2 

(ESRI, 2000). Usando la función de <map calculator= los mapas fueron 

sobrelapados para producir un mapa consenso que representa la distribución 

predicha de M. mathildae. 

Las asociaciones de M. mathildae con la flora vecina se estimaron con el 

programa de análisis espacial SADIE Shell 1.22 (libre distribución en: 

http://www.rothamsted.bbsrc.ac.uk/pie/sadie/SADIE_home_page_1.htm). SADIE 

permite calcular, entre otros parámetros, un índice de agregación (Ia, 

usualmente, los datos muestran un patrón de distribución agregado si Ia  1, 

distribución regular con un Ia  1 y un arreglo fortuito si Ia ≈ 1); y un índice de 

asociación espacial (, chi griega; las especies están disociadas cuando   0, 

o asociadas si   0 ó presentan una disposición azarosa cuando  = 1) de dos 

poblaciones que fueron contadas simultáneamente en la misma área (Perry 

1995; Perry y Dixon, 2002). Además, SADIE provee de información visual 

explícita sobre la naturaleza del arreglo de las especies. Los datos fueron 

tomados de una parcela de 10 X 10 m dividida en sub-parcelas de 1 X 1 m, 

donde la posición de cada individuo de las diferentes especies fue registrada en 

un mapa de dos dimensiones. Se corrieron 75 simulaciones y 26,108 

http://www.rothamsted.bbsrc.ac.uk/pie/sadie/SADIE_home_page_1.htm


25 
 

permutaciones. Los mapas fueron construidos usando Surfer 8.0 (Golden 

Software Inc., Colorado, USA). 

Para validar el modelo de GARP, fueron realizadas varias búsquedas en 

las áreas de mayor probabilidad de ocurrencia para M. mathildae. En campo se 

procedió a buscar manchones de árboles asociados a la cactácea, seguidos de 

una búsqueda más fina en esas zonas. 

 

 

Fenología de M. mathildae 

En el Artículo II se describen los efectos del cambio climático sobre la 

estructura de la población de Cañada Juriquilla y la fenología de la misma. Fue 

necesario levantar un censo completo de la población y determinar los cambios 

fenológicos de la misma durante los años 2005 y 2006 para compararlos con los 

valores reportados por Hernández-Oria et al. (2003). El censo de la población de 

Cañada Juriquilla fue hecho por observación directa de finales de diciembre de 

2005 a principios de enero de 2006. Cada individuo fue medido (diámetro y 

altura) y sistemáticamente etiquetado. Para la fenología, se hizo una toma 

periódica de datos de principios de febrero a finales de octubre de 2005 y 2006 

para determinar el inicio y final del periodo de floración y fructificación de M. 

mathildae. El tamaño de las plantas mostró una correlación positiva con la 

amplitud de la floración; por ello, sólo se consideraron 20 individuos (genetos) 

con tamaños de entre 1.8 y 5 cm de diámetro. El número de flores y de frutos 

por individuo fue contado. El esfuerzo reproductivo (RE) fue calculado para cada 

año, como el radio de la producción de flores/frutos. La colecta de las semillas 

se hizo durante agosto de 2005 y 2006, siguiendo las recomendaciones de Ross 

(2004). En el laboratorio las semillas fueron extraídas, contadas y almacenadas. 

Los valores de precipitación y temperatura del área de estudio fueron 

obtenidos de la Comisión Nacional de Aguas (CONAGUA) en la estación 

meteorológica de Querétaro (20° 35’ N; 100° 24’ W). 
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Selección y Caracterización del Área de Re-introducción 

Los experimentos de campo descritos en los Artículos III y V fueron 

realizados en la Cañada de Juriquilla. La selección del área de re-introducción 

se hizo en base a los resultados del análisis espacial y predicción de nicho 

(Artículo I); y del reconocimiento del microhábitat de M. mathildae. Este último 

fue realizado en dos poblaciones: la población tipo (16 Km al noroeste de 

Cañada Juriquilla) ubicada en la zona conocida como Cañada de Hércules y en 

la Cañada de Juriquilla (población de M. mathildae y parcela experimental). En la 

primera se encontró una gran perturbación por el crecimiento de la mancha 

urbana, de hecho su población ha sido diezmada en gran parte por la 

explotación de una mina de cantera sobre la que se desarrolla. Los propietarios 

de los terrenos no quieren cederlos para la conservación de la especie (Glass, 

1998) así que la población está por desaparecer. En contraste, la población de la 

Cañada de Juriquilla (Hernández y Sánchez, 2002) presenta un estado de 

conservación aceptable, que provee de las condiciones microambientales 

óptimas para el desarrollo de M. mathildae (Artículo III). 

 

Micropropagación de M. mathildae por Cultivo de Tejidos 

El desarrollo de un protocolo de micropropagación fue indispensable para 

poder disponer de un número suficiente de plantas para hacer los experimentos 

reportados en los Artículos III, IV y V. De particular importancia fue la selección 

de las líneas de micropropagación. Para mantener la mayor parte de la variación 

genética de la población de la Cañada de Juriquilla, se colectaron semillas de 62 

individuos de M. mathildae que representa el 57.4% de la población (Permiso 

SEMARNAT NRA: GARSX2201411). Con una mezcla de semillas se iniciaron 

los cultivos in vitro. Las semillas fueron germinadas en condiciones asépticas 

dentro de frascos conteniendo 30 mL de medio MS una concentración de 0.5. 

Cuando las plántulas alcanzaron 1 cm de altura fueron usadas como fuente de 

explantes. La activación de aréolas y enraizamiento se logró empleando un 

medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) libre de hormonas. Los cultivos fueron 
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mantenidos a 26±1 ºC bajo un flujo fotosintético total de 120-130 µmol m-2s-1 

emitido por lámparas fluorescentes, con un fotoperiodo de 16 h luz. 

 

Germinación de M. mathildae 

Se determinó el porcentaje de germinación de semillas de M. mathildae in 

situ, así como su viabilidad después de ser expuestas a escarificación química 

(EQ) y mecánica (EM) en suelo micorrizado (SM) y suelo estéril (SE), con la 

finalidad de usarlas como base de comparación en otros experimentos. In situ, 

se sembraron semillas de M. mathildae, usando charolas plásticas (para 

proteger a las plántulas de la herbivoría por insectos) rellenas del suelo 

proveniente del área de estudio. Para provocar la EQ, las semillas fueron 

sumergidas en HCl 1 N durante 1 h. Para simular un evento de arrastre por lluvia 

se hizo una EM, donde las semillas se agitaron por 15 minutos en una mezcla de 

rocas de 0.5 y 1.0 mm de Ø (50:50). Semillas tratadas y sin tratar, fueron 

sembradas sobre orificios de rocas (colectadas en la Cañada de Juriquilla) 

empleando SM con 31.5 esporas/g suelo, o SE; a 25°C, con un fotoperiodo de 8 

X 16. Las rocas y el SM fueron esterilizados con calor seco, siguiendo el 

procedimiento descrito por Neal (2000). 

 

Conteo de Esporas, Estimación de la Colonización de las MVA y Cultivos 

Trampa 

Para estudiar la contribución de las MVA en el desarrollo de M mathildae 

fue necesario determinar si esta cactácea era colonizada in situ por hongos 

micorrízicos. En el Artículo V se describe como se determinó su presencia y 

grado de colonización, además del procedimiento de cultivo ex situ de estos 

simbiontes obligados. Las esporas aisladas saludables se almacenaron en tubos 

eppendorf con agua, se guardaron a 4 °C por 48 h. Cualquier espora atípica o 

muerta en este tiempo se descartó. Para su conteo, las esporas se transfirieron 

a una caja de Petri y se examinaron con un microscopio a 40X. 

Las esporas in situ presentaron una densidad baja, por lo que fue 

necesaria su reproducción en cultivos trampa. Existe una variedad de plantas 
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usadas como hospederas (e.g. cebolla, varios tipos de pastos, sorgo, etc.); para 

este estudio se eligió al sorgo, por ser colonizado por un amplio espectro de 

MVA. Fueron necesarios tres ciclos de crecimiento para alcanzar una densidad 

de esporas óptimas para el aislamiento e inoculación en M. mathildae. Para 

iniciar los cultivos trampa, se colectaron suelos de las rizósferas de M. 

mathildae, algunas plantas asociadas a ella (J. dioica, O. pubescens, Melinis 

repens y L. microphylla) y suelo sin vegetación. 

La tinción de raíces se hizo siguiendo el método desarrollado por 

Vierheilig et al. (1998). Este método es más rápido de llevar a cabo que el 

método tradicional de azul de tripano, además de ser más seguro al sustituir 

este compuesto por tinta china. Brevemente, las raíces limpias y cortadas en 

secciones de 1 cm de las diferentes muestras, se aclararon sumergiéndolas 5 

min en una solución de KOH al 10% en <baño María=; después se enjuagaron 

con agua destilada. Posteriormente, se tiñeron con tinta china negra (Shaeffer) 

disuelta en una solución de ácido acético al 5% (vol/vol). 30 porciones de raíces 

se examinaron con un microscopio a 40X para detectar la colonización de las 

MVA siguiendo el método de intersección en gradilla descrito por Giovannetti y 

Mosse (1980). La frecuencia de infección por micorrizas (F%) se calculó 

mediante la ecuación (IR X 100)/TR, donde IR corresponde a las raíces 

infectadas y TR se refiere al total de segmentos de la muestra. 

 

Cultivo Aeropónico e Inoculación de MVA 

El consorcio de MVA fue inoculado en plántulas de M. mathildae 

micropropagadas. Para ello, en primer instancia, se probó la compatibilidad de la 

cactácea para crecer en un sistema de cultivo aeropónico y la capacidad del 

inoculo para colonizar las raíces del cactus (Artículo IV); posteriormente se 

determinaron los efectos sobre el crecimiento de M. mathildae y se evaluó la 

capacidad del inoculo para incrementar la sobrevivencia de las plántulas in situ 

(Artículos IV y V). Las condiciones de cultivo aeropónico fueron establecidas al 

ensayar dos intervalos de aspersión. La duración de la aspersión fue de 5 seg y 

se probaron intervalos de 10 y 30 min en un diseño 1X2 factorial. Las 
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condiciones de cultivo fueron las mismas que las empleadas en el cultivo in vitro. 

Como solución nutritiva de empleo la formulación del MS sin agar y fue 

reemplazada cada semana. El sistema de cultivo aeropónico fue manufacturado 

por AgriHouse, Inc. Div. Aeroponics International. 

Plántulas de M. mathildae de siete meses (1.79±0.04 cm de alto y 

1.37±0.02 cm de diámetro en promedio) se inocularon al escurrir sobre sus 

raíces 200 l de una solución de 15 g L-1 de alginato de sodio conteniendo 1,025 

esporas mL-1. Las raíces se sumergieron inmediatamente en una solución 0.05 

M de CaCl2·2H2O para solidificar el alginato (Weber et al., 2005). Las raíces se 

aspersaron durante 5 seg cada 30 min las 24 horas del día. La solución nutritiva 

se cambió cada semana. El cultivo se mantuvo a 26±1 ºC y fue iluminado bajo 

las mismas condiciones de los cultivos in vitro. 

 

Determinación de la Concentración de Fósforo 

Además del notorio incremento de tamaño de las plántulas micorrizadas 

la acumulación de P es un factor importante de determinar, ya que es necesario 

para disparar fenómenos como la floración y fructificación. Por ello, en los 

Artículos IV y V, se determinó el contenido de P por medio de una digestión 

micro Kjeldahl (Allen, 1989) del material seco de plantas micorrizadas y no 

micorrizadas obtenidas del cultivo aeropónico. 

 

Aclimatación y Re-introducción 

Los experimentos de re-introducción de plántulas no micorrizadas y 

micorrizadas son reportados en los Artículos III y V respectivamente. Debido a la 

baja tasa de sobrevivencia en campo de las plantas de M. mathildae 

micropropagadas, se probó el aporte de las micorrizas en el establecimiento de 

un segundo lote. Todas las plantas fueron trasplantadas a maceteros de 2.5 cm 

ø empleando una mezcla comercial de suelo para siembra (1:1 Pro-Moss, 

Premier® y Hortiperl, Termalita®). Se cubrieron por una semana con plástico para 

evitar la desecación excesiva y para la segunda semana se colocaron en un 

sombreadero que filtra el 50% de luz solar (451.7 µmol m-2s-1 en promedio). La 
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intensidad luminosa fue determinada con un sensor de cuantos (LI-COR modelo 

LI-190). La temperatura y humedad relativa (HR) fue registrada con un sensor 

HOBO H8 (Onset Computer Corporation 2000) Las plantas se regaron cada 

tercer día hasta su transferencia al campo. 

Cada lote experimental contenía 100 plantas, que fueron transferidas a 

una parcela experimental de 75 X 10 m ubicada en la Cañada Juriquilla. Las 

plantas se midieron (diámetro y altura) y se marcaron sistemáticamente. Para 

evaluar el efecto de la micorrización sobre la sobrevivencia (Artículo V), 100 

plantas colonizadas con MVA y 100 plantas sin MVA (control) se plantaron en la 

misma parcela experimental. Las plantas se midieron (diámetro y altura) y se 

marcaron sistemáticamente. Los porcentajes de sobrevivencia de ambos 

experimentos se determinaron cada 3 días la primera semana; después, se 

determinó cada semana durante un mes. Eventualmente el registro se hizo cada 

mes. 

 

Análisis Estadísticos 

Los datos de los Artículos II, III, IV y V fueron contrastados mediante un 

ANDEVA P<0.05. El análisis estadístico se hizo con el programa JMP 6.0 (SAS 

Institute, Inc. 2005). Los datos del porcentaje de colonización de raíces por MVA 

fueron previamente transformados a sus valores del arco seno. Las medias 

fueron comparadas usando la prueba de Tukey-Kramer P<0.05. 
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V. RESUMEN DE RESULTADOS 

 

Predicción y Confirmación de la Ubicación de la Cactácea Endémica y en 

Peligro Mammillaria mathildae Usando Predicción de Nicho y Análisis 

Espacial (Artículo I) 

El SADIE determinó la distribución espacial de M. mathildae y de otros 

componentes de la flora local, además estableció las asociaciones y 

disociaciones con árboles, matorrales y otras cactáceas en el área. M. mathildae 

presentó una distribución agregada, al igual que el resto de las plantas, con 

excepción de M. geometrizans que mostró un arreglo regular. Por otro lado, los 

valores de Vi de L. microphylla y Prosopis laevigata, indican su tendencia a 

crecer en grupos. Los mapas de los índices de agrupación muestran claramente 

los parches que conforman M. mathildae, L. microphylla y P. laevigata dentro del 

área de estudio. 

El SADIE de M. mathildae y la vegetación circundante se llevó a cabo en 

tres parcelas dentro del área de estudio. La cactácea se asoció de forma 

significativa con L. microphylla, B. fagaroides y J. dioica; mientras que su 

asociación con C. aesculifolia, M. geometrizans y O. pubescens fue positiva pero 

no de forma significativa. Los árboles asociados a M. mathildae registraron un 

IAF entre 2.68 y 3.36 unidades. En contraste, el SADIE mostró que P. laevigata, 

S. polyantha y I. murucoides se encuentran disociados de la cactácea; estas 

especies presentaron valores de IAF fuera del rango de las especies con 

asociación positiva (IAF = 4.84, 1.42 y 1.39 respectivamente). El arbusto A. 

quadrifidus también está fuertemente disociado de M. mathildae. Los mapas del 

índice de asociación muestran las áreas donde M. mathildae se asoció a L. 

microphylla y donde se disoció de P. laevigata. 

El modelaje del nicho potencial de M. mathildae abarcó un área 

aproximada de 207,036 ha. El mapa consenso muestra que las áreas con mayor 

probabilidad de albergar a la cactácea se distribuyen alrededor de la mancha 

urbana de Querétaro, en los relictos de BTC. El modelo predijo una alta 

probabilidad de encontrar a M. mathildae hacia la parte oriente de la ciudad, 
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formando una media luna que abarca desde la Cañada de Juriquilla, en el norte, 

hasta la Cañada de la Plata, en el sur. 

La ubicación teórica de las poblaciones fue indicada por el modelo 

construido con GARP, que fue validado con éxito al confirmar la existencia de 

seis poblaciones no reportadas; dos en Peña Colorada, dos en el Cerro del 

Cimatario, una en la Cañada de la Plata y una en el Cerro del Tangano. Todas 

las poblaciones se encontraron en BTC. Sólo 2 poblaciones nuevas, que se 

encuentran en el Parque Nacional Cerro del Cimatario, y la antes descrita en la 

Cañada de Juriquilla se encuentran en áreas naturales protegidas. El resto están 

distribuidas en los relictos de BTC, que aparecen muy fragmentados a lo largo 

de la zona oriente de la ciudad de Querétaro. 

 

Cambios Fenológicos de Mammillaria mathildae Asociados al Cambio 

Climático en el Bosque Tropical Caducifolio (Artículo II) 

La fenología de las poblaciones conocidas de M. mathildae se encuentra 

bien sincronizada; las 8 poblaciones conocidas (Artículo I) coincidieron en su 

periodo de floración. Los datos de las dos poblaciones estudiadas presentaron el 

mismo periodo de floración y fructificación. Durante 2001 la población de la 

Cañada de Juriquilla floreció hacia finales de mayo y hasta junio; y en ese 

mismo año, fructificó de junio a agosto (Hernández-Oria et al., 2003). Cabrera y 

Gómez (2003) reportaron un comportamiento fenológico similar para la 

población localizada en la Cañada de Hércules. En contraste, en la Cañada de 

Juriquilla, durante 2005 y 2006 se registraron a principios de abril las primeras 

flores y fue hasta finales de junio que terminó el periodo de floración, alcanzando 

su máxima producción a mediados de mayo. Mientras que la estación de 

fructificación comenzó en los primeros días de mayo y se prolongó hasta finales 

de julio. 

El patrón de temperatura observado durante 2003, 2005 y 2006 no fue 

significativamente diferente (F = 0.1903 Prob. F 0.9024). En cambio las 

precipitaciones registradas en esos mismos años mostraron una secuencia 

diferente. En 2003 la primera precipitación importante ocurrió la última semana 



33 
 

de mayo. Por el contrario en 2005 y 2006 se presentaron precipitaciones desde 

marzo. En estos años las precipitaciones se sucedieron de manera uniforme a lo 

largo de la estación de lluvias; en cambio, durante 2003 la frecuencia con que se 

presentaron las precipitaciones fue muy espaciada; y además fueron 

inusualmente intensas. El impacto de las lluvias extremas de 2003 sobre la 

producción de frutos de M. mathildae, mostró diferencias significativas respecto 

de la producción en otros años. En 2003 la producción de frutos fue 

significativamente menor a la de 2005 y 2006. Asimismo, se registró una 

reducción en el número de individuos, de las 209 plantas registradas en 2003, 

sólo sobrevivieron 111 plantas en 2005. 

Se germinaron semillas de M. mathildae bajo diferentes condiciones para 

tasar la pérdida de viabilidad. Se emuló un evento de arrastre de las semillas 

durante una lluvia fuerte por 15 min; el tratamiento disminuyó la viabilidad de las 

semillas de 70% (control) a 32%. Se hizo una escarificación química con HCl 1N 

por 1 h, la viabilidad cayó al 16%. Para tasar la contribución de las MVA en la 

germinación de M. mathildae, se germinaron semillas en suelo micorrizado (SM) 

y suelo estéril (SE). En SM las semillas alcanzaron un 76% de germinación, con 

su máximo en el día 17; por el contrario, en el SE sólo germinó el 37% del lote y 

fue hasta el día 43 cuando se registró la última emergencia de un tallo, estas 

plántulas murieron alrededor de los 100 días. Plántulas de 25 días, sembradas 

en SM presentaron un diámetro promedio de 2.89 ± 0.02 mm que es 

significativamente superior al 1.96±0.03 mm de diámetro promedio mostrado por 

plántulas de igual edad sembradas en SE (F = 500.199 Prob. F 0.0001). 

En 2005 y 2006 la distribución homogénea de las precipitaciones 

promovió un incremento de la población, 133 individuos fueron contabilizados en 

2006 (incluidas 31 plántulas). Las precipitaciones de marzo de 2005 estimularon 

una temprana producción floral (14.5±4.34 flores). En 2006 las lluvias de finales 

de marzo dispararon la emergencia de flores que alcanzó un promedio de 

16.0±5.22 flores, similar al periodo de 2005 (F = 2.1992 Prob. F 0.1463). No 

obstante, el periodo de fructificación fue diferente, a diferencia de 2005, en 2006 

las precipitaciones fueron constantes a partir de finales de abril, lo que promovió 
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una producción de 9.0±4.58 frutos, que fue significativamente diferente de los 

6.5±2.87 frutos producidos durante 2005 (F = 7.4602 Prob. F 0.0095). 

 

Micropropagación y Re-introducción de Mammillaria mathildae (Cactaceae) 

a su Hábitat Natural (Artículo III) 

En su hábitat natural, la germinación de M. mathildae fue del 40%; sin 

embargo, de este porcentaje sólo sobrevivió el 0.6% de las plántulas. En 

contraste, las semillas germinadas in vitro en medio MS 0.5, alcanzaron un 91% 

de germinación. La emergencia del tallo se registró entre los 15 y 25 días. Se 

determinó la respuesta morfogenética de tres tipos de explantes (basal, lateral y 

apical) extraídos de plántulas de tres meses de edad. Todos los explantes 

expuestos a alguna combinación hormonal (particularmente al AIA), 

desarrollaron callo profusamente. Éste fue compacto, de color verdoso, con 

porciones ligeramente rosas en la superficie. Las bajas concentraciones de AB 

promovieron la formación de pocos tallos, pero con la concomitante formación 

de callo. En contraste, sin la adición de hormonas los tres tipos de explantes 

formaron tallos, aunque en diferente proporción (F = 237.7489 Prob. F 

0.0001). Los explantes basales mostraron la producción más baja 0.59±0.11, 

además de que una proporción importante desarrolló callo (≈ 41%). Los 

explantes apicales y laterales produjeron 1.14±0.07 y 4.09±0.13 tallos 

respectivamente. 

Para inducir la formación de raíces se probaron tres medios, medio MS 

0.5 y medio MS con o sin AIB. Los tallos cultivados en medio MS mostraron una 

diferencia significativa en la frecuencia de formación de raíces respecto del 

medio MS 0.5 y el medio adicionado con AIB (F = 12.1849 Prob. F 0.0009) a 

pesar de que no hubo una diferencia significativa en la longitud de las raíces 

desarrolladas (F = 0.6817 Prob. F 0.5106). Las plántulas desarrollaron un 

vigoroso sistema radical entre siete y ocho semanas. La aclimatación de las 

plántulas a las condiciones ex vitro no presentó ningún problema, el 98% 

sobrevivió tras ocho semanas en el sombreadero. 
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En la parcela experimental se registró una intensa actividad de herviboría 

causada por isópodos terrestres, 34.2% de la población silvestre sufrió algún 

ataque. Por ello, el trasplante se llevó a cabo a principios de octubre, casi al final 

de la temporada de lluvias cuando la presencia de isópodos disminuyó 

notablemente. El lote de plantas generadas por micropropagación tuvo una 

altura de 1.79±0.04 cm y un diámetro de 1.37±0.02 cm. Durante las primeras 

cuatro semanas el 43% de las plántulas sembradas murieron, en los siguientes 

tres meses otro 9% de estas cactáceas murieron. Tras cinco meses murió el 

52% del lote sembrado en la parcela experimental. 

 

Floración Temprana de Mammillaria mathildae Inoculada con MVA en un 

Cultivo Aeropónico (Artículo IV) 

Plántulas de M. mathildae micropropagadas, con un tamaño promedio de 

1.79±0.04 cm de alto y 1.37±0.02 cm de diámetro, fueron transferidas a la 

cámara de cultivo aeropónico. Dos intervalos de aspersión fueron probados (10 

y 30 min). El intervalo más corto generó un rango de HR de 80-85%. El 18% de 

las plántulas sufrió putrefacción de las radículas con la consecuente muerte de 

la plántula. Mientras que el intervalo de 30 min generó una HR de 45-50%; bajo 

esta condición se alcanzó un 97.6% de sobrevivencia. 

Las dimensiones iníciales de los lotes de plántulas empleadas no 

mostraron diferencias significativas en altura y diámetro (F= 0.1879 Prob. F 

0.6651 y F= 0.432 Prob. F 0.5116 respectivamente). Seguido de la inoculación 

de MVA, su colonización fue bastante rápida, en 30 días, arriba del 60% de las 

plántulas presentaron formación de arbúsculos; en este periodo la diferencia de 

tamaño fue evidente. Alrededor de los 60 días el lote experimental alcanzó el 

100% de colonización. Después de 74 días se registró una marcada diferencia 

entre el lote control y el experimental (2.0 y 1.4 cm Vs. 2.9 y 2.4 cm). La 

sobrevivencia en invernadero de las plántulas fue superior al 98%. 

Después de 3.5 a 4 meses en el invernadero, las plántulas de M. 

mathildae colonizadas con MVA desarrollaron brotes florales. Un mes después, 

alrededor del 66% del lote floreció. En promedio formaron 5 flores durante la 
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estación de floración (de abril a finales de junio). Mientras que el lote control no 

floreció (plántulas no micorrizadas). En la siguiente estación de floración 

registrada entre finales de febrero y principio de mayo, ambos lotes florecieron. 

21% de las plántulas control produjeron 1.6 flores en promedio; mientras que los 

cactus micorrizados incrementaron su porcentaje de floración a 94%, con un 

promedio de 9.7 flores por planta. 

 

Re-introducción de Plántulas de Mammillaria mathildae Inoculadas con un 

Consorcio Nativo de MVA (Artículo V) 

Se determinó la presencia de MVA en raíces de M. mathildae y de las 

plantas asociadas. Asimismo, se analizó la presencia de esporas de MVA en los 

suelos circundantes de las plantas, con el fin de iniciar los cultivos trampa para 

MVA. Todas las plantas analizadas presentaron un grado de colonización 

similar, sólo Melinis repens mostró un grado de colonización superior. El número 

de esporas presentes en la rizósfera de las plantas analizadas fue muy similar 

en su composición. El consorcio de MVA estuvo compuesto por varias morfo-

especies de Glomus, Gigaspora y otros hongos similares a las Glomales. El 

suelo sin vegetación no presentó un número significativo de esporas (1.4 

esporas g suelo-1). Fueron necesarios tres ciclos de esporulación para que los 

cultivos trampa generaran un número considerable de esporas g suelo-1. El 

cultivo trampa de M. repens fue el único que produjo una cantidad superior de 

esporas (92.33±2.37 esporas g suelo-1), mientras que el cultivo trampa de M. 

mathildae alcanzó valores de 76.37±1.88 esporas g suelo-1similar al resto de los 

cultivos. 

Plantas con un tamaño promedio de 1.78±0.04 cm de altura y 1.36±0.02 

cm de diámetro, fueron inoculadas con MVA y colocadas en la cámara 

aeropónica. El lote fue completamente colonizado a los 60 días. Dos semanas 

después, las plantas micorrizadas exhibieron un mayor tamaño en altura (F= 

116.5583 Prob. F 0.0001), diámetro (F= 142.8399 Prob. F 0.0001), así 

como en peso seco (F= 60.2369 Prob. F 0.0001), comparado con el lote 
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control. La acumulación de P también fue marcadamente superior en las plantas 

micorrizadas (F= 237.3721 Prob. F 0.0001). 

Para la elegir la parcela experimental se determinaron las condiciones 

microclimáticas de los sitios seleccionados, y fueron comparadas con las 

registradas para la población de M. mathildae de la Cañada de Juriquilla. La 

radiación solar y la temperatura superficial fueron registradas en octubre de 

2007. No se detectaron diferencias notables en radiación solar (F= 0.0234 Prob. 

F 0.8815) y temperatura superficial (F= 0.0075 Prob. F 0.9327). La 

composición de especies de la vegetación de la parcela experimental fue similar 

a la reportada para la población de M. mathildae. 

La reintroducción de las plantas fue realizada a finales de octubre de 

2007 poco antes del final del periodo de lluvias. Las plantas re-introducidas 

presentaron una altura de 1.99±0.07 cm y un diámetro de 1.54±0.03 cm. 

Después de tres meses el 49% de las plantas no micorrizadas murieron. La 

caída más pronunciada (39%) sucedió tras la primera semana sin lluvias en la 

parcela experimental. Por su parte, sólo el 9% de las plantas micorrizadas 

decayó después de una semana en campo. Tras esta caída inicial el lote de 

cactus plantado en campo se mantuvo estable por más de 160 días, y registró 

una sobrevivencia del 89%. 

Cuando las plantas de M. mathildae comenzaron florecer en el 

invernadero (Artículo IV), se verificó el porcentaje de plantas que florecieron en 

la parcela experimental. 14% de las plantas sembradas en campo formaron 

flores después de las primeras lluvias a finales de abril de 2008, seis meses 

después de su traslado a campo. 
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VI. DISCUSIÓN GENERAL 

 

Caracterización del hábitat de M. mathildae y Ubicación de sus 

Poblaciones 

La conservación biológica requiere, necesariamente, de conocer 

ampliamente la distribución y el estado que guardan las poblaciones. En 

especies raras o poco estudiadas esta información puede ser difícil de obtener. 

Por ello, en este trabajo se usó un enfoque que nos permitió ubicar las probables 

áreas de distribución de la M. mathildae, empleando la predicción de nicho. 

El mapa consenso construido con GARP ubica el nicho potencial de M. 

mathildae en áreas donde hay o hubo hace pocos años BTC. Debido a que el 

área de estudio es pequeña, las condiciones climáticas no varían 

significativamente en la zona. Así que las variables que más peso tuvieron para 

la construcción del modelo fueron las topográficas. Sin embargo, para la 

interpretación del modelo se tuvo el cuidado de eliminar el factor <urbanización=; 

debido a que áreas con una fuerte probabilidad de sostener poblaciones de M. 

mathildae han sido urbanizadas recientemente. Este cambio de uso de suelo ha 

sido muy intenso en la zona oriente de la ciudad, principalmente en las mesetas 

y cañadas; de hecho la pérdida de áreas silvestres en esta área alcanzó en 2006 

una tasa de 190 ha/año (PNUMA-SEDESU-CONCYTEQ, 2008). Como 

consecuencia, una buena parte del hábitat donde probablemente se encontraba 

M. mathildae ha sido eliminado. No obstante, las áreas naturales de la ciudad de 

Querétaro abarcan alrededor de 29,205 ha, y aunque están muy fragmentadas 

aún mantienen las condiciones de hábitat propicias para el desarrollo de la 

cactácea. 

El rápido cambio del paisaje, obliga a la oportuna actuación para la 

conservación de especies raras o amenazadas. Para ello, es indispensable 

conocer y entender las asociaciones que establecen la flora y fauna local. El 

SADIE ha demostrado ser una herramienta tecnológica muy robusta para 

establecer tales relaciones bióticas (Perry et al., 1999; Perry y Dixon, 2002; 
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Zuñiga et al., 2005); e inclusive, las bióticas - abióticas (Maestre y Cortina, 2002; 

Maestre, 2006) de un ecosistema. 

M. mathildae es un pequeño cactus, de 7 cm de diámetro, que no es 

capaz de establecerse en áreas con iluminación solar directa, como muchos 

otros cactus (Leirana-Alcocer y Parra-Tabla, 1999); la presencia de una cubierta 

vegetal y suelos bien drenados son factores indispensables para su germinación 

y establecimiento (García y Malda 2008). Se conoce que en las áreas desérticas 

y semidesérticas, la formación de parches de vegetación es común, muchas 

especies arbóreas y arbustivas juegan un papel preponderante en la 

germinación y establecimiento de varias especies vegetales en un fenómeno 

conocido como nodricismo (Carrillo-García et al., 2000; Suzán-Azpiri y Sosa 

2006). El sistema de nodriza promueve un acomodo espacial agregado de las 

especies formando manchones de vegetación y áreas desprovistas de ella 

(Zuñiga et al. 2005). En contraste, el BTC no presenta claros de vegetación, por 

el contrario su cubierta vegetal es homogénea; sin embargo, bajo el dosel el 

patrón de sombreado puede variar drásticamente. En el área de estudio, con 

excepción de M. geometrizans, todas las especies estudiadas presentaron una 

distribución agregada. Las arquitecturas de los parches monoespecie generan 

patrones de sombreado de intensidad variable dentro del BTC; por ejemplo, P. 

laevigata produce el sombreado más intenso mientras que I. murucoides genera 

un sombreado menos profuso (determinado como IAF= 4.84 y 1.39 

respectivamente). Ambos patrones de sombreado no favorecieron el 

establecimiento de M. mathildae; como lo muestran los índices de asociación de 

la cactácea con ambos árboles (Artículo 1). El mapa de agregación de P. 

laevigata muestra una clara tendencia de esta especie a formar parches, bajo de 

los cuales no se encontró ninguna M. mathildae, como lo ilustra el mapa de 

asociación generado por SADIE entre ambas especies (Artículo 1). 

La arquitectura del dosel deja pasar poca luz, es posible que esta 

condición impida el proceso de germinación de M. mathildae. A este respecto 

Rojas-Aréchiga y Vázquez-Yanes (2000) mencionan que varias semillas de 

cactáceas son fotoblásticas positivas y que requieren de cierta calidad de luz 
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para su germinación. Por el contrario, L. microphylla y B. fagaroides generaron 

un microclima favorable para la germinación y establecimiento de M. mathildae, 

como lo reflejan los índices de asociación positiva registrados entre estas 

especies. Cabe mencionar que la germinación de semillas de M. mathildae se da 

a mediados de la estación de lluvias, cuando el dosel arbóreo está cubierto en 

su totalidad. El fenómeno es similar al reportado por Zúñiga et al. (2005), 

quienes mostraron que una sombra intensa no favorece el establecimiento de 

Lophophora diffusa (cactácea de tamaño similar a M. mathildae) mientras que 

sombras menos intensas permiten su germinación y establecimiento. Ambos 

árboles poseen una arquitectura del dosel que amortigua alrededor de 14°C la 

temperatura, sin disminuir sensiblemente la radiación fotosintéticamente activa, 

condiciones que en conjunto favorecen la germinación de las semillas de M. 

mathildae. 

 

Validación del Mapa Consenso 

Los modelos de predicción de nicho requieren, además de su validación 

estadística, ser validados en campo. Los recursos para ubicar una especie en 

particular, con frecuencia son limitados, más si el área a cubrir es extensa. Por 

ello, el empleo de estrategias novedosas que ahorran tiempo y gastos de 

recursos, son cada vez más recurridas. Con la finalidad de validar in situ el mapa 

consenso, se realizaron una serie de reconocimientos en las áreas de mayor 

probabilidad de encontrar M. mathildae. Cabe mencionar que varias 

características hacen que su ubicación en campo sea particularmente difícil. El 

BTC se establece comúnmente en pendientes pronunciadas, y está conformado 

por una vegetación abundante y espesa. Aunado a esto, las dimensiones de M. 

mathildae son pequeñas, lo que la hacen una planta difícil de ubicar en campo. 

Como se mencionó, SADIE mostró que en el ensamblaje del BTC se 

encuentran dos árboles fuertemente asociados a la cactácea (L. microphylla y B. 

fagaroides) que además tienden a agregarse formando parches bien 

diferenciados dentro de la vegetación. Durante el reconocimiento en campo se 

aprovechó esta característica, y se procedió a ubicar los parches más 
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abundantes de ambos árboles que crecían en afloramientos rocosos visibles, 

omitiendo los sitios que tuvieran cantidades importantes de las especies 

disociadas de M. mathildae. Siguiendo este procedimiento, la ubicación de las 

poblaciones de la cactácea fue más eficiente. Por ejemplo, cuando se buscó a 

M. mathildae en la Cañada de Juriquilla, fueron necesarias 86 h/hombre para 

encontrar las plantas, aun conociendo las coordenadas geográficas y las 

preferencias de hábitat reportadas para la especie. Por el contrario, cuando se 

siguió el procedimiento antes descrito en las áreas de Peña Colorada, el 

Cimatario y el Tángano se emplearon 8, 10, 2 h/hombre respectivamente. 

 

Alteraciones en la Fenología de M. mathildae Asociadas al Cambio 

Climático 

La exorbitante generación de gases invernadero ha tenido como 

consecuencia un cambio, ya perceptible, en los patrones climáticos. Tan sólo el 

promedio de temperatura global se elevó 0.6° C de 1900 a 1990, fue el siglo más 

caliente, he incluyó la década más cálida en los últimos 1000 años. También se 

han registrado cambios en la cantidad y distribución de las precipitaciones. Las 

nevadas son menos intensas y los inviernos son más cálidos; los eventos 

extremos, como sequías e inundaciones son más comunes (Lawlor, 2005). El 

cambio climático afecta globalmente a los ecosistemas, desplazando a las 

especies de latitudes mayores por especies de latitudes menores, o alterando la 

fenología vegetal; con ello se ha convertido en una de las mayores amenazas 

para la biodiversidad. Para desarrollar planes de contingencia en escenarios de 

climas alternos es necesario, no sólo predecir los posibles cambios sino la 

magnitud de los mismos. Actualmente, las consecuencias a escalas regional y 

local han sido difíciles de predecir, debido al efecto conjunto de los factores de 

estrés. El desarrollo de las estrategias para lidiar contra esos factores requiere 

de la integración de la información a múltiples escalas. En este contexto, el 

monitoreo de poblaciones sensibles puede ser usado para identificar 

condiciones que ayuden a desarrollar modelos de predicción más precisos (a 

menor escala). Durante el proceso de re-introducción de M. mathildae, se 
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estudiaron los factores que podrían inducir cambios en la estructura poblacional 

de la especie. Uno de los que incidió mayormente fue el cambio en el patrón de 

precipitación, que desfasó la época de floración y ocasionó una disminución en 

el índice de reclutamiento. 

Durante 2005 y 2006 la floración de M. mathildae se presentó un mes y 

medio antes de la época habitual (Hernández-Oria et al., 2003; Cabrera y 

Gómez, 2003). Las razones pueden ser atribuidas a diferentes procesos 

bioquímicos y fisiológicos fuertemente correlacionados con la temperatura (Taiz 

y Zeiger, 2006). Desde la detección de un cambio climático global se ha 

reportado el florecimiento temprano de muchas especies vegetales. Schwartz 

(1999) reportó que el incremento en las temperaturas de primavera en Europa, 

ha tenido como consecuencia el inicio temprano de las fases fenológicas 

(formación de hojas y floración). Asimismo, los cambios fenológicos en la flora 

africana están altamente correlacionados con el calentamiento global (Parmesan 

y Yohe, 2003). Weiss y Overpeck (2005) presentaron datos que muestran un 

aumento de los días calientes en las temporadas de invierno y primavera; y una 

disminución en la frecuencia de temperaturas congelantes, lo que incrementó la 

temperatura mínima de invierno por año. Estos fenómenos tuvieron un impacto 

directo sobre el comportamiento fenológico de la flora del Desierto Sonorense. A 

diferencia de estos reportes, los patrones de temperatura anuales observados 

durante 2003, 2005 y 2006 en el BTC no fueron significativamente diferentes 

(F=0.1903 Prob. F 0.9024). Así que los cambios observados en la floración de 

la M. mathildae no están relacionados directamente con la temperatura. 

Existen otros factores climáticos que pueden correlacionarse con la 

alteración de la fenología. En ecosistemas áridos y semiáridos, así como en 

climas tropicales que experimentan sequías estaciónales anuales (como en el 

BTC), este fenómeno es controlado primordialmente por la disponibilidad de 

agua (Justiniano y Fredericksen, 2000). La estacionalidad puede ser 

sensiblemente modificada por el cambio climático; promoviendo la ocurrencia de 

eventos extremos, tales como el alargamiento de las estaciones de lluvias y de 

secas o de eventos puntuales como inundaciones o sequías (Fauchereau et al., 
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2003). A diferencia de la temperatura, los patrones de precipitación de 2003, 

2005 y 2006 fueron muy diferentes (Artículo II). En 2003 no hubo una lluvia 

importante hasta la última semana de mayo. Mientras que en 2005 y 2006 se 

registraron lluvias a partir de marzo. La disponibilidad de agua en 2005 y 2006 le 

permitió al cactus iniciar su periodo de crecimiento anual y desarrollar las gemas 

florales. Sin embargo durante 2005, después del registro de las primeras lluvias, 

se presentó un periodo sin lluvia de 5 semanas, la falta de agua tuvo un impacto 

directo sobre el ER de la población que fue significativamente menor al 

calculado para la estación reproductiva de 2006 (F= 7.7186 Prob. F 0.0084). 

 

Efecto de la Precipitación sobre el Reclutamiento de M. mathildae 

La distribución de la precipitación anual en 2005 y 2006 fue más uniforme 

que la registrada durante 2003, cuando se presentaron lluvias particularmente 

intensas (Artículo II). Este inusual comportamiento alteró el tamaño y la 

estructura de la población. De 2003 a 2005 se perdió el 47% de los individuos y 

durante el censo de 2005 sólo se encontraron 5 plántulas. Durante los trabajos 

de campo se detectaron evidencias de la extracción ilegal de plantas de M. 

mathildae. Sin embargo, la mayor pérdida de individuos se atribuye a la 

sensibilidad de M. mathildae al exceso de agua (observación personal). Después 

de la estación de lluvias de 2003 el análisis de la estructura poblacional mostró 

que los individuos más jóvenes (1 – 3 años ó de 0.2 a 2 cm) fueron los que 

disminuyeron sensiblemente su proporción dentro de la estructura de la 

población. En contraste las plantas más grandes, con un sistema radicular más 

fuerte, resistieron las fuertes precipitaciones y los arrastres de lodos que 

generaron. Estos eventos extremos afectaron el reclutamiento de los siguientes 

años, ya que las semillas seguramente fueron arrastradas a lugares no aptos 

para su germinación y establecimiento. Las plántulas de M. mathildae se 

establecen muy cerca de la planta madre; el patrón de distribución espacial de la 

población sugiere a la hidrocoria como el medio más probable de dispersión de 

esta especie (observación personal). La germinación de semillas de M. 

mathildae en laboratorio, tras emular un fuerte arrastre por lluvia durante 15 min, 
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constató que la escarificación mecánica ocasiona una sensible disminución en el 

porcentaje de germinación (37%). Este porcentaje se encuentra por debajo de la 

germinación en campo de la especie (40%). Es importante considerar que de 

estas plántulas, sólo el 0.6% se establece para el siguiente año. Por tanto, se 

cree que la disminución de semillas de M. mathildae en el banco de semillas del 

suelo, aunado al daño que sufren por la escarificación mecánica ocasionada por 

las fuertes lluvias, limitó de forma drástica el reclutamiento de esta especie para 

los siguientes años. 

Evidentemente hay un fenómeno climático de largo plazo ocurriendo a 

nivel mundial que requiere de explicación y entendimiento. El mayor reto es 

entender que ecosistemas y cuáles de sus constituyentes son más o menos 

susceptibles a los distintos escenarios de cambio climático. Hay diferentes 

enfoques para el desarrollo de los modelos de predicción algunos 

investigadores, como Trenberth et al. (2003), enfatizan que la mayor atención 

debe de centrarse sobre la cantidad de precipitación, más que sobre otros 

parámetros relacionados, como frecuencia, intensidad, distribuciones, eventos 

extremos, etc. Sin embargo, en este estudio se ha ilustrado como la distribución 

de la lluvia influencia el reclutamiento de M. mathildae afectando la dinámica de 

la población en el mediano plazo. De Steven y Wright (2002) encontraron que el 

reclutamiento de árboles tropicales y la producción de semillas están 

sincronizados; además, ambos eventos son influenciados por el fenómeno de <El 

Niño=. La consecuencia es una variación en tiempo y espacio. Debido a que las 

diversas especies presentan diferentes fases fenológicas es necesario realizar 

estudios de mediano y largo plazo para otras especies, en particular sobre las 

especies clave dentro de un ecosistema, como lo son las que fungen como 

nodriza de una gran variedad de plantas y animales, incluida M. mathildae. 

 

Micropropagación de M. mathildae 

La obtención de material vegetal suficiente para realizar los experimentos 

de laboratorio y de campo fue uno de los primeros objetivos en atender. La 

micropropagación por cultivo de tejidos se eligió de entre otras alternativas por 
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varias razones. La principal fue que está biotecnología permitiría reducir el 

tiempo de obtención de un gran número de plantas. Sin embargo, hubo que 

cuidar algunos factores que podrían incidir de forma negativa en el lote de 

plántulas generado. En primera instancia se cuidó que las líneas de 

micropropagación fueran representativas de la diversidad genética de la 

población blanco. Varios investigadores han cuestionado la pertinencia de usar 

la micropropagación, ya que genera una línea de cultivo con baja diversidad 

genética, ello debido a que los explantes usados para iniciar el cultivo provienen 

regularmente de una o de pocas plantas. Por ello, se colectaron semillas del 

52% de la población de M. mathildae de la Cañada de Juriquilla y con la mezcla 

de semillas obtenida se produjeron los explantes usados en el proceso de 

organogénesis. Otro factor controversial es la adición de RCV, tanto para la 

producción de tallos, como para el enraizamiento. Como se explicará más 

adelante, este factor fue superado al no necesitar de los RCV para la 

micropropagación de M. mathildae. 

La germinación in vitro de las semillas de M. mathildae no presentó 

dificultad alguna, alcanzando un elevado porcentaje en tres semanas (91%). 

Estas plántulas fueron empleadas para los experimentos de activación de tallos. 

Contrario a lo reportado para otras especies de Mammillaria (Papafotiou et al., 

2001; Poljuha et al., 2003; Ramírez-Malagón et al., 2007), donde la adición de 

reguladores de crecimiento, en especial citocininas, es crucial para la generación 

de tallos; el medio MS fue suficiente para lograr su regeneración en los tres tipos 

de explantes ensayados. Se sabe que algunos cactus tienen la capacidad de 

sintetizar auxinas in vitro; por tanto su aplicación exógena estimula con 

frecuencia la formación de callo. Esto puede ser una desventaja en sistemas de 

micropropagación, ya que la adición de RCV puede promover cambios genéticos 

en las plantas que se expresen en conformaciones fenotípicas no deseables 

(Venkatachalam et al., 2007). Palomino et al. (1999) demostraron la estabilidad 

cariológica de Mammillaria san-angelensis cultivada in vitro tras un largo periodo 

de subcultivos suplementados con auxinas. Sin embargo, el análisis cariológico 

no revela alteraciones en genes específicos o pequeños arreglos cromosomales 
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(Rout et al., 1998; Venkatachalam et al., 2007). Las variaciones genéticas 

promovidas por el cultivo de tejidos son de particular cuidado en cuestiones de 

conservación (Viswambharan et al., 2006). Giusti et al. (2002) sostienen que 

tales variaciones genéticas pueden ser benéficas para la planta, al favorecer su 

sobrevivencia en un hábitat natural. Sin embargo, los efectos de largo plazo de 

las posibles variaciones genéticas no pueden ser previstos, y por tanto sus 

repercusiones sobre el ensamblaje de los ecosistemas es incierto. 

En el caso de la micropropagación de M mathildae (Artículo III), bastó el 

medio MS para promover la proliferación espontánea de tallos; sin embargo, el 

promedio de tallos fue bajo comparado con otras especies. La omisión de RCV 

en las formulaciones de los medios de cultivo no es común, pero si ha sido 

reportada. Su adición en las formulaciones generalmente aumenta la respuesta 

organogenética, lo que incentiva la respuesta de formación de tallos o raíces. 

Por ejemplo, M. san-angelensis produce por organogénesis indirecta entre 21 y 

35 tallos por callo (Martínez-Vázquez y Rubluo, 1989). 

Los RCV también son ampliamente usados para inducir el crecimiento de 

raíces en cactus (Fay y Gratton, 1992). Por el contrario, M. mathildae generó 

raíces de forma espontánea al ser cultivada en medio MS libre de RCV. Este es 

un fenómeno frecuente en las cactáceas, y ha sido reportado para muchas 

especies e.g. Coryphantha elephantidens (Wakhlu y Bhau, 2000), Turbinicarpus 

spp. (Dávila-Figueroa et al., 2005), Notocactus magnificus (de Medeiros et al., 

2006), y en particular en aquellas especies que producen raíces adventicias, 

tales como Opuntia amyclaea (Escobar et al., 1986), Agave parrasana 

(Santacruz-Ruvalcaba et al., 1999), Hylocereus undatus (Mohamed-Yasseen, 

2002) y Agave tequilana (Valenzuela-Sánchez et al., 2006). Como en el caso de 

M. mathildae, la adición de RCV en estas especies induce la formación de callo. 

En vida silvestre M. mathildae presenta una extraordinaria capacidad de 

regeneración. In vitro, se observó un fenómeno interesante; a partir del 

abundante sistema radicular, se desarrollaron múltiples tallos sin la adición de 

RCV. Este fenómeno no es raro, ya que los especímenes silvestres 

frecuentemente regeneran el tallo a partir de las raíces; de igual forma, después 
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de un daño físico al tallo, éste tiende a formar rametos. Sriskandarajah et al. 

(2006) estudiaron la capacidad de regeneración de las cactáceas Rhipsalidopsis 

y Schlumbergera. Encontraron que durante los subcultivos in vitro el incremento 

del metabolismo de auxinas en sinergia con el aumento de la actividad de la 

citocinina oxidasa-deshidrogenasa <ajusto= el reservorio de auxinas y citocininas, 

favoreciendo la formación de tallos adventicios en Rhipsalidopsis. En cambio, la 

combinación de una baja actividad de la peroxidasa y la producción endógena 

de auxinas dificultó la formación de raíces en Schlumbergera. Aunque hacen 

falta estudios para afirmarlo, es probable que la capacidad para producir un 

sistema radicular fuerte en M. mathildae, este asociado a una elevada 

producción de RCV endógenos. Como consecuencia, la adición de cualquier 

RCV, inclusive en bajas concentraciones, fomenta una profusa producción de 

callo. A este respecto, Clayton et al. (1990) reportaron que las cactáceas 

producen una cantidad apreciable de RCV in vitro, que pueden promover la 

formación de callo durante su cultivo. 

A pesar de la baja producción de plántulas con el protocolo descrito, la 

omisión de los RCV representó algunas ventajas. En principio los costos de 

producción se reducen; y más importante, se obtienen plantas genéticamente 

estables que son preferidas para los procesos de re-introducción versus una alta 

tasa de producción de plantas con posibles alteraciones genéticas que pueden 

representar un costo-beneficio negativo en el mediano o largo plazo. 

 

Evaluación de las MVA en Campo y su Cultivo en Laboratorio 

Antes de iniciar el aislamiento del consorcio micorrízico, se determinaron 

los valores de colonización de las MVA en las especies vegetales distribuidas a 

los largo del hábitat de M. mathildae. También se monitoreó el número de 

esporas presentes en las rizósferas de M. mathildae y de las plantas asociadas 

a la cactácea. Tanto M. mathildae, como el resto de las plantas (con índices de 

asociación positivos y negativos) presentaron algún grado de colonización 

micorrízica. Este resultado era esperado, pues se sabe que las micorrizas se 

encuentran en prácticamente en todos los ecosistemas (Corkidi y Rincón, 1997; 
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Sylvia et al., 2003). Esporas de las familias Gigasporaceae y Glomaceae fueron 

encontradas en todas las muestras estudiadas. Estas especies son comunes en 

ecosistemas áridos y semiáridos (Diallo et al., 1999; Bashan et al., 2000). Los 

suelos procedentes de las plantas que presentaban un grado de micorrización 

aceptable fueron empleados para iniciar los <cultivos trampa=. Las esporas de 

muchos de estos hongos entran en dormancia durante la estación de secas en 

el BTC (observación personal), por ello, fueron necesarios tres ciclos de cultivo 

para obtener altos índices de esporulación. La diversidad inicial de esporas en 

los cultivos trampa mostró que todas ellas pertenecían a la familia Glomaceae, 

con excepción de un morfotipo de Gigaspora detectada en el cultivo trampa de la 

rizósfera de M. repens. Para el tercer ciclo de cultivo, no se detectó la presencia 

de Gigaspora; su desplazamiento se puede atribuir a una incompatibilidad con el 

hospedero (Sorghum vulgare) empleado. A este respecto, Liu y Wang (2003) 

encontraron que la planta hospedera ejerce una fuerte influencia sobre la 

diversidad de las especies de MVA detectadas en los cultivos trampa. De igual 

forma se sabe que las MVA difieren marcadamente sobre los efectos que 

promueven sobre una especie vegetal en particular (Liu y Wang, 2003; Rudgers 

et al., 2004; Munkvold et al., 2004). Es por ello que las MVA nativas no 

necesariamente exhiben una alta efectividad como inoculantes en agrosistemas 

(Enkhtuya et al., 2000). El consorcio micorrízico nativo ha establecido una 

simbiosis específica con las especies locales, por ello su capacidad para 

colonizar una especie exótica (como el sorgo) puede no ser muy buena. Para los 

ensayos de micorrización de M. mathildae se seleccionó el consorcio producido 

en el cultivo trampa proveniente de la rizósfera de la cactácea, ya que muy 

probablemente este consorcio es altamente compatible con ella. 

 

Estrategia de Inoculación 

La inoculación con ectomicorrizas es una práctica común el sistemas 

agroforestales. A diferencia de estos hongos, las MVA necesitan de un 

hospedero para su reproducción, lo que hace más complejo el proceso de 

inoculación. El método más empleado es la adición de suelo micorrizado que 
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contiene las esporas de las MVA y las raíces de plantas colonizadas cortadas 

finamente. Por supuesto, el establecimiento de la simbiosis depende de los 

factores ambientales, de la compatibilidad del hospedero y de las características 

intrínsecas de la micorriza. Por ello, el uso de sistemas de inoculación tradicional 

presenta algunas desventajas. La obtención de grandes cantidades de inoculo y 

con un alto índice de infectividad no es común. Lo que representa un factor 

limitante para la inoculación, ya que hace necesario aplicar grandes cantidades 

de inoculo. En pequeña escala los procedimientos de inoculación de MVA han 

sido exitosos, aunque los índices de colonización no son notables (Tian et al., 

2004). Además la contaminación es común en estas prácticas limitando sus 

aplicaciones industriales. Superar estos problemas involucra un esfuerzo muy 

grande y una inversión de recursos que a mediano plazo puede ser onerosa. 

Por otro lado, los métodos de inoculación directa de MVA ayudan a 

mejorar el porcentaje de eficiencia del inoculo y no presentan muchos problemas 

de contaminación. En este estudio el enfoque que se siguió fue el empleo de la 

aeroponia como vía para inocular MVA en M. mathildae. Fueron dos las razones 

que influyeron en esta decisión. El cultivo aeropónico es una herramienta 

biotecnológica muy útil para estudiar las interacciones planta-micorriza, ya que 

se pueden observar los procesos de colonización del hospedero directamente, y 

hacer las determinaciones sin ocasionar mayor daño al hospedero. Para infestar 

plantas con MVA, la aeroponia es altamente eficiente, comparada con los 

cultivos trampa en tierra (Weathers y Zobel, 1992), ya que ésta permite alcanzar 

índices de colonización cercanos al 100% (Martin-Laurent et al., 1999). Es el alto 

grado de aeración en el cultivo aeropónico lo que potencia los efectos benéficos 

de la simbiosis planta-hongo (Weathers y Zobel, 1992). Los resultados obtenidos 

en este estudio concuerdan con los de Bagyaraj (1991), quien apunta que una 

alta aeración mejora la micorrización de las raíces. Recientemente, Kratsch et al. 

(2006) demostraron que una atmósfera rica en oxígeno induce una profusa 

nodulación en 4 semanas. En este estudio las raíces de M. mathildae fueron 

extensamente colonizadas por las MVA en 8 semanas. 
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La segunda razón para usar el cultivo aeropónico, fue que esta tecnología 

ha sido exitosamente usada para la producción a nivel comercial de especies 

leñosas (Martin-Laurent et al., 1999; Weber et al., 2005), de un gran número de 

vegetales (Kay y Lee, 1995; Cho et al., 1996; Park et al., 1997; He y Lee, 1998; 

Biddinger et al., 1998), tubérculos (Ritter et al., 2001; Chang et al., 2008), así 

como de plantas ornamentales (Scoggins y Mills, 1998; Molitor et al., 1999). 

Hasta ahora, no se han reportado intentos de cultivo aeropónico con la familia 

Cactaceae. Aparentemente la alta HR que se genera en la cámara de 

crecimiento aeropónico parece un obstáculo para intentarlo. Sin embargo, las 

condiciones de alta HR del cultivo pueden ser disminuidas notablemente 

variando los periodos de aspersión, lo que permitiría tener éxito en el cultivo de 

especies de esta familia. El intervalo de aspersión (periodo entre aspersiones) y 

la duración (tiempo de aspersión) debe de ser ajustado para cada tipo de cultivo 

ya que cada uno requiere de una HR particular. Weber et al. (2005) ajustaron el 

intervalo de aspersión a 40 seg con un tiempo de aspersión de 30 seg para el 

cultivo del árbol tropical Acacia mangium, alcanzando niveles de HR de 80 a 

85%. Para el cultivo de vegetales los fabricantes del sistema aeropónico 

empleado en este estudio recomiendan tres seg de aspersión, con intervalos de 

cinco a 10 min. Con ello se genera una HR de 56 a 70%. Se ha mencionado que 

M. mathildae es sensible a ambientes muy húmedos, por ello se probaron dos 

intervalos: 10 y 30 min (Artículo IV). El periodo de aspersión corto generó una 

HR elevada, que ocasionó la muerte de una alta proporción de plántulas. Por 

otro lado, el periodo de aspersión largo redujo la HR al rango de 40 a 45%. Esta 

condición mantuvo una atmósfera con un nivel de aeración elevado y la 

humedad necesaria para el buen desarrollo de las plántulas; de hecho el 97.6% 

de ellas sobrevivió bajo estas condiciones. 

 

Efecto del Inoculo Micorrízico sobre el Crecimiento de M. mathildae 

Las micorrizas son microorganismos promotores del crecimiento vegetal 

(Fortín et al., 2002). Un inoculo de MVA es efectivo cuando induce un aumento 

significativo en el crecimiento de las plantas. Empleando el sistema tradicional 
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de inoculación, Rincón et al. (1993) encontraron que las MVA incrementaron la 

producción de biomasa seca, el radio raíz/tallo y la longitud de la raíz de 

plántulas de Pachycereus pecten-aboriginum. Un resultado similar fue reportado 

por van der Heijden (2004), quien encontró que las plántulas de pasto crecen 

más largas y obtienen más P cuando están presentes las MVA. En el caso de 

las plántulas de M. mathildae, el inoculo micorrízico colonizó en 60 días el lote 

completo. Dos semanas después, estás plántulas mostraron una diferencia 

notable en altura (32%) y diámetro (24%), así como en peso seco (20%) 

respecto de las plántulas no micorrizadas (Artículo V). Otro efecto esperado de 

la micorrización fue el aumento en la cantidad de P acumulado por las plántulas 

de M. mathildae, que alcanzó casi un 40% más que el control. 

En cultivo aeropónico, en sólo tres meses las plántulas de M. mathildae 

aumentaron en tamaño lo que les tomaría 1 año en vida silvestre. Martin-Laurent 

et al. (1999) reportaron que Acacia mangium colonizada con Glomus sp. y 

cultivada con aeropónia alcanzó el doble de la talla de las plantas cultivadas en 

suelo. El crecimiento de M. mathildae inoculada con MVA se incrementó 

notablemente durante el cultivo en aeroponia (0.66 cm de diámetro en tres 

meses), este rango de crecimiento contrasta mucho de los valores registrados 

en la población de la Cañada de Juriquilla (menos de 0.5 cm de diámetro por 

año). En el BTC, M. mathildae experimenta un periodo anual de sequía de entre 

seis y siete meses, con la consecuente reducción del metabolismo de la planta; 

es durante la estación de lluvias cuando el cactus crece de forma más activa. 

Por otro lado, el P acumulado fue mayor en plántulas micorrizadas, este 

fenómeno sin duda representó una ventaja para la planta que se reflejó en la 

producción de flores (ver siguiente sección). Finalmente, hay que resaltar que 

estas condiciones facilitaron la transferencia de las plántulas al invernadero; 

donde, tras dos meses el lote mostró un alto rango de sobrevivencia (98%). 

 

Promoción de la Floración por MVA 

Los hongos micorrízicos promueven el crecimiento y la formación de 

productos consumibles y órganos de almacenamiento (Biddinger et al., 1998; 
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Chang et al., 2008), de perennación (Martin-Laurent et al., 1999) y de 

reproducción (Molitor et al., 1999). Todos estos autores reportaron un 

incremento notable de los tejidos aéreos de la planta con el subsiguiente 

aumento en la biomasa. 

En su ambiente natural la primera floración de M. mathildae ocurre entre 

su cuarto y quinto año. Como antes se discutió, para esta especie la 

precipitación dispara el proceso de floración. Las plantas silvestres con un 

tamaño de entre 2.30 y 2.79 cm de diámetro producen un promedio de 16 ± 5.22 

flores. El pico máximo de producción se da a mediados de abril; aunque como 

se mencionó este periodo puede variar dependiendo del patrón de lluvias de 

cada año (Artículo II). Las plantas inoculadas con MVA que fueron transferidas al 

invernadero florecieron en el mismo periodo que las plantas silvestres en 2008 y 

2009. Aparentemente las MVA no influyeron sobre el periodo de floración, pero 

si sobre el estado nutricional de la planta que permite disparar el proceso. Este 

fenómeno es controlado por factores ambientales (como se ha discutido) y por 

señales endógenas de la planta. Aunque los principales promotores de la 

floración son los factores abióticos (Yong et al., 2000), algunos agentes bióticos 

pueden estar involucrados indirectamente. 

Scagel y Schreiner (2006) inocularon Glomus intraradices en plantas de 

Zantedeschia, el resultado fue un incremento tanto en la productividad como en 

la cantidad de plantas en floración; incentivado por la deposición de P que está 

asociada con el peso y composición del bulbo, número y longevidad de las 

flores, e inicio de la antesis; al igual que con el reparto de carbono y nutrientes 

entre hojas y estructuras de floración. De igual forma, Gange y Smith (2005) 

reportan que las micorrizas incrementan casi en un 70% el número total de flores 

producidas anualmente en la planta Centeaurea cyanus. Hasta donde sabemos, 

no existe un reporte sobre el incremento de la producción y la calidad de las 

flores en cactus inoculados con MVA. En el caso de M. mathildae, se registró un 

aumento del tamaño de las plantas y las características de la floración de las 

plantas mantenidas en el invernadero (número de flores y tamaño de flores). 

Durante la segunda semana de abril, las plantas de M. mathildae micorrizadas 
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exhibieron un 64% de floración en el invernadero; en contraste las plantas sin 

micorrizas no florecieron. Esta característica aumenta el valor en el mercado de 

las plantas ornamentales, ya que le confieren un componente estético que 

incrementa la calidad comercial, y por lo tanto la satisfacción del consumidor. 

Por otro lado, las plantas re-introducidas también produjeron flores, 

aunque en un menor rango (14%). La notable diferencia respecto de las plantas 

en invernadero se puede atribuir a la disponibilidad de agua, que fue constante 

para éstas, mientras que las plantas re-introducidas experimentaron el periodo 

de sequía anual del BTC. Asimismo, como se ha mencionado, las reservas de P 

superiores promovidas por la micorrización ayudaron a la formación de flores en 

esta especie. 

Originalmente se buscó que estas plantas tuvieran un tamaño suficiente 

para resistir el estrés del proceso de trasplante y de la carencia de agua. Sin 

embargo, no se consideró que las plantas se encontraran en etapa reproductiva, 

ya que las plantas con rangos de crecimiento lentos evidentemente tardan un 

tiempo considerable para alcanzar su estado reproductivo. Por ello, en 

restauración es raro el uso de plantas que cumplan con esta característica, 

sobre todo si se usan métodos de propagación tradicional. Es muy 

recomendable que las plantas empleadas en los procesos de re-introducción se 

encuentren en etapa reproductiva, ya que la producción de semillas generada 

incrementa el banco de semillas del suelo in situ; factor indispensable para 

acrecentar el porcentaje de reclutamiento en un periodo de tiempo relativamente 

menor. 

 

Selección de la Parcela Experimental 

La germinación y el establecimiento de una plántula en su ambiente 

natural es un evento multifactorial; por tanto, reproducir las condiciones en un 

área diferente en la que históricamente ha habitado una especie, puede 

representar un reto. Se puede asumir que el área donde se desarrolla una 

población que exhibe un índice adecuado de reclutamiento posee todos los 

elementos necesarios para que la planta germine y se establezca. Por ello, 
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durante la selección del área de re-introducción hay que poner especial atención 

en seleccionar un área en la que los factores bióticos y abióticos sean lo más 

similares a la de la población original. 

Los factores bióticos pueden modificar factores abióticos en pequeña 

escala. Por ejemplo, la arquitectura del dosel de un bosque puede determinar un 

microclima, que permite el desarrollo de una gran variedad de especies bajo su 

dosel. Los manchones de diferentes especies determinan condiciones 

microclimáticas disímiles en áreas muy pequeñas (metros). Leirana-Alcocer y 

Parra-Tabla (1999) encontraron que plántulas de Mammillaria gaumeri 

sobreviven exclusivamente en áreas con microhábitats sombreados. El tamaño y 

la densidad del dosel es un factor determinante para el establecimiento de 

pequeñas cactáceas, debido a que le proporcionan un balance de sombra e 

iluminación particular para su desarrollo. A este respecto, Zúñiga et al. (2005) 

encontraron que Lophophora diffusa se asocia a Larrea tridentata y Acacia 

sororia, mientras que se disocia de Celtis pallida, ésta última genera una sombra 

mucho más intensa que los otros arbustos. M. mathildae crece exclusivamente 

en pendientes con afloramientos rocosos bajo el dosel de ciertas plantas 

nodriza, como L. microphylla y B. fagaroides, (consultar la sección 

<Caracterización del hábitat de M. mathildae y Ubicación de sus Poblaciones”). 

Estos árboles reducen la perdida de humedad del suelo y la incidencia solar, la 

estructura de su dosel reduce la temperatura superficial alrededor de 14° C, 

dotando a la M. mathildae de un ambiente propicio para su germinación y 

establecimiento. Por el contrario, cuando en el área de estudio fueron removidos 

algunos árboles de L. microphylla la estructura de la vegetación que protegían 

cambió; J. dioica y O. pubescens sobrevivieron, pero las plantas de M. mathildae 

y otras herbáceas murieron (observación personal). La parcela experimental fue 

seleccionada en base al conocimiento de las especies de árboles que fungen 

como nodriza de M. mathildae, los valores del IAF y de temperatura superficial 

del área elegida, que fueron similares a los determinados en las agregaciones 

más grandes de M. mathildae. 
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Contribución de las MVA a la Sobrevivencia en Campo de M. mathildae 

 

En general el éxito de los procesos de re-introducción de plantas a su 

hábitat natural ha sido escaso. Algunas re-introducciones que han tenido éxito 

son las de M. san-angelensis con un 91% de sobrevivencia (Rubluo et al., 1993); 

o la Mammillaria pectinifera y de Pelecyphora aselliformis (Giusti et al., 2002), 

ambos fueron realizados en jardines botánicos donde los especímenes 

recibieron cuidados constantes. En contraste, cuando los cactus son re-

introducidos en su hábitat natural, se reportan pérdidas significativas (muchas 

veces el lote completo) (Leirana-Alcocer y Parra-Tabla, 1999; Contreras y 

Valverde, 2002). Decruse et al. (2003) reportaron la re-introducción exitosa de la 

orquídea Vanda spathulata a su hábitat natural (50-70% de sobrevivencia). La 

principal causa de muerte para la orquídea fue atribuida a los factores abióticos 

(exposición a luz solar directa y a los vientos monzónicos). En otro estudio, 

Stiling et al. (2000) establecieron que durante la restauración de Opuntia 

corallicola, se alcanzó un 65% de sobrevivencia, aquí la principal causa de la 

muerte fue la pudrición de los tallos originada por una infección bacteriana. 

Después de la re-introducción de M. mathildae (una vez que cesaron las 

lluvias), se registró una abrupta disminución del lote en los primeros 15 días. Es 

probable que la carencia de agua tuviera un impacto negativo sobre el lote 

sembrado. Bajo estrés hídrico, los estomas y otros componentes cuticulares de 

la hoja juegan un papel fundamental para mantener el balance hídrico de la 

planta. La supresión de las ceras epicuticulares, es común durante el cultivo de 

tejidos, el fenómeno se asocia a la alta HR y a la baja intensidad luminosa del 

proceso (Shepherd y Griffiths, 2006). Malda et al. (1999) mostraron que plantas 

de Obregonia denigri obtenidas por cultivo in vitro presentaron una baja cantidad 

de ceras epicuticulares. Tres meses después de su traspaso al invernadero las 

plantas generaron un nivel similar de ceras al de especímenes maduros. Cabe 

señalar que no encontraron una correlación entre el porcentaje de sobrevivencia 

en invernadero y su contenido de ceras. Las primeras observaciones de M. 

mathildae en campo sugieren que el proceso de aumentación presentó tantas 
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bajas debido a que la planta no soportó la falta de agua. La carencia de la 

cubierta cerosa pudo influir en este desbalance hídrico, sobre todo porque el lote 

re-introducido experimento una rápida desecación al concluir el periodo de 

lluvias. 

Las plantas silvestres se asocian a una gran variedad de bacterias y 

hongos (Brundrett, 2002). Entre estas asociaciones, las que establecen con los 

hongos micorrízicos juegan un papel fundamental en la absorción de P y la toma 

de agua en ambientes semiáridos y áridos (Sylvia et al., 2003). Carrillo-García et 

al. (1999) reportaron la presencia de MVA en una amplia variedad de cactus del 

Desierto Sonorense, los simbiontes ayudan a las plantas a incrementar su 

coeficiente de absorción de agua. Goicoechea et al. (2004) encontraron que los 

hongos micorrízicos incrementan la respuesta de Anthyllis cytisoides a la 

desecación, al inducir la deposición de cera epicuticular y la abscisión de hojas. 

Ellos sostienen que este fenómeno puede constituir una adaptación ecológica 

para combatir un desecamiento severo. Es probable que la carencia de 

simbiontes benéficos en las plantas micropropagadas de M. mathildae resulte en 

una condición desfavorable al ser sembradas en su hábitat natural, ya que la 

disponibilidad de agua disminuyó en la época de siembra y la capacidad de toma 

de agua de las plantas no micorrizadas es menor. Si las plantas fueran a ser 

empleadas para su comercialización, el problema del agua no sería un factor 

clave a considerar, por el contrario para la re-introducción, su baja capacidad de 

absorción de agua es una condición limitante. 

El aporte de los microorganismos de la rizósfera comienza desde el 

proceso de la germinación. Kiers et al. (2000) encontraron que las plántulas de 

especies con semillas pequeñas dependen del inoculo de micorrizas para su 

sobrevivencia y crecimiento inicial. La comunidad micorrízica tiene el potencial 

para influenciar diferencialmente el reclutamiento de plántulas de diversas 

especies, y por tanto es capaz de afectar la composición de la comunidad 

vegetal. Las micorrizas fueron determinantes para la germinación y el 

establecimiento de la M. mathildae. Las plántulas germinadas en SM lo hicieron 

antes y en mayor proporción que las puestas en SE; que murieron alrededor de 
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los 100 días. Por el contrario, plántulas micorrizadas de cinco meses fueron 

capaces de resistir un periodo de un mes sin recibir agua. 

Se ha descrito como las MVA han mejorado el crecimiento de M. 

mathildae. Bajo condiciones controladas estas plantas se desarrollan de manera 

muy satisfactoria; sin embargo, una vez sembradas en su hábitat no sabemos 

cuál será su desempeño. Martin-Laurent et al. (1999) mencionan la necesidad 

de realizar experimentos de campo que verifiquen si los microorganismos 

inoculados por aeropónia siguen promoviendo el crecimiento de sus hospederos, 

y por consiguiente colaborando en su adaptación dentro de un hábitat silvestre. 

En un segundo experimento de re-introducción, el lote control (M. 

mathildae sin micorrizas) tuvo un destino similar al de las plantas obtenidas por 

cultivo de tejidos; no obstante, que éstas tuvieron un tamaño mayor, equivalente 

a plantas silvestres de 4 años (1.99±0.07 cm de altura / 1.54±0.03 cm de 

diámetro Vs. 1.79±0.04 cm de altura / 1.37±0.02 cm de diámetro). Sólo el 46% 

de las plantas sobrevivió después de seis meses en campo. Por el contrario, el 

89% de las plantas micorrizadas sobrevivieron durante este mismo periodo. 

Estos resultados concuerdan con las observaciones de Matsubara et al. (1998), 

quienes mostraron que la inoculación con MVA en plantas jóvenes de Asparagus 

officinalis generadas por cultivo de tejidos aumentaron su índice de 

sobrevivencia durante el proceso de aclimatación. La simbiosis planta-hongo 

desarrollada en el cultivo aeropónico fue capaz de adaptarse a un ambiente de 

escasa humedad y así pudo explotar las reservas de agua de los resquicios más 

pequeños del suelo. 

Por otro lado, durante el cultivo aeropónico, la toma de P de las plantas 

micorrizadas fue superior, este hecho le confiere una ventaja a los cactus que 

fueron sembrados en campo, dado que la disponibilidad de nutrimentos en 

ambientes silvestres son un fuerte factor de restricción. Este elemento es 

fundamental para la síntesis de azúcares fosfatados, ácidos nucleicos, 

fosfolípidos, etc. y es clave en el metabolismo energético. Su disponibilidad en el 

suelo es regularmente pobre para las plantas (Taiz y Zeiger, 2006). Por ello, el 

uso de microorganismos que ayudan a tomar P del suelo dota de una ventaja a 
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las plantas colonizadas. Usar un consorcio de MVA como promotores del 

crecimiento puede tener más ventajas que usar una especie única. Por ejemplo, 

la diversidad funcional entre las MVA sugiere que la combinación de algunas 

especies puede incrementar la efectividad en la extracción de P del suelo. El 

suelo en el área de estudio es superficial, muy delgado y tiene una apreciable 

cantidad de materia orgánica; como resultado la mayor cantidad de P en el suelo 

se encuentra poco accesible. Koide y Kabir (2000) descubrieron que la hifa extra 

radical de Glomus intraradices hidroliza el P orgánico en su forma inorgánica, 

aumentando su disponibilidad, lo que permite aprovechar este recurso. 

 

Cultivo de Tejidos y Cultivo Aeropónico: ¿Son Biotecnologías Costeables? 

Muchos investigadores reconocen que la micropropagación de cactáceas 

es una biotecnología muy útil para la producción de grandes volúmenes de 

plantas, ya que reduce su tiempo de generación (Mata-Rosas et al., 2001; 

Moebius-Goldammer et al., 2003; Santos-Díaz et al., 2003). Sin embargo, los 

altos costos de producción hacen que el uso de esta tecnología sea insostenible 

para producir ciertas especies vegetales. A pesar de estos inconvenientes, el 

uso de esta herramienta puede ser justificado cuando otros métodos son muy 

lentos o muy caros, para incrementar nuevos cultivares de forma rápida, o para 

mantener y distribuir lotes de plantas mejoradas (Ibaraki y Gupta, 2006). 

Para este estudio un cactus en peligro de extinción fue exitosamente 

micropropagado. En siete meses se obtuvieron plantas similares a plantas 

silvestres de 3 años. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Malda et 

al. (1999), compararon el crecimiento in vitro y ex vitro de Obregonia denegrii y 

Coryphantha minima y encontraron que su cultivo in vitro acelera notablemente 

el crecimiento. En adición, con la intención de reducir los costos de producción, 

en el protocolo desarrollado se sustituyó el agua doble destilada por agua 

destilada y la sacarosa por azúcar comercial refinada, además de prescindir del 

uso de RCV. Tan sólo el valor de la sacarosa grado reactivo es de aprox. 385 

pesos por Kg, mientras que su equivalente de azúcar comercial refinada es de 

9.5 pesos. Ya que la sacarosa es el principal componente del medio de cultivo, y 
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junto con las hormonas, contribuye a los altos costos del producto final, el medio 

de cultivo empleado en esta investigación fue bastante accesible. Namdeo et al. 

(2006), reportan que la sustitución de sacarosa en el medio de cultivo reduce 

alrededor de 25 veces el costo del proceso. 

Por otro lado, el sistema de cultivo aeropónico fue muy efectivo para 

infectar las raíces con MVA. El uso de cepas individuales de MVA para mejorar 

el crecimiento de las plantas ha sido ampliamente reportado (Vestberg et al., 

2004; Zandavalli et al., 2004; Aliasgharzad et al., 2006) y su adquisición en 

ceparios es relativamente fácil. Sin embargo, Rai (2001) menciona que el uso de 

un inoculo integrado por un consorcio de microorganismos es más efectivo que 

la acción de una cepa individual. Este enfoque, es menos costoso y ahorra 

tiempo ya que evita el aislar la cepa nativa y probar su acción como bio-

inductora del crecimiento vegetal, proceso largo y costoso para emplearse en la 

restauración de hábitat. Por ello, un enfoque bastante común, es el uso de una 

mezcla comercial de microorganismos benéficos que incluyen hongos y 

bacterias (Rincón et al., 1993; Kiers et al., 2000; Jayachandran y Shetty, 2003; 

van der Heijden, 2004). Actualmente muchos productos comerciales están 

conformados con esta mezcla, pero su aceptación en el mercado hortícola no ha 

sido bueno, debido a que los inoculos exóticos no están debidamente 

caracterizados en términos de sus requerimientos ecológicos y estabilidad 

dentro del ecosistema (Gianinazzi y Vosátka, 2004). Como antes se discutió 

Gigasporaceae no fue estable dentro del cultivo trampa y fue desplazada por las 

Glomales. En nuestra experiencia, el consorcio nativo de MVA mejoró 

exitosamente el crecimiento y apariencia (tamaño y número de flores) de M. 

mathildae. Por el contrario, no se recomienda el uso de inoculos comerciales 

para procesos de re-introducción, debido a que en adición a los costos directos, 

la implementación de un consorcio nativo conlleva un ahorro implícito. El uso de 

microorganismos benéficos nativos, que establecen una simbiosis con las 

plantas locales, determina la estructura de la comunidad y mantienen las redes 

tróficas del ecosistema blanco. Mientras que el uso de microorganismos exóticos 

promueve diferencias en el desempeño de las plantas, que puede diferir 
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marcadamente entre especies, alterando la estructura de la vegetación 

(O’connor et al., 2002; Munkvold et al., 2004; Koch et al., 2006) o favoreciendo la 

intrusión de especies exóticas o de alguna especie local más que de otra (e.g. 

pastos invasores). El costo para revertir estos problemas puede ser inmenso 

(Schwartz et al., 2006). 

En resumen, ambas tecnologías pueden ser usadas para optimizar los 

sistemas de producción. Se espera, que además de emplearse en la 

aumentación de la población de la Cañada de Juriquilla, estas biotecnologías se 

usen para la producción comercial de cactáceas y así cubrir parte del mercado 

de estas plantas de ornato; ya que con ciertas modificaciones los protocolos 

disponibles para un gran número de especies pueden ser costo-efectivos. 

 

Implicaciones para la Conservación del Hábitat 

La presente tesis muestra un protocolo que integra la información del 

hábitat, analizada con la tecnología de sistemas de información geográfica, y las 

relaciones de las especies que lo habitan, así como un protocolo de 

micropropagación e inoculación con MVA para ayudar a las plantas en su 

establecimiento en campo. Juntas forman una estrategia de conservación a nivel 

de paisaje basándose en la conservación de una especie endémica de la región. 

Es importante resaltar que el uso de estas tecnologías, reduce los costos 

significativamente, ya que los métodos tradicionales son muy costosos. 

Como se mencionó, dos de las nuevas poblaciones de M. mathildae se 

encuentran en un Parque Nacional, la población de la Cañada de Juriquilla está 

en un área de conservación privada. Las cinco poblaciones restantes se 

encuentran distribuidas a lo largo de la zona oriente de la ciudad; que ha sido 

ampliamente fragmentada en las últimas décadas (PNUMA-SEDESU-

CONCYTEQ, 2008), por los procesos que operan globalmente: urbanización, 

rápida migración, cambio del uso del suelo con poca o ninguna planeación, altos 

índices de pobreza, etc. (Behnke, 2008). Encontrar poblaciones de M. mathildae 

a lo largo de los fragmentos de áreas silvestres es de gran relevancia, debido a 
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que provee de sólidos argumentos para replantear las áreas de conservación en 

el Municipio de Querétaro. 

En 2004 se gestionó con el Fideicomiso Queretano para la Conservación 

del Medio Ambiente (FIQMA) la adquisición de 6.35 ha donde se encuentra la 

población de la Cañada de Juriquilla. Con ello se garantizó que la población no 

desapareciera por el cambio de uso de suelo o prácticas no deseables (e.g. 

pastoreo o siembra); esta área ha sido declara área natural protegida (Anexo I). 

Sin embargo, en el largo plazo, el fin más ambicioso es la creación de un 

corredor biológico que restaure la conectividad funcional y minimice el proceso 

de fragmentación del hábitat, al interconectar las áreas naturales protegidas 

actuales mediante la creación de pequeñas zonas de conservación entre ellas. 

Es importante apuntar que la adquisición de tierras para conservación ha sido 

determinante para incrementar la protección de la biota; tanto, que es una 

opción cada vez más recurrida por los programas de conservación (Hilty et al., 

2006). 

El modelo de distribución potencial de M. mathildae, junto con otros 

trabajos sobre escurrimientos pluviales, intercepción e infiltración de lluvias, 

captura de CO2, etc. se están empleando en la declaratoria de Área Natural 

Protegida de uno de los manchones silvestres más importante de la ciudad de 

Querétaro: Peña Colorada, donde existen dos poblaciones de M. mathildae que 

comparten el hábitat con otras especies amenazadas (e.g. C. dugesii, F. histrix o 

C. granula). 

Los resultados de esta investigación fueron empleados recientemente por 

la <Subdelegación de Gestión para la Protección Ambiental y Recursos 

Naturales= y la <Dirección de Ecología del Municipio de Querétaro=, para formular 

el proyecto de decreto de ANP para la Cañada de Juriquilla. Asimismo, serán 

empleados para buscar el nombramiento de ANP para Peña Colorada. 
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VII. CONCLUSIONES 

 

El mapa generado por GARP sirvió para localizar seis nuevas 

poblaciones que se encuentran alrededor de la ciudad de Querétaro. Asimismo 

muestra las áreas que probablemente albergan otras poblaciones de M. 

mathildae. El modelo de distribución potencial puede apoyar los argumentos de 

justificación para la conservación de algunas áreas naturales que rodean a la 

ciudad de Querétaro; ya que varias de sus poblaciones comparten el hábitat con 

otras plantas y animales que se encuentran bajo alguna categoría de riesgo en 

la Norma Oficial Mexicana de especies nativas (NOM-059-ECOL-2001). 

El conocimiento de las asociaciones positivas y negativas que establece 

M. mathildae con la flora vecina contribuyó a su rápida localización en campo. 

Posteriormente, la identificación de los árboles que fungen como principales 

nodrizas de la M. mathildae, fueron indispensables para seleccionar los 

micrositios para la re-introducción de las plantas. 

M. mathildae es afectada sensiblemente por el aumento de la 

precipitación. La disminución de la precipitación o su presencia irregular durante 

la estación de floración y fructificación, tiene un impacto negativo sobre la 

producción de semillas de la planta. La presencia de eventos extremos (lluvias 

muy intensas) promueve el decaimiento de M. mathildae en campo e impiden el 

establecimiento de las plántulas disminuyendo el porcentaje de reclutamiento de 

la siguiente temporada. 

Se ha registrado un cambio en el patrón de precipitación en la ciudad de 

Querétaro; sus efectos sobre los ecosistemas locales son casi totalmente 

desconocidos. Por ello, las observaciones de la dinámica poblacional de 

organismos sensibles a tales cambios contribuirán al mejor entendimiento de 

cómo son afectadas y por lo tanto, facilitaran la construcción de modelos de 

predicción más finos, que podrían estimar la distribución potencial de una 

especie bajo diferentes escenarios climáticos. 
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La activación de explantes de M. mathildae, y su proceso de 

enraizamiento no requirieron de la adición de reguladores de crecimiento 

vegetal. Con ello se obtuvieron plántulas con un riesgo mínimo de presentar 

alteraciones genéticas, característica ideal del material vegetal empleado para 

los procesos de restauración. 

El protocolo de micropropagación desarrollado fue útil para obtener 

grandes cantidades de material vegetal para la re-introducción. A pesar de que 

las plantas micropropagadas tenían un tamaño similar al de plantas silvestres de 

tres años de edad, éstas no presentaron un índice de sobrevivencia notable 

(49%). 

El cultivo aeropónico de plántulas de M. mathildae obtenidas por 

micropropagación y su inoculación con micorrizas nativas produjo en 10 meses 

cactus equiparables a plantas silvestres de cuatro años de edad en fase 

reproductiva. El 89% de las plantas lograron establecerse en campo, y fueron 

capaces de sobrevivir a la temporada de sequía, que experimenta el bosque 

tropical caducifolio anualmente. 

La baja sobrevivencia de las plantas no micorrizadas, demuestra que la 

ausencia de la simbiosis con micorrizas vesículo arbusculares deja en 

desventaja a estas plantas respecto de las plantas micorrizadas, que se 

adaptaron a las condiciones locales de baja disponibilidad de agua del bosque 

tropical caducifolio. 

Cabe remarcar que las técnicas empleadas generaron en el corto plazo 

plantas que produjeron flores (64% en invernadero y 14% in situ), condición 

considerada favorable en los procesos de re-introducción de especies vegetales. 

La proporción de la germinación de esta especie y su posterior 

establecimiento en condiciones silvestres es comúnmente baja. Debido a este 

factor intrínseco, la recuperación de la población de forma natural puede ser muy 

tardada. La colonización de nuevas áreas se ha visto comprometida por la alta 

tasa de fragmentación del hábitat que han experimentado en los últimos años las 

áreas naturales que rodean a la ciudad de Querétaro. 
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El cultivo de tejidos requiere de instalaciones especiales y reactivos 

costosos, pero su sustitución por reactivos más baratos y buenas prácticas de 

manejo para reducir contaminaciones hacen que esta tecnología sea viable para 

los procesos de restauración. En este contexto, ambas biotecnologías, el cultivo 

de tejidos y la inoculación de micorrizas por medio de aeropónia han probado 

ser una práctica costo efectiva para logar la re-introducción de M. mathildae, 

mostrando que estas mismas tecnologías pueden emplearse para la producción 

comercial de esta especie y potencialmente de otras más. 
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ARTÍCULO I 

Predicted and confirmed distributions of the endangered endemic 

Mammillaria mathildae (Cactaceae) using niche prediction and spatial 

analysis 

García-Rubio, Oscar (), Suzán-Azpiri, Humberto & Malda-Barrera, Guadalupe. 

Laboratorio de Ecología Vegetal, Facultad de Ciencias Naturales, Universidad 

Autónoma de Querétaro, Boulevard de las Ciencias S/N, Juriquilla Querétaro 

76230, México. E-mail addresses: osrigaru@gmail.com. 

 

ABSTRACT 

Mammillaria mathildae is a small, cryptic, endemic cactus with a distribution 

restricted to only two localities in central Mexico, maintaining only 200 known 

individuals. It is considered an endangered species due to its restricted 

population sizes and their vulnerability to urbanization. The goal of our research 

was to detect non reported M. mathildae populations in the vicinity of the 

reported ones, and to develop a conservation strategy to maintain viable 

metapopulations of the species. Using spatial analysis by distance indices 

(SADIE) and genetic algorithm for rule set production (GARP) modeling system, 

locations of new populations were predicted, and six of such new possible 

populations were confirmed in the field (two inside of El Cimatario National Park). 

Spatial analysis improved the process of locating new populations of M. 

mathildae, because their location was indirectly detected by screening of spatially 

associated species such as Lysiloma microphylla and Bursera fagaroides. All 

new detected populations are considered also under threat by anthropogenic 

activities, although only three populations exist in protected areas: in a natural 

protected area in Cañada de Juriquilla and two new discovered populations 

located at the Cimatario National Park. 

 

Key words: Cacti, GARP, Model validation, SADIE 
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INTRODUCTION 

Mammillaria mathildae is a microendemic cactus from the state of 

Queretaro, México, confined only to two previously reported low density 

populations near Queretaro City. The type population, located near the town of 

La Cañada, has only 76 individuals and is seriously threatened by uncontrolled 

sandstone mining. The second population, located in Juriquilla Queretaro, was 

reported to have 209 individuals in 2003 (Hernández-Oria et al., 2003); but by 

2007 this population was reduced to only 133 plants (García and Malda, 2010). 

Fortunately, the region in which this population grows has become a natural 

protected area purchased by an environmental agency (FIQMA, Fideicomiso 

Queretano para el Medio Ambiente). Because of its vulnerability and habitat loss 

due to the proximity of the few remaining populations to urban areas, this cactus 

is listed as endangered (SEMARNAT, 2002). 

Urbanization has become the major driving force of land use and cover 

change in the world (Kalnay and Cai, 2003; Behnke, 2008). Queretaro is now 

one of the fastest growing cities in México, with an urban area growing rate of 

12.5% (PNUMA-SEDESU-CONCYTEQ, 2008). The urban area of Queretaro city 

covered approximately 15,544.2 ha in 2008, extending from 100° 20’ and 100° 

30’ W to 20º 30’ and 20º 45’ N. The human population increased from 816,481 in 

2000 to 1,058,210 in 2009. Land use has changed dramatically in the last 

decade. A large amount of natural areas and agricultural land has been 

transformed into urban environments. The removal of almost one third of the 

original tropical deciduous forest (PNUMA-SEDESU-CONCYTEQ, 2008) has 

decreased and fragmented the natural habitat of M. mathildae; which is now 

considered a critically endangered species, and immediate actions to preserve 

and conserve this species are a priority. 

Recognition of the accurate distribution of a species is crucial for 

management and conservation efforts (Costanza and Voinov, 2004). Usually, 

management decisions are based on crude range maps, using polygons that 

enclose known occurrences generated from records of flora and fauna 

collections, scientific documentation, and informal reports (Solano and Feria, 
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2007). These maps have shown an enormous inaccuracy and can rarely be 

extended to remote and poorly known locations, where the absence of records is 

common (Peterson et al., 2002a). The development of detailed, fine scale and 

validated maps is preponderant to improve management decision procedures. In 

recent years, the development of mathematical models to predict areas of 

occurrence has supported these decisions. Ecological niche modeling (ENM) 

uses a variety of mathematical models to assess the current and potential 

distribution of species, and has been increasingly used in conservation 

assessment and planning (Anderson and Martínez-Meyer, 2004; Domínguez-

Domínguez et al., 2006; Irfan-Ullah et al., 2007). An ENM approach, as 

implemented in the genetic algorithm for rule-set prediction (GARP) (Stockwell 

and Noble, 1992; Stockwell and Peters, 1999) takes into account geographic 

features, historical effects, climatic differences, habitat types and biological 

sampling bias. Construction of a robust algorithm considering those distinctions, 

has been implemented to successfully predict the distribution of a variety of 

animal (Lim et al., 2002; Peterson et al., 2002b; Illoldi-Rangel et al., 2004; 

Domínguez-Domínguez et al., 2006) and plant species (Soberón et al., 2001; 

Irfan-Ullah et al., 2007; Solano and Feria, 2007). 

In recent times, distribution models have greatly aid in predicting and 

locating the distribution of endangered species. However, once a niche prediction 

map is completed, it is necessary to confirm the predictive accuracy of the model. 

Field surveys to compile data to achieve ENM validation often require intense 

labor and are expensive to be conducted over a broad landscape. Additionally, 

inconspicuous species in a habitat with a low population density represent a 

challenge that could be diminished if we know the spatial association of the 

target species with a conspicuous species. For such assignment, the <Spatial 

Analysis by Distance IndicEs= or SADIE provides a means to measure overall 

spatial patterns for a single set of data (Perry, 1995) and spatial association for 

two sets of data (Perry and Dixon, 2002). 

Our first research objective was to obtain a potential distribution map for 

M. mathildae in order to locate other populations around Queretaro City and emit 
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a recommendation to create new natural protected areas. As a second objective, 

we used SADIE to determine the spatial associations of M. mathildae with other 

plants, specially shrubs and trees. Since this cactus is a small, cryptic and 

inconspicuous plant, it is very difficult to locate in field, we hypothesize that M. 

mathildae is positively associated with specific nurse trees and, by locating 

patches composed of nurse trees it is possible to reduce human invested efforts 

in finding the populations of M. mathildae in field. 

 

METHODS 

Study area 

Queretaro City is found in two physiographic provinces, 1) the 

Neovolcanic axis, sub-province of Queretaro and Hidalgo; and, 2) the Central 

Plateau, which includes the counties of Queretaro and El Marques. This province 

is composed of Tertiary and Quaternary volcanic rocks (PNUMA-SEDESU-

CONCYTEQ, 2008). The topography consists of extended plateaus intercepted 

by smooth hills. Around Queretaro City, remnant forest persist principally 

xerophilous shrub and deciduous tropical forest. 

Mammillaria mathildae grows in low stature tropical deciduous forests 

which are generally dominated by Bursera fagaroides, Cedrela dugesii, Ceiba 

aesculifolia, Prosopis laevigata, Ipomea murucoides, Lysiloma microphylla and 

Senna polyantha. These trees reach 3 to 7 m high, are leafless for periods of 6 to 

7 months (dry season). The presence of other cacti, including Mammillaria 

magnimamma, M. polythele, Myrtillocactus geometrizans, Opuntia pubescens, 

Peniocereus serpentinus and Stenocereus dumortierii is also important. During 

the rainy season, abundant shrubs considerably increase their foliage (e.g. 

Anisacanthus quadrifidus, Calliandra eriophylla, Cardiospermun halicacabum, 

Ipomoea purpurea, Karwinskia humboldtiana and Jatropha dioica). Soil is scarce 

with good drainage, and the area is composed of igneous rocks (Baltazar et al., 

2004). 
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Plant distribution 

Records for Mammillaria mathildae were accomplished by surveys in two 

known populations during early May 2007, when the rainy season began. The 

population type registered in <La Cañada= with an extension of 7 ha, is located 

west of the city, in the county of El Marqués. The <Juriquilla= population is 

distributed in an area of 5 ha, located north of Querétaro City at the Cañada de 

Juriquilla, in the province of Juriquilla (County of Querétaro), at 1890 m altitude. It 

encloses the largest registered population of M. mathildae with 133 individuals in 

2007 (García and Malda, 2010). 

Modeling potential distribution of M. mathildae 

To construct the potential distribution map of M. mathildae, we used the 

genetic algorithm for rule set prediction (GARP) system (public desktop version is 

available on: http://nhm/ku.edu/desktopgarp/). A full description of the process 

can be consulted in Stockwell and Noble (1992) and Stockwell and Peters 

(1999). A GARP map was built using records from the known populations. Visits 

to each single population were made to obtain geographical data set. In order to 

generate the models, we used 18 layers including topographic data that were 

obtained from the U.S. Geological Survey 

(http://lpdaac.usgs.gov/gtopp30/hydro/); and an elevation, slope and topographic 

index. Climate layers were obtained from the WorldClim data set 

(http://biogeo.berkeley.edu./worldclim/worldclim.htm); which includes 

isothermality, mean diurnal range, mean annual temperature, temperature 

seasonality, minimum and maximum temperature of the warmest month, mean 

temperature of the wettest quarter, mean temperature of the driest quarter, mean 

temperature of the warmest quarter, mean temperature of the coldest quarter, 

precipitation seasonality, precipitation of the wettest quarter, precipitation of the 

driest quarter, precipitation of the warmest quarter, precipitation of the coldest 

quarter. Both data sets have a grain resolution of 0.01°. 

We used 100 GARP models to obtain a representative distribution of M. 

mathildae map. According to Anderson et al. (2003) recommendations, the 10 

best models showing less than 20% omission errors were selected (predicting 

http://lpdaac.usgs.gov/gtopp30/hydro/
http://biogeo.berkeley.edu./worldclim/worldclim.htm
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areas where plant is absent when it actually is found there). Subsequently, maps 

were ranked by their commission error (prediction of species presence when 

actually is absent). This method gave the smallest commission and omission 

errors. Selected models were saved in an ASCII raster grid format and imported 

into GIS ArcView v. 3.2 (ESRI, 2000). The maps were overlaid together using the 

function <map calculator=, to produce a consensus map representing the 

predicted distribution of M. mathildae. 

Spatial analysis 

SADIE was used to obtain the association index between M. mathildae 

and neighboring flora. Using this program an aggregation index (Ia) and the 

spatial association index of two populations (, Greek chi) were calculated, and 

tested for aggregates or random distribution. Data show aggregated distribution if 

Ia  1, regular distribution with an Ia  1, and random arrangement if Ia ≈ 1. 

Species may be spatially dissociated when   0, associated if   0; or present 

a random placement when  = 1 (Perry et al., 1999; Perry and Dixon, 2002). 

SADIE works on an algorithm in which the observed data are iteratively arranged 

until they achieve a regular display (D); and compares spatial arrangements of 

the observed samples with other arrangements derived from samples. 

Additionally, SADIE provides spatially explicit visual information about the nature 

of the species arrangement (Perry and Dixon, 2002). 

Data were registered in three plots (located in the main aggregation area 

of M. mathildae) of 100 m2 divided in a grid of 1m2 sub-plots; where the position 

of each individual species was mapped in two dimensions. Spatial analysis for M. 

mathildae and associated flora (dominant species) was performed with 

SADIEShell 1.22 software (http://www.rothamsted.bbsrc.ac.uk/pie/sadie/), 

running 75 simulations and 26,108 permutations. Maps were constructed using 

Surfer 8.0 (Golden Software Inc., Colorado, USA). 

M. mathildae surveys 

In order to validate GARP model, several surveys in Queretaro City and 

their periphery on public and private owned lands were conducted, where the 

niche prediction model indicated a high probability of M. mathildae presence. M. 

http://www.rothamsted.bbsrc.ac.uk/pie/sadie/SADIE_home_page_1.htm
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mathildae location in field was performed searching for patches of trees strongly 

associated with the cactus (L. microphylla and B. fagaroides) which also were 

growing near to uplifted rocks. 

Determination of leaf area indices (LAI) and superficial temperature 

Characterization of the study area was assessed by its microclimatic 

conditions. Solar radiation was determined as total photosynthetic photon flux 

(PPF), expressed as μmol m-2 s-1, using a quantum sensor (LICOR model LI250). 

Leaf area indices (LAI) were obtained by the contrast of two sensors 

measurements: one located beneath open sky, and the second one beneath the 

canopy (by triplicate measurements) of each individual, using the software LAI-

2000 File Viewer 1.0 (Welles, 1990). For each associated tree species (Lysiloma 

microphylla, Bursera fagaroides and Ceiba aesculifolia), three individuals were 

randomly selected to obtain LAI measurements, avoiding direct solar illumination 

before sunrise on the LICOR sensors. 

Soil superficial temperature was determined with an infrared temperature 

sensor (Tel-Tru 05025) for ten points beneath the shade of specimens for each 

positively associated tree species, with similar size and canopy structure. Six 

additional determinations were made in bare soil. 

 

RESULTS 

Potential distribution 

Modeling of the potential niche of M. mathildae encompassed an area of 

approximately 207,036 ha. Consensus map obtained with GARP indicated that 

the areas with the highest probability to host the cactus were distributed in the 

small step valleys on the outskirts of urban areas of Queretaro, in relicts of 

tropical deciduous forest (Fig. 1). The model predicted a high probability of 

finding M. mathildae in the eastern side of the city, in a half moon shape region 

from Cañada de Juriquilla, in the NE, to Cañada de la Plata, in the SE (Fig. 1). 

M. mathildae spatial analysis and environmental measurements 

SADIE determined the spatial distribution of M. mathildae and other 

components of local flora; as well as, established associations and dissociations 
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with trees, shrubs, and other cacti in the same area. M. mathildae presented an 

aggregated distribution. Likewise, the other plants had the same spatial 

arrangement except for M. geometrizans, that showed a regular arrangement. 

Additionally, Vi values for L. microphylla and P. laevigata indicate their strong 

tendency to form patches (Table 1). Maps of local association (Fig. 2a-c) clearly 

show the patches formed by M. mathildae, L. microphylla and P. laevigata 

respectively in the study area. 

 

Figure 1. Map of the predicted distribution for M. mathildae around Queretaro 

City urban area. Squares, historical records for M. mathildae; crosses, presence 

of the cactus verified in the field. The provinces of Queretaro City are: 1, 

Queretaro; 2, El Marques; 3, Corregidora; 4, Huimilpan. 

 

M. mathildae and adjacent vegetation SADIE analyses were performed in 

3 plots inside the study area. The species is significantly associated with L. 

microphylla, B. fagaroides, and J. dioica. Its association with C. aesculifolia, M. 
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geometrizans and O. pubescens was 

positive, but not significantly. Trees 

associated with M. mathildae 

registered LAI values between 2.68 

and 3.36 units (Table 1) In contrast, 

SADIE demonstrated that P. 

laevigata, S. polyantha and I. 

murucoides are not associated with 

this cactus; these species presented 

LAI values out of the range 

presented by the species with 

positive association (LAI = 4.84, 1.42 

and 1.39 respectively). The shrub A. 

quadrifidus is also strongly 

dissociated with M. mathildae. 

Figures 3a and 3b show the areas 

where M. mathildae is associated to 

L. microphylla, and is dissociated 

from P. laevigata respectively. 

The superficial temperature 

analysis indicates no differences 

under the canopy of trees associated 

to M. mathildae (F=0.3053, P(F) 

0.7394, n=30 ). In contrast, adjacent 

bare areas presented an increment 

of 14°C higher than beneath canopy 

areas (F=1664.414, P(F) 0.0001, 

n=36). 

 
 

Figure 2. Contour SADIE index maps 
of clustering for a) M. mathildae, b) 
P. laevigata and c) L. microphylla. 

b 

c 

a 
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Figure 3. SADIE association index 

maps for M. mathildae with a) L. 

microphylla and b) P. Laevigata. 

White patches represent areas with 

positive association; black patches 

indicate areas with negative 

association. Significant positive or 

negative association areas are 

included within a solid line (black and 

white respectively). 

 

 

 

Field verification 

The two previously reported 

populations (Kräehenbüehl and 

Krainz, 1973; Hernández and 

Sánchez, 2002) are shown in figure 

1. Theoretical location of new 

populations, derived from GARP 

modeling systems and field 

surveying of the plant species 

associated to M. mathildae (L. 

microphylla, B. fagaroides, and J. 

dioica, was successfully confirmed in 

situ where six non-reported 

populations were detected; two in 

Cerro Colorado, two in Cerro del 

Cimatario, one in Cañada de la 

Plata, and one in Cerro del Tangano 

(Fig. 1). Exact localities are not 

disclosed because this cactus 

species is subject to illegal 

extraction. All populations were 

found in tropical deciduous forest. 

Only two new populations founded in 

Parque Nacional Cerro del Cimatario 

and the previously described in 

Cañada de Juriquilla are located in 

natural protected areas. 

 

 

a 

b 
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Table 1. Mean leaf area index (LAI), aggregation index (Ia) of vegetation 

dominant species to M. mathildae, and association index () between M. 

mathildae and dominant flora. 

 

  
Species LAI* Ia Vi, P(Vi) Vj, P(Vj) Plot 1 Plot 2 Plot 3 

Lysiloma 
microphylla 3.36 1.655 

1.532 
P =0.0000 

-1.676 
P =0.0000 

0.2611 
P =0.0100 

0.5203 
P = 0.0001 

0.0818 
P = 0.0105 

Bursera 
fagaroides 2.68 1.628 

1.464 
P =0.0128 

-1.628 
P =0.0000 

0.3258 
P =0.0136 

0.3689 
P =0.0050 

0.0758 
P =0.0101 

Myrtillocactus 
geometrizans 2.98 0.868 

0.881 
P =0.8205 

0.927 
P =0.7051 

0.2204 
P =0.0483 

0.1273 
P =0.0589 

0.1567 
P =0.0678 

Ceiba 
aesculifolia 3.04 1.053 

1.059 
P =0.3590 

-1.047 
P =0.3718 

0.0818 
P =0.2308 

0.1439 
P =0.1402 

0.0801 
P =0.1215 

Prosopis 
laevigata 4.84 1.823 

1.823 
P =0.0000 

-1.860 
P =0.0000 

-0.2431 
P =0.8949 

-0.3187 
P =0.9999 – 

Senna 
polyantha 1.42 1.677 

1.779 
P =0.0000 

-1.692 
P =0.0000 

-0.3127 
P =0.9876 – – 

Ipomea 
murucoides 1.39 1.356 

1.315 
P =0.0513 

-1.384 
P =0.0385 – 

-0.2295 
P =0.9763 

-0.3154 
P =0.9965 

Mammillaria 
mathildae 

– 1.509 
1.493 

P =0.0000 
-1.505 

P =0.0000 – – – 

Anisacanthus 
quadrifidus – 1.547 

1.597 
P =0.0000 

-1.571 
P =0.0000 – 

-0.4106 
P =0.9999 

-0.3836 
P =0.9999 

Jatropha 
dioica – 1.328 

1.270 
P =0.0513 

-1.321 
P =0.0385 

0.4146 
P =0.0001 

0.3666 
P =0.0008 

0.4218 
P =0.0001 

Opuntia 
pubescens – 1.189 

1.065 
P =0.2564 

-1.206 
P =0.0897 

0.2534 
P =0.0238 

0.2194 
P =0.0304 

0.0620 
P =0.3132 

LAI= leaf area index. *LAI values are the mean of at least 3 tree determinations. 

Ia= index of aggregation; Vi= mean index of clustering for patches; Vj= mean 

index of clustering for gaps. Values of Vi  1.5 indicate the presence of patches, 

and values of Vj  -1.5 indicate gaps. 

= association index. P= two-tail test, with α=0.05, the probability level should be 

less than 0.025 for significant association, or greater than 0.975 for significant 

dissociation. 
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DISCUSSION 

 

Spatial distribution patterns of M. mathildae and nurse species 

Rapid changes in landscapes lead us to determine biotic and abiotic 

relationships of M. mathildae. SADIE has demonstrated to be a strong tool for 

studying inter-species spatial biotic relationships (Perry et al., 1999; Perry and 

Dixon, 2002; Zuñiga et al., 2005); as well as biotic – abiotic relationships 

(Maestre and Cortina, 2002; Maestre, 2006). 

M. mathildae is a small cryptic cactus (diameters smaller than seven cm) 

that is not capable of surviving in areas with direct sunlight. Therefore, the 

presence of a shaded canopy and well drained soils are indispensable factors for 

its germination and establishment (García and Malda, 2010). It is well 

documented that the formation of vegetation patches in arid and semiarid areas, 

as a result of shaded environments provided by trees and shrubs, facilitates 

nurse-plant interactions for sensitive species (Carrillo-García et al., 1999; Suzán-

Azpiri and Sosa, 2006). Nurse system interactions promote an aggregated 

spatial arrangement of species forming vegetation patches and gaps (Zuñiga et 

al., 2005). In contrast, tropical deciduous forest exhibited a canopy cover without 

clear gaps, but with a shading pattern that can drastically vary, leading to the 

aggregate spatial distribution of the sensitive species. 

In the study area, all species with the exception of M. geometrizans 

presented an aggregated distribution. Each species in the forest have particular 

canopy architectures with shading patterns of varied intensity. For example, P. 

laevigata produced the most intense shading while I. murucoides generates a 

less profuse shading (determined as LAI= 4.84 and 1.39 respectively). Both 

shading pattern favored the establishment of M. mathildae, as shown by the 

association indexes of the cactus with both trees (Table 1). The aggregation map 

for P. laevigata showed a clear tendency of the species to form patches, under 

which no M. mathildae was found (Fig. 3B). The canopy architecture of P. 

laevigata allows small quantities of light to pass through, that could prevent the 

process of germination of M. mathildae. Rojas-Aréchiga and Vázquez-Yanes 
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(2000) reported that several cactus seeds are positively photoblastic and require 

specific light quality to germinate. However, L. microphylla and B. fagaroides 

generated favorable microclimate for germination and establishment of M. 

mathildae, as shown by the positive association indexes registered between 

these species. This phenomenon is similar to the one described by Zúñiga et al. 

(2005) who report that intense shade does not favor the establishment of 

Lophophora diffusa (a cactus of a similar size to M. mathildae) while smaller 

canopy cover allowed its germination and establishment. L. microphylla and B. 

fagaroides possess a canopy architecture that buffers the temperature around 

14°C, without significantly diminishing the active photosynthetic radiation; 

conditions that altogether could favor germination of M. mathildae seeds. 

Modeling methods and field surveys 

Biological conservation requires the knowledge of distribution and 

preservation status of the target population. In rare species, this information can 

be difficult to obtain. Yet, niche prediction models have been proved to be an 

efficient technique to locate areas of endemic cactus such as M. mathildae. 

Consensus map obtained by GARP located the potential niche of M. mathildae in 

areas where the species actually exists, or had once existed, in the tropical 

deciduous forest that has been removed. Due to the small size of the study area, 

climatic conditions did not significantly vary. Therefore, the variables with the 

greatest influence for the construction of the model were topographic data. 

However, the factor <urbanization= was eliminated from the model, since areas 

with a high probability to find M. mathildae populations have recently been 

urbanized. Changes in land uses has been intense in the east side of the city, 

mainly in plateaus and small step valleys where the loss of natural areas reached 

a rate of 190 ha/year in 2006 (PNUMA-SEDESU-CONCYTEQ, 2008). As a 

consequence, a considerable part of the habitat where M. mathildae probably 

grew has been eradicated. However, natural areas of Queretaro City comprise 

around 29,205 ha, and although very fragmented, they still maintain sufficient 

habitat for the development of the cactus. 
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Model Validation 

In order to validate the obtained consensus map in situ, a series of 

surveys where the probability to find M. mathildae was high, were conducted. 

Several characteristics make it particularly difficult to find this species in the wild. 

Tropical deciduous forest is commonly established in steep slopes, with 

abundant and closed vegetation canopies. Besides, M. mathildae small 

dimensions make it hard to locate inside of this forest. 

As mentioned, SADIE demonstrated that there are two tree species 

strongly associated with M. mathildae: L. microphylla and B. fagaroides. These 

tree species tend to aggregate forming clearly differentiated patches within the 

vegetation. During field surveys this characteristic was useful in locating 

significant patches of both trees that grew in visible uplift rocks, allowing us to 

ignore sites with high densities of not associated flora from M. mathildae. 

Following this procedure, location of cactus populations was highly efficient. For 

example, during the surveys conducted to find M. mathildae in Cañada de 

Juriquilla, 86 man hours were necessary to locate the plants, even when the 

geographic coordinates and habitat preferences of the species were known. In 

contrast, when the previously described methods were used in Cerro Colorado, 

Cimatario and Tángano areas, much less time was invested to find M. mathildae 

populations (8, 10, and 2 man hours, respectively). 

Conservation implications 

We present here a protocol to develop a landscape conservation strategy 

based on an endemic species. This protocol integrates habitat information 

(analyzed by geographic information technology systems), and the relationships 

of the residing species. It is important to emphasize that the use of such tools, 

significantly reduces costs, since it allows covering large areas which could be 

very expensive to cover with a traditional approach. 

Two of the new discovered populations of M. mathildae are located inside 

a National Park (El Cimatario), and the population from Cañada de Juriquilla is 

within a private conservation area. The remaining five populations are distributed 

along the eastern side of the city; which has been highly fragmented in the past 
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decades (PNUMA-SEDESU-CONCYTEQ, 2008) due to urbanization, rapid 

migration, changes in the land use with little or no planning and high poverty 

indexes. Finding M. mathildae populations along fragments of wild areas is of 

great relevance to provide solid arguments to prioritize conservation areas in 

Querétaro City natural areas. By adding these areas and the already protected 

ones, a biological corridor could be formed; with the purpose of restoring 

functional connectivity and minimizing habitat fragmentation processes. Today, 

these corridors are being promoted as an innovative way to encourage 

sustainable development as well as conservation (Hilty et al., 2006). It is 

important to point that acquisition of land areas for conservation has determined 

an increase in biota protection; so much, that it is a widely used option in 

conservation programs (Turner et al., 2006). 

Generated data and maps can be directly applied to the conservation of 

M. mathildae in the eastern side of Queretaro City. Although fragmentation of the 

area is extensive, analysis of GARP generated maps can facilitate the selection 

of conservation areas, and assess which locations have the highest habitat 

potential. This would be the basis to elaborate or revise management and 

development plans in this region. These actions would not only protect M. 

mathildae, but other threatened flora and fauna that share the same habitat; e.g. 

Cedrela dugesii, Erythrina coralloides and Opuntia elizondoana (SEMARNAT, 

2002). 

The results of the present study were recently used by the environmental 

protection agency of the Queretaro municipality (Subdelegación de Gestión para 

la Protección Ambiental y Recursos Naturales) and by the ecological office of the 

municipality (Dirección de Ecología del Municipio de Querétaro) in order to 

formulate a project to establish the Cañada de Juriquilla as a Natural Protected 

Area (NPA). Our results will also be used to obtain the NPA category for Cerrito 

Colorado. 
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ABSTRACT 

Phenological phases of the endemic cactus Mammillaria matlidae were recorded 

as part of the long term monitoring program for natural protected areas in a 

deciduous tropical forest near to Querétaro City. Commonly this cactus blooms 

and fructify from late May to August. However the blooming period in 2005 and 

2006 occurred 1.5 months earlier. Since phenophases depend on seasonal 

meteorological trends, we explored their association with a temperature increase. 

Non significant differences were found between 2003, 2005 and 2006. In 

contrast, rainfall patterns it was different and rainy season was atypical in 2003: it 

began later, was shorter and extreme. Just in the first 9 days of October 

precipitation registered 432 mm, accumulating more water than 2005 total 

precipitation (405mm). Therefore it was the higher precipitation in the last 70 

years. This impacted negatively both, the number of Mammillaria matlidae 

individuals (decreasing from 209 to 111) and the cactus’ annual recruitment. 

Meanwhile, during 2005 and 2006 rainfall patterns were homogeneously 

distributed throughout the year. In both years M. mathildae fruit yield was 

increased, and plant population was increased in 2006, with 31 seedlings 

registered. It is possible that one of the key factors for the plant population 

recovery was the homogeneous distribution of the rainfall. These observations 

contribute to a better understanding of climatic change repercussions on 

individual species; and further on, they could facilitate the improvement for the 

construction of prediction models to estimate potential distribution of species 

after climatic change event. 

mailto:osrigaru@gmail.com
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Keywords: climate change, recruitment, Mammillaria mathildae, phenology. 

 

INTRODUCTION 

For the past decades the evidence of Global climatic change, as a 

consequence of the increased emission of greenhouse effect gases has been 

overwhelming (Joyce et al. 2005). One of IPCC’s conclusions states that <it is at 

least 90 percent certain that temperatures will continue to rise, as average global 

surface temperature projected to increase by between 1.4 and 5.8°C above 1990 

levels by 2100= (Gucinski et al. 2004). It is evident that anthropogenic 

greenhouse gas emissions will continue to affect us for a long time. Even with an 

ideal scenario where CO2 emissions stopped today, the re-establishment of 

atmosphere would take many centuries! 

Climatic change consequences (e.g. increases in extreme weather events, 

displacement of high-latitude species by low-latitude ones, or impacts observed 

on climate-sensitive resources for earlier phenology events) will affect the global 

ecosystems. Therefore, it is necessary to predict the possible changes and 

develop contingency plans for alternative scenarios. Some of the crucial 

challenges could be: modeling how ecosystems will respond to climatic change, 

how would climatic change interact with other stressors (e.g. invasive species, 

urban expansion, agriculture and livestock), or, how to maintain the sustainability 

of natural areas. 

However regional and local scales consequences have been difficult to 

predict due to a synergistic effect of the stressors. Developing strategies to deal 

with such vulnerabilities requires the integration of information at multiple scales. 

In this context, monitoring sensitive populations could be configured to identify 

alternative conditions as they may occur, in order to contribute to development of 

further accurate prediction models. 

Mexico emits 0.96 tons of C per year to the atmosphere (Martínez and 

Fernández 2004); and 30.5% of these emissions are directly related to land use 

changes (urbanization, agriculture, and livestock). It is estimated that temperate 

forests, tropical forests and high mountain mesophyllous forests will be the most 
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threatened ecosystems in Mexico. In contrast, perennial tropical forests, 

deciduous and semi-deciduous tropical forests will increase their distribution 

range (Arriaga and Gómez 2004). 

Some relicts of deciduous tropical forest are distributed around Querétaro 

City in central Mexico, which according to Arriaga and Gómez (2004), prediction 

are very susceptible to radiate in a wider range as a consequence of climatic 

change. For this reason, these particular ecosystems are good models for 

monitoring climatic changes; and to determine, how the vegetation will modify its 

abiotic and biotic interactions; as well to predict how they will fit in the new 

environments that may result, in order to establish a sustainable management. 

Querétaro City experienced the most extreme rainfalls in 70 years (one 

reaching 115.2 mm in one day). In 2003 the annual precipitation reached 1018 

mm whereas in 2005 and 2006 it was 404 and 645 mm respectively. This 

phenomenon turned the red lights on and changed our vision about climatic 

change. Some researchers began to associate the unusual vegetation phenology 

with the rare climatic events. Since phenological rhythms of plant species 

depends on seasonal meteorological trends, we can use these phenophases in 

order to monitor climatic change. Therefore, in this research, our immediate goal 

was to assess if early flowering events observed for Mammillaria mathildae, an 

endemic cactus associated to deciduous tropical forest in central Mexico, is 

related to temperature increases and/or to changes in the precipitations patterns. 

Also we studied how this phenomenon impacts in the cactus’ annual recruitment. 

In this way, phytophenology could provide some indirect information about how 

the environmental changes impact on individual species. 

 

METHODS 

Study area 

<Cañada Juriquilla= is located at North of Querétaro City in the province of 

Juriquilla, at 1890 m of altitude, between 20° 41' 35.2" N and 100° 27' 16.4" W. It 

includes the largest population of M. mathildae (133 individuals in 2006). <La 

Cañada= is located at Southwest of Querétaro City in the province of 
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Corregidora, at 1870 m of altitude, between 20° 37' 31.8" N and 100° 18' 52.0" W 

(Cabrera and Gómez 2003). 

Climatic data 

Daily temperature and precipitation data for the study area were obtained 

from CONAGUA’s (National Ministry of Water) in Querétaro meteorological 

station (20° 35’ N: 100° 24’ W). 

Flowering and fruit set evaluation 

Periodic surveys were performed in order to determine the beginning and 

end of blooming and fructifying events. M. mathildae plant size was positively 

correlated with flowering amplitude; therefore we only considered 1.8 to 5 cm ø 

plants. 20 individuals carefully recognized as genets. Phenology was determined 

in situ by direct observation from early February to late October. The number of 

flowers per individual was counted, following fruit yield determination. 

Reproductive effort (RE) was calculated for each year as a flowers/fruits ratio. 

Seed collection 

Fruits from 20 different donor plants were collected from Cañada 

Juriquilla´s population during August 2005 and 2006, following recommendations 

described by Ross (2004). Once in the laboratory, seeds were manually 

extracted and counted. 

Population census 

The census of the Cañada Juriquilla’s cactus population was performed in 

situ by direct observation on late December 2005 and early January both 2005 

and 2006. Each individual cactus was measured (diameter, height and number of 

areoles) and systematically tagged. 

Statistical analysis 

A single factor ANOVA was used to test flower and fruit yield differences, 

and to compare temperature patterns, at P<0.05. Statistical analyses were 

performed using JMP 6.0 statistical software (SAS Institute, Inc. 2005). 
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RESULTS AND DISCUSSION 

Phenological gap 

It is important to note that different M. mathildae’s populations seem to be 

moderately well-synchronized in their phenology. For the five known, described 

populations (García and Malda 2007) blooming periods coincided in all cases. 

According to Cabrera and Gómez (2003), La Cañada’s population bloomed from 

late May to late June, and fructified from June to August in 2003; whereas 

Hernández-Oria et al. (2003) registered a similar response for Cañada 

Juriquilla’s population in 2001 (flowering recorded in May). 

However, in both 2005 and 2006, the first flowering events appeared 

earlier, during the first days of April, continuing until late June, and maximum 

blooming rate was reached from early to middle May. Meanwhile, fructification 

season began in early May and prolonged until late July. 

This phenological delay (one and a half month earlier) could be attributed 

to different reasons, since many biochemical and physiological processes are 

highly correlated with temperature (Taiz and Zeiger 2002). Early flowering has 

been reported around the world on account of climatic change. For instance, in 

Europe the initiation of phenological phases (leaf formation and flowering) has 

occurred earlier in many species as consequence of the elevation of spring 

temperatures (Schwartz, 1999). Parmesan and Yohe (2003), indicated that 

phenological changes in African flora are a response to global warming. Weiss 

and Overpeck (2005), presented data showing widespread warming trends in 

winter and spring, decreased frequency of freezing temperatures, lengthening of 

the freeze-free season, and increased minimum temperatures per winter year, all 

of them impacting on phenological events over the Sonoran Desert vegetation. 

In spite of this, annual temperature pattern observed for the study area 

during 2003, 2005 and 2006 was not significantly different: F=0.1903 Prob. F 

0.9024 (figure 1). Therefore, some climatic factors other than temperature could 

be related to changes in blooming periods. Vegetation phenology in arid and 

semiarid ecosystems and seasonally dry tropical climates (as deciduous tropical 

forests) is primarily controlled by water availability (Justiniano and Fredericksen 
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2000), and global climate change can modify rainfall seasonality. As a result, 

extreme weather events like floods or droughts, as well as longer dry or rainy 

seasons could occur (Fauchereau et al. 2003). 

 

Figure 1. Annual record of temperature in Querétaro City for 2003, 2005 and 

2006. CONAGUA, Querétaro meteorological station. 

 

Comparing registered precipitations in 2003, 2005 and 2006 the first 

important 2003 precipitation occurred until the last week of May. In contrast, 

2005 and 2006 rainfall events were recorded since March (figure 2). These early 

rainfalls could be associated to the early blooming and fructifying seasons 

observed for M. mathildae. Thus, water availability allowed cacti to initiate their 

annual growth period, and developed flowers earlier compared to 2003, when the 

blooming started until late May. 

M. mathildae recruitment 

Precipitation occurred more uniformly in 2005 and 2006 than in 2003, 

when rain was less frequent but unusually intense (figure 2). In order to 

distinguish some possible effects of such extreme phenomena on M. mathildae 

populations, a fruit yield comparison for different years (table 1) shows evident 
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differences. In 2003, through the late rainfall season, fruit production was very 

poor in contrast to 2005 and 2006. Furthermore, the population of M. mathildae 

decreased in number of individuals; declining from 209 to 111 plants (and only 5 

seedlings were registered) in 2005 (figure 3). 

 

 

Figure 2. March – October precipitation in Querétaro City for 2003, 2005 and 

2006. CONAGUA, Querétaro meteorological station. 

 

Table 1. Quantitative phenology of M. mathildae’s population. 

Year 
Flowers # 

(mean±SE) 

Fruits # 

(mean±SE) 
RE 

2003* 31* 2* 0.15* 

2005 14.5 ± 4.34 6.5 ± 2.87 0.47 ± 0.13 

2006 16.0 ± 5.22 9.0 ± 4.58 0.59 ± 0.14 

* Data from Hernández-Oria et al. (2003). 

2005 and 2006 data are the mean ± SE for 20 individuals. 

Reproductive effort = RE. 
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A possible explanation for this population loss could be that excessive 

amounts of water negatively affected young individuals. Figure 3 shows that 

small plants reduced their number, while larger plants persisted in the field. In 

addition, the heavy 2003 precipitations affected the 2005 recruitment season; 

probably due to excess of running water that could have damaged or removed 

plantlets and seeds on the soil seed bank (M. mathildae occurs in pronounced 

slopes), and therefore limiting future recruitment periods. Some other M. 

mathildae germination experiments in which seeds were germinated after 

emulating a running water event (15 min), showed a seed viability loss from 70% 

(control) to 32% in the treated seeds (García and Malda 2006). Also in situ 

recruitment for the 2003 period was very low (figure 3). So far, can not find 

evidence of actively growing populations since medium-sized cactus were the 

more abundant (Hernández-Oria et al. 2003). 

 

 

Figure 3. Histogram showing size-class distribution of M. mathildae individuals at 

Cañada Juriquilla plot. Data for 2003 were reported by Hernández-Oria et al. 

(2003). Total number of individuals: 2003 = 209, 2005 = 111 and 2006 = 133. 
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 In contrast, the homogeneous rain distribution in 2005 and 2006 (figure 2) 

resulted in a population increase (figure 3); 133 individuals with 31 seedlings 

were recorded in 2006. In 2005 March precipitations stimulated the early floral 

production (14.5 ± 4.34 flowers). In 2006 the late March rainfall triggered flower 

emergency which reached 16.0 ± 5.22 flowers, similar to 2005 period (F=2.1992 

Prob. F 0.1463). Nevertheless fruit development performed different, because 

in contrast to 2005, the 2006 constant precipitation beginning in late April 

promoted a yield of 9.0 ± 4.58 fruits, which was significantly different from 6.5 ± 

2.87 yield registered in 2005 (F=7.4602 Prob. F 0.0095). It is probable that the 

absence of rain for 5 weeks in 2005 had a negative impact on fruit production; 

compromising the population RE (see table 1) which was also significantly 

different (F=7.7186 Prob. F 0.0084). Recent 2007 precipitation presented a 

similar rain pattern to 2006 (data not shown). This fact combined with a higher 

number of fruits produced, could result in a seedling number increase regarding 

to 2006 recruitment period. 

 

CONCLUSIONS 

Evidently, there are long term climatic phenomena in central Mexico that 

require explanation and understanding. A major future challenge is to better 

understand which systems or species are most or least susceptible to climate 

change scenarios. There are different approaches to develop prediction models. 

For example, some researchers like Trenberth et al. (2003), emphasized that 

major focus must be placed on precipitation amount, rather than other 

precipitation parameters that also may change (frequency, timing, intensity, 

statistical distributions, extremes, types of events, etc.). However, we illustrated 

that annual rain distribution influences seedling recruitment affecting population 

dynamics of M. mathildae in time. De Steven and Wright (2002), founded that 

recruitment in tropical trees was synchronized with seed production, and thus 

also appeared to be partly influenced by El Niño climatic events. As a 

consequence, seedling recruitment varied temporally and spatially. Since 

different species have distinct phenophases, it is necessary to implement long 
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term studies for other species, particularly <nurse trees=, which are important to 

understand the vegetation dynamics in deciduous tropical forests. 

Such observations contribute to a better understanding of these relations 

and therefore, facilitate the improvement for construction of prediction models to 

estimate species potential distribution after any climatic change event. Obviously 

many other topics need to be reviewed, like precipitation abundance that could 

be related to the increase in vegetal biomass, which in the dry season will lead to 

higher fire frequencies. Fires discourage deciduous tropical forest recovery, 

solidifying the competitive advantage of invasive species e.g. rose Natal grass 

Melinis repens (Martínez and Fernández 2004). 
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ABSTRACT 

A rapid shoot multiplication protocol was established for the endangered cactus 

Mammillaria mathildae in order to reintroduce it to its natural habitat. In vitro 

germinated seedlings were used as source of explants. Three explant sources 

(apical, lateral, and basal, excised from in vitro germinated seedlings) were 

tested. Shoot multiplication was induced in MS medium supplemented with 

different BA/IAA combinations (0, 22.19, 44.39 and 0, 1.43, 2.85, 5.71 

respectively). Explants developed abundant callus in the presence of any BA/IAA 

concentration; whereas hormone-free media produced 0.59±0.11 new shoots 

(with a 41% callus development) from basal explants. Apical and lateral explants 

produced 1.14±0.07 and 4.09±0.13 new shoots respectively without callus 

generation. Plantlets originating from lateral explants developed a vigorous 

rooting system after two months growing on MS medium supplemented with 30 

g·L-1 sucrose. 98% of micropropagated M. mathildae survived under greenhouse 

conditions. Plantlets were reintroduced in an experimental plot near to Juriquilla’s 

wild population of M. mathildae; over 52% of the out-planted M. mathildae lot 

declined after five months. Water availability was associated with the decline of 

out-planted populations during the first month (43%). 

 

Key words: Direct organogenesis, Endogenous hormones, Endemic cactus, 

Water availability 
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INTRODUCTION 

 

México has an exceptional diversity in the Cactaceae family, from which 

80% are endemic species (Arias, 1993). Most cacti are endangered due to low 

growth and reproduction rates and anthropogenic threats such as habitat 

destruction, over-collection, livestock and agriculture, and others. Many of these 

plants are protected by the Mexican Federal Government (NOM-059-ECOL-

2001). Mammillaria species in particular are collected from the wild, generating a 

strong pressure on natural populations. M. mathildae is an endemic cactus to 

Querétaro State, in central México. Its populations are confined to five localities 

(García and Malda, 2010), and only two reside in natural protected areas. The 

largest population of M. mathildae is found at Cañada Juriquilla, with 209 plants 

registered in 2003, but declining to 133 by 2007 (García and Malda, 2010). 

In the last decades tissue culture has been implemented to propagate 

many threatened and endangered cacti e.g. Obregonia denegrii (Malda et al., 

1999); Coryphantha elephantidens (Wakhlu and Bahu, 2000); Mammillaria 

elongata (Papafotiou et al., 2001); Pelecyphora spp. (Pérez-Molphe-Balch and 

Dávila-Figueroa, 2002); Ariocarpus kotschoubeyanus (Moebius-Goldammer et 

al., 2003); Turbinicarpus spp. (Dávila-Figueroa et al., 2005); Notocactus 

magnificus (de Medeiros et al., 2006); 10 different Mammillaria spp. (Ramirez-

Malagon et al., 2007); etc. Even though a general goal is that in vitro propagation 

may reduce over-collecting by commercialization of plants, no reports have 

shown a reduction of collection of wild specimens. Micropropagation techniques 

can also be used to re-establish wild populations that have been decimated or 

extirpated (Viswambharan et al., 2006). 

Micropropagation protocols commonly use exogenous hormones to 

induce morphogenetic responses, particularly for Mammillaria family (Papafotiou 

et al., 2001; Poljuha et al., 2003; Ramirez-Malagon et al., 2007). Growth 

regulator morphogenetic response commonly varies, so auxin-cytokinin ratio 

must be empirically determined for each species. It is known that the addition of 

exogenous growth regulators, the prolonged in vitro cultivation and indirect 
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organogenesis are factors that induce somaclonal or epigenetic variations in 

micropropagated plants (Podwyszyńska, 2005). In contrast, micropropagation 

systems based on areole activation (direct organogenesis) are considered to 

obtain more genetically stable plants (Machado and Prioli, 1996) and therefore 

are a better plant material to achieve a successful reintroduction. This study was 

aimed to develop a protocol for in vitro propagation of M. mathildae, followed by 

greenhouse acclimatization and reintroduction to Cañada Juriquilla’s natural 

population in order to assess cactus short-term survival rate. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Plant material 

M. mathildae seeds were collected from 62 plants (57.4% of the 

population) in the Cañada Juriquilla locality, Querétaro México; and in vitro 

culture was initiated from a seed mix, in order to maximize the representation of 

the gene pool. Seeds were vigorously washed in a vortex (2500 rpm) with 1% of 

a commercial liquid surfactant (containing alkyl ether sulfate ethoxylate) and 

rinsed three times with distilled water; then disinfected under aseptic conditions 

for three min in 3% H2O2, followed by three washes in sterile distilled water, two 

min in 1% AgNO3, and finally three washes in sterile distilled water. Seeds were 

aseptically germinated in 120 mL jars capped with polypropylene caps (Magenta 

Corp., Chicago, IL) containing 30 mL of half-strength MS salts (Murashige and 

Skoog, 1962) supplemented with 15 g·L -1 sucrose, 0.05 g·L -1 myo-inositol, 0.5 

mg·L -1 thiamine hydrochloride, 0.25 mg·L -1 nicotinic acid, 0.25 mg·L -1 pyridoxine 

hydrochloride and 8 g·L -1 agar (Sigma-Aldrich, Química S. A.). Culture media 

was adjusted to pH 5.7 with NaOH. The culture jars, were sterilized in an 

autoclave at 121°C/103 KPa for 15 minutes. After one month, seedlings were 

transferred into a full-strength MS salts, supplemented with 30 g·L -1 sucrose, 0.1 

g·L -1 myo-inositol, 1 mg·L -1 thiamine hydrochloride, 0.5 mg·L -1 nicotinic acid, 0.5 

mg·L -1 pyridoxine hydrochloride and 8 g·L -1 agar. Seedlings were maintained at 

26±1º C under a total photosynthetic photon flux of 120-130 µmol m-2s-1, 
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provided by cool fluorescent lamps, in a 16 h photoperiod. Seedlings were 

transferred every 4 weeks to fresh medium. 

Shoot induction 

Three month old M. mathildae seedlings (15 mm) germinated in vitro were 

used as source of explants for shoot induction experiments. Three explant types 

were tested: apical (five mm), lateral (longitudinally cut seven mm shoots without 

apex), and basal segments (approximately three mm wide). The cut-exposed 

areas of explants were placed in MS medium supplemented with 30 g·L -1 

sucrose, 0.1 g·L -1 myo-inositol, 1 mg·L -1 thiamine hydrochloride, 0.5 mg·L -1 

nicotinic acid, 0.5 mg·L -1 pyridoxine hydrochloride and 8 g·L -1 agar, and with 

different cytokinin-auxin concentrations: 0, 22.19 and 44.39 M BA, combined 

with 0, 1.43, 2.85 and 5.71 M IAA in a 3X4 factorial design, in order to select the 

most efficient combination for shoot production. Eleven apical and basal, as well 

as 22 lateral replicates per treatment were tested. New shoot proliferation per 

explant and callus generation were recorded after 60 days of induction. 

Rooting of shoots 

Rooting was induced in 10-15 mm long new shoots cultured, using 

previously described half- or full-strength MS medium supplemented with various 

concentrations of IBA (0, 4.9, 9.8, 19.7 and 29.5 M) in a 2X5 factorial design. 

Fifteen shoots originating from lateral explants per treatment were used. Root 

production was assessed every two weeks after initiation of experiment. Shoots 

developing at least three roots 15 mm long were scored positively. 

Greenhouse acclimatization and field reintroduction 

Rooted plants were transplanted to plastic containers with a mixture of 

commercial potting soil (1:1 Pro-Moss Premier® and Hortiperl Termalita®), in 2.5 

cm diameter pots, covered for the first week with a plastic canopy and watered 

every third day to prevent desiccation and allow acclimatization. Plants were 

maintained at 26±1º C under a total photosynthetic photon flux of 120-130 µmol 

m-2s-1, in a 16 h photoperiod and were transferred to a greenhouse by the end of 

the second week. For acclimatization, plantlets were watered every week during 

two months prior to transfer into the field. Reintroduction was performed in 
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October at the end of the rainy season, 100 plantlets were transferred to Cañada 

Juriquilla, in a 75 X 10 m experimental plot. Plants were measured (diameter, 

height and areole number) and systematically tagged. Survival percentages were 

determined every other day on the first week, followed by weekly observations 

for a month; and finally monthly observations along a six months period. 

Reintroduction area 

From the five known populations of M. mathildae, only two are under 

federal protection (García and Malda, 2010). Cañada Juriquilla locality, a natural 

protected area, was selected due to favorable conditions to achieve 

reintroduction (since deciduous tropical forest present a good conservation 

status). This site is located at North of Querétaro City, in the province of 

Juriquilla, at 1890 m altitude, between 20° 41' 35.2" N and 100° 27' 16.4" W. It 

encloses the largest registered population of M. mathildae (133 individuals in 

2007). To study the effect of daily precipitation on survival rate we compared M. 

mathildae’s decay in situ against rain data. Precipitation patterns were obtained 

from CONAGUA’s (National Ministry of Water) in meteorological station 

<Querétaro= (20° 41’ N, 100° 27’ W). 

Statistical analysis 

New shoot production and rooting percentage were analyzed with ANOVA 

P<0.05, and means were compared by a Tukey-Kramer multiple range test at 

P<0.05. Micropropagation experiments were performed twice. Statistical 

analyses were carried out using JMP 6.0 statistical software (SAS Institute, Inc. 

2005). 

 

RESULTS 

Shoot induction 

In vitro germination was 91%, in contrast to 40% germination rate 

registered in its natural habitat. Highest germination rates for M. mathildae were 

observed during the second and third week. Morphogenetic responses of the 

three explant types (basal, lateral and apical portions of three month old 

seedlings) are presented in Table 1. All explant types developed a profuse, 
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compact, greenish callus with light pink portions in the surface, as a response to 

growth regulators combination (Fig. 1a). Meanwhile 18, 11 and 9% of apical, 

lateral and basal explants respectively, yielded new shoots under low BA 

concentrations (Table 1). In contrast, without any exogenous growth regulators, 

the three types of explants spontaneously produced new shoots, although 

explant type resulted in different shoot yields (F= 237.7 Prob. F 0.0001). Basal 

explants formed fewer shoots (0.59±0.11), even though they also developed 

callus (41%). Apical and lateral explants produced 1.14±0.07 and 4.09±0.13 new 

shoots respectively (Fig. 1b), without callus generation after two months in 

culture (Table 1). 

Rooting induction 

Full-strength MS and half-strength MS medium with and without IBA 

tested for rooting new shoots, is shown in Table 2. Explants cultured in full-

strength MS medium showed a significant difference in rooting percentage 

compared to half-strength MS (F= 12.2 Prob. F 0.0009) even though they did 

not show significant differences in root length (F= 0.6817 Prob. F 0.5106). A 

vigorous rooting system was observed in seven to eight weeks (Fig. 1c and 1d). 

Reintroduction 

Establishment of plantlets to ex vitro conditions presented no significant 

problems, and 98% of in vitro derived plants survived at greenhouse conditions 

(Fig. 1e), during eight weeks, prior their transplant to the wild. 

M. mathildae grows in pronounced slopes; hence, medium intensity 

precipitations could dislodge reintroduced plants. In addition, when rainfalls 

reached maximum intensity, herbivory resulted in deterioration of young plants. 

Our observations show that 34.2 % of Cañada Juriquilla’s population 

experienced terrestrial isopods herbivory (Fig. 2c). For these reasons, M. 

mathildae reintroduction was performed in early October 2007, at the end of the 

rainy season, when also insect populations decrease. Reintroduced plants 

diminished 43% through the first month (Fig. 1F), and subsequently the lot 

decreased only 9% in the next three months. After five months, 52% of 

reintroduced plants died (Fig. 3). 
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Fig. 1. Micropropagation and reintroduction of M. mathildae. a) Callus 

proliferation in the presence of growth regulators, b) spontaneous shoot 

proliferation from lateral explants on MS media after two months in 

culture, c) rooting of plantlets after eight weeks in culture on MS media 

plus 30 g l-1 sucrose, d) seven months old micropropagated plantlets, e) 

plantlets acclimatization in commercial potting soil, and, f) reintroduced 

plants after five months in the wild 
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Fig. 2. a) M. mathildae plantlet showing the appearance of shoots (S) from roots 

three months after root emergency, b) plant (P) regenerated from root (R) in wild, 

and c) plant damaged by herbivorous (H) terrestrial isopods (sow bugs) 

  



122 
 

Table 1. Effect of BA and IAA on shoot and callus formation on explants of M. 

mathildae. Results are the average of two separate experiments. 

Concentration 
(M) 

Shoot No. per explant 
(mean ± SE) Callogenesis (%) 

BA IAA Apical Lateral Basal Apical Lateral Basal 
0 0 1.14±0.07a1 4.09±0.13a2 0.59±0.11a1 0a1 0a1 40.9a2 
0 1.43 0b 0b 0b 100b 100b 100b 
0 2.85 0b 0b 0b 100 b 100b 100b 
0 5.71 0b 0b 0b 100b 100b 100b 
22.19 0 0.18±0.08bc 0.11±0.05bc 0.09±0.06bc 77.3 c 88.6c 90.9c 
22.19 1.43 0b 0b 0b 100b 100b 100b 
22.19 2.85 0.05±0.05bc 0b 0b 95.5b 100b 100b 
22.19 5.71 0b 0b 0b 100b 100b 100b 
44.39 0 0b 0b 0b 100b 100b 100b 
44.39 1.43 0b 0b 0b 100b 100b 100b 
44.39 2.85 0b 0b 0b 100b 100b 100b 
44.39 5.71 0b 0b 0b 100b 100b 100b 

Means followed by the same letters within columns are not significantly different 

according to the ANOVA P<0.05. Means followed by the same number between 

columns are not significantly different according to the ANOVA P<0.05. 

 
Table 2. Effect of MS medium and IBA on root formation from lateral explants. 

Results are the average of two separate experiments. 

MS strength IBA (M) 
Root formation 

(mean±SE) 
Root length 
(mean±SE) 

Callogenesis 
(%) 

Full-strength 0.0 0.97±0.03c 6.99±0.12a 0a 
Full-strength 4.9 0.10±0.06a 6.83±0.38a 90b 
Full-strength 9.8 0d - 100b 
Full-strength 19.7 0d - 100b 
Full-strength 29.5 0d - 100b 
Half-strength 0.0 0.63±0.09b 6.77±0.15a 0a 
Half-strength 4.9 0d - 100b 
Half-strength 9.8 0d - 100b 
Half-strength 19.7 0d - 100b 
Half-strength 29.5 0d - 100b 

Means followed by the same letters within columns are not significantly different 

according to the ANOVA P<0.05. 
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Fig. 3. Survival of M. mathildae plantlets after 5 months of reintroduction to their 

natural habitat. Solid line represents precipitation patterns at Cañada Juriquilla 

 

DISCUSSION AND CONCLUSIONS 

Mammillaria mathildae micropropagation 

MS basal medium was enough for in vitro new shoot production, contrary 

to several results reported for other Mammillaria species (Papafotiou et al., 2001; 

Poljuha et al., 2003; Ramirez-Malagon et al., 2007), where hormone 

complementation, especially cytokinins, are crucial for shoot generation. In 

addition, it is known that cacti have the capacity to synthesize auxin 

autonomously in vitro (Clayton et al., 1990); therefore the addition of exogenous 

auxins often stimulates callus production. This could be a disadvantage for 

micropropagation systems since hormone supplementation could promote 

genetic changes in plants (Venkatachalam et al., 2007). Even though, such 

variation is of particular concern for conservation (Viswambharan et al., 2006), 

since it is possible that genetic variability induced by tissue culture might be 

beneficial, favoring the survival of the species upon restoration in their natural 

environment (Giusti et al., 2002). Palomino et al. (1999) demonstrated 

karyological stability of tissue cultured M. san-angelensis despite their long-term 

in vitro sub-culturing and auxin supplementation as well. However, karyological 

analysis cannot reveal alterations in specific genes or small chromosomal 
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rearrangements (Rout et al., 1998; Venkatachalam et al., 2007). Nevertheless, 

long term effects of possible genetic variations are indeterminate and their 

repercussions over ecosystems are largely unknown. In addition, M. mathildae 

mean shoot production by direct organogenesis was low, contrasting to other 

species like M. san-angelensis which reached yields of 21 to 35 shoots per callus 

explants (Martinez-Vazquez and Rubluo, 1989). Therefore, shoot proliferation 

derived from direct organogenesis in the absence of external growth regulators 

must be a better strategy to obtain plant material to restore M. mathildae or every 

other plant into its natural environment. On this basis, using low yields of 

genetically stable plants versus high yields of possibly genetically altered plants 

for reintroduction represents an affordable long term cost-benefit strategy. 

Although growth regulators have been used for root induction of cacti (Fay 

and Gratton, 1992), M. mathildae rooted spontaneously in hormone free MS 

basal medium. This is a frequent result reported for many other cacti rooting in 

vitro on auxin-free media, e.g. Coryphantha elephantidens (Wakhlu and Bahu, 

2000); Turbinicarpus spp. (Dávila-Figueroa et al., 2005); Notocactus magnificus 

(de Medeiros et al., 2006); and, in particular those species that root freely in vivo 

such as Opuntia amyclaea (Escobar et al., 1986); Agave parrasana (Santacruz-

Ruvalcaba et al., 1999); Hylocereus undatus (Mohamed-Yasseen, 2002); and 

Agave tequilana (Valenzuela-Sánchez et al., 2006). Conversely, any hormone 

addition induced profuse callus formation in M. mathildae. 

M. mathildae exhibits a profuse shoot and root regeneration capability in 

the wild. An interesting phenomenon observed during in vitro rooting was the 

spontaneous shoot development from roots (figure 2a). This phenomenon is not 

extraordinary, since M. mathildae is capable of regenerating a whole plant from 

its roots after complete shoot removal (figure 2b). After some mechanical 

damage, M. mathildae produces many ramets from both, roots and shoots 

(personal observation). Sriskandarajah et al. (2006) studied the regenerative 

capacity in 2 cacti, Rhipsalidopsis and Schlumbergera. They found that during in 

vitro subcultures an enhanced auxin metabolism in combination with the 

increased cytokinin oxidase-dehydrogenase activity shifts the auxin and cytokinin 
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pool, favoring adventitious shoot formation in Rhipsalidopsis. Meanwhile low 

level of peroxidase activity and auxin autotrophy-conjugation, makes 

Schlumbergera more recalcitrant. M. mathildae regeneration capacity enables 

this plant to persist in the wild, since they augment their biomass and eventually 

increase their seed yield. It is possible that root formation could be associated to 

high endogenous hormone levels in M. mathildae. However further studies will be 

necessary to confirm this suggestion. 

Reintroduction 

Successful reintroductions such as those of M. san-angelensis reporting 

91 % survival (Rubluo et al., 1993) or those of Mammillaria pectinifera and 

Pelecyphora aselliformis (Giusti et al., 2002) were achieved in botanical gardens 

where specimens are constantly cared for. In contrast, when cacti reintroduction 

into natural habitat takes place, significant losses (sometimes the whole lot) 

occur (Leirana-Alcocer and Parra-Tabla, 1999; Contreras and Valverde, 2002). 

Decruse et al. (2003) reported a successful reintroduction of the orchid Vanda 

spathulata in wild, with a survival rate between 50-70%; and population decline 

was caused by abiotic factors (direct sunlight and high wind velocity). In a 

different study, Stiling et al. (2000) established that Opuntia corallicola restoration 

reached 65% of surviving individuals, and the principal cause of decline was 

stem browning (bacterial origin). 

An abrupt reintroduced plants decrease was registered 15 days after the 

last rain event (figure 3). It is probable that the absence of rain registered after 

reintroduction, had a negative impact on cactus survival in our results. Under 

water stress, stomatal and cuticular leaf components play a significant role in 

plant water balance. Suppression of wax yield in tissue culture plants is 

associated to high humidity and low light intensity conditions (Shepherd and 

Griffiths, 2006). Malda et al. (1999) showed that in vitro derived cacti registered 

low amounts of epicuticular waxes; and only after 3 months of acclimatization 

these plantlets reached similar wax levels to those of mature plants in 

greenhouse. Furthermore, no correlation was found between survival 

percentages and epicuticular wax content. However, acclimatization was 
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performed under greenhouse conditions with regular watering (every 5 days). 

Early observation of M. mathildae persistence in the wild suggests that 

micropropagated plantlets’ reintroduction failed because the cactus can’t support 

water scarcity. In addition, plants associate with a wide diversity of bacteria and 

fungi symbionts under wild conditions (Brundrett, 2002). Mycorrhizal fungi play a 

fundamental role increasing plant absorption of phosphates and water uptake in 

semi-arid and arid environments (Sylvia et al., 2003). Carrillo-Garcia et al. (1999) 

reported presence of VAM in a wide variety of cacti from the Sonoran Desert, 

which increases plant water uptake. Goicoechea et al. (2004) found that 

mycorrhizal fungi conferred a greater responsiveness of Anthyllis cytisoides to 

drought by inducing both, epicuticular wax deposition and leaf abscission. They 

state that this phenomenon can constitute an ecological adaptation to cope with 

severe drought. It is probable that lack of beneficial symbionts in 

micropropagated plantlets of M. mathildae resulted in an unfavorable condition 

when they are reintroduced to their natural habitat, since water availability 

diminishes in the re-planting time and because plant water uptake capacity per 

se is low compared to wild mycorrhizal fungi infested plants. If plantlets were to 

be used to reduce over collection of wild population individuals (commercial 

trade) watering would not be a key factor, while if plantlets are to be reintroduced 

to their natural environment water availability becomes a limiting factor. 

Therefore, further research is needed to explore the role of benefic 

microorganisms on M. mathildae establishment as a factor to increase outplanted 

percentage of surviving. 

Finally, in vitro morphogenesis observed for M. mathildae in our protocol 

allow plantlet production with a minor risk of possible genetic alterations because 

the hormone-free culture. Proliferation rates and in vitro plant growth assure an 

average of five plantlets/seed (1.79±0.04 cm tall, 1.37±0.02 cm wide and 

25.47±0.82 areoles) after seven months in culture; the equivalent to a three year 

old wild plant. Therefore, it is expected that this biotechnological approach 

becomes a useful method to obtain massive sets of plants for reintroduction 

practices. 
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RÉSUMÉ 

L’étude a été faite pour expérimenter un système aéroponique dans le but d’ 

inoculer un consortium indigène d’AM en plantules micropropagée de 

Mammillaria mathildae et incrémenter la taille de la plante comme lors de la 

production des fleurs. Deux intervalles d’administration du spray (10 et 30 min) 

ont été testés pour la culture aéroponique. Une haute humidité relative (80-85%) 

générée par le court intervalle du spray a tué 18% des plantes. Par contre, 

97,6% des plantules ont réchappé á une humidité relative (45-50%). AM inoculée 

est arrivée á 100% de la colonisation en 60 jours. Après 74 jours M. mathildae 

infestée a montré des différences significatives en taille, diamètre, et Phosphore 

contenu (2,0 ; 1,4 ; et 0,552±0,01 mg P-1 par gramme de poids sec versus 2,9 ; 

2,4 et 0,334±0.01 respectivement). 98% des plantules sont comparables en taille 

á des plantes de 4 ans d’âge qui ont survécu en serre. M. mathildae mycorhizèe 

à 16 mois d’âge a présenté 66% de floraison en serre, pendant que les plantules 

non mycorhizèes n’ont pas fleuri. Un an plus tard 21% des plantes non inoculées 

ont fleuri et ont produit 1,6±0,3 fleurs. Pendant ce temps, les plantes mycorhizés 

ont augmenté leur floraison á hauteur de 94%, et la production moyenne des 

fleurs á 9,7±0,5. Ce projet décrit, pour la première fois, la culture aéroponique 

d’un cactus et la floraison incrémentée par l’inoculation d’AM qui peut améliorer 

la production commerciale de ce cactus en danger. 

 

Mots clés: Micropropagation, inoculum indigène, cactus, aéroponique 

mailto:osrigaru@gmail.com
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ABSTRACT 

Early blooming of Mammillaria mathildae inoculated with AMF in aeroponic 

culture. This study was conducted to implement an aeroponic system to 

inoculate a native consortium of AMF in micropropagated plantlets of 

Mammillaria mathildae in order to increase plant size and flower production. Two 

spray intervals (10 and 30 min) were tested for the aeroponic culture. High 

relative humidity (80-85%) generated by the short spray interval deceased 18% 

of plants. In contrast, 97.6% of plantlets survived with a low relative humidity (45-

50%). AMF inoculated reached 100% of colonization in 60 days. After 74 days M. 

mathildae infested showed significant differences in height, diameter and 

Phosphorus content (2.0, 1.4 cm and 0.552±0.01 mg P-1 dry weight versus 2.9, 

2.4 and 0.344±0.01 respectively). 98% of plantlets, comparable in size to 4 year 

wild plants, survived in greenhouse. Mycorrhized M. mathildae, 16 months old, 

exhibited 66% of blooming in greenhouse, while non mycorrhized plantlets did 

not bloom. One year later, 21% of non AMF inoculated plants flowered and 

produced 1.6±0.3 flowers. Meanwhile mycorrhized plants increased their 

blooming to 94%, and flower average production to 9.7±0.5. This study 

describes, for the first time, the aeroponic culture of a Cactaceae and their 

improved flowering by AMF inoculum, which may enhance commercial 

production of this endangered cactus. 

 

Key words: Micropropagation, native inoculum, cactus, aeroponic 

 

INTRODUCTION 

Les Cactacées constituent une belle famille de plantes bien appréciées 

par les collectionneurs, qui les placent comme les plantes d’ornementation les 

plus populaires dans plusieurs pays. Malheureusement, leur distribution 

commerciale est limitée car leur rapport de graines et leur taux de germination 

sont bas de même que leur vitesse d’accroissement (Bravo-Hollis et Sánchez 

1991 ; Pilbeam 1999). Cette caractéristique en addition à la destruction de son 

habitat et de sa sur-collecte ont promu leur inclusion (dans la norme) CITES et 
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dans la NOM 054 au Mexique (SEMARNAT 2002). Dans la famille Cactacée, le 

genre Mammillaria est un des plus populaires grâce à leur tige et leurs belles 

fleurs ; en effet, plus de 300 espèces sont cultivées comme ornementales 

(Anderson 2001). Les limites géographiques de distribution du genre 

Mammillaria vont de l’Amérique du Sud jusqu’aux Etats-Unis, avec un maximum 

de diversité et de richesse des espèces au Mexique (Butterworth et Wallace 

2004). 

Mammillaria mathildae est un cactus microendémique qui grandit peu par 

terre. Sa faible densité de population la rend hautement vulnérable. Sa culture en 

serre est une alternative qui réduit la pression sur les populations naturelles. 

Mais, la période pour obtenir des plantes de taille commerciale est longue, et en 

plus ce cactus a besoin de 5 ans pour produire des fleurs (observation 

personnelle) ; ce sont les conditions qui augmentent leur potentiel de vente. Il y a 

plusieurs rapports de micropropagation en genre Mammillaria sur culture tissue 

(Rubluo et al. 1993 ; Papafotiou et al. 2001 ; Giusti et al. 2002 ; Poljuha et al. 

2003 ; Ramirez-Malagon et al. 2007) ; tous les auteurs ont rapporté avec succès 

un haut taux de production des plantules, et un développement vigoureux grâce 

à l’accommodation sous serre. Néanmoins, il n’y a pas de publication 

surl’amélioration de la floraison âpres micropropagation pour ce genre-là. 

Il a été depuis longtemps étudié que la moisissure mycorhize arbusculaire 

(AM) joue un rôle dans l’établissement de la plante, de l’eau et des nutriments, et 

une protection contre les composés biotiques de la rhizosphère (van der Hejiden 

2004 ; Augé 2001 ; Koide et Mosse 2004 ; Vestberg et al. 2004). Padilla et al. 

(2006) ont rapporté que l’inoculation avec AM augmente le pourcentage de 

survie de 24% á 70% de plantes micropropagée avec Lucumo pendant la 

période d’acclimatation en serre. Le Mycorhize peut influencer la pousse des 

plantes qui seraient affectées plus tard de plusieurs manières. Un effet 

documenté des plantes colonisées avec AM est l’augmentation de la production 

des fleurs (Mullen et Schmidt 1993). En addition le protocole d’AM inoculation 

avec succès a été développé dans l’application de culture aéroponique (Sylvia et 

Hubbell 1986). Martin-Laurent et al. (1999) ont produit Acacia mangium associé 
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avec AM ; la culture aéroponique a été faite avec succès en pousse dépêché de 

même que le développement du mycorhize. 

Les producteurs sont en train de chercher des méthodes alternatives de 

culture qui réduisent le temps de production et améliorent la qualité et la matière 

végétale. Pourtant, l’objectif de ce projet a été d’établir un protocole pour 

produire des plantules de Mammillaria mathildae cultivé en aèroponie et inoculé 

avec un consortium AM afin de produire des plantes vigoureuses qui montrent un 

rendement significatif de floraison sous conditions de serre. 

 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

M. mathildae micropropagation 

Des explants latéraux du Mamillaria mathildae utilisés pour la 

micropropagation ont été obtenus à partir de graines germeés in vitro, comme la 

description faite par García et Malda (2010b). Brièvement, la régénération et 

l’enracinage de la plante a été consommé avec l’utilisation de régulateurs de 

croissance libre Murashige et Skoog (1962) moyen (MS), supplémenté avec 30 g 

L-1 de sucre du marché, 0,1 g L1 myo-inositol, 1 mg L-1 thiamine hydrochlorure, 

0,5 mg L-1 acide nicotinique, 0,5 mg L-1 pyridoxine hydrochlorure et 8 g L-1 

d’agar. 

Isolement de l’AM du domaine d’action 

A peu près, 500 g de terre avec des fragments des racines ont été 

collectés à 10 cm de profondeur, posés dans des sacs Ziploc® et transférés 

dans une serre pour commencer les cultures trappes. L’échantillon de terre qui a 

les racines mutilées a été mixé avec Hortiperl, Termalita® (1:1) et utilisé pour 

remplir les pots (15 cm ø et 20 hautes). Sorghum vulgare (ABC, 2005) a été 

utilisé comme plante hôte pour AM fungi. 60 à 65 graines de sorghum a été 

germé en pots qui contiennent le creuset de terre et gardé en conditions de 

serre, les plantes ont été arrosées tous les deux jours pendant 10 á 12 

semaines, suite á une période de dessiccation graduelle (une ou deux 

semaines), afin de promouvoir la sporulation d’AM. Des cycles de propagation 

subséquents du sorghum ont été effectués comme la description antérieure, 
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avec le même mélange de terre: perlite avec les racines mutilées du sorghum et 

tout mélangé. Aucune fertilisation n’a été appliquée quels que soient les cycles 

des cultures. 

Culture Aéroponique 

Avec la proposition d’établir les conditions de culture adéquates, les 

plantules de M. mathildae sans AM inocula ont été mis dans la chambre de 

puissance aéroponique (Unité d´Haute Capacité par AgriHouse, Inc. Div. 

Aeroponics International). Deux intervalles différents qui s’embrument (10 et 30 

min) avec un spray de 5 sec ont été testés dans un design factoriel de 1 x 2. Des 

cultures aéroponiques ont été gardées sous une température similaire et des 

conditions d’illumination de culture de tissu. La solution des nutriments ont été 

supplémenté en MS aussi le moyen de culture de tissu (sans agar) a été 

remplacé chaque semaine. 

Isolement de spore 

L’isolement des AM consortium spores a été fait par des cultures trappes. 

Les plantes Sorghum ont été lavées soigneusement avec de l’eau du robinet 

pour éliminer la terre. Les racines ont été excisées et passées au mixeur avec de 

l’eau distillée á grande vitesse pendant approximativement 5 secondes pour 

libérer des spores. Le matériel obtenu à partir du mixeur a été immédiatement 

passé à travers trois tamis (1 mm, 177, 45 et 38 μm). Le matériel au fond du 

tamis été collecté dans un gobelet. Homogénat a été additionné au 20-60% 

gradient de saccarose dans un tube de 25-mL et centrifugé a 1500 g pendant 3 

minutes. Pellet (terre et détritus) a été jeté et le liquide surnageant a été 

rapidement décanté dans un tamis de 38 μm et lavé pendant 2 minutes sous 

l’eau du robinet et transféré dans une boite de Pétri plate. Des spores qui 

apparaissent sains ont été prudemment révisés sous un microscope stéréo pour 

éliminer des hyphes ou détritus présents et manuellement transférés dans un 

tube Eppendorf de 1.5 mL pour son encaissement á 4°C pendant 48 heures. Les 

spores additionnels atypiques ont été éliminés et jetés à ce moment-là 

(International Culture Collection of Arbuscular Mycorrhizal Fungi –INVAM–). 
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Inoculation des Plantules 

M. mathildae plantules (1,79±0.04 cm haute et 1,37±0.02 cm diametre en 

moyen) ont été inoculées pour verser sur les racines 200 μL de 15 g L-1 

d’alginate sodium solution qui contient 1025 spores mL-1. Les racines ont été 

trempées immédiatement dans une solution 0,05 M CaCl2·2H2O pour la 

solidification d’alginate comme Weber et al. (2005) l’ont décrit. Les plantules ont 

été arrangées dans la chambre de puissance aéroponique et a été placé comme 

déjà décri. 

Estimation d’AM colonisation 

Des racines M. mathildae ont été nettoyées et coupées en section de 1 

cm; ils étaient dissipés en 10% KOH (pd/vol) et rincés en eau distillée. Les 

racines étaient tachées comme Vierheilig et al. (1998) l’ont décrit. Egalement 

décrit par Giovannetti et Mosse (1980), 30 portions de racines ont été examinées 

pour la colonisation des mycorhizes avec l’utilisation d’une méthode 

d’intersection de grilles dans une magnification de 40X en employant un 

microscope á lumière. La fréquence d’infection du mycorhize (F%) a été calculée 

par IR x 100/TR, où IR correspond aux racines infectées et TR évoque les 

segments totaux des racines. 

Durcissement sous Serre 

Les plantules M. mathildae ont été transplantés dans des pots de 2.5 cm 

ø avec un mélange de terre commerciale pour remise (1:1 Pro-Moss, Premier® 

et Hortiperl, Termalita®), couvert pendant la première semaine avec un dais en 

plastique et arrosés chaque jour pour se climatiser. Des plantes ont été gardées 

à la même température et pendant la photopériode du procédé de la 

micropropagation, avec 40% d’HR. Dans la deuxième semaine elles ont éte 

transférés sous serre et sous un net d’ombre qui réduit de 50% l’incidence 

solaire (451,7 µmol m-2s-1 en moyenne). Les plantules ont été arrosées deux fois 

par semaine. Apres 5 mois, 98% des plantules ont survécu dans ces conditions. 

L’intensité de la lumière a été enregistrée avec un détecteur quantique (LI-COR 

model LI-190). L’enregistrement de la température et de l’HR était fait avec un 

capteur HOBO H8 par séries (Onset Computer Corporation 2000). 
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Détermination de Phosphore 

P contenu a été testé par micro digestion Kjeldahl des plantules seches 

de M. mathildae, inoculé avec ou sans AM deux mois avant. Les Plantules ont 

été séchées dans un four 48 h à l’avance á 70°C et pesées. Les plantules ont été 

écrasées pour obtenir une fine poudre ; 0,2 g ont été digérés par de l’acide 

sulfurique concentré en employant la méthode de réaction du chlorure d’étain 

(Allen 1989). Chaque traitement comportait 4 répliques. 

Analyses Statistiques 

Toutes les experiences ont été réalisées à l’aide d’un design 

complètement aléatoire avec deux répliques et analysés avec ANOVA P<0,05, et 

des moyennes comparées avec le test de Tukey-Kramer en P<0,05. Les 

analyses statistiques ont été faites en employant le logiciel statistique JMP 6.0 

(SAS Institute, Inc. 2005). 

 

RÉSULTATS 

Micropropagation et culture aéroponique 

En suivant la méthode décrite par Garcia et Malda (2009b), les plantules 

vigoureuses de M. mathildae ont été micropropagées en sept mois avec 

1,79±0,04 cm de haut et 1,37±0,02 cm de large en moyenne. Les plantules ont 

été transférées dans une chambre aéroponique et deux intervalles de spray ont 

été testés (table 1). Pour un intervalle de 10 min, un taux de 80-85% HR a été 

registré. 18% des plantules ont présenté un caractère de putréfaction dans les 

systèmes de racines, avec une flétrissure postérieure de la plante. Au contraire, 

30 min d’intervalle dans un régime du spray, ont généré une HR entre 45-50%, 

et les plantules ont augmenté leur taux de survie á 97.6% (F=632025 Prob. 

>F<0,0001). Ce taux de survie a été jugé acceptable ; par conséquent ce régime 

d’eau a été utilisé pour les expériences suivantes. 

Effet de la colonisation par l’ AM sur la croissance de M. mathildae 

La taille initiale des deux expériences n’a pas montré de différence 

significative en hauteur ou en diamètre (F=0,1879 Prob.>F<0,6651 et F=0,432 

Prob. >F<0,5116 respectivement). Suite à l’inoculation d’AM, le taux de 
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colonisation a été plus rapide. En 30 jours plus de 60% de plantules ont été 

infestées. A ce moment-là, la différence en hauteur entre les deux traitements 

était évidente. Après 60 jours les plantules du M. mathildae étaient arrivées á 

100% de colonisation (fig. 1). Apres 74 jours, des différences significatives en 

hauteur et en diamètre (2,0 et 1,4 cm versus 2,9 et 2,4 cm) ont été enregistrées 

entre les plantules témoins et les plantules inoculés par l’AM (F=116,5583 Prob. 

>F<0,0001 et F=142,8389 Prob. >F< 0,0001 respectivement). Le dépôt de 

phosphore a été plus fort pour les plantules colonisées par rapport aux plantules 

témoins (0,552±0,01 versus 0,344±0,01 mg P-1 poids secs). Ces plantules ont 

été transférées sous serre. Après 6 mois, 98% des plantules ont survécu sous 

ces conditions. 

 

Table 1. Pourcentage de survie de M. mathildae après quatre semaines dans 

une culture aéroponique avec deux intervalles de spray différentes. 

 Intervalle du spray 

 10 min 30 min 
M. mathildae 

survie (%) 
81,7 97,6 

n = 120 
 

Production de Fleurs 

Apres une période de 3,5 á 4 mois sous serre, les plantules de M. 

mathildae qui avaient été colonisées avec AM ont produit des boutons. En ce 

stade, environ 66% d´entre eux ont formé des fleurs pendant le mois suivant 

(table 2). Ces plantes ont produit 5 fleurs en moyenne pendant la saison de 

floraison (d´avril á fin juin) alors que les plantes non colonisées n´ont pas produit 

de bouton. La saison suivante de floraison a été enregistrée de fin février à début 

mai 2009 (Figure 2). Pendant cette saison les deux types de plantes : inoculées 

et non inoculées avec AM ont fleuri. Néanmoins, seulement 21% des plantes non 

inoculées ont fleuri et produit une moyenne de 1,6 fleurs. En attendant, les 
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cactus mycorhizèe ont augmenté leur pourcentage de floraison á 94%, et doublé 

leur production moyenne de fleurs. 
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Figure 1. Grandissement de plantules M. mathildae dans une chambre 

aéroponique. 

 

Table 2. Production de fleurs M. mathildae inoculées et non inoculées avec AM, 

après 6 mois de croissance sous serre. 

 Floraison (%)a # de Fleurs/plante a 
16 m 26 m 16 m 26 m 

M. mathildae 

control 
0 21 - 1,6±0,3 

M. mathildae 
AM inoculée 66 94 5±0,5 9,7±0,5 

a Moyennes ± S.E., n = 100. 
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Figure 2. Plantules de M. mathildae qui ont fleuri sous serre. 

DISCUSSION 

Développement de plantes en système aéroponique 

La technique aéroponique a été implémentée avec succès pour la culture 

des espèces ligneuses (Martin-Laurent et al. 1999 ; Weber et al. 2005) ; elle a 

même été utilisé en pépinières commerciales de légumes frais (Kay et Lee 

1995 ; Cho et al. 1996 ; Park et al. 1997 ; He et Lee 1998 ; Biddinger et al. 1998), 

de tubercules (Ritter et al. 2001 ; Chang et al. 2008), et de plantes ornementales 

(Scoggins et Mills 1998 ; Molitor et al. 1999). Néanmoins, il n´y a pas d’essais 

dans la famille des Cactacées. L´intervalle entre les sprays et la durée du spray 

devrait être testée pour chaque espèce particulière, car chaque espèce de plante 

a besoin de différents niveaux d´humidité. Weber et al. (2005) ont ajusté les 

intervalles de spray á 40 sec de durée avec des intervalles de 30 sec pour la 

culture aéroponique d´Acacia mangium (un arbre tropical) pour obtenir une HR 

de 80-85%. Pour des légumes verts, le fabricant de la chambre aéroponique fait 

la recommandation d´utiliser. le spray pendant 3 sec avec des intervalles de 5 ou 

10 min, ce qui donne une HR similaire. Puisque M. mathildae est sensible au 

excès d’eau dans son habitat naturel, deux intervalles de spray ont été testés : 

10 min ont montré un effet délétère sur le taux de survie de M. mathildae ; et 30 

min a permis de réduire le HR dans la chambre d´aspersion. Cette application 
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pulsée de solutions nutritives, a maintenu une atmosphère entre 45-50% HR, qui 

contient un environnement riche en oxygène, qui permet un grandissement plus 

rapide en contraste de terre germée et plantes développées (donnée non 

démontré). Par contre, cette atmosphère hautement aérée a promu une haute 

colonisation d’AM inoculum. Notre résultat conforte Bagyaraj (1991), qui signale 

la haute aération améliorée par la mycorhize des racines. Récemment, Kratsch 

et al. (2006) ont démontré qu’une atmosphère riche en O2 provoque une 

nodulation profuse en 4 semaines. Dans notre système les plantules de M. 

mathildae été colonisées avec succès par AM en 8 semaines. 

Les inoculum d’AM efficaces sont ceux qui produisent l’augmentation de 

croissance de la plante. La concentration de P était proche de 40% de plus que 

le témoin, cela veut dire qu’en absence d’association avec les mycorhizes M. 

mathildae n’était pas capable de récolter suffisammennt de P pour maintenir des 

niveaux adéquats dans ses tissus, malgré la plus grande réduction de croissance 

de la plante. En 3 mois, les plantules inoculées avec AM sont arrivées à une 

taille équivalente à un cactus sauvage de 4 ans d’âge. Ces conditions là ont 

facilité le transfert de cactus en serre, où le plantes ont montré un taux élevé de 

survie (98%). AM peut être associé á une tolérance plus grande pour le 

transplant et le durcissement de cette espèce. 

Induction de floraison par AM 

Les mycorhizés ont promu la prolifération végétative extensive ; qui par 

conséquent, peut être rapide pour produire des marchandises pour les 

commerçants, comme les légumes ou les tubercules (Biddinger et al. 1998 ; 

Chang et al. 2008), le bois (Martin-Laurent et al. 1999), et les fleurs (Molitor et al. 

1999). Toutes ces investigations ont rapporté une augmentation significative en 

composés végétaux. 

Dans son habitat naturel la floraison de M. mathildae se déroule 

approximativement en 5 ans. Pour cette espèce, plus que la température ou la 

photopériode, la précipitation provoque la floraison (García et Malda 2010a). M. 

mathildae montres une moyenne de 16±5,22 fleurs en plantes sauvages avec 

une taille entre 2,30-2,79 cm de diamètre. Le taux maximum de floraison de M. 
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mathildae sauvage est arrivé au début et à mi-avril ; cependant, cette période 

dépend du début de la saison de pluie (García et Malda 2010a). Les plantules 

inoculées avec AM qui avait été transféré sous serre ont fleuri dans la même 

période en 2008 et 2009 que celles qui ont grandi dans des conditions 

naturelles ; pourtant AM n’as pas d’influence dans la saison de floraison. La 

floraison est contrôlée par des facteurs qui causent l’environnement et des 

signaux endogènes. La photopériode et la température sont les facteurs 

abiotiques les plus importants qui peuvent influencer l’initiation de la floraison et 

du développement (Yong et al. 2000). Quelques agents biotiques peuvent être 

inclus indirectement dans l’induction florale. Parmi ces agents possibles se 

trouvent les partenaires symbiotiques du mycorhizes, puisque les moisissures 

font facilement l’allocation de P et la consommation d’eau (Koide et Mosse 2004) 

des composés indispensables à la formation des boutons des fleurs. Dans cette 

expérience, AM a augmenté significativement le contenu de P en M. mathildae. 

Les plantes de Zantedeschia ont augmenté leur production des fleurs quand 

elles étaient inoculées avec Glomus intraradices (Scagel et Schreiner 2006). Ces 

auteurs ont rapporté que G. intraradices peut augmenter la productivité et la 

qualité des plantes qui possèdent des fleurs au travers de la déposition de P qui 

se trouve associé au poids des bulbes ainsi que la composition, le nombre de 

fleurs et la longévité, et l’initiation d’anthèse ; également, l’allocation du carbone 

et des nutriments entre feuilles et structures des fleurs. Gange et Smith (2005) 

ont rapporté que les mycorhizes augmentent d’environ 70% le nombre total de 

fleurs en Centeaurea cyanus une plante annuelle à fleurs. 

A notre connaissance, il n´y a pas de rapport en inoculation d’AM qui 

améliore la production de fleurs en cactus et leur qualité. Les traits de taille et la 

floraison de la plante ont été augmentés aux lots du M. mathildae ; les deux 

caractéristiques augmentent les caractéristiques commerciales de cette plante. 

Particulièrement, le nombre et la taille des fleurs lui confèrent un côté esthétique 

qui augmente la qualité commerciale de la plante. Ces caractéristiques peuvent 

améliorer l’aspect de la plante et la satisfaction du consommateur, en stimulant 

des achats successifs. 
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Coûts de production 

Beaucoup de projets ont reconnu que la micropropagation de cactus est 

un instrument utile pour la production d’un grand nombre de plantes en peu de 

temps (Mata Rosas et al. 2001 ; Moebius-Goldammer et al. 2003 ; Santos-Díaz 

et al. 2003). Malheureusement, les forts coûts de production peuvent faire que 

l’utilisation de cette technique ne soit pas soutenable pour la production de 

plantes ornementales. Néanmoins, quelques circonstances peuvent justifier 

l’application de la culture de tissu pour la micropropagation des plantes : quand 

les autres méthodes sont trop lentes ou trop chères, pour augmenter de 

nouvelles cultures rapidement, pour maintenir et distribuer des plantes d´élite en 

vue de leur propagation (Ibaraki et Gupta 2006). 

Dans ce projet, un cactus en danger a été micropropagée avec succès. 

En 10 mois nous avons obtenu des plantes similaires à des plantes sauvages de 

4 ans d’âge, qui ont été capables de produire des fleurs 6 mois plus tard ; le 

temps pour obtenir ces conditions a été réduit significativement. De plus, afin de 

réduire les coûts de production, notre protocole a substitué de l’eau doublement 

distillée par de l’eau distillée ; le glucose par du sucre raffiné, et supprimé 

l’utilisation de régulateurs de croissance. Puisque me glucose est le composé 

principal du medium et contribue ensemble avec les hormones à un plus grand 

coût de produit finale, ce medium nutritif était moins chère. Namdeo et al. (2006) 

ont estimé une réduction de coût d’environ 25 quand ils ont omis l’utilisation de 

glucose. 

Par contre, les racines colonisées avec AM ont été bien effectives dans la 

chambre aéroponique. L’utilisation des AM lignées pour ameliorer la croissance 

des plantes a été rapporté (Vestberg et al. 2004; Zandavalli et al. 2004; 

Aliasgharzad et al. 2006). Cependant, l’isolation d’une lignée native d’AM a s’est 

révélée comme un bio-amplificateur qui peut améliorer le temps et le coût de 

production. Une autre approche, inclut l’utilisation d´un mélange commercial 

d’AM et d´autres microorganismes, comme généralement les bactéries (Rincón 

et al. 1993 ; Kiers et al. 2000 ; Jaychandran et Shetty 2003 ; van der Hejiden 

2004). Actuellement, beaucoup de produits commerciaux sont constitués de ces 



144 
 

mélanges (Gianinazzi et Vosátka 2004). Dans notre expérience, le consortium 

indigène d’AM a amélioré avec succès la croissance et l’aspect (nombre de 

fleurs) de M. mathildae. Des mélanges commerciaux de « moisissures qui 

encouragent la croissance » sont disponibles ; toutefois, nous ne conseillons pas 

leurs utilisation, puisque chaque inoculum particulaire d’AM peut promouvoir des 

différences dans la création de la plante qui est différente selon les espèces 

(Munkvold et al. 2004 ; Koch et al. 2006). 

En résumé, les deux technologies peuvent être implémentées pour 

optimiser les systèmes de production. Elles présentent un coût intéressant pour 

la production de M. mathildae. Nous espérons que le succès de la propagation 

de ce mammillaria en danger et sa production á un niveau commercial pourra 

satisfaire les demandes de marché et représenter une moyenne efficace pour 

sauvegarder des populations sauvages. De même, il est possible d’utiliser ces 

plantes pour retrouver des populations en danger. 
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ABSTRACT 

Low survival of reintroduced plantlets originated by micropropagation is frequent 

due to herbivory and water stress, or to special plant association (nursering) 

requirements. It is known that mycorrhizal fungi confer advantages to plants to 

cope with some of these problems. Using a dual technology of micropropagation 

in addition to native mycorrhizal inoculation by means of aeroponic growth 

chamber, Mammillaria mathildae plantlets with an average size similar to four 

year wild specimens (2.91±0.05 cm tall and 2.03±0.03 wide) were obtained in 10 

months. These plants were reintroduced to their natural habitat at the end of the 

rain season in 2007, and 6 months later, during the dry season, they exhibited 

89% survival. In contrast, survival rate of non mycorrhized plantlets was 51%. 

Mycorrhizal inoculum promoted superior growth rate and P accumulation in this 

cactus. Both, larger size and high water uptake capacity conferred by mycorrhizal 

fungi consortium, increased the resistance of M. mathildae to hydric stress in wild 

conditions and therefore a superior fitness. Finally, 14% of mycorrhized plantlets 

produced flowers during the blooming season. 

Keywords: Aeroponic; Cactus; Micropropagation; Native AMF consortium; 

Water stress 

 

INTRODUCTION 

Anthropogenic actions like habitat destruction, poaching, livestock, 

agriculture, and other factors threaten biodiversity. In Mexico many species have 

become extinct or are endangered due to such threats, especially endemic 

mailto:osrigaru@gmail.com
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species. Although species conservation could be successfully achieved and 

given an advantage through the management of wild populations (in situ 

conservation), ex situ strategies are necessary to preserve many organisms 

(Viswambharan 2006). Eventually a synergy of both strategies will establish an 

effective conservation strategy. 

Production of plants with representative genetic diversity of a population in 

order to use them for reintroduction protocols could take some years; particularly, 

if plants present low growing rates (Pérez-Molphe-Balch and Dávila-Figueroa 

2002). In vitro micropropagation is useful for a large number of plants that 

present this characteristic (Viswambharan et al. 2006). For the past years, in vitro 

micropropagation (ex situ technique) has been used to increase numbers of 

threatened plants of commercial interest, particularly with conservation aims 

(Sudhersan et al. 2003; Bunn et al. 2005), by reducing commercial collection 

(Ramirez-Malagon et al. 2007), but also to obtain pharmacologically active 

compounds (Uei-Chern et al. 2006). Furthermore, an interesting approach must 

be its application for reintroduction programs. Some authors reported successful 

reintroductions of micropropagated plantlets in botanical gardens, such as 

Mammillaria san-angelensis that achieved 91% survival (Rubluo et al. 1993), or 

Giusti et al. (2002) who reported a successful reintroduction and even a blooming 

event. In contrast, when reintroduction is performed in wild conditions the survival 

rate is low. Survival rate in field, for some orchids, varies from 15 to 70%, 

although flowering was not registered (Rubluo et al. 1993). Decruse et al. (2003) 

reported reintroduction of the orchid Vanda spathulata, with a survival rate 

between 50-70%; whereas Stiling et al. (2000) reported that cactus Opuntia 

corallicola planting out reached 65% survival. Some causes for low in situ 

survival rates include low growth rates presented when plants are returned to 

their habitat (Bashan et al. 2000), high temperatures and difficulty to uptake 

water and nutrients (Bethlenfalvay et al. 1984; Carrillo-Garcia et al. 1999), 

herbivory (Leirana-Alcocer and Parra-Tabla 1999) and stem browning due to 

pathogens infection (Stiling et al. 2000). Reintroduction of micropropagated or 

greenhouse/nursery derived plants must consider that wild plants are associated 
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with a wide diversity of bacteria and fungi (Brundrett 2002). Arbuscular 

mycorrhizal fungi (AMF) play fundamental role increasing plant absorption of 

phosphates and water uptake (Sylvia et al. 2003; Koide and Mosse 2004); 

therefore, these symbionts could diminish some of the harsh conditions affecting 

plants for reintroductions. 

Many evidences support the fact that AMF play a critical role in plant 

establishment (van der Heijden 2004), water and nutrient uptake (Augé 2001; 

Koide and Mosse 2004), soil aggregation (Rillig and Steinberg 2002) and 

protection against biotic components of the rhizosphere (Vestberg et al. 2004). In 

agro systems, selection of efficient inoculants is critical for the plantation 

success. Recently, commercial mixes of <growth enhancers microorganisms= are 

available; however, some researchers sustain that the use of native inoculum 

could be more effective (Calvente et al. 2004). This must be certainly true if the 

reintroduction target is a wild system. Also, it is preferable not to introduce alien 

microorganisms into the target system, because we do not know how this biotic 

component can alter local plant ensembles (Rudgers et al. 2004). This can lead 

to undesired results, like native species displacement or over dominance of a 

particular species. Schwartz et al. (2006) mentioned that introductions of 

mycorrhizal fungi may lead to unintended negative, and potentially costly, 

consequences for natural protected areas management. Besides, even if a 

commercial inoculum containing varieties of local species is applied, these can 

present genetic variability that could cause differences in plant performance 

(Munkvold et al. 2004; Koch et al. 2006). 

Mammillaria mathildae is an endemic cactus confined to central Mexico; 

their populations are diminished as a result of urban development of Queretaro 

City. Nowadays, two low density localities remain. In 2007 Cañada Juriquilla’s 

population registered 133 plants (García and Malda 2010a). The low number of 

individuals makes it necessary to take immediate actions to recover this cactus. 

Recently García and Malda (2010b) developed a micropropagation protocol for 

M. mathildae excluding any exogenous hormones addition, to obtain in 7 months, 

the equivalent to a three year old wild plant with a greenhouse survival of 98%; 
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however, a 48% survival was observed after its reintroduction in an experimental 

plot; assuming that water availability was associated with population decay in the 

first month. 

In this context, the aim of the present study was to isolate an effective 

growth enhancer by means of a native arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) 

consortium and inoculate it through an aeroponic culture in micropropagated 

plantlets, in order to enhance cactus establishment under wild conditions. After 

reintroduction, water scarcity and low nutrients availability was constant, so 

symbiotic partners were expected to express their full benefits under these 

conditions. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Reintroduction area 

Around Querétaro City, Mexico M. mathildae grows in two populations. 

Cañada Juriquilla encloses the largest protected population of M. mathildae 

registered (133 individuals in 2007). This area is located North of Querétaro City 

in the province of Juriquilla, at 1890 m of altitude, between 20° 41' 35.2" N and 

100° 27' 16.4" W. Vegetation is dominated by deciduous tropical forest in a 

satisfactory conservation status. It is dominated by trees (e.g. Lysiloma 

microphylla, Bursera fagaroides, and Ceiba aesculifolia), 3 to 7 m high, which 

loose their canopy for 6 to 7 months periods (dry season). During rainy season, 

shrubs (e.g. Jatropha dioica, Anisacanthus quadrifidus, Ipomea purpurea, 

Caliandra eriophylla, Cardiospermun halicacabum, and Karwinskia 

humboldtiana) considerably increase their foliage. Vegetal community is 

associated with desert crasicaule scrub elements (Myrtillocactus geometrizans, 

Nicnotecereus serpentinus, Stenocereus dumortierii, Mammillaria magnimamma, 

M. polythele, Opuntia pubescens and O tomentosa). In the area an invasive 

grass species was found (Melinis repens). Soil is scarce, with good drainage, 

and the area is dominated by abundant igneous rocks. 

Characterization of study area was assessed by its microclimatic 

conditions. Solar radiation was determined as total photosynthetic photon flux 



154 
 

(PPF), expressed as μmol m-2 s-1, using a quantum sensor (LICOR model LI250) 

and interpolating reference readings from a second sensor to calculate leaf area 

indices (Welles 1990). In a transect survey within M. mathildae population (70 m 

long) PPF readings were recorded below canopy (by triplicate) every 10 m, 

avoiding direct solar illumination in the sensors. Superficial temperature was 

determined with an infrared temperature sensor (Tel-Tru 05025). Daily 

precipitation data were obtained from CONAGUA’s (National Ministry of Water) 

meteorological station <Querétaro= (20° 35’ N: 100° 24’ W). 

Plant material 

Plantlets of Mammillaria mathildae were obtained as described by García 

and Malda (2010b). Lateral explants obtained from in vitro germinated seeds 

were used for micropropagation. In vitro areole activation and rooting were 

achieved implementing an hormone free Murashige and Skoog (1962) medium 

(MS), supplemented with 30 g l-1 sucrose, 0.1 g l-1 myo-inositol, 1 mg l-1 thiamine 

hydrochloride, 0.5 mg l-1 nicotinic acid, 0.5 mg l-1 pyridoxine hydrochloride and 8 

g l-1 agar. Plantlets were maintained in vitro at 26±1º C under a total 

photosynthetic photon flux of 120-130 µmol m-2s-1, provided by cool fluorescent 

lamps, in a 16 h photoperiod for a seven months period, prior their AMF 

inoculation and ex vitro acclimatization. 

AMF inoculum 

Soils collected from M. mathildae rhizosphere, and from several plants 

associated to it (J. dioica, O. pubescens, M. repens, and L. microphylla) as well 

as bare soil from the study area, were used to initiate trap cultures. 

Approximately, 500 g of soil with roots fragments were collected at a 10 cm 

depth, placed in Ziploc® bags and transferred to greenhouse to initiate the trap 

cultures. Soil sample containing chopped roots was mixed with Hortiperl, 

Termalita® (1:1) and used to fill pots (15 cm ø and 20 tall). Sorghum vulgare 

(ABC, 2005) was used as host plant for AMF fungi, 60 to 65 seeds were 

germinated on pots containing the soil mixture and maintained under greenhouse 

conditions, watering plants every two days for a total period of 10 to 12 weeks, 

following by a gradual desiccation period (one or two weeks), in order to promote 
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AMF sporulation. Subsequent S. vulgare propagation cycles were performed as 

previously described, using the same soil: perlite mixture with S. vulgare roots 

chopped and mixed with it. No fertilization was applied in all trap culture cycles. 

Spores assessment 

Isolation of spores was made from trap cultures. S. vulgare plants were 

gently washed with tap water to remove soil. Roots were excised and then 

blended with distilled water at high speed for approximately five seconds to 

release spores. Blended material was immediately poured through three sieves 

(1 mm, 177, 45 and 38 m). Material on the bottom sieve was collected in a 

beaker. Homogenate was added to a 20-60 % sucrose gradient in 25-ml tube 

and centrifuged at 1500 g for 3 minutes. Pellet (soil and detritus) was discarded 

and supernatant was quickly decanted into 38 m sieve and washed for 2 

minutes under tap water and transferred to a Petri dish. Healthy appearing 

spores were carefully checked under a stereomicroscope to remove any hypha 

or detritus present and manually transferred to a 1.5 ml eppendorf tube for their 

storage at 4° C for 48 hours. Any additional atypical spores were removed and 

discarded at this time (International Culture Collection of Arbuscular Mycorrhizal 

Fungi -INVAM-). For soil spores assessment, 50 g of soil were dissolved in tap 

water, homogenized for 3 min, rest for 1 min, and immediately poured through 

sieves following the method previously described. 

Plantlet inoculation and aeroponic culture 

Seven month old M. mathildae plantlets (1.79±0.04 cm tall, 1.37±0.02 cm 

wide and 20.82±0.21 areoles in average) were inoculated by pouring over their 

roots 200 l of 15 g l-1 sodium alginate solution containing 1,025 spores ml-1. 

Roots were immediately soaked in a 0.05 M CaCl2·2H2O solution for alginate 

solidification following Weber et al. (2005). Plantlets were arranged on an 

aeroponic growth chamber (High capacity unit by AgriHouse, Inc. Div. 

Aeroponics International). Nutrient MS medium previously described was used as a nutrient 

solution. Roots were misted during five seconds every 30 minutes. Culture was maintained at 

26±1º C and illuminated under the same conditions as in vitro micropropagation. 

Fresh nutrient solution was replaced weekly (García and Malda, 2010c). 
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Estimation of AMF colonization 

Roots from soil/rizosphere samples of each species collected were 

cleaned and chopped into 1 cm portions; they were cleared in 10% KOH (wt/vol) 

and then rinsed with distilled water. Cleared roots were stained with a 5% black 

ink (Shaeffer) solution dissolved in a solution of 5% acetic acid (vol/vol) as was 

described by Vierheilig et al. (1998). 30 root portions were examined for 

mycorrhizal colonization using grid intersection method at 40X magnification 

using a light microscope, as described by Giovannetti and Mosse (1980). The 

frequency of mycorrhizal infection (F%) was calculated by IR X 100/TR, where IR 

corresponds to infected roots and TR refers to total root segments. 

Determination of Phosphorus concentration 

Total phosphorus content was assayed by micro Kjeldahl digestion of dry 

M. mathildae plantlets, inoculated with AMF or not two months before. Plantlets 

were washed with distilled water and oven dried for 48 h at 70° C and weighed. 

Dried plantlets were grounded to obtain a fine powder; 0.2 g was digested in 

concentrated sulfuric acid using the stannous chloride reaction method (Allen 

1989). There were four replicas for each treatment. 

Acclimatization and field re-introduction 

M. mathildae in vitro derived plantlets and colonized AMF plantlets were 

transplanted to 2.5 cm ø pots with a mixture of commercial potting soil (1:1 Pro-

Moss Premier® and Hortiperl Termalita®), covered during first week with a plastic 

canopy and watered every other day to allow acclimatization; on the second 

week, they were transferred to a greenhouse. Plantlets were watered twice 

weekly until their transference to field. After 8 weeks, 98% of plantlets survived 

under these conditions. 

One hundred AMF colonized plantlets and 100 non-colonized plantlets 

(control) were planted out to Cañada Juriquilla in a 75 X 10 m experimental plot. 

Plants were measured (diameter and height) and systematically tagged. Survival 

percentages were determined every other day on the first week; followed by 

weekly observations for a month; and eventually survival was registered every 

month. 
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Survey of M. mathildae blooming 

Flower yield of 100 non mycorrhized and 100 mycorrhized M. mathildae 

plantlets grown in greenhouse was monitored from middle April to late June. 

Flowers were counted every four days. In this same period, flower production of 

reintroduced plantlets was assessed twice a week. 

Data analysis 

A single factor ANOVA at P<0.05, was used to test for significant 

differences in all experiments. Statistical analyses were performed using JMP 6.0 

statistical software (SAS Institute, Inc. 2005). Percentage data of root 

colonization was previously transformed to their arccosine value. 

 

RESULTS 

Isolation of AMF inoculums source 

AMF root colonization was determined for different plants associated with 

M. mathildae and the spore soil density nearby their rhizosphere in order to 

initiate AMF trap cultures (table 1). All examined plants were colonized with AMF, 

Melinis repens (exotic grass species) presented higher colonization. Bare soil 

presented the lowest number of spores (1.4 spores g soil-1). The number of 

spores g soil-1 was not significantly different for all soil sources, with exception of 

Melinis repens trap culture (F=20.73 Prob. F 0.0001). The presence of spores 

of some morpho-species of Glomus and Gigaspora and other Glomalean like 

fungi in AMF composition were remarkable. Trap cultures were initiated from 

these soils. By the third sporulation cycle, spores’ number was increased 

significantly in all cultures (figure 1). Again, M. repens reached the highest values 

(92.33±2.37 spores g soil-1), whereas M. mathildae reached 76.37±1.88 spores g 

soil-1, as the other assayed plants. 

Inoculation in aeroponic chamber 

The effectiveness of native AMF as inoculants for M. mathildae was 

assessed by their culture in an aeroponic chamber. Cactus’ plantlets (1.78±0.04 

cm tall, 1.36±0.02 cm wide in average) were obtained as previously described. 

Total colonization was achieved around 60 days. After 74 days, micorrhizal 
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inoculated plantlets exhibited a significantly larger size in both, height (F= 116.56 

Prob. F 0.0001) and diameter (F= 142.84 Prob. F 0.0001), as well as in total 

dry biomass (F= 60.24 Prob. F 0.0001) compared to the control. However root 

biomass was higher in non mycorrhized plantlets (table 2). In relation to 

phosphorus content, control plantlets did not show significant differences 

compared to initial P content (F= 2.81 Prob. F 0.1322), in contrast, AMF 

colonized plantlets significantly increased their P concentration compared to the 

control (F= 237.37 Prob. F 0.0001). 

 

Table 1. Percentage of root colonization with AMF and soil spores density in 

different plants on experimental plot. Means ± S.E., n = 4. 

Plant species AMF root 

colonized (F%) 

No. of spores 

g soil-1 

J. dioica 47.73±0.98 15.03 

O. pubescens 44.71±1.72 15.77 

M. mathildae 34.13±1.29 17.47 

M. repens 45.43±1.65 31.07 

L. microphylla 43.71±0.86 18.17 

Bare soil – 1.23 

 

 

Figure 1. Sporulation cycles of trap cultures from different species associated to 

M. mathildae. 
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Table 2 Growth responses of M. mathildae inoculated with and without AMF in an 

aeroponic device. 

 

AMF root 

colonized 

(F%) b 

Plants size (cm) a Dry matter (mg plant-1) b 

P content 

(mg P-1 dry 

weight) c 

  Height Diameter Root Shoot Total  

Initial size - 1.79±0.04 1.37±0.02 6.80±0.20 40.33±0.88 47.13±1.07 0.321±0.01 

Control 0 1.99±0.07 1.54±0.03 11.79±0.21 45.00±0.70 56.79±0.90 0.344±0.01 

Colonized 100 2.91±0.05 2.03±0.03 10.36±0.23 58.86±1.28 69.21±1.32 0.552±0.01 

a Means ± S.E., n = 120. b Means ± S.E., n = 14, c Means ± S.E., n = 4. 

 

Selection of the re-introduction area 

In order to select the best reintroduction area, experimental plot 

microclimatic conditions were compared with those in the area that contains M. 

mathildae population. Solar radiation and superficial temperature were recorded 

in October 2007. Non significant differences were found in solar radiation (F= 

0.0234 Prob. F 0.8815) and superficial temperature (F= 0.0075 Prob. F 

0.9327). Vegetation structure was similar in both areas. 

Acclimatization and survival of M. mathildae in the wild 

Transition from in vitro to ex vitro environment was not difficult. After 60 

days M. mathildae plantlets exhibited 98% of survival in greenhouse conditions. 

Reintroduction was performed in October 2007. Total numbers of non 

mycorrhized plantlets diminished 39% through the first month after reintroduction, 

and the population subsequently decreased 10% in the next three months. After 

five months, 49% of reintroduced plantlets died (figure 2). It was until the end of 

the rain season when M. mathildae out planting population suffered an abrupt 

decrease (figure 2). In contrast, plantlets inoculated with AMF died 9% in the first 

week; thereafter, reintroduced population remained stable for more than 160 

days at 89 % survival (figure 2). Meanwhile, germination of M. mathildae in field 

was 40% and survival rate was 0.6%. 

In greenhouse, mycorrhized M. mathildae, 16 months old, exhibited a 64% 

of blooming (figure 3), while non mycorrhized plantlets did not bloom. Compared 
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to greenhouse plantlets, 14% of reintroduced mycorrhized cactus bloomed after 

the first rains, which were occurred in the last week of April (six months after 

reintroduction). 

 

 

Figure 2. Survival of M. mathildae out planting in the wild, colonized with AMF (–

–) and non colonized (––). Straight line represents the precipitation 

registered during re-introduction experiment. 

 

 

 

Figure 3. M. mathildae flowering in a) greenhouse; and b) field. 
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DISCUSSION 

Inoculum origin 

Spores of Gigasporaceae, and Glomaceae families were isolated from 

sieving of rhizosphere soils samples. Those species are commonly found in arid 

and semi arid ecosystems (Diallo et al. 1999; Bashan et al. 2000). Additionally, 

they have been reported as plant growth promoting microorganisms (Fortín et al. 

2002). Since soil spores are dormant, it was necessary to initiate trap cultures in 

order to increase the functional AMF consortium. Three culture cycles were 

necessary to stimulate a high sporulation index. M. repens presented the highest 

sporulation index (92.33±2.37 spores g soil-1); meanwhile, other trap cultures 

reached an average of 74 spores g soil-1. All species that sporulated on the third 

cycle belong to genus Glomus, with the exception of one morphotype of 

Gigaspora in M. repens’ trap culture. Displacement of Gigasporaceae could be 

attributed to a vegetative incompatibility to sorghum as host plant. Liu and Wang 

(2003) found that the number of species of AMF detected in trap cultures was 

influenced by host plant type. As a consequence, native AMF does not 

necessarily exhibit high effectiveness as inoculants in agro systems (Enkhtuya et 

al. 2000); perhaps because local microbiota has evolved to establish a particular 

symbiosis with local vegetation and their effect over exotic species is largely 

unknown. In this work an AMF consortium obtained from M. mathildae 

rhizosphere was successfully used as growth enhancer for this cactus, since a 

particular fungus can colonize a particular plant (Liu and Wang 2003; Rudgers et 

al. 2004) and because AMF differ remarkably on individual plant enhancement 

(Munkvold et al. 2004). 

Inoculation effects on cactus growth  

Growth of M. mathildae in aeroponic chamber was successfully achieved 

in both mycorrhized and non mycorrhized plantlets (97.6 % of survival). 

Aeroponic technology is superior to soil based pot culture to infest plants with 

AMF (Weathers and Zobel 1992) since this approach makes it possible to 

achieve high indices (100%) of AMF colonization (Martin-Laurent et al. 1999). 

With traditional inoculation methods Rincon et al. (1993) reported that vesicular 
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AM colonized Pachycereus pecten-aboriginum had significantly higher dry matter 

production, root/shoot ratios and specific root length than non vesicular AM 

colonized seedlings. Similar results were reported by van der Heijden (2004) 

which found that grass seedlings grew larger and obtained more P when AMF 

were present. In our experiments, full colonization of roots by AMF was reached 

around 60 days. Two weeks later, plantlets showed a significant difference in 

height (32 %) and diameter (24 %) respect to the control plantlets. Likewise, dry 

matter showed an increase of 20 %. Additionally, AMF inoculum increased P 

content about 60% in M. mathildae plantlets, in contrast with non mycorrhized 

ones. 

Field survival rate of naturally germinated cacti seedlings is commonly 

low. Due to this intrinsic factor, population recovery by natural instances is not 

very probable. Implementing aeroponic culture, in only three months M. 

mathildae gained the biomass that takes one year in natural conditions (personal 

observation). Martin-Laurent et al. (1999) reported that after four months Acacia 

mangium colonized with Glomus sp. and cultivated aeroponically reached twice 

the size of those grown in soil. M. mathildae growth was dramatically increased 

(0.66 cm ø in 3 months), contrasting with its growth rate in the wild, which is very 

low (less than 0.5 cm ø by year), due to deciduous tropical forest experiences a 

drought period from 6 to 7 months, and consequently cactus reduces its 

metabolism during this season. The most important mycorrhizal response is an 

increased uptake of water and nutrients (particularly P). The high degree of 

aeration in aeroponic culture enhances the plant-fungi symbiosis effects 

(Weathers and Zobel 1992), promoting the effects recorded during this 

experiment. Aeroponic technology increases production costs for the lot of plants 

to be reintroduced. Nevertheless, increasing natural low growth rates of a 

number of species by aeroponic culture certainly represents a valuable 

investment for reintroduction practices. 

Microhabitat conditions 

Germination and establishment of plants in their wild environment is a 

multifactorial event; therefore, selection of an adequate site for reintroduction is 
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essential to achieve a successful establishment. Differential architecture of 

forest’s canopy provides different microclimatic conditions to small plants that 

establish under their canopy. Leirana-Alcocer and Parra-Tabla (1999) found that 

Mammillaria gaumeri plantlets survive only in shadow microhabitats. 

Furthermore, size and density of the canopy is an important factor, because cacti 

need to obtain an adequate sunlight for their satisfactory development. At this 

respect, Zúñiga et al. (2005) found Lophophora diffusa associated to Larrea 

tridentata and Acacia sororia, and dissociated from Celtis pallida, which generate 

a more intense shadow that the other shrubs. M. mathildae exclusively grows in 

volcanic uplifted rocks under several nurse plants especially below L. microphylla 

and B. fagaroides; both are important nurse plants that help to cactus 

establishment, since it decreases moisture loss and direct sunlight. Actually, their 

canopy architecture provides a buffering for temperature around 14° C. As well 

as temperature, determination of solar incidence did not show differences 

between the cactus home range and the selected reintroduction area. 

Survival of M. mathildae in field 

The poor surviving rate suggested that soil microbiota could play a 

significant role in the establishment of M. mathildae, since biotic interactions with 

other plants were carefully accomplished and insect herbivory was not detected. 

AMF inoculation by aeroponics has been used successfully to rapidly obtain 

forest products (Martin-Laurent et al. 1999); however, the authors established the 

need to carry out field experiments to verify the benefic effects of mycorrhizal 

colonization when young trees are to be planted out in field. In this experiment, 

reintroduced plantlets without AMF followed a similar fate, in spite of these plants 

having a bigger average size (1.99±0.07 cm tall, 1.54±0.03 cm wide) than those 

reintroduced by García and Malda (2010b) (1.79±0.04 cm tall, 1.37±0.02 cm 

wide). Only 51% of the out planted cactus survived after 6 months in field (figure 

2). In contrast, mycorrhized plantlets showed a survival rate of 89%. These 

results are in accordance to Matsubara et al. (1998), who showed that arbuscular 

mycorrhizal fungus inoculation on young asparagus plantlets (Asparagus 

officinalis L.) derived from tissue culture might be feasible for increasing survival 
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rate during the acclimation process. Goicoechea et al. (2004) also reported that 

mycorrhizal fungi induced both, epicuticular wax deposition and leaf abscission in 

Anthyllis cytisoides. They sustain that these events could constitute an 

adaptation in order to cope with severe drought. Survival rate extension was 

attributed to the increase of the plant-fungi symbiosis capacity to access water 

soil reserves, where radicular plant system is not capable to take water. 

On the other hand, during aeroponic culture, P uptake was superior in 

AMF inoculated plantlets; this fact conferred an advantage when M. mathildae 

was planted out, given that nutrient availability in wild is commonly a restrictive 

factor. Using AMF consortium as growth enhancer presents some advantages to 

using only one species, since functional diversity among AMF suggests that a 

combination of several species of fungi could increase the effectiveness of P 

extraction from soil (Koide and Mosse 2004). Soil in the study area is superficial 

and has an appreciable quantity of organic matter; as a result organic P is found 

in it. Koide and Kabir (2000) reported that extraradical hyphae of Glomus 

intraradices hydrolyze organic P into its inorganic form, permitting its absorption. 

Both factors could confer an advantage to reintroduced M. mathildae, therefore 

increasing their fitness. 

In ten months M. mathildae plantlets reached not only dimensions similar 

to those of a four year wild specimen (2.91±0.05 cm tall and 2.03±0.03 wide), but 

also a similar development stage, since four year old plants generally are 

initiating their reproductive life cycle (personal observation). Reintroduction of 

plants in reproductive stage is recommendable because seed production 

increases seed banks in situ; and, its contribution to recruitment is significant in a 

short time. However, reintroduction of plants with low growth rates in 

reproductive stage is rare, because a long time is required to reach this condition 

in traditional culture. On the other hand, in middle April M. mathildae inoculated 

with AMF growing in greenhouse (figure 3a) exhibited a blooming event (64% 

flowered). In contrast, non mycorrhized plantlets never bloomed. This 

phenomenon was similar in the experimental plot; although only 14% of the AMF 

inoculated plantlets produced flowers (figure 3b). This variation could be 
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attributed to water supply, which was permanent for the lot grown in greenhouse. 

Large mycorrhized plantlets, with superior P reserves than non colonized plants, 

could induce blooming after the first rainfalls. Fruit production is expected to be 

similar to the one recorded by García and Malda (2010a) in 2006 (16.0 ± 5.22 

flowers), since 2008’s precipitation pattern was similar to the one registered that 

year. 

Conclusions and conservation management applications 

Under some circumstances, use of high technology to obtain plants would 

be excessively costly to be practical. Also, tissue culture is an expensive 

technique that requires special facilities and expensive reagents. Excluding 

growth regulators on micropropagation, as it was achieved for M. mathildae in 

present protocol, provides an advantage for plant reintroduction in terms of 

obtaining hormone-free plants with more genetic stability and reducing costs as 

well. Furthermore, when a species is endangered and there are a few plants to 

reproduce, this technique is affordable (Viswambharan et al. 2006). 

Selection of a native AMF consortium has advantages over implementing 

plant growth enhancement with a single species. Rai (2001) pointed out that, an 

integrated inoculum approach by using mixed cultures of microorganisms would 

be more effective than a single fungus. This approach is less expensive and 

saves time since it avoids the large cost of individual AMF inoculum production 

relative to the isolation cost of an AMF consortium, additionally allowing the 

target plant to establish a symbiotic relationship with a variety of fungi. In addition 

to the direct costs, implementing local fungi consortium has some implicit saving. 

Native flora and microorganisms have evolved together and establish a benefic 

symbiosis (Sylvia et al. 2003). Plant protective microbial symbionts can 

determine the ecological success of plants since they drastically modify plant 

communities and related trophic webs (Selosse et al. 2004). The use of alien 

microorganisms can alter vegetation structure (O’connor et al. 2002) favoring 

alien species (e.g. invasive grasses), and the cost to revert this phenomenon can 

be greatly significant (Schwartz et al. 2006). 
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Micropropagation was useful to obtain large quantities of plant material for 

reintroduction. However, reintroduced non mycorrhized plantlets showed that 

absence of AMF positioned them in disadvantage in front of the AMF colonized 

native flora which is adapted to local water availability and nutrients scarcity. 

Aeroponic culture has been implemented to increase the yield of a variety 

of commercial crops, trees, flowers and vegetable cultivations in short time 

(Weathers and Zobel 1992); to our knowledge, this is the first report of aeroponic 

cultivation and AMF inoculation of a cactus. Plantlets equivalent to a 4 years wild 

specimen in size and development were aeroponically obtained. In addition to a 

favorable nurse host selection, AMF consortium favored M. mathildae plantlets 

establishment in wild (89%). They persisted for more than 6 months (from dry 

season until the first rainfalls) and a fraction of the population flowered (14%). 

In this context, both, micropropagation by tissue culture and inoculation 

with AMF by aeroponic culture, have proved to be a very cost effective practice 

and technology to produce M. mathildae plantlets for reintroduction. This dual 

technology could be useful to restoration practices and commercial purposes of 

other cacti species. 
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ABREVIATURAS 

 

ANP  Área natural protegida 

BTC  Bosque tropical caducifolio 

EM  Escarificación mecánica 

ER  Esfuerzo reproductivo 

EQ  Escarificación química 

GARP Siglas en inglés de <Algoritmo Genético para la Producción de 

Reglas= 

HR  Humedad relativa 

IAF  Índice de área foliar 

IPCC Siglas en inglés de <Panel Intergubernamental sobre Cambio 

Climático= 

MNE  Modelado de nicho ecológico 

MS  Medio Murashige y Skoog (1962) 

MVA  Micorrizas vesículo arbusculares 

PVA   Análisis de viabilidad de la población 

RCV  Reguladores del crecimiento vegetal 

SADIE Siglas en inglés de <Análisis Espacial por Índices de Distancias= 

SE  Suelo estéril 

SI-MAB Siglas en inglés de <Instituto Smithsoniano Monitoreo y Tasamiento 

de la Biodiversidad 

SM  Suelo micorrizado 
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