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RESUMEN

La Cuenca del Rio Magdalena enfrenta un continuo proceso de degradacion.
Anualmente se pierden 240 ha de vegetacion debido a los asentamientos
irregulares, la contaminacion y la tala ilegal. Para revertir los dafos generados
existen diversas estrategias de restauracion ecologica, incluyendo una nueva

alternativa como es el uso de hongos micorrizégenos arbusculares (HMA).

La asociacién de las plantas con los HMA le provee una mayor superficie de
absorcion de iones y agua a las especies vegetales y les ofrece una mayor
tolerancia a diferentes factores de estrés como son: patégenos, altas temperaturas,
sequia, acidez del suelo y metales toxicos. La simbiosis también puede facilitar el
establecimiento de plantas después de un disturbio o el trasplante de las plantas a
campo. Debido a estas ventajas el desarrollo de plantulas de encinos previamente
inoculadas con HMA sera mayor en comparacion con las plantas no inoculadas. El
objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de los HMA sobre el crecimiento y
la supervivencia de plantas de Quercus sp. para plantear su uso futuro como una

herramienta en las practicas de restauracion ecoldgica de ecosistemas.

Se realiz6é un analisis de crecimiento clasico de Hunt, comparando el crecimiento y
supervivencia, con y sin inéculo micorrizico, de 400 plantulas de encino introducidas
en parcelas experimentales. Los resultados fueron completados por una
caracterizacion microambiental de la zona mediante analisis fisico-quimicos del

suelo, asi como el monitoreo de temperatura, humedad y calidad de luz.



La supervivencia de las plantulas previamente inoculadas fue mayor que en
plantulas sin inoculo (86% y 75% respectivamente). Asimismo, las plantulas
micorrizadas presentaron una mayor altura, un mayor crecimiento del diametro del

tallo y un mayor numero de hojas.

Los resultados resaltan la importancia de la micorriza arbuscular en el desarrollo de
plantas introducidas de Quercus sp. y respaldan su uso como herramienta en la
restauracién ecoldgica, aunque son necesarios mas estudios para asegurar su

éxito en las plantaciones de especies nativas introducidas.



ABSTRACT

The River basin of the Magdalena River faces a continuous process of degradation.
Annually 240 ha of vegetation are lost due to irregular establishments, contamination
and deforestation. There are diverse strategies of ecological restoration in order to
revert this damage, including a new alternative as is the use of arbuscular

mycorrhizal fungi (AMF).

The association between plants and AMF provides a greater surface for the
absorption of ions and water as well as a greater tolerance to different stress factors
such as pathogens, high temperatures, drought, soil acidity and toxic metals. This
symbiosis can also facilitate the establishment of plants after a disturbance or the
transplant to field conditions. Due to these advantages the development of oak
seedlings previously inoculated with AMF will be major in comparison to plants
without the inoculum. The aim of this work was to determine the effect of AMF on the
growth and survival of Quercus sp. seedlings in order to use the application as a tool

in future practices of ecosystems restoration.

A classic growth analysis of Hunt was realized comparing growth and survival, with
and without mycorrhizal inoculum in 400 oak seedlings introduced in experimental
parcels. The results also included a micro-environmental characterization of the
zone by physical-chemical soil analyses, and the monitoring of temperature,

humidity and light quality.



The survival of previously inoculated seedlings was greater (86%) than in seedlings
without inoculum (75%). Mycorrhizal seedlings also showed a greater growth in

height, stem diameter, and the number of leaves.

The results highlight the importance of the arbuscular micorrhiza in the development
of introduced Quercus sp. seedlings and endorse its use as a restoration tool,
although more studies are necessary in order to determine their usefulness in native

plantations.



l. INTRODUCCION

EL BOSQUE TEMPLADO

Los bosques templados se encuentran en todos los continentes: en el continente
europeo, la region oriental de Asia (en especial, China y Japon) y América del Norte.
También se les encuentra en América del Sur, tanto en zonas templadas como
templado-frias. Se presentan aproximadamente entre los 25 y 50° de latitud en
ambos hemisferios, donde la temperatura media anual es de 23° C, y el promedio

anual de precipitaciones de 1 000 mm (Ovington 1983; Rohrig 1991a y b).

La vegetacion, aunque es predominantemente arbdrea, presenta un sotobosque
conformado por arbustos y plantas herbaceas. El bosque templado es muy variable,
en algunos lugares predominan los arboles deciduos mientras que en otros, las
coniferas son mas comunes. También hay bosques mixtos con arboles de
coniferas, especies deciduas de hoja ancha y siempre verdes de hoja ancha (Roéhrig
1991 a y b). Las familias mas importantes que conforman el estrato arb6reo son
Pinaceae, Fagaceae, Juglandaceae, Aceraceae, Salicaceae y Betulaceae. La
Rosaceae y la Ericaceae son las familias dominantes del estrato arbustivo, mientras
que el estrato herbaceo estd conformado de Caryophyllaceae, Ranunculaceae,

Cruciferae, Umbelliferae, Labiatae y Compositae (Rdhrig 1991 c).

La mayoria de las areas de los bosques deciduos norteamericanos estd compuesta
por varias especies del género Quercus y/o haya (Fagus grandifolia), arce (Hacer
sp.) y especies de nogal y tilo (Tilia sp.). Fragmentos de estos bosques se
presentan en la zona montanosa de México y Guatemala, donde muchos de los

géneros -e.qg., Fagus, Fraxinus, Juglans, Liquidambar, Quercus- presentan las
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mismas especies 0 especies relacionadas. Comunmente, estos arboles estan
acompanados por un estrato bajo de arbustos perennes (Ovington 1983; Rohrig

1991 b).

Por su extension, el alto grado de endemismo, la diversidad bioldgica, la estabilidad
ecoldgica y su gran potencial productivo, se reconoce en México a los bosques
templados como sobresalientes en términos econdmicos, ambientales y sociales.
Algunos estudios sefialan que los bosques templados fijan una cantidad importante
de carbono y también son elementales como medio de contencidn y regulacién de
los caudales de agua, conservan la calidad de los suelos y los protegen ante la

erosion. (Dixon et. al 1994; Almeida-Lenero et. al 2007).

Los bosques templados han sido usados de diversas maneras y aunque la mayoria
de los sitios ha sido reemplazada por sistemas agricolas, grandes areas aun se
conservan. De acuerdo con los propédsitos de este trabajo se enfatizaran las

caracteristicas de los bosques templados dominados por encinares (Quercus sp.).

BOSQUE DE ENCINOS

El bosque de encino es un tipo de vegetacion de regiones con un amplio intervalo
de temperatura y humedad, que varian entre 10 y 26°C y 600-1 200 mm de
precipitacion, repartida de manera desigual a lo largo del afio, con una estacién
seca de 4 a 8 meses de duracion. Las especies del género Quercus se distinguen
por su adaptacion a diferentes condiciones del medio, como son: relieve, altitud,
pendiente, tipo de roca, suelo y otros (Espejel et al. 1999), por esto, son elementos

importantes en diversos tipos de vegetaciéon (Gonzalez-Rivera 1993; Nixon 1993).



Se pueden ubicar en laderas con una pendiente variada, entre 0 hasta 3 000 m de
altitud, aunque generalmente se localizan entre 1 200 y 2 800 msnm. El suelo esta
conformado tanto de rocas igneas, como sedimentarias y metamorficas.
Generalmente, los encinos prefieren suelos con un buen drenaje vy
permanentemente humedos. El pH es moderadamente acido, generalmente entre
5.5y 6.5. En cuanto a la textura, ésta presenta diferentes porcentajes de arcillas y

arenas y su color puede ser de rojizo a amarillo, gris, café o negro (CoNnABIO 2006).

El estrato arboreo presenta un dosel, que alcanza alturas desde 6 hasta 30 metros,
dependiendo del sustrato y la humedad ambiental; donde dominan especies del
género Quercus, aunque el bosque de encinos también puede asociarse con
géneros como: Pinus, Abies, Alnus, Arbutus, Buddleia, Cercocarpus, Crataegus,
Cupressus, Fraxinus, Garrya, Juglans, Juniperus, Platanus, Populus, Prunus,

Pseudotsuga y Salix (Rzedowski 1978).

Los Encinares en México

Entre los diferentes tipos de vegetacién de México, los encinares representan uno
de los ecosistemas mas importantes del pais debido a su amplia distribucion y
diversidad de especies (Rzedowski 1978; Reyes y Gama-Castro 1995).
Generalmente, son comunidades vegetales caracteristicas de zonas montafiosas,
se localizan en la Sierra Madre Occidental, Sierra Madre Oriental, Sierra Madre del
Sur y la Sierra de Chiapas, asi como a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal

(Reyes y Gama-Castro 1995).



Los encinares, en conjunto con los bosques de coniferas, constituyen la mayor parte
de la cubierta vegetal de areas de clima templado y semi-humedo, ocupando casi
una quinta parte del territorio nacional (Rzedowski 1978 y 1991). Después de los
matorrales desérticos, los bosques de coniferas y encinos ocupan la mayor
extension del territorio nacional con una distribucion potencial original de poco mas
de 20% (Challenger 1998; SEMARNAT 2006). Acotando las cifras a los bosques de
encino, la Semarnat reporta que en el afio 2002 estos bosques ocupaban el 8% de

la superficie del pais (SEMARNAT 2006a)

A nivel mundial, México es el pais que posee el mayor numero de especies de
encinos, contando con un registro aproximado de 140 especies pertenecientes al
género Quercus (Zavala 2002). De éstas, 60% son endémicas de nuestro pais
(Mittermeier 1995). Si se toma en cuenta que la mayoria de los arboles son
dominantes o co-dominantes en los bosques, podra comprenderse la gran
diversidad floristica, fisondmica y ecoldgica de los encinares mexicanos (Rzedowski

1978).

Debido a su amplia distribucién, se ubican entre los tipos de vegetacién mas
alterados (Rzedowski 1981; Challenger 1998). De esta manera, la deforestacion de
los encinares alcanz6é un maximo durante la primera mitad del siglo XX, por lo cual
han sido eliminados de la mayoria de las planicies y pequefas colinas o lomerios.
Generalmente, se aprovechan en la fabricacién de muebles y postes o para proveer
a la creciente poblacion de material para construccion y carbén, aunque también se

pueden obtener productos no maderables, como hongos y hierbas a los que se les
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da diferentes usos como pueden ser alimento, forraje y medicina (Rzedowski 1981;

Bonfil 1991; Luna-José et al 2003; Padilla 2007).

La importancia ecolégica de las especies de encinos, radica en que algunas son
consideradas como especies primarias; tal es el caso de Quercus rugosa que se ha
sugerido como especie clave en la rehabilitacion y restauracién de bosques. Aunque
la mayoria de las especies de encino no esta considerada como especies pioneras,
pueden reclutarse en etapas tempranas de la sucesion secundaria (CONAFOR 2008).
Los encinos son importantes para la restauracion y el mejoramiento de suelos y es
evidente su relevancia en las interacciones bidticas, puesto que constituyen el
habitat y alimento de una innumerable cantidad de especies de plantas y animales
(Figueroa y Olvera 2000). Ademas son muy importantes en el almacenamiento de
carbono, en los ciclos del agua (son participantes activos en la infiltracion) y el
oxigeno en la biosfera debido a su amplia distribucién geografica, tanto a escala

mundial como nacional (Mur 2003).

Deforestacion de bosques templados en México

La acelerada pérdida y degradacion de selvas y bosques son de los problemas
ambientales mas severos del pais, particularmente dramatica es la situacion de los
bosques templados y las selvas del centro y sur de México, donde se concentra
80% del total de la deforestacién. Si bien el asunto de la deforestacién de las selvas
mexicanas ha recibido bastante difusion a nivel nacional e internacional, es muy
importante recalcar que los bosques templados del centro y sur del pais estan
sujetos a cambios y degradacion de similar grado que las selvas. Por tanto,

merecen la misma atencion y cuidado que las selvas tropicales, ademas de
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desarrollar programas de conservacion y restauracion especificos para dichos

bosques.

Segun informes de la FAO (2007), México se encuentra entre los 10 paises a nivel
mundial con mayor pérdida de bosques. Entre los afios 2000 y 2005, se perdieron 1
500 000 hectareas de bosques, lo que se traduce en una tasa de deforestacion
anual de 1.1%. Recientes analisis estiman que en México se perdieron 29,765 km?
de bosque entre 1976 y 1993, mientras que de 1993 a 2000 se perdieron 54,306
km?. La tasa de deforestacién aumentd del primer al segundo periodo, lo que
corresponde a 175 mil hectareas y 319 mil hectareas anuales respectivamente

(Velasquez et al. 2002).

Sin embargo, las tasas de deforestacibn nacional presentan diferencias
significativas por region. Utilizando la regionalizacién, propuesta en el Inventario
Forestal de Gran Vision (SARH 1992), que divide el pais en cuatro grandes zonas
(noroeste, noreste, centro y sureste) se observa que 80% de la deforestacion total
del pais esta concentrada en las regiones centro y sureste de México, donde
alcanza entre 115 y 135 mil hectareas por afio para bosques y entre 288 y 428 mil

hectareas por afno para selvas.

Para los bosques de encino, esta tendencia se mantiene como desfavorable,
registrandose una pérdida de cobertura, en el periodo de 1976 a 1993, de 87 95
hectareas por afo, esto se traduce en una tasa de deforestacién anual del 1.2%.

(SEMARNAT 2006b)
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Lo anterior contrasta con las limitadas practicas de reforestacion. Estimaciones de
reforestaciones exitosas para el afio 1990 datan alrededor de 132 mil hectareas
efectivamente reforestadas. Actualmente, la SEMARNAT esta llevando a cabo
importantes esfuerzos en actividades de reforestacion, pero es necesario que los
programas pasen de la fase de plantacion de arboles a esquemas que aseguren

una mayor supervivencia de las plantulas a mediano y largo plazo.

La necesidad de aumentar el éxito de las practicas de reforestacion toma mayor
importancia, si tomamos en cuenta que la degradacion de los bosques estan
asociados a multiples impactos, como cambios microclimaticos, reduccién de la
recarga de acuiferos, erosion de suelos, azolve de presas y lagos y pérdida de la
biodiversidad entre otros problemas. Revertir esta degradacion hace necesaria la
intervencidn humana a través de diferentes medios. Uno de los mas utilizados es la
investigacion y elaboracion de estrategias que tienen como meta la restauracién de

las condiciones originales del sistema.

RESTAURACION ECOLOGICA

El deterioro del ecosistema es resultado directo o indirecto de las actividades del
hombre. La restauracion surge como una rama de la ecologia aplicada que busca
revertir la pérdida de la biodiversidad y reestablecer el funcionamiento de los
ecosistemas, y con ello los servicios ambientales que proporcionan (Daily et al.

1997, Gregory y Ingram 2000).

La direccidén y los limites de esta recuperacion se pueden establecer a través de una

combinacién de conocimientos sobre la estructura, la composicién y el
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funcionamiento preexistentes del ecosistema dafiado, de estudios de ecosistemas
intactos comparables, informacion sobre condiciones ambientales de la region y
analisis de otras informaciones ecoldgicas, culturales e histéricas del ecosistema de

referencia (SER Internacional 2002).

Las intervenciones que se emplean en la restauracion varian mucho de un proyecto
a otro, dependiendo de la extensién y la duracion de las perturbaciones, de las
condiciones culturales que han transformado el paisaje, de las oportunidades y
limitaciones actuales. En las situaciones menos complejas, la restauracion implica
eliminar o modificar una alteracion especifica para permitir que los procesos
ecoldgicos se recuperen por si solos. En circunstancias mas complejas, la
restauracion también requiere preferentemente la reintroduccién intencional de las
especies autoctonas presentes antes de la perturbacion, una alternativa que en
ocasiones puede resultar ventajosa es el uso de especies exoéticas (SER
Internacional 2002) aunque no la mas adecuada, y que ha sido una practica mas

utilizada en trabajos de rehabilitacion de zonas deterioradas.

Igualmente se puede recurrir al empleo de herramientas biolégicas como son los
microorganismos del suelo, que ejercen una gran diversidad de funciones
indispensables para el desarrollo de los ecosistemas y, por lo tanto, para el
establecimiento y crecimiento de las plantas. La descomposicién de compuestos
organicos (Heredia 2003), la reduccion de nitrogeno a amonio (Gilbert 2002) y la
degradacion de contaminantes (Anderson et al. 1995), son solamente algunas de

dichas funciones.
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Dentro de la microbiota del suelo se ubican los hongos micorrizégenos arbusculares
(HMA) que, por la gran diversidad de procesos en los que se involucran, su
importancia como herramienta potencial en la restauracion de comunidades

vegetales crece dia con dia (Gavito et al. 2008; Aguilar-Fernandez et al. 2009).

LOS HONGOS MICORRIZOGENOS ARBUSCULARES

Importancia en las comunidades vegetales

El término micorriza implica la asociacion de un hongo con las raices de la planta,
ésta interaccion es mutualista y se presenta entre el hongo y los 6rganos de las
plantas superiores relacionados con la absorcion de sustancias desde el suelo. Los
hongos micorrizogenos son elementos importantes, involucrados en la absorcion de
nutrientes de la mayoria de las plantas terrestres. Esto se refleja en un incremento
de la produccion de biomasa y las tasas de supervivencia y reproduccion (Fisher y
Jayachandran 2002). A cambio, el hongo obtiene de la planta compuestos de
carbono (Harley y Smith 1984). La asociacion micorrizica es fundamental para la
productividad y diversidad de los ecosistemas (van der Heijden et al. 1998 a y b),
por lo que los hongos micorrizogenos arbusculares (HMA) juegan un papel

ecoldgico trascendental.

Otra ventaja de la asociaciéon con HMA es la proteccion que pueden proveer a las
plantas; la defensa radica en los distintos mecanismos como: a) una mejora en el
estatus nutricional de la planta para compensar los dafios causados por patégenos;
b) competencia entre el hongo micorrizico y el patégeno por los fotosintatos de la
planta hospedera y los espacios colonizables en el tejido vegetal; ¢) cambios en la

anatomia y arquitectura radical; d) modificaciones en la poblacion microbiolégica de
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la rizésfera (Linderman 2000) y e) la activacion de mecanismos de defensa en la

planta hospedera.

La micorriza arbuscular influye también en la estabilizacion de agregados del suelo.
Estudios previos han demostrado que los HMA y las raices finas estan involucradas
en la formacion de agregados estables en agua mediante la glomalina, proteina

secretada por los HMA (Miller y Jastrow 1992).

Finalmente, tienen un papel importante en la composicion vegetal, productividad,
diversidad y sustentabilidad en diferentes ecosistemas (van der Heijden et al.
1998a). Debido a esta gran variedad de funciones, es valido considerar que la
pérdida o perturbacion de esta interaccidn puede tener serias consecuencias en
términos de degradacion, salud y productividad de cualquier comunidad vegetal

(Gavito et al. 2008; Aguilar-Fernandez et al. 2009).

Micorrizas arbusculares en el bosque de encino

Muchas especies de arboles de los bosques templados son altamente dependientes
a los hongos ectomicorrizégenos (HEM) (Mikola 1970) y la mayoria de las plantas
herbaceas estan asociadas con HMA (Smith et al. 1998). Pero desde etapas
juveniles algunas especies de encinos se asocian con HMA (Henry 1933; Grand
1969; Filer 1975; Williams y Aldon 1976; Rothwell et al. 1983), generalmente en
combinacién con ectomicorrizas. Este tipo de asociacidon se conoce como “dual’, si
los dos tipos de hongo coinciden en tiempo y lugar, es decir, en el mismo segmento
de raiz; o “simbiosis sucesional”’, si existe un recambio de un tipo de hongo

micorrizdgeno a otro a lo largo del tiempo.
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Posiblemente, esta asociacion de los encinos con los HMA en etapas tempranas de
su desarrollo aumenta las posibilidades de supervivencia de las plantulas. Un
ejemplo de lo anterior, se refleja en los trabajos realizados por Egerton-Warburton y
Allen (2001), que demuestran la colonizacién de raices de Quercus agrifolia por

HMA la cual no habia sido registrada previamente.

A pesar de las escasas investigaciones acerca de la eficacia de los HMA, solos o en
combinacién con HEM, el papel de ambos tipos de hongos se ha vuelto
extremadamente importante en el establecimiento y supervivencia de plantulas de
Q. agrifolia. Plantulas de encino de un afio de edad estan asociadas comunmente
con HEM y HMA. El descubrimiento de hifas, vesiculas y ectomicorrizas en Q.
agrifolia corrobora los primeros estudios de micorrizacién en la familia Fagaceae
(Henry 1933; Grand 1969; Williams y Aldon 1976) y la micorriza dual en general

(Cazares y Trappe 1993).

HMA y su papel en la restauracion de ecosistemas

Originalmente, el uso de las micorrizas se restringia sélo a la agricultura o la
explotacion forestal, pero varios investigadores han sugerido que existe una relacion
entre el tiempo de recuperacion de un ecosistema perturbado y la abundancia de
propagulos infectivos de hongos micorrizicos (Bentivenga y Hetrick 1991; Noyd et
al. 1995). Es por eso que en la actualidad se esta reconociendo su importancia en
programas de restauracion y con ello, su uso para la recuperacion de ecosistemas

deteriorados.
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Se menciond anteriormente que la recuperacién de un ambiente degradado esta
determinada por varios factores, entre ellos la biota edafica (Haselwandter 1997;
Requena et al. 2001; Wardle 2002) y, de particular interés para nosotros, los hongos
formadores de micorrizas. Debido a esto, se ha sugerido que mediante la
inoculacion con HMA se puede obtener una mayor supervivencia y crecimiento en
plantas que han sido transplantadas para la recuperacion de zonas perturbadas
(Azcédn y Barea 1997; Cuenca et al. 1998; Requena et al. 2001; Cuenca et al. 2002).
Reeves et al. (1979) y Allen (1991) afirman que la recuperacién de un ecosistema
dafado podria acelerarse mediante la inoculacion previa con HMA o a través de la
manipulacion de poblaciones nativas de estos hongos. Es asi como los HMA han
resultado ser una alternativa atractiva para aumentar el éxito de los proyectos de

restauracion en sistemas forestales.

En sistemas tropicales perturbados se confirmd la viabilidad del uso de los HMA
para la restauracion, ya que los HMA favorecen la supervivencia y crecimiento de
las especies nativas transplantadas en campo (Pouyu-Rojas y Siqueira 2000).
Existen trabajos representativos como los de Cuenca et al. (1998 y 2004), Siqueira
et al. (1998) y Allen et al. (2003) que demostraron que la pre-inoculacion con HMA

aumenta el crecimiento y la toma de nutrientes de las plantulas.

En el trabajo realizado por Cuenca y colaboradores (1998) dentro de La Gran
Sabana venezolana, se encontré que una combinacién de HMA vy fertilizantes
aumenta la cobertura, biomasa y absorcidon de nutrientes de las plantas
introducidas. Siqueira et al. (1998) y Allen et al. (2003) también observaron que el

uso de inéculo micorrizico aumenta el crecimiento y supervivencia de las plantulas.

18



Finalmente, existen trabajos aqui en México, donde el uso de los HMA en trabajos
de restauracion ecoldgica es muy evidente. Al respecto, se pueden citar los trabajos
de Quiroz (2006) quien confirma que la presencia de HMA aumenta el crecimiento
de especies pioneras dentro de la selva; el trabajo de Alvarez-Sanchez et al. (2007)
quienes aseguran que la inoculacion con HMA, previa al transplante a sitios
perturbados, de plantulas de Piper auritum aumenta el crecimiento de esta especie
y ademas sostienen que la supervivencia de P. auritum y Rollinia jimenezii aumenta
en presencia de hongos micorrizdgenos arbusculares, ambos trabajos fueron
realizados en Los Tuxtlas, Veracruz. Un trabajo mas donde se han utilizado a los
HMA para la restauracion de zonas perturbadas de matorral xerdfilo es el realizado
por Monroy-Ata y colaboradores (2007), quienes obtuvieron mayor supervivencia en
plantulas de Prosopis laevigata y Acacia farnesiana cuando fueron inoculadas con

HMA.

Es preciso recalcar que estos trabajos de restauracion utilizando HMA, se han
realizado en zonas tropicales y semiaridas, sin embargo, en zonas templadas, y
concretamente, en bosques de pino, encino y oyamel, los trabajos existentes estan
enfocados a las ectomicorrizas, ya que las especies dominantes en estos

ecosistemas se asocian principalmente a hongos ectomicorrizégenos.
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JUSTIFICACION

El uso de los encinares del pais (Challenger 1998), el cambio del uso de suelo, asi
como la urbanizacién (Granados et al. 1999; Hernandez et. al 2000) han propiciado
una disminucion y desaparicion de estas comunidades vegetales. Por lo anterior, es
necesario llevar a cabo investigaciones sobre las especies caracteristicas de los
encinares que permitan un mejor aprovechamiento, conservacion y, de ser

necesario, la recuperacion del ecosistema.

Basados en esta necesidad de mejorar el aprovechamiento e incrementar la
recuperacioén de los bosques de encino y, de acuerdo con el objetivo general del
Macroproyecto “Manejo de Ecosistemas y Desarrollo Humano en la Cuenca del Rio
Magdalena”, pretendemos que este trabajo ayude a recabar informacion basica
sobre los HMA de la regidon, componente biolégico importante para el buen
desarrollo de la vegetacion. La informacion obtenida acerca de los HMA de la zona
y los resultados del estudio de crecimiento y supervivencia de plantulas de Quercus
rugosa, pueden ser utilizados como base de futuras acciones de restauracion de un

bosque que en estos momentos se encuentra bajo enorme presidn antropogénica.

En este trabajo en particular, debido a las ventajas que obtienen las plantas,
consideramos a los HMA como una herramienta bioldgica util para la restauracion, y
hacemos un esfuerzo por determinar su efecto sobre la supervivencia y crecimiento
de Quercus rugosa. Este efecto se puede estimar experimentalmente a partir de
plantulas germinadas y crecidas en invernaderos y viveros, y su posterior

transplante a los sitios de interés (Fischer et al. 1994); Lovera y Cuenca 1996).
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ANTECEDENTES

La informacion que se tiene sobre los encinos en México es poca, pero de gran
importancia. Sin embargo, hace falta investigacion ecoldgica basica, ya que existen
s6lo unos cuantos estudios enfocados a regeneracion y manejo de algunas
especies, que resultan ser altamente relevantes para el disefio de estrategias de
manejo y programas de restauracion. Al respecto destacan los trabajos realizados
por Zavala y Garcia-Moya (1997); Bonfil y Soberén (1999); Lopez-Barrera y

Gonzalez-Espinoza (2000); Pefa y Bonfil (2003).

Ademas, existen trabajos sobre la respuesta de las plantulas de Quercus sp. a
ciertas condiciones ambientales: 1) Lathrop y Osborne (1990) observaron
susceptibilidad de algunas especies de este género a la sequia; 2) Quintana-
Ascencio et al. (1992) y Thadani y Ashton (1995) indicaron que una moderada
exposicion a la radiacion solar favorece la supervivencia de las plantulas, lo cual
reafirmé el trabajo de Callaway (1992) con plantulas de Quercus douglasii; 3)
Gottschalk (1985) asegurd que las plantulas de encino requieren mas del 10% de
luz solar total para un mayor crecimiento; 4) complementando lo anterior, Crow
(1992) y Quintana-Ascencio et al. (1992) obtuvieron bajos resultados en pruebas de
crecimiento en plantulas de encino ubicadas en el interior del bosque de dosel
cerrado y; por ultimo, pruebas realizadas por Bonfil (1998) demostraron que Q.
rugosa se comportd como una especie no tolerante a la sombra bajo el dosel del

bosque.

Se enfatizan los trabajos enfocados a determinar y delimitar los requerimientos para

el establecimiento y crecimiento de las diferentes especies de encino, generando
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conocimiento acerca del efecto del tamafio de la semilla, las reservas en los
cotiledones y la herbivoria sobre el crecimiento y supervivencia (Bonfil 1998) y el
efecto del fuego sobre la regeneracién de dos especies de encino (Pena-Ramirez y
Bonfil 2003). Otra aportacion de Bonfil es la demostracion que la introduccién de
plantulas es mas eficiente para la restauracion de sitios perturbados que la siembra

directa de bellotas.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Describir la comunidad de hongos micorrizégenos arbusculares (HMA) en la cuenca
del Rio Magdalena, Ciudad de México y analizar el efecto de la inoculaciéon con
HMA sobre el crecimiento y supervivencia de plantulas de Quercus rugosa como
base conceptual en la consideracion de su uso como herramienta en la restauracion

ecologica de encinares perturbados.

Objetivos particulares
1. Conocer la riqueza y abundancia de especies de HMA en el encinar.
2. Evaluar el estado micorrizico de plantas de diferentes estadios de desarrollo
(plantulas, juveniles y adultos) de Quercus sp.
3. Evaluar la tasa de supervivencia y crecimiento de las plantulas de Quercus
rugosa inoculados con HMA en invernadero y en campo.
4. Obtener evidencia practica de las ventajas del uso de los HMA en programas

de restauracion ecolégica.

IV. HIPOTESIS

El crecimiento y la supervivencia en invernadero y campo, de plantulas de Quercus
rugosa micorrizadas seran mayores en comparacion con plantulas no inoculadas, ya
que esta ligado a la presencia de HMA y a las ventajas en la absorcidén de nutrientes

y tolerancia al estrés que confieren a las plantas.
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METODOS

ZONA DE ESTUDIO

El area de estudio se encuentra en la zona templada subhumeda (Toledo y Ordonez
1998), que corresponde al bosque de pino y encino, dentro de la regién montafiosa
de Mesoamérica. Se caracteriza por presentar en los estratos arbustivo y herbaceo
elementos tanto holarticos, principalmente arbéreos, asi como neotropicales
(Rzedowski 1978). Para la cuenca del rio Magdalena, se distinguen las siguientes
comunidades: Pinus hartwegii, Abies religiosa, Bosque de pino-encino y Quercus

sp. (Nava 2003).

Ubicacién Geografica

La cuenca del rio Magdalena (CRM) (19° 13’ 53"y 19° 18 12" Ny 99° 14’ 50” y
99° 20’ 30” O) se localiza al limite suroccidental del Distrito Federal dentro de la
cuenca de México (Figura 1). Forma parte de la vertiente occidental de la sierra de
las Cruces, dentro del eje volcanico trans-mexicano (Ontiveros 1980; Alvarez 2000).
Abarca un intervalo altitudinal de 2570 m al noreste, donde esta limitada por la zona
urbana, hasta los 3850 m al suroeste (Avila-Akerberg 2002). Forma parte de las
delegaciones Magdalena Contreras, Alvaro Obregén y Cuajimalpa (Avila-Akerberg
2002) y recibe diversos nombres, siendo el mas comun “Los Dinamos”. Los
Dinamos estan delimitados al norte con el area urbana de la delegacion Magdalena
Contreras; al este, sureste y la porcion del sur-sureste colindan con la parte boscosa
de la zona montafosa del Ajusco de la jurisdiccion de Tlalpan. Al oeste se localiza la
delegacién Alvaro Obregén, que en buena parte abarca el Parque Nacional del
Desierto de Los Leones, y en el limite extremo del suroeste se ubica el Estado de
México.
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Vegetation map of the Magdalena river basin

Quercus rugosa
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Figura 1. Ubicacion de la cuenca del Rio Magdalena, dentro del Distrito Federal, México (Santibafiez-
Andrade y Martinez Orea, 2008. datos no publicados)

Clima

Los tipos y subtipos de clima segun Koéeppen, modificado por Garcia (1988)
presentes en el bosque templado de la zona de los Dinamos, de acuerdo al
gradiente actitudinal son tres y corresponden a: 1) la parte urbana y hasta el Primer
Dinamo, aqui se presenta el templado subhumedo con lluvias en verano; 2) desde
el Cuarto Dinamo a una altitud de 2900 m y hasta 3500 m aproximadamente, es
semifrio subhumedo con lluvias en verano; y 3) alrededor de los 3700 msnm el

clima es semifrio hUmedo con abundantes lluvias en verano.

Vegetacion

El territorio de la CRM presenta una serie de pisos altitudinales de vegetacién, que
se inicia en la zona de lomerios. La cubierta vegetal de esta zona la constituyen
Quercus sp., arbustivos y arborescentes, en su mayoria caducifolios, leguminosas y

cactaceas.
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A estas comunidades de lomerios les siguen, en orden altitudinal progresivo, las
diversas especies de coniferas como son Quercus, Abies y Pinus. En general, se
pueden distinguir los siguientes tipos de vegetacion (Rzedowski 1981): 1) bosque de
coniferas (Bosques de Abies, de Pinus, de Pinus-Abies y de Cupressus); 2) bosque
de Quercus; 3) bosque mixto de Pinus-Quercus; 4) matorral inerme (vegetacion

secundaria producto de los disturbios); 5) pastizal y 6) bosque de galeria.

Importancia ecolégicay problemas

La CRM es un area con una alta heterogeneidad ambiental y una gran riqueza
especifica. Se encuentra dentro de la “Zona Protectora Forestal los Bosques de la
Cafiada de Contreras”, decretada en 1932. Actualmente, es una de las principales
areas de excedente hidrico en el Distrito Federal (Mazari 2000). Ademas existe una
buena representacion de la vegetacion templada del pais y gran diversidad
floristica. Avila-Akerberg (2002) estima la presencia de 526 especies de plantas
faner6gamas, pertenecientes a 92 familias y 274 géneros, lo que equivale a 2.3%
del total de la estimacién para la flora del pais o al 25% de las plantas vasculares en

la Cuenca de México.

A pesar de su importancia ecolégica, la CRM enfrenta un continuo proceso de
degradacion de sus recursos naturales. El area contigua a la zona urbana se
encuentra seriamente amenazada y ha ido perdiendo, de manera constante, los
ecosistemas que facilitan la recarga y su lugar ha sido ocupado por asentamientos
humanos irregulares. De hecho, se estima una pérdida anual de 240 ha de
vegetacion, donde los principales factores son la influencia de los intereses

inmobiliarios, la presencia de asentamientos irregulares (que ocupan cerca de 3 208
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ha), el crecimiento de los poblados rurales, la atomizacion de parcelas agricolas, los
conflictos de tenencia de la tierra y la pobreza de sus pobladores (CORENADER
2003). De manera directa, los componentes estructurales biéticos y los procesos del
ecosistema en la region se ven afectados por la tala ilegal, la incidencia de
incendios, la falta de manejo técnico, la apertura de terrenos al cultivo, la ganaderia
no controlada y la contaminacion de aire, suelo y agua, lo cual resulta en
enfermedades del bosque que ocasionan pérdida de los servicios ecosistémicos y

finalmente en el deterioro de los ecosistemas.

El presente trabajo se llevd a cabo en un encinar ubicado en la zona conocida como

Segundo Dinamo, dentro de la CRM (N 19° 17° 0.98” y O 99° 19’ 27.42”; Figura 2).
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Figura 2. Mapa de ubicacion de la zona de estudio, dentro del circulo azul se
encuentra el area conocida como segundo dinamo. El encinar trabajado se
ubica dentro del segundo dinamo (Tomado de
http://www.mcontreras.df.gob.mx) 27



CARACTERISTICAS MICRO-AMBIENTALES DE LA ZONA

Se determinaron las condiciones micro-ambientales de los cuadros de siembra
delimitados dentro de las sub-parcelas establecidas en el encinar considerado como
sitio de estudio. El establecimiento de las sub-parcelas y los cuadros de siembra se

describe a detalle en la seccion titulada “Transplante a campo”.

Para realizar ésta descripcion micro-ambiental las caracteristicas que se midieron
en campo son las siguientes: pendiente, profundidad y caracteristicas fisico-

quimicas del suelo; temperatura; humedad e incidencia luminica.

Pendiente del terreno y profundidad del suelo

Se estimo la profundidad del suelo y la inclinacion del terreno (pendiente) dentro de
los cuadros de siembra. La profundidad del suelo se midié utilizando una varilla de
acero de 50 cm de largo, la cual se introdujo en 10 puntos al azar, marcando en la
varilla el lugar maximo de penetracion y, después con una cinta métrica, se midio la
“distancia” penetrada por la varilla, con estos datos se obtuvo la profundidad

promedio por sub-parcela. La pendiente fue medida con un clisimetro.

Temperaturay humedad

Para hacer el seguimiento de las variaciones de temperatura y humedad, se
colocaron dos medidores de temperatura y humedad ambientales (HOBOS) en las
subparcelas establecidas, mediante estos aparatos se pudo registrar la variacion
diaria de la temperatura y humedad, con esos datos se obtuvo la temperatura

promedio mensual de la parcela.
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Intensidad luminica

Con la finalidad de conocer las variaciones en incidencia de luz dentro de los
cuadros de trabajo, se midi6 la intensidad de luz solar en nueve puntos diferentes
dentro de cada cuadro, esta medicion se repitio cada mes, para obtener la variacion

luminica mensual por cuadro de siembra y por parcela. Se utilizé un fluxometro.

Analisis fisico-quimico del suelo

Se colectaron muestras de suelo y se realizdé un analisis quimico del suelo, dicho
analisis fue hecho por personal del Laboratorio Central Universitario del
Departamento de Suelos de la Universidad Auténoma Chapingo. Se determinaron

los siguientes parametros edaficos:

pH: con potencidémetro, relacion suelo:CaCl, (1:2)

Materia organica del suelo (MOS): Walkley y Black

Nitrégeno total (N-total): arrastre de vapor:Kjeldahl

N (N-): Extraido con cloruro de potasio 2N y determinado por arrastre de
vapor.

Fosforo disponible (P-disponible): solucién Bray P-1

CARACTERISTICAS DE Quercus rugosa Née.

Es un arbol perennifolio o caducifolio, que alcanza de 3 hasta 30 m de altura, con un
didmetro a la altura del pecho (DAP) de 30 a 50 cm, aunque también se presentan
individuos hasta 1.2 m de DAP. Pertenece al subgénero Leucobalanus (encino
blanco). Posee una copa amplia y redondeada que proporciona una sombra densa.

La hoja es ovada a eliptica obovada o casi suborbicular, de 8 a 15 cm de largo, por
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3 a 8 cm de ancho, que aumenta de grosor y rigidez al madurar, ademas es
notablemente concava por el envés, muy rugosa, con un haz lustroso y glabro y un

envés de color ambar o rojizo (CONAFOR 2008).

Su sistema radical es profundo; la corteza presenta fisuras profundas color café
oscuro. Es una planta monoica que florece de marzo a junio. Los amentos
masculinos son de 3 a 7 cm de largo con muchas flores, tomentosos, perianto-
sésiles; flores femeninas de 5 a 30, distribuidas a lo largo de un pedunculo largo,
delgado y pubescente. La polinizacién es por viento (anemodcora). Fructifica de
octubre a febrero; el fruto es anual solitario o0 en grupos de 2 a 5 largo-ovoides,
midiendo de 8 hasta 30 mm de largo y de 8 a 12 mm de diametro. Una tercera parte
o la mitad de su largo incluida en la cupula hemisférica y con escamas café
pubescentes. La semilla es una bellota ovoide, con frecuencia angosta y

puntiaguda, que esta envuelta por una cubierta rigida (CONAFOR 2008).

Quercus rugosa prospera en laderas de cerros, barrancas y cafiadas humedas, en
terrenos planos y en lugares secos o muy humedos. Se desarrolla en climas
templados frios y semi-frios con temperatura media anual de 12 a 13°C y
precipitacion de 1 540 a 1 619 mm anuales. Esta presente en un intervalo de altitud
que va de los 1 100 hasta los 3 000 m, en suelos someros o profundos, en pocas
ocasiones rocosos y pedregosos. Se extiende desde el oeste de Texas y sur de
Arizona hasta Chiapas. Estda ampliamente distribuido en las regiones montafiosas
de Sonora, Chihuahua, Coahuila, Veracruz a Chiapas, es particularmente
abundante en el centro del pais, donde cubre extensas areas de bosque (CONAFOR

2008).
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DISENO DEL PROYECTO

Colectas de suelo y raices

Para la colecta de suelos se establecieron dos franjas de muestreo de 100 m de
largo y aproximadamente 20 m de ancho, la extension del largo de las franjas de
muestreo fue definida por el gradiente altitudinal de la zona de estudio. Dentro de
las franjas de muestreo, se tomaron cinco muestras de suelo de un kilogramo cada
10 m, siguiendo el gradiente de altitud, las cuales se mezclaron para obtener una
muestra compuesta de cinco kilos de contenido. Se obtuvieron diez muestras

compuestas en cada franja para obtener un total de 20 muestras compuestas.

Las muestras de suelo se utilizaron para identificar los morfotipos de las esporas de
hongos micorrizégenos arbusculares (HMA), presentes en cada parcela, y para
obtener el in6culo micorrizico necesario para elaborar el sustrato del tratamiento de
inoculacion. Dentro de las mismas franjas, se tomaron muestras de raices finas
provenientes de 23 individuos diferentes (plantulas, juveniles y adultos de encino).
Estas muestras de raiz fueron tomadas con el objetivo de determinar, en el
laboratorio, el porcentaje de colonizacion in situ de los encinos presentes en la zona

de estudio.

Extraccion de esporas, montaje de preparaciones e identificacion

La extraccidon de esporas se hizo siguiendo la técnica de Brundrett et al. (1996), la
cual se describe a detalle en el apéndice 1.

Las esporas obtenidas, después de un tratamiento de limpieza que consistié en: 1)
sumergirlas durante un minuto en una soluciéon de Tween 80 (dos gotas de Tween

80 en 50 ml de agua); 2) sumergirlas en una solucion de cloro al 5% durante cinco
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minutos y 3) enjuagarlas con agua destilada; fueron colocadas, montadas, en
portaobjetos de vidrio y fijadas con PVLG, la técnica de montaje se describe en el

apéndice 1.

La identificacion de las esporas se realiz6 mediante la observacion en el
microscopio estereoscopico y en el microscopio Optico para identificar
caracteristicas morfoldgicas distintivas de cada género presente. Esta identificacion
se realizé con ayuda de la M. en C. Laura Hernandez de la Universidad Auténoma

de Tlaxcala.

Tincién de raices y porcentajes de colonizacion

Para cuantificar la colonizacion de las raices de encinos presentes en la zona de
estudio se colectaron en campo muestras de las raices mas finas. Dichas raices
fueron colocadas en bolsas de papel y llevadas al laboratorio para ser sometidas al
proceso para clareo y tincion siguiendo el método propuesto por Phillips y Hayman

(1970) y modificado por Janos (1984) (ver apéndice 1).

Los segmentos de raiz tefiidos se observaron con el microscopio Optico para
determinar la presencia de colonizacion con HMA. El porcentaje de colonizacién se
obtuvo a partir del numero de campos observados, 60 por laminilla montada (ver

seccion de andlisis de datos).

Germinacion de semillas de Quercus rugosa
Se tomaron 500 semillas de Q. rugosa. Para facilitar la germinacion se hizo una

escarificacion mecanica, la cual consiste en eliminar una parte de la testa para
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facilitar la emergencia de la radicula. Posteriormente, las semillas fueron colocadas
en charolas de germinacion con un sustrato de suelo proveniente de la zona de
estudio, esterilizado a vapor dos veces, cubiertas con una capa de arena también
esterilizada, y se mantuvieron bajo condiciones relativamente estables dentro del

invernadero de la Facultad de Ciencias, UNAM.

Para esterilizar tanto el suelo como la arena, se pusieron en bolsas de polipapel y
fueron introducidas en autoclave sin presién durante una hora, se dejaron reposar

24 horas y se volvieron a poner en autoclave una hora mas.

Las plantulas obtenidas fueron mantenidas en el sustrato hasta alcanzar una altura
minima de 8 cm para ser transplantadas a sus respectivos tratamientos con y sin
inoculacion con HMA. Previo a este transplante, se cosecharon 10 plantulas y de
cada una se midio el area foliar y peso seco total y por estructura (raiz, tallo y

hojas), esta fue la cosecha inicial.

Dindmica de colonizaciéon
Puesto que las perturbaciones microambientales afectan tanto a las plantas como a
la microbiota edafica, entre ellos los hongos micorrizégenos arbusculares (Gavito et.
al 2008), se decidié evaluar la dinamica de colonizacién del in6culo micorrizico
como una medida indirecta del grado de perturbacion del sitio de estudio. Para
lograr esta medida de velocidad se hizo lo siguiente:

1) De acuerdo con la técnica previamente descrita, se escarificaron 150

semillas de Q. rugosa para su posterior germinacion en el sustrato estéril.
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2) Una vez que las plantulas cumplieron cuatro semanas de edad, fueron
transplantadas a suelo no esterilizado para ser colonizadas.
3) Se colectaron raices de cinco plantulas para su posterior tincion y
observacion al microscopio optico.
4) Se registraron los datos y los porcentajes de colonizacion.
Se debe mencionar que para fines practicos, la prueba de velocidad de colonizacion

fue hecha unicamente en el invernadero de la Facultad de Ciencias.

Estudio de crecimiento

El disefio experimental fue completamente al azar e incluyo dos tratamientos:
inoculaciéon con hongos micorrizogenos arbusculares (+m) y sin indculo micorrizico
(-m). En este trabajo se reportan los resultados correspondientes al primer afio de
estudio (agosto de 2006-agosto de 2007), los dos primeros meses de medicion se

hicieron en invernadero y a partir del tercer mes, el trabajo fue hecho en campo.

Las plantulas obtenidas se transplantaron a bolsas de 2 kg con un sustrato de
suelo-arena en proporcion 3:1, el suelo utilizado fue el que se obtuvo de las
muestras compuestas. El tratamiento con el inoculo se prepardé mediante el uso de
suelo colectado sin esterilizar, al suelo se le agregd una cantidad de arena estéril
para obtener una mezcla suelo-arena 3:1. El uso de la arena permitié que las
macetas tuvieran un buen drenado. Como el suelo fue utilizado sin separacion de
raices y otros elementos, podemos considerar que el inéculo micorrizico usado

consistié en las esporas, micelio y raices colonizadas.
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Para obtener los tratamientos sin inoculo, se esterilizd la mitad de la mezcla de
suelo-arena 3:1, elaborada para el tratamiento con inoculo. La esterilizacion fue
hecha de la misma forma en que se esterilizé el sustrato para la germinacién de
semillas. Las plantulas de ambos tratamientos, con y sin indculo micorrizico,
permanecieron en el invernadero dos meses. Durante este periodo se midio
mensualmente el diametro a la base del tallo, la altura y se conté el numero de

hojas para todas las plantulas.

Transplante a campo

Se cercd6 una parcela de 100x50 m para delimitar la zona de transplante. A su vez,
esta parcela fue dividida en dos subparcelas de 50x50 m, que fueron cercadas con
el propodsito de evitar el paso a personas ajenas al proyecto y el paso de algunos
herbivoros como las vacas y los caballos. Dentro de las subparcelas se trazaron
cuatro cuadros de siembra de 10x10 m, lo que dio un total de ocho cuadros. Dentro
de cada uno se transplantaron cada dos metros las plantulas de cada tratamiento de
manera alternada, es decir, una con indculo y otra sin inéculo (Fig. 3). Los cuadros

fueron establecidos en las cuatro esquinas de cada subparcela.

Una vez transplantadas las plantulas, cada mes se hizo el seguimiento de la altura,
didmetro a la base del tallo y numero de hojas. Al mismo tiempo se midieron las
variables microambientales temperatura, luz, humedad, profundidad del suelo y
pendiente dentro de los mismos cuadros de siembra. Diez meses después del
transplante a campo, se cosecharon 20 plantas de cada tratamiento y se les midi6 el

area foliar y el peso seco por estructura y total (la cosecha final).
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Figura 3. Esquema del transplante a campo de las plantulas de Quercus rugosa dentro de las
subparcelas de 50x50 m; la distancia entre plantulas fue de 2 metros.

ANALISIS DE DATOS
Colonizacion micorrizica

Para obtener los porcentajes de colonizacion se aplicé la siguiente formula:

% colonizacion= # de campos colonizados x 100
# total de campos observados

Dénde el numero de total de campos fue igual a 60 por individuo. También se
obtuvo el porcentaje total promedio de colonizacion obtenido en condiciones de

campo

Andlisis de crecimiento
Con los datos obtenidos de la primera y segunda cosecha, se realizé un analisis de
crecimiento clasico de Hunt (1982), utilizando las siguientes variables:

peso seco de la raiz (R) (9), 36



peso seco del tallo (T) (g),
peso seco de hojas (H) (),
peso seco total (PST) (g),
proporcion raiz/vastago (R/V=R/T),
area foliar (AF) (cm?),
proporcién de area foliar (PAF) (cm? /g) PAF = AF/PST,
area foliar especifica (AFE) (cm?/g) AFE = AF/H,
tasa relativa de crecimiento (TRC) (g g''dia™)
TRC= (In PST, - In PST4) / (T2-T4), y la
tasa neta de asimilacion TNA (g cm? dia™)
TNA=(PST,-PST1/T2-T1) (log AF2-log AF4/ AF,-AF+);
donde: PST4 = peso seco total al tiempo 1. PST, = peso seco total al tiempo 2; T4 =

tiempo 1, T, = tiempo 2; AF4 = area foliar al tiempo 1, AF, = area foliar al tiempo 2.

Con los datos obtenidos se hizo un analisis de varianza (ANOVA) para comprobar si
el efecto de los tratamientos sobre el crecimiento de las plantulas de cada especie
era significativo; como la altura de las plantas no era la misma al momento de
introducirlas a campo, se decidié aplicar el ANOVA tomando como covariable la
altura. Para lo anterior se utilizé el paquete estadistico statistica/w 5.1 (Stat Soft.
1998). Antes de aplicar el ANOVA, en caso de ser necesario, los datos fueron
transformados para aproximarlos a la normalidad estadistica, lo cual se obtuvo
mediante el célculo del logaritmo natural, raiz cuadrada e inverso de los datos.
Posterior a la aplicacion de ANOVA y sélo en caso de obtener diferencias
significativas, se aplicé una prueba de comparacion de medias de Tukey (a=0.05),

mediante el mismo programa estadistico.
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RESULTADOS

CARACTERIZACION MICROAMBIENTAL

Pendiente del terreno y profundidad del suelo

La pendiente promedio fue de 24.5° para la subparcela 1 mientras que para la
subparcela 2 fue de 17° (Tabla 1). La profundidad del suelo fue homogénea entre
sitios, con valores entre 17 y 24 cm y puede ser un factor no significativo para el

desarrollo de las plantulas (Figura 4).

Tabla 1. Valores de pendiente para cada subparcelas de encino estudiadas.

Pendiente (°)
Cuadro
Subparcela 1 Subparcela 2
SD 15 35
ID 20 20
Sl 35 5
Il 28 8
Donde SD= superior derecho; ID= inferior derecho; SI= superior izquierdo; ll= inferior izquierdo.
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Figura 4. Valores promedio +/- EE por sitio para la profundidad del suelo dentro de la parcela de
encino estudiada. Donde P1= subparcela 1; P2=subparcela 2; CSD= cuadro superior derecho; CID=
cuadro inferior derecho; CSI= cuadro superior izquierdo; Cll= cuadro inferior izquierdo).

Caracteristicas quimicas del suelo

Los datos obtenidos indican que los suelos de la zona de estudio son suelos
ligeramente acidos, pH de 5.5 en promedio, con un contenido de materia organica
alto, alrededor del 17%; y la capacidad de intercambio cationico es baja (47.44
cmol(+)kg™), y la concentracién de P total es baja, 38 mg g de suelo. En la tabla 2

se presentan los datos por subparcela.

Tabla 2. Valores promedio de las caracteristicas quimicas del suelo en ambas subparcelas de encino
estudiadas dentro de la Cuenca del Rio Magdalena.

Capacidad de

Subparcela pH Materia Nitrégeno N Fésforo intercambio
organica total ~ (mgKg™") (MgKg")  cationico
(%) (mg Kg™) (cmol Kg™)
1 5.58 16.40 0.82 73.47 47.30 48.71

2 5.37 17.55 0.87 62.33 29.33 4217




Incidencia de luz, temperaturay humedad

Los datos promedio de incidencia luminica por cuadro de transplante mostraron
poca variacion, destaca el cuadro inferior izquierdo de la parcela uno (P1CIl) como
el mas iluminado (Figura 5), esto coincide con lo observado en campo ya que este

es el sitio con dosel menos cerrado.

Al obtener la variacion luminica por mes, se obtuvo variacion en el tiempo, destaca
el periodo de abril a julio de 2007, donde se nota que en los cuadros superior
izquierdo (Sl) de la subparcela uno y los cuatro cuadros de la subparcela dos, la

intensidad luminica registrada es la mas baja (Tabla 3).
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Figura 5. Valores promedio +/- EE de incidencia de luz por sitio de noviembre de 2006 (mes 1) a
mayo de 2007 (mes 7). (P1= subparcela 1; P2=subparcela 2; CSD= cuadro superior derecho; CID=
cuadro inferior derecho; CSl= cuadro superior izquierdo; Cll= cuadro inferior izquierdo).
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Tabla 3. Valores promedio de incidencia de luz (mmol m'zs'1) por subparcela dentro del encinar
estudiado.

Incidencia luminica (mmol m?s™)
Subparcela 1 Subparcela 1
Mes Cuadro
SD ID Sl I SD ID Sl Il

Noviembre-06 66.1 28.1 244 545 43.0 441 88.5 242
Diciembre-06 444 1144 413 333 61.3  89.1 454 445
Enero-07 1464 67.3 488 1703 715 673 959 79.0
Febrero-07 36.1 14.4 52.0 386 39.9 584 84.1 50.8
Marzo-07 39.1 14.7 1752 108.2 71.3 10.8 59.0 13.0
Abril-07 58.3 39.6 143 198.9 5.9 4.1 4.7 3.0
Mayo-07 86.2 6.5 13.7 68.2 21.0 4.5 8.4 5.7
Junio-07 6.2 3.3 199 518 11.4 6.0 12.4 5.9
Julio-07 6.2 3.3 199 518 11.4 6.0 124 5.9
Agosto-07 1821 125 523 414 208.7 671 593 76.5

Donde P1=sub parcela 1; P2=subparcela 2; CSD= cuadro superior derecho; CID= cuadro inferior
derecho; CSI= cuadro superior izquierdo; Cll= cuadro inferior izquierdo.

Los datos de temperatura del aire (Figura 6a) mostraron un ligero aumento durante
un periodo del afio que inicia en diciembre de 2006 y termina en abril del siguiente
afno, este aumento de temperatura coincide con el periodo mas seco del afo, que se
presenta durante el mismo intervalo de tiempo (Figura 7). Con respecto a la
temperatura del suelo (Figura 6b), de forma general, ésta se mantuvo constante

aunque destaca un aumento de aproximadamente 3°C durante el mes de mayo de

2007 (Figura 6b).
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Figura 6. Valores promedio de temperatura dentro de las parcelas de encino de la Cuenca del Rio
Magdalena; a) temperatura aérea y b) temperatura del suelo.
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Figura 7. Valores promedio mensuales de humedad relativa dentro de las parcelas de encino en la
cuenca del Rio Magdalena

ESPECIES DE HMA IDENTIFICADOS

Se identificaron diez especies de hongos micorrizégenos arbusculares dentro de la
zona de estudiada. En la tabla 4 se anotd, desde nivel de orden, la clasificacion
sistematica de las especies halladas dentro de la parcela, asi mismo la figura 8
muestra algunas de las fotos tomadas a esporas de Acaulospora spinosa, Glomus
microaggregatum, G. mosseae y Pacispora scintillans, cuatro de las especies

identificadas y enlistadas en la tabla 4.
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Tabla 4. Lista de especies de hongos micorrizogenos arbusculares (HMA) halladas e identificadas

dentro de los encinares de la Cuenca del Rio Magdalena.

Orden Familia Género Especie Autor
Diversisporales Acaulosporaceae Acaulospora Acaulospora laevis Gerdemann y Trappe
(1974)
A. mexicana
A. mellea Spain y Schenk (1984)
A. spinosa Walker y Trappe (1981)
Pacisporaceae Pacispora Pacispora scintillans Walker, Vestberg y
Schuessler (2007)
Gigasporaceae  Scutellospora Scutellospora Morton y Koske (1988)

dipurpurascens
Gigaspora sp.
Glomus fulvum

Gigaspora

Glomerales Glomeraceae Glomus

G. microaggregatum

Glomus Grupo A G. mosseae

(Berk. y Broome) Trappe
y Gerd. (1974)
Koske, Gemma y Olexia
(1986)

(Nicol. y Gerd.) Gerd. y
Trappe (1974)

del inoculo micorrizico de la zona de estudio.

Figura 8. Fotos de algunas de las esporas de hongos micorrizégenos arbusculares que forman parte
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PORCENTAJE DE COLONIZACION

Las pruebas de micorrizacion in situ mostraron que la colonizacion promedio fue
relativamente alta. En la figura 9a se puede observar el porcentaje de colonizacién
por individuo, donde el valor mas bajo fue de cerca de 35% y el mas alto fue

superior a 70%. En promedio, el porcentaje de colonizacion fue de 55% (Figura 9b).

DINAMICA DE COLONIZACION

En cuanto a la dinamica de colonizacion, después de cinco semanas de
seguimiento en el invernadero, el porcentaje promedio de colonizaciéon observado
fue de 43% (figura 10). Como la tendencia indicaba que este porcentaje aumentaria
y debido a que el porcentaje promedio de colonizacién in situ fue de 55%, se decidio
detener la prueba después de seis semanas ya que el porcentaje obtenido estaba

cerca de lo observado en condiciones naturales (Figura 9 ay b).
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Figura 9. Porcentajes de colonizacién +/- EE de raices por HMA por individuo (a) y promedio (b) de

las plantas de encino de la Cuenca del Rio Magdalena, México.
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Figura 10.Velocidad de colonizacion de HMA en plantulas de encino, los porcentajes de colonizacién
se tomaron una vez por semana.

SUPERVIVENCIA Y CRECIMIENTO EN CAMPO

La supervivencia fue alta para ambos tratamientos (con o sin HMA) después de un
afio de seguimiento del experimento (agosto de 2006 - agosto de 2007). Sin
embargo, a partir de diciembre de 2006 y hasta el término del trabajo, la
supervivencia fue mayor cuando las plantas fueron inoculadas con los HMA. El
porcentaje de supervivencia final para plantulas no micorrizadas fue de 75%,

mientras que para las plantulas inoculadas el porcentaje de supervivencia fue de

86% (Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje promedio +/- EE de supervivencia de las plantulas de Quercus rugosa en
invernadero y campo, durante el periodo comprendido entre agosto 2006 a agosto 2007. Los dos
primeros meses corresponden a la estancia de las plantulas en el invernadero de la Facultad de
Ciencias, UNAM, los restantes meses se refieren a la supervivencia en campo, en la Cuenca del Rio
Magdalena.

El crecimiento de las plantas en el campo con y sin inoculacién de HMA fue medido
a lo largo de un afo, registrando un aumento en el numero de hojas, diametro del
tallo a la base (DAB) y altura (figuras 12, 13 y 14, respectivamente). EI numero de
hojas no presentd diferencias significativas entre los tratamientos, el promedio fue
de 6 hojas por plantula para cada tratamiento. Los valores promedio de altura y DAB
fueron ligeramente mayores en presencia de HMA pero el analisis estadistico no
mostré diferencias significativas. Al final del estudio, mientras que la altura de las
plantas inoculadas fue de 15 cm, las plantas testigo (sin in6culo) alcanzaron 14 cm.
El DAB presentd el mismo patron que la altura, presentando un promedio de 2.5 mm

de las plantas micorrizadas y de 2.0 mm en plantas testigo.

48



10 + —— W+ —o— M

# de Hojas
(&)}

41 Transplante acampo

Ago- Sep- Oct- Nov- Dic-06 Ene- Feb- Mar- Abr- May- Jun- Jul-07 Ago-
06 06 06 06 07 07 07 07 07 07 07

Figura 12. Valores promedio +/- EE para el nUmero de hojas por planta durante el periodo de agosto
de 2006 a agosto de 2007. Los primeros dos puntos son datos medidos en invernadero, los restantes
once corresponden al monitoreo en campo.
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Figura 13. Valores promedio +/- EE del diametro del tallo a la base (DAB) de las plantas durante el
periodo de agosto de 2006 a agosto de 2007. Los primeros dos puntos son datos medidos en
invernadero, los restantes once corresponden al monitoreo en campo.
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Figura 14. Valores promedio +/- EE de la altura de las plantas durante el periodo de agosto de 2006
a agosto de 2007. Los primeros dos puntos son datos medidos en invernadero, los restantes once
corresponden al monitoreo en campo.

ANALISIS DE CRECIMIENTO

El analisis de crecimiento clasico de Hunt y el ANOVA aplicados, con y sin la altura
como co-variable, no mostraron diferencias significativas relacionadas con la
presencia de indculo micorrizico para ninguna de las variables propuestas: Peso
seco de la raiz, peso seco del tallo, peso seco de hojas, peso seco total, proporcion
raiz/vastago, area foliar, proporcion de area foliar, area foliar especifica, tasa

relativa de crecimiento y tasa neta de asimilacion (datos no presentados).
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DISCUSION

Las 10 especies de HMA identificadas en este estudio, hacen que la riqueza de
especies sea calificado como moderadamente alta si consideramos: (1) lo reportado
por Opik et al. (2006), hacen una revisién acerca de la presencia de HMA en
diferentes ecosistemas, encontrando que el niumero de especies promedio de HMA
por planta hospedera difiere segun el tipo de habitat, presentando una mayor
riqueza en el bosque tropical (18.2 taxa de HMA por planta), seguido por pastizales
(8.3), bosque templado (5.6) y habitats bajo influencia humana (5.2); y (2) el trabajo
de Douhan et al. (2005), quien determin6 ocho especies de HMA en un sistema de

encino y pastizal de California.

Es importante tener una amplia variedad de especies de HMA, ya que una gran
cantidad de plantas que provean de microambientes diversos para los HMA, es
esencial para el mantenimiento de la diversidad de HMA y que a su vez, una
poblacién mas heterogénea de HMA influira en las poblaciones vegetales (Bever et
al. 2001). Por tanto, podemos considerar la riqueza de especies de HMA como un
indicador indirecto del nivel de perturbacion de la zona de trabajo. De acuerdo a lo
anterior, suponemos que entre mayor cantidad de esporas y diversidad de hongos,
menor es el disturbio o el efecto de éste en el suelo. Ademas de la riqueza de
especies, los resultados de porcentaje y dinamica de colonizacién también pueden
indicar de forma indirecta la salud de la poblacién. Considerando el numero de
especies encontradas en este estudio y los altos valores de colonizacion, podemos
decir que la poblacién de HMA esta saludable. Sin embargo, ésta afirmacién seria
mas solida si contaramos con un listado de las especies presentes, pero

desafortunadamente este tipo de trabajos aun no se ha realizado para la zona de la
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Magdalena Contreras. También cabe mencionar que todas las especies descritas
en este trabajo ya han sido reportadas para otras localidades del pais. Varela y
Trejo (2001) elaboraron un listado de 44 especies de HMA, en el cual siete de las
diez especies halladas en el encinar de la Cuenca del Rio Magdalena, fueron

mencionadas en dicho reporte.

El analisis de varianza no mostré diferencias de crecimiento entre las plantulas
inoculadas y las plantas testigo, lo cual puede tener dos explicaciones. Por un lado
esta el hecho de que los individuos de Quercus son de crecimiento lento y, por lo
tanto, el posible efecto sobre el crecimiento que pueden tener los HMA no es
notorio, debido a que el tiempo que duré el trabajo experimental fue muy corto en
relacion al tiempo que tardan en crecer las plantulas de encino. La otra explicacion
de tal comportamiento se puede atribuir a que la presencia de HMA no se expresa
en el crecimiento sino en algun otro aspecto del desarrollo de los individuos, como
puede ser el establecimiento y la supervivencia o la tolerancia ante condiciones de

estrés.

No obstante, la dinamica de colonizacion fue relativamente rapida, lo que puede ser
funcionalmente importante durante las primeras etapas de establecimiento de las
plantulas. Una rapida colonizacion de los HMA en edades tempranas de las plantas,
como es el caso observado en este estudio, podria auxiliar a la planta en
situaciones de estrés, como la sequia, ayudando a disminuir la pérdida de agua;
soportar la presién por competencia con otras plantas y la depredacion y el efecto

de algunos patdgenos. (Ramos-Zapata y Guadarrama 2004)
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Ligado a lo anterior, las altas tasas de supervivencia de las plantas observados para
ambos tratamientos sugieren que las condiciones microambientales no fueron
desfavorables para el establecimiento de las mismas. De esa manera, el grado de
presion (perturbacion) antropocéntrica a la que esta sometida la zona, no limita el
desarrollo de las plantas. En este mismo sentido, al tener una mayor tasa de
supervivencia de las plantulas inoculadas, se perfilaba la posibilidad de que la
presencia de HMA sea un factor determinante para aumentar las probabilidades de
establecimiento de los individuos; sin embargo el analisis estadistico mostré que la

diferencia entre ambos tratamientos, con y sin HMA, no fue significativa.

Pero el hecho de tener mayor tasa de supervivencia en presencia de HMA y el que
el error estandar calculado no se traslapo entre los tratamientos, nos indican que tal
vez hizo falta tiempo en la prueba aplicada o que podrian hacer falta pruebas mas
consistentes para corroborar este aparente aumento de supervivencia. En caso de
resultar cierto, entonces sera recomendable el uso sistematico de HMA para
aumentar el éxito en las practicas de reintroduccion de especies vegetales a

bosques templados perturbados.

Asimismo se debe considerar que, ademas de la presencia de los HMA, la
supervivencia puede verse aumentada por la presencia de otras plantas, que
pudieron haber actuado como nodrizas para las plantas de encino introducidas o
para los propios HMA. Esto ultimo explicaria, al menos en parte, los altos
porcentajes de colonizacion para los encinos. En cuanto al crecimiento y
supervivencia, estas nodrizas en forma de arboles, arbustos y pastos, influyen en

las condiciones microclimaticas de la zona de estudio, disminuyendo la exposicion a
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los rayos del sol, lo que produce una menor temperatura y mayor disponibilidad de
agua para las plantas. Bonfil (1998) asegura que la presencia de nodrizas es
altamente importante y aumenta las posibilidades de supervivencia de las plantulas

de encino.

Respecto a la colonizacidn micorrizica, si las plantas nodriza presentes son
susceptibles a la colonizacion por HMA o HEM, esto también podria aumentar las
posibilidades de que las plantulas reintroducidas formen asociaciones simbidticas
qgue pueden resultar benéficas. Smith et al. (1998) determinaron que la colonizacién
por HMA de especies vegetales primordialmente ectomicorrizicas, como las
pinaceas, puede aumentar por la presencia mayoritaria de plantas que

generalmente son hospederas de HMA.

La presencia de HMA en las plantulas de Q. rugosa, se une a los resultados que
indican la presencia e importancia de los HMA en otras especies de encino como Q.
agrifolia (Egerton-Warburton y Allen 2001) y a los hallados dentro de especies
pertenecientes a la familia Fagaceae (Henry 1933; Grand 1969; Williams y Aldon
1976). Seria conveniente identificar las estructuras fungicas de las raices, ya que la
presencia de arbusculos, que funcionan como sitios de transferencia de carbono y
nutrientes (Giovanetti et al. 1994), indica que el mutualismo entre las raices y los
HMA es funcional, lo que se demostrd en otras especies arbéreas como eucaliptos
(Chen et al. 2000) y como lo consideran Egerton-Warburton y Allen (2001) para Q.
agrifolia. Por otra parte, la presencia unicamente de hifas y/o esporas sin éstos
arbusculos, puede indicar que Quercus sp. es susceptible a ser colonizado, pero

que la simbiosis no le produce ningun beneficio nutricional, al menos durante las
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primeras etapas de vida de la planta, es decir, durante la fase de plantula. De esa
manera, la simbiosis no es funcional para los encinos y podria convertirse en un

gasto energético extra.

La presencia de las diferentes estructuras fungicas puede definir, en parte, la
eficiencia de la colonizacion, lo que se mide por la presencia de arbusculos, que son
las estructuras de intercambio de nutrientes entre ambos simbiontes. En este
estudio no se identificaron las diversas estructuras de colonizacion, pero es posible
que la ausencia del efecto de la colonizacion en el crecimiento de los encinos se
deba a la inactivacion de la simbiosis, es decir que se presentan hifas y esporas
dentro y fuera de las raices, pero aun no se cuenta con arbusculos que faciliten el
intercambio nutrimental (Barragan 2003), ademas el microambiente y las

caracteristicas de las plantulas también influyen (Silvertown 1981, Sylvia 1998).

Un punto mas que podria discutirse es la influencia de las condiciones fisicas y
quimicas del suelo, desafortunadamente los resultados de la caracterizacioén fisico-
quimica y quimica del suelo s6lo se hizo con fines descriptivos de la zona de trabajo
y no fueron relacionados en ningun momento, mediante una prueba de laboratorio y
el analisis estadistico correspondiente, con la presencia de HMA en el encinar

estudiado ni con los porcentajes de colonizacion micorrizica.

Solo como recordatorio de la importancia de factores como pH y concentracién de
nutrientes mencionamos lo siguiente: (1) si el estatus nutricional del suelo,
concentracion de N, P y otros nutrientes, es el adecuado para el desarrollo de las

plantas, en este caso de Quercus rugosa, la asociacion con HMA sera de menor
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importancia e incluso puede convertirse en un gasto de recursos (Lovelock et al.
2003; Mangan et al. 2004); (2) la profundidad del suelo es relevante para el
desarrollo y éxito de la micorriza arbuscular, se sabe que la profundidad del suelo
puede influir en el desarrollo de colonizacién micorrizica; la mayoria de las esporas
de HMA se encuentran en los primeros 20 cm de suelo (Redhead 1977), después
conforme aumenta la profundidad, disminuye exponencialmente tanto el numero de
esporas como la colonizacion; (3) las variaciones microambientales, incluyendo la
humedad y temperatura también influyen en el ciclo de vida de las plantas
hospederas y de los hongos micorrizicos y (4) el nivel de colonizacién micorrizica
depende entre otros factores de las propiedades quimicas del suelo (Newman et al.
1981), por lo que se han detectado altos niveles de colonizacion bajo un amplio
rango de pH de suelo (Read et al. 1976; Robson y Abbott, 1989); concentracién de

P (Jeffries et al. 1988) y salinidad (Gerdemann 1968).

Es evidente que hacen falta mas estudios para esclarecer el papel de los HMA
dentro de ecosistemas templados como los bosques de encino. Se ha demostrado
el papel altamente importante que tienen estos hongos dentro de ecosistemas
tropicales de México lo cual aumenta la perspectiva de que estos hongos podrian
desempenar un papel similar en la recuperacion y restauracién de los bosques de

encino.
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CONCLUSIONES: IMPLICACIONES PARA LA PRACTICA DE RESTAURACION

ECOLOGICA

Hay una mayor supervivencia asociada a la presencia de HMA, es
recomendable usar HMA sistematicamente para aumentar el éxito en las

practicas de reintroduccion de especies.

Velocidad de colonizacién por HMA es funcionalmente importante en las
primeras etapas del establecimiento de los encinos. Por lo que este trabajo
representa una base de como implementar practicas de restauracion en

encinares.

El efecto favorable de los HMA no se observo claramente en el crecimiento

de las plantulas durante el periodo de estudio por lo que se sugiere un mayor

tiempo de monitoreo.
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APENDICE: TECNICAS DE LABORATORIO EMPLEADAS

Técnica de extraccion de esporas de Brundrett et al. (1996

—

. Pesar 100 gramos de suelo.

2. Diluir con agua.

3. Tamizar para eliminar particulas grandes, piedras y raices.

4. Centrifugar a 3500 rpm durante cuatro minutos.

5. Tirar el sobrenadante y agregarle sacarosa al 40% a la pastilla, revolver.
6. Centrifugar durante 30 segundos a 3500 rpm.

7. Lavar el sobrenadante en un tamiz con apertura de malla de 44 pym.

8. Recoger el residuo y colocar en una caja Petri.

Técnica seguida para el montaje de esporas
El montaje de las esporas obtenidas se realiz6 de la siguiente manera:
1) Observar en el microscopio estereoscépico la muestra colocada
anteriormente en la caja Petri, separar las esporas.
2) Pasar las esporas al tamiz de 44 um.
3) Sumergir las esporas en una solucion de Tween (dos gotas de tween
en 50 ml de agua) durante un minuto.
4) Sumergir las esporas en hipoclorito al 5% durante cinco minutos.
5) Enjuagar con agua destilada.
6) Colocar las esporas entre el portaobjetos y cubreobjetos usando

alcohol polivinilico-lactoglicerol (PVLG) como medio de montaje.
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Técnica de aclaramiento y tincién de raices (Phillips y Hayman 1970;

modificado por Janos 1984)

—

. Aclarar las raices calentandolas en una solucion KOH al 10%.

A

Blanquear en una solucion de perdxido de hidrégeno alcalino.

3. Acidificar con HCI al 1%, esto con el fin de ablandar un poco las raices.

4. Tenir con azul de tripan en lactofenol al 0.05%.

5. Montar los segmentos de raiz entre el portaobjetos y cubreobjetos usando

PVLG como medio de montaje.
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