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RESUMEN

Para recuperar la cobertura vegetal en sitios deteriorados en la Cuenca del Rio Magdalena,
se ha propuesto la introduccion de plantulas de especies arboreas dominantes como Pinus
hartwegii y Abies religiosa, inoculadas con hongos ectomicorrizogenos. El presente trabajo
se centro en la evaluacion del efecto de estos hongos en la fisiologia de las plantulas.

Se realizo el monitoreo durante un afio con plantulas de tres afos, de cada una de las
especies en cuatro diferentes tratamientos: a) inoculadas con Inocybe splendens, b) con
Suillus brevipes, ¢) sin indculo con suelo forestal y d) con turba y vermiculita 1:1 (control).
Cada dos meses evaluamos la supervivencia, y el crecimiento en altura y didmetro, el
potencial osmotico y el porcentaje de micorrizacion. Se evalud la resistencia estomatica y
las particulas por millon de CO, absorbido por m* foliar en época de secas y lluvias.

El mejor tratamiento para P. hartwegii fue con el inoculo de I. splendens, mostrando un
mayor potencial osmético (-1.68 MPa) (Fsg = 3.83; P= 0.0494), una menor resistencia
estomatica (1.52 s cm™) y la mayor absorcion de CO, (4.45 ppm cm™), con respecto a los
otros tratamientos. Se encontr6 una relacion entre el potencial osmoético y resistencia
estomatica (R2=0.467; Fi2= 21.16; P=0.0001), y ésta a su vez con el CO, absorbido
(R2=0.167; Fi2= 4.42; P=0.0471). El tratamiento con suelo forestal de A. religiosa
presentd una mayor supervivencia en comparacion con Inocybe, segun el analisis de Peto y
Peto (X* 8.72; P < 0.05). Asi mismo, las plantulas con suelo forestal presentaron el mayor
potencial osmotico (-1.39 MPa) (F;s= 4.44; P=0.0409), la menor resistencia estomatica
(1.52 s cm™) y la mayor absorcién de CO, (6.07E+04 ppm) (F33 =4.31; P=0.0450). Se
encontro una relacion entre el potencial osmdtico y resistencia estomatica (R2=0.472; Fi 2=
19.67; P=0.0002), y ésta a su vez con el CO, absorbido (R220.437; Fi20=17.12; P=0.0004),
el porcentaje de micorrizacion de las plantulas en campo esté relacionado con la resistencia
estomatica (R2=0.132; Fi22=3.35; P=0.0807).

Existe un efecto de los hongos ectomicorrizogenos inoculados como tratamiento inicial
para P. hatwegii, por ello, para la restauracion de ambientes deteriorados de la Cuenca del
Rio Magdalena, es necesaria la inoculacion previa de estas plantulas. En el caso de A.
religiosa no es necesaria la inoculacion previa debido al alto potencial de indculo en el

campo.



ABSTRACT

To recover the damaged vegetation at sites in the Magdalena River Basin, has proposed the
introduction of seedlings of dominant tree species such as Pinus hartwegii and Abies
religiosa inoculated with fungi ectomicorrizogenos. This work focused on evaluating the

effect of these fungi in the physiology of seedlings.

Monitoring was conducted for one year with three-year seedlings of each species in four
different treatments: a) Inocybe splendens inoculums’, b) Suillus brevipes inoculums’, c)
forest soil d) peat and vermiculite 1:1 (control), both without inoculants. Every two months,
we evaluated the survival, growth in height and diameter, osmotic potential and percentage
of mycorrhization. Stomatal resistance and parts per million of CO, absorbed per m’ dry

and rainy season were evaluated.

The best treatment for P. hartwegii was with I. splendens inoculums’, showing a higher
osmotic potential (-1.68 MPa) (F3 g = 3.83, P =0.0494), lower stomatal resistance (1.52 cm
s) and greater absorption of CO; (4.45 ppm cm™), respect to the other treatments. There
was a relationship between osmotic potential and stomatal resistance (R2 =0.467, F| »n =
21.16, P = 0.0001), and this in turn to the CO, absorbed (R2 =0.167, F1, 20 =442, P =
0.0471). The forest soil treatment A. religiosa had a higher survival compared with Inocybe,
as analyzed by Peto and Peto (X* 8.72, P < 0.05). Also, seedlings with forest soil showed
the highest osmotic potential (-1.39 MPa) (Fsgz = 4.44, P = 0.0409), lower stomatal
resistance (1.52 cm s™') and greater absorption of CO, (6.07 E™ ppm) (F5,s=431,P =
0.0450). There was a relationship between osmotic potential and stomatal resistance (R* =
0.472, F1, 22 =19.67, P = 0.0002), and this in turn to the CO2 absorbed (R2 = 0.437, F; 2
=12.17, P = 0.0004), the percentage of mycorrhizal colonization of seedlings in the field is
related to the stomatal resistance (R* = 0.132, Fi,22=3.35,P =0.0807).

There is an effect of fungi ectomicorrizogenos inoculated as initial treatment for
P. hatwegii, therefore, to restore damaged environments of the Magdalena River Basin is
required prior inoculation of these seedlings. In the case of A. religion is not necessary after

inoculation due to the high inoculum potential in the field.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Los bosques de coniferas en México ocupan una superficie de alrededor de 21 millones de
ha, lo que equivale al 15% de las areas con vegetacién natural en el territorio nacional
(SEMARNAT, 1997). Se localizan en zonas con temperaturas medias anuales entre 5 y 18°
C, y se encuentran ya sean encinares, pinares, oyametales o bosques mixtos. Su importancia
radica en que contribuyen a la regulacion del ciclo hidrolégico, a mantener un clima
propicio para el crecimiento de diversas especies vegetales y animales, y que los distintos
tipos de bosque templado en el pais albergan especies de alto interés para la economia
nacional, especies de importancia para el uso de las comunidades rurales, ademas de
especies endémicas de gran relevancia para la conservacion. Debido a los amplios usos de
los productos asociados a los bosques templados, ademés de las extensas zonas que han
sido desmontadas para el establecimiento de areas agropecuarias y para asentamientos
humanos, existe un importante deterioro de estas zonas. Los ecosistemas de bosque
templado son los preferidos de los seres humanos para el establecimiento de sus
asentamientos y para la siembra de muchos de sus cultivos mas importantes, por ello se
considera que son los ecosistemas que mds se han transformado y, por lo tanto, se

encuentren entre los ecosistemas menos conservados en el pais (Sadnchez, 2003).

Dicho deterioro lleva a la disminucion en los bienes de consumo que proporcionan, como la
madera y celulosa, resina, carbon, plantas medicinales, plantas de ornato, entre otras;
ademas de los servicios ambientales que proveen, tales como la formacion y retencion de
suelo, captacion de agua, recarga de mantos acuiferos, las reservas de carbono, y la
regulacion del clima local, entre otros (Velasquez et al., 2002; Sanchez, 2003). Por su
ubicacion geografica, la captacion de agua y la retencion del suelo son los servicios
ambientales mas importantes que proporcionan, debido a la cobertura vegetal y el suelo que
protegen, permiten la lenta infiltracion del agua, que a su vez alimenta los rios, lagos y
lagunas del pais, permitiendo con ello su aprovechamiento para uso humano (SEMARNAP,

2000).

Sin la cobertura boscosa el agua no s6lo se dejaria de captar debido a su rapido
escurrimiento y se incrementaria el riesgo de inundaciones, sino que se llevaria con ella

grandes cantidades de suelo llegando a las presas y lagos como sedimento. Asi mismo,
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existe una lista de servicios ambientales sumamente importantes que dan soporte al resto de
los servicios, procesos ecoldgicos basicos que mantienen al ecosistema funcionando, como
el acarreo, retencion y almacenamiento de nutrientes, transporte de materiales, regulacion
de poblaciones, entre otros. En este sentido se puede considerar a los ecosistemas
templados como los mas importantes prestadores de estos servicios ambientales, y que por
lo tanto se deben buscar los usos alternativos que promuevan su conservacion y, de ser
necesario, tomar acciones de restauracion (Avila-Akerberg, 2002; Almeida-Lefero et al.,

2007; Lindig-Cisneros et al., 2007).

Una de las principales areas de vegetacion natural con bosques templados en el Distrito
Federal es la Cuenca del rio Magdalena (CRM), la cual se ubica en el limite sur-occidental
de la ciudad. La CRM provee 20 millones de m’ de agua al afio, aproximadamente 50% del
abastecimiento del agua superficial de la ciudad de México; brinda regulacion del régimen
de lluvias, de aguas superficiales, subterraneas, subsuperficiales y basal; proporciona
recursos alimenticios, maderables y no maderables; sus bosques almacenan un promedio de
50 toneladas de carbono por hectérea; controlan la erosion de los suelos y las inundaciones,
y a la vez promueve el almacenamiento de nutrientes. Ademads, la zona ha sido importante
en términos religiosos desde la época prehispanica, representando una herencia cultural que
proporciona belleza estética, ecoturismo y educacion (Almeida-Lefiero et al., 2007). Esta
area se ha visto afectada por diversos factores de deterioro, estimando una pérdida anual de
240 ha de la vegetacion lo, cual representa una pérdida del 8% anual (Plan Maestro, 2008;

Macroproyecto, 2010).

La fragmentacion de los bosques en la Cuenca del Rio Magdalena es causada en gran parte
por el avance de la mancha urbana en forma de asentamientos irregulares, pues se han
reportado 25,577 habitantes en el area de influencia directa de la cuenca (Plan Maestro,
2008). En la actualidad la CRM forma parte de tres Delegaciones politicas del Distrito
Federal, sin embargo, la mayor extension e influencia sociopolitica corresponde a la
Delegacion Magdalena Contreras. Esta Delegacion se caracteriza por el acelerado
crecimiento de la poblacion, el doble que el resto de la Zona Metropolitana de la Ciudad de
Meéxico principalmente en las décadas de 1970 y 1980. A partir de 1980 este proceso ha
visto reducida su intensidad, sin embargo, se ha dado sobre &reas boscosas, con

asentamientos irregulares, los cuales se encuentran en zonas de alto riesgo en terrenos con

12



pendientes pronunciadas, suelos carentes de estabilidad y laderas propensas a deslaves

(Avila-Akerberg, 2004).

El segundo factor de deterioro en importancia son los incendios, lo cuales representan un
problema menor para las comunidades de Abies religiosa y Pinus hartwegii, sin embargo
en términos de proporcion, es en la comunidad de Quercus en donde ocurre el mayor
numero de incendios, probablemente porque es la mas expuesta a la influencia humana. Si
bien la tala ilegal no es considerada como un factor de deterioro importante pues solo se
extrae para autoconsumo, estos bosques fragmentados son mas susceptibles a dafios y
cambios en estructura y composicion (Plan Maestro, 2008). La presencia de ganado es
evidente en las comunidades de Abies y Pinus, lo que provoca la compactacion del suelo y
la pérdida de reclutamiento de plantulas de ambas comunidades, lo cual retrasa la
regeneracion natural. Debido a esta acelerada destruccion de los bosques del rio

Magdalena, se ha propuesto la restauracion de la zona con especies arboreas nativas.
1.1 RESTAURACION ECOLOGICA

El deterioro de las comunidades naturales es cada vez mas alarmante a nivel mundial y
nacional; si este deterioro es muy intenso, se pierde la resiliencia del ecosistema y con ello
los mecanismos de regeneracion natural. Cuando esto ocurre es necesario intervenir el
ecosistema a través de la restauracion ecologica, que es el proceso de asistir la recuperacion
de un ecosistema con respecto a la composicion de especies, estructura de la comunidad,

funcién ecologica y/o sustentabilidad (SER, 2002).

La restauracion tiene como objetivo recuperar una o mas funciones de un ecosistema
alterado por actividades humanas y por factores naturales, dirigiéndolo (en el sentido de la
sucesion vegetal) para que el cambio de las comunidades a lo largo del tiempo permita la
recuperacion de la composicion de las especies nativas asi como sus interacciones, hasta
conseguir que la comunidad alterada funcione en un tiempo relativamente corto de manera
parecida a la comunidad original o pre-disturbio. Esta recuperacion se logra al restablecer
las interacciones bioticas y abidticas mas importantes en el funcionamiento de la
comunidad original, asi como rescatando y reintegrando también las actividades culturales
tanto de los ecosistemas productivos, como de los urbanos y naturales (Hobbs y Norton,

1996; Hobbs, 2005).
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Para llevar a cabo una restauracion es necesario desarrollar conocimientos que contribuyan
a al conocimiento de los efectos mas importantes de las variables ambientales, las
interacciones y el reemplazamiento natural de las especies nativas. Esta recopilacion de
conocimientos la realiza la Ecologia de la Restauracion y sus observaciones son cruciales
para poder llegar a la meta planteada. Se debe considerar el ecosistema al que se quiere
llegar, conocido como ecosistema de referencia. Las acciones a realizar pueden ser a
distintas escalas, desde retirar los factores de disturbio, eliminar especies invasoras,
revegetar, o hasta la necesidad de colocar nuevamente un sustrato como en el caso de las
minas a tajo abierto. A través de la integracion con otras disciplinas, la Ecologia de la
Restauracion y la Restauracion Ecolédgica proporcionaran nuevos enfoques y herramientas
necesarias para restaurar la composicion del ecosistema, la estructura y funcién en las
distintas escalas del paisaje (Bradhsaw, 1984; Zedler y Callaway, 1999; Wagner et al.,
2000).

La sucesion ecoldgica es el marco conceptual en el cual se basa la restauracion ecologica.
El conocimiento de los procesos de sucesion de los diversos ecosistemas o comunidades
permite planear diferentes enfoques para realizar una restauracion ecoldgica con éxito. La
sucesion ecoldgica ofrece tanto perspectivas a largo plazo como predicciones en el corto
tiempo, ofreciendo una referencia a seguir por la restauracion. Los cambios en la
composicion y estructura de la vegetacion a través del tiempo y del espacio, han sido
estudiados por medio del enfoque de la sucesion ecoldgica. Los estudios de restauracion,
por su parte, pueden proporcionar informacion acerca de la estructura y sustentabilidad de
la comunidad, asi como comprender de manera mas practica a la sucesion (Walker et al.,

2007).

En el proceso de restauracion, una vez que se ha conseguido la propagacion de las especies
de plantas que se desean introducir y se ha realizado el trasplante a campo, se debe realizar
un monitoreo constante de las mismas para la evaluacion de los avances de la restauracion
y la evaluacion tanto econdmica como ecologica del esfuerzo aplicado (Martinez-Ramos y
Garcia-Orth, 2007). Se debe determinar cudles atributos serdn monitoreados a diferentes
escalas, para evaluar el avance de la restauracion y de ser el caso realizar las adaptaciones

necesarias al proyecto (Hobbs y Harris, 2001).
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Segun la SER (2002) existen tres estrategias para hacer una evaluacidén: comparacion
directa, andlisis de atributos y andlisis de la trayectoria. En la comparacion directa, se
determinan o miden parametros seleccionados de la localidad de referencia y de los sitios
de restauracion. El enfoque mas satisfactorio podria ser la seleccion cuidadosa de un juego
coherente de caracteristicas que describa colectivamente a un ecosistema de manera
completa y concisa. En el andlisis de atributos se evaltian los atributos del ecosistema,
como autosostenibilidad y resiliencia al mismo grado que el ecosistema de referencia; en
esta estrategia se utilizan datos cuantitativos y semicuantitativos de un monitoreo
programado y de otros inventarios, para juzgar hasta qué grado se ha logrado cada meta. El
analisis de la trayectoria es una estrategia prometedora, todavia en fase de desarrollo, para
interpretar grandes juegos de datos comparativos. En esta estrategia, se grafican los datos
recopilados peridodicamente del sitio de restauracion para establecer las tendencias. Las
tendencias que conducen a las condiciones de la referencia, confirman que la restauracion
esta siguiendo la trayectoria deseada. Las variables de comparacion directa en campo
consideradas por Santiago-Martinez (2008a), son medidas directas, como la supervivencia,
la altura y el didmetro del tallo y medidas derivadas como la biomasa y el volumen de las
plantas. La restauracion ecologica requiere de técnicas apropiadas que dirijan el sistema
hacia las metas deseadas. La restauracion adaptable, es un esquema de manejo adaptable,
que consiste en la instrumentacion de una serie de medidas alternativas, la evaluacion de
los resultados y la integracion del conocimiento adquirido a etapas subsecuentes de manejo
del ecosistema para dirigirlo hacia las metas deseadas (Zedler, 2003 en Lindig-Cisneros et
al., 2007). Lindig- Cisneros et al. (2007) proponen la aplicacion de este modelo para la
restauracion de bosques de pino en la Meseta Purépecha, tomando en cuenta los umbrales
que se deben sobrepasar para llegar a un estado estable, y adaptando las condiciones de la
restauracion hasta lograr sobrepasar los umbrales necesarios para llegar al estado estable
deseado; en este modelo, los estados de transicion son provocados por las perturbaciones
del ambiente, y la restauraciéon adaptativa nos permite desarrollar las técnicas de

restauracion adecuadas para cada caso.
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1.2 CONCEPTO DE MICORRIZA

El término griego "micorrizas", que describe la asociacion, literalmente significa "hongo-
raiz". Esta asociacion se presenta en hongos tanto micro como macroscoOpicos que se
establecen tanto en las raices de las plantas vasculares (gimnospermas y angiospermas)
como en los esporofitos y gametofitos de helechos. El papel de las micorrizas es
especialmente importante para las plantas al incrementar la captacion de recursos como
agua y nutrientes del suelo, ya que las hifas tienen diametros muy inferiores a las raices y
aumentan mucho la relacion superficie-masa (Smith y Read, 1997; Pérez-Moreno, 2008).

La micorriza es una relacion cosmopolita ya que se presenta en la mayoria de los
ecosistemas terrestres, y es generalista pues es muy amplio el nimero de familias vegetales
que son susceptibles de ser micorrizadas (Alvarez-Sanchez y Monroy-Ata, 2008). Mas del
95% de las plantas de todo el mundo establecen algiin tipo de micorriza en condiciones

naturales (Honrubia et al., 1992).
1.3 CLASIFICACION DE MICORRIZAS

Segun Smith y Read (1997) hay dos tipos principales de micorrizas, las endomicorrizas o
micorrizas arbusculares (o micorrizas sin manto de acuerdo a Guadarrama et al. 2004) que
se encuentran principalmente en los ecosistemas tropicales, mientras que las ectomicorrizas
(con manto de acuerdo a Guadarrama et al. 2004) son las mas importantes en los
ecosistemas templados (Alvarez-Sanchez y Monroy-Ata, 2008). Por otro lado, Harley y
Harley (1987), reconocen hasta 7 tipos de micorrizas: arbuscular, ericoide, orquideoide,
ectomicorriza, ectendomicorriza, arbutoide y monotropoide, divididos asi por la forma de
penetracion que presenta el hongo en la raiz, las estructuras caracteristicas que desarrolla y
las especies de hongos y plantas que participan. Son mas frecuentes las endomicorrizas, en
las que las hifas penetran las células del cortex de la raiz, ya que ocurren aproximadamente
en el 80% de las plantas vasculares. Forman unas estructuras dendroides llamadas
arbusculos o protuberancias llamadas vesiculas, que quedan revestidas por la membrana
plasmatica (Fig. 1a). Las endomicorrizas son particularmente importantes en los tropicos
donde los suelos tienden a retener los fosfatos. Las ectomicorrizas se pueden reconocer
mediante un examen visual del micelio, que es caracteristico de diferentes hongos, por el

color y por los cambios del crecimiento y del patrén de ramificacion radical, aunque es
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mejor confirmar el diagndstico mediante
observaciones al microscopio. Los
esporomas que se utilizan para la
identificacion de los hongos y como
fuente de indculo, también forman
esclerocios que son estructuras de
almacenamiento producidas en el suelo
por algunos hongos (Brundett, 1991;
Pérez-Moreno, 2008). En las
ectomicorrizas, el hongo asociado cubre
las raices cortas, formando un manto
desarrollando una espesa capa de micelio
sobre la zona cortical de las raices de la
planta, llamada "red de Hartig" (Smith y

Figura 1.- Tipos principales de micorrizas. Read, 1997) (Fig. 1b), y se desarrollan en

a) Endomicorriza, con vesicula y arbusculos. plantas entre las que se incluyen muchas
b) Ectomicorriza, con manto y red de Hartig. )
de gran interés forestal como coniferas,
fagales, betulaceas, eucaliptos, etc. (Allen y Boosalis, 1983; Smits, 1992; Pérez-Moreno,

2008).

1.4 BENEFICIOS DE LA ASOCIACION

La relacion planta-hongo se basa en un intercambio bidireccional de nutrientes, ya que la
planta le proporciona al hongo compuestos derivados de la fotosintesis en forma de
azlcares asi como un habitat, mientras que el hongo incrementa la superficie de absorcion
de nutrimentos como fésforo y nitrogeno a la planta; se ha visto que en ambientes con
estrés hidrico el hongo le confiere ventaja a la planta ya que logra absorber mas agua
(Pérez-Moreno, 2008). Las raices micorrizadas son mucho mas eficientes en la
incorporacion de elementos minerales en comparacion con las raices no micorrizadas, pues
exploran mas area y son mas longevas (Plassard et al., 1991). Ademas, la planta puede

enfrentar a los patdgenos y herbivoros y recibir hormonas que secreta el hongo (Smith y
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Read, 1997; Pérez-Moreno, 2008). Se ha reportado también que el micelio externo de
algunos hongos ectomicorrizogenos (HEM) pueden proveer un habitat favorable para la

colonizacién con bacterias fijadoras de Nitrogeno (Timonen y Hurek. 2006).

Los HEM tienen generalmente una necesidad total a asociarse con la planta huésped, es
decir son obligados. La cantidad de carbono que reciben los hongos ectomicorrizogenos de
la planta huésped es considerable y se ha estimado en un 10 a un 50% de la energia total
necesaria para la produccion de madera por parte de la planta (Harvey, 1991; Smith y Read
1997; Kennedy y Peay, 2007). En algunos entornos, los beneficios de interactuar con
simbiontes compensan los costos y el resultado es positivo, mientras que en otros
ambientes los beneficios no superan los costos y el resultado neto es negativo. Cuando la
disponibilidad de nutrientes del suelo es baja, este costo es compensado por las ventajas
proporcionadas por los hongos. En estas condiciones, las plantas HEM son generalmente
mas grandes y / o tienen mayor contenido de nutrientes que las plantas no micorrizadas. Por
el contrario, en suelos de alta disponibilidad de nutrientes, generalmente no se presentan
importantes diferencias en el tamafo o el estado nutricional entre plantas micorrizadas y no
micorrizadas (Smith y Read 1997; Kennedy y Peay, 2007). Los simbiontes se ven
directamente afectados por la disponibilidad de agua, y tienen una disminucién en su
rendimiento cuando el agua es limitada, como resultado, los hongos pueden ser incapaces
de proporcionar recursos a la planta hospedera en condiciones de estrés hidrico, debido a

sus propias limitaciones fisiologicas (Lambers et al. 1998).

El efecto benéfico de la simbiosis micorrizica sobre la nutricion vegetal es bien sabido,
pero su interaccion con los factores relacionados con el uso del agua se han estudiado con
menos frecuencia, alin cuando la sequia es uno de los principales factores que impiden el
éxito de establecimiento de las plantas (Dominguez-Nufez et al., 2009). En las plantas
asociadas con HEM, la conductancia estomdtica y el potencial hidrico foliar suelen ser
elevados en condiciones de sequia, ya que la absorcion de agua se incrementa y aumenta la
conductividad estomatica. Por otro lado, se sabe que los hongos ectomicorrizégenos son
muy sensibles al estrés hidrico (Coleman et al. 1989) y muchos estudios han demostrado

que la grave sequia inhibe la colonizacidon ectomicorricica (Kennedy y Peay 2007).
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1.5 LA ECTOMICORRIZA Y SU IMPORTANCIA

La utilizacion de hongos ectomicorrizogenos ha sido de gran ayuda en manejo de varias
especies forestales ya que ha permitido disminuir el uso de fertilizantes quimicos los cuales
a largo plazo empobrecen los suelos y llegan a convertirse en serios contaminantes de los
cuerpos de agua subterraneos (Martinez y Pérez et al., 2009). También los hongos
micorrizégenos colaboran activamente en la descomposicion de materia organica del suelo,
mediante la liberacion de enzimas. Asi mismo, las hifas fungicas contribuyen a la
formacion del suelo, con la creacion y estabilizacion de agregados del suelo, pues
intervienen al entrelazamiento y el enmarafiamiento de las particulas del suelo para formar

macroagregados (Johnson et al., 2006).

Una alta diversidad de hongos ectomicorrizogenos confiere una resistencia de los
ecosistemas forestales ante el cambio de factores ambientales como la contaminacion y el
cambio climatico. Desde finales del siglo pasado, se reportaba una reduccion en la cantidad
y diversidad de hongos ectomicorrizégenos en los bosques de Europa (Amaranthus, 1998).
Los hongos ectomicorrizogenos disminuyen, mientras que los hongos lignicolas y parasitos
aumentan y las poblaciones de hongos saprofitos pueden no modificarse; esos cambios se

atribuyen a la contaminacion atmosférica (Arnolds, 1991).

La agricultura y el pastoreo intensivos tienden a reducir las densidades del indculo o alterar
la composicion de las especies de hongos, que finalmente debe resultar en la baja resilencia
de un ecosistema. Los terrenos sin cobertura vegetal, como en la perturbacion por mineria,
reducen la cantidad de propagulos de hongos. Y aln en perturbaciones menores en el
ambiente se reduce de manera general la cantidad de propagulos de los HM debido a la
remocion de las plantas hospederas y como resultado de la ruptura del micelio de los HM

(Allen et al., 1998).
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES: LAS MICORRIZAS EN LA RESTAURACION ECOLOGICA

2.1 RESTAURACION ECOLOGICA CON ECTOMICORRIZAS

Una de las interacciones mas conocidas, pero menos estudiadas en cuanto al efecto
fisiologico que tienen en el hospedero, son las micorrizas. Se ha propuesto el uso de las
micorrizas en los proyectos de restauracion, por los beneficios que les confieren a las
plantas como el aumento de las tasas de crecimiento y supervivencia de las plantulas. En el
caso de especies de lento crecimiento es necesario utilizar variables ecofisiologicas para
determinar el efecto de las micorrizas en las plantas.

Numerosos investigadores han sugerido una relacion entre el tiempo de recuperacion de los
ecosistemas alterados y la abundancia de propagulos infectivos de hongos micorrizogenos
(Reeves et al. 1979; Allen y Allen, 1980; Bentivenga y Hetrick 1991; Noyd, et al., 1995;
Ganges et al., 1999; citados por Korb et al., 2003), puesto que los HEM ayudan a facilitar
la sucesion después de los incendios forestales naturales, donde las diferentes especies de
plantas forman relaciones mutualistas con hongos en la sucesion (Korb et al., 2003).

Otros estudios sugieren que el papel de las micorrizas en la facilitacion de la sucesion
puede depender de la situacion de los nutrientes del suelo (Allen y Allen, 1990).

En los programas de restauracion de bosques templados se ha tomado en cuenta la
utilizacion de hongos ectomicorrizogenos (HEM), como herramienta adicional para el
establecimiento de plantulas de coniferas. El uso de estos hongos en programas de
reforestacion se inicio al introducir pinos exoticos en paises tropicales y subtropicales en
donde, al no encontrarse los hongos ectomicorrizogenos propios para las especies de pino,
tuvieron que ser importados para que la reforestacion tuviera éxito (Mikola, 1973).

En general, las plantulas ectomicorrizadas poseen una mejor adaptacion al estrés hidrico
(Duddridge et al. 1980; Boyd et al. 1986; Reid et al., 2002) y una mayor supervivencia en
las plantaciones (Wright 1957, 1971; Castellano y Molina 1989). Estudios previos sefialan
que las semillas de coniferas pueden germinar y crecer durante algin tiempo, pero si no
encuentran hongos adecuados para formar la asociacion mutualista mueren (Amaranthus y
Trappe, 1993). La tabla 1 resume algunos de los trabajos de restauracién que emplearon
HEM. Cabe sefialar que el indculo utilizado en todos los casos es comercial, excepto los

trabajos de Rincon et al., (2006) y Menkis et al. (2007).
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Indudablemente, en la restauracion de sitios perturbados donde se ha modificado la

estructura del suelo y se ha removido la cobertura vegetal, se deben considerar a los hongos

micorrizogenos (Miller y Jastrow, 1992; Cuenca et al., 1998; Allen et al., 2003; Zapata y

Guadarrama, 2004; Tian et al., 2009), ya que es muy probable que no se cuente con el

in6culo potencial para las plantas introducidas, y los hongos micorrizogenos juegan un

papel muy importante en la nutricién de los arboles de bosques tropicales y templados, pues

son un mecanismo importante en la absorcion de nutrimentos y en la estructura del suelo.

El uso de los HEM en la restauracion de ecosistemas deteriorados, en donde el potencial del

in6culo es bajo o desaparece, es una necesidad debido a que tienen influencia tanto en la

supervivencia de las plantulas, como en el desarrollo de las plantas (Nufiez-Castillo et al.,

2008).
Tabla 1. Trabajos previos de restauracion con hongos ectomicorrizogenos
Autor Lugar Especies de Inoculo utilizado Variables medidas
plantas
Kropacek Checoslovaauia Picea abies Porcentaje de
etal., Bosque de qino’ y Pinus Laccaria laccata micorrizacion, biomasa,
1989 d pio. sylvestris altura y diametro.
Pinus Laccaria bicolor
Parladé Espaiia. halapensis Laccaria laccata Altura v Supervivencia
X., 1999 Bosque mixto. P. pinaster | Rhizopogon roseolus ysup '
P. pinea
Suillus bovinus,
Tammi et Canada, Pinus Cenococcum Supervivencia, altura y
al., 2001 Bosque boreal. sylvestris geophilum, biomasa.
Thelephora terrestris
Supervivencia,
, Tarragona, . . ,
Estaun, ~ Pinus . crecimiento, parametros
Espafia. Bosque . Rhizopogon roseolus S
2004 . halepensis ecofisiologicos y de
mixto. .o .
colonizacion radical.
Rincon et | Madrid, Espafa. Pinus . - Bl.oma.sa, pqrcentaj ¢ de
. . Suillus collinitus micorrizacion, altura y
al., 2006 Bosque mixto. halepensis .,
diametro.
Cenococcum
Menkis et Lituania, Pinus . _ge_ophl! um, Supe;W} vencid,
al. 2007 Bosque de pino sylvestris Piceirhiza bicolorata, | crecimiento y
v ’ y Hebeloma colonizacion radical.
crustuliniforme
Supervivencia, area
radicular, altura total de
Donoso et | Valdivia, Chile. Pinus Trichoderma las plantulas, biomasa
al., 2008 Vivero. radiata harzianum aérea, de raices y total.

Presencia de
enfermedades.
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En México, de los 170 millones de plantas de diferentes especies producidas para reforestar
anualmente, solo sobrevive el 50% y en algunos casos éste porcentaje es de 0%
(PRONARE, 2004), por lo que el inocular HEM se ha convertido en una practica necesaria,
debido a todos los beneficios que le confiere el hongo a la planta. Existen amplios estudios
en la produccion de inoculo de HEM (Pérez-Moreno, 2008). Se han establecido cuatro
métodos principales para tal proposito (Santiago-Martinez, 2008a): a) Inodculo de suelo
forestal; b) Indculo de plantas micorrizadas; c¢) Indculo esporal; y d) Indculo de micelio
vegetativo. Este Gltimo es el método mas eficiente en cuanto a disponibilidad, pureza y
eficiencia de colonizacion, ademas de que es el mas seguro, carente de riesgos de
introduccion de otros organismos no deseables. El procedimiento general consiste en la
aplicacion de micelio de HEM en el momento de la siembra de la semilla o en las plantulas
forestales, y el primer paso es el aislamiento del micelio, su propagacion a nivel laboratorio
y su inclusion en un cepario, para su posterior utilizacion (Martinez y Pérez et al., 2009).
Actualmente existen compafias distribuidoras de indculo, sin embargo, la mayoria son
extranjeras que ofrecen indculo no nativo, siendo lo ideal que se realicen exploraciones en
los bosques cercanos al sitio a restaurar para la obtencion de hongos nativos y a partir de
estos obtener las cepas, pues estos hongos estdn adaptados a las condiciones de los lugares
donde fueron extraidos (Santiago-Martinez y Galindo, 2003; Martinez y Pérez et al., 2009).
En 1927, Kessel publicéd el primer estudio sobre ectomicorrizas y su beneficio; observo
que la presencia de esporomas de Rhizopogon conferia un incremento en el crecimiento y
vigor en Pinus radiata (Castellano, 1994).

En México, la inoculacidon con suelo forestal es el que se ha utilizado de manera empirica
en los viveros por muchos afios; los inoculantes vegetativos se han utilizado a nivel
experimental y solamente ha existido un intento formal para producirlos a gran escala para
la inoculacion de plantas forestales en un programa gubernamental, llevado a cabo en 1982
conjuntamente por la Secretaria de Recursos Hidraulicos, la Secretaria del Trabajo y
Prevision Social y la Coordinacion General para las Areas Marginales (Séenz et al., 1982).
Las ectomicorrizas se aplican sobre todo en el ambito forestal en tres grandes programas
(ARBA, 2003): a) reforestacion en suelos degradados o agricolas; b) mejoras
socioecondmicas y desarrollo rural mediante el cultivo de hongos comerciales y

comestibles en bosques; c¢) Restauracion de micobiota. En el Estado de Tlaxcala, Santiago-
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Martinez (2008a) ha aislado diferentes cepas de HEM como Amanita muscaria, Pisolithus
tinctorius, Rhizopogon sp., y algunas especies de Laccaria, Suillus, Hebeloma,
Scleroderma, con el proposito de ser utilizados para la restauracion forestal. A pesar del
alto porcentaje de las plantas vasculares que estan asociadas con HEM, en areas
perturbadas donde las condiciones abidticas y bidticas se han modificado, las primeras
plantas que se establecen en su mayoria no forman asociaciones micorrizicas debido a sus
caracteristicas de historia de vida y a la disminuciéon de indculo micorrizico en el suelo.
Dado que las especies pioneras no requieren de la asociacion micorrizica para su
desempefio y son altamente competitivas, impiden el establecimiento de especies vegetales
que si dependen de esta asociacion, disminuyendo asi la diversidad vegetal (Zapata y
Guadarrama, 2004).

Alvarez-Sanchez y Monroy-Ata (2008) consideran muy probable que en ecosistemas en
etapas tardias de la sucesion, la malla hifal tenga un papel integrador a nivel de la
comunidad vegetal y que al interconectar a la mayoria de las plantas de la comunidad,
puedan operar mecanismos selectivos como evitar el establecimiento de plantas invasoras,
optimizar el uso de agua y nutrientes del suelo, incrementar la resiliencia de la comunidad,
evitar el desarrollo de plagas al suministrar nitrégeno y carbohidratos a las plantas.

Para la Cuenca del Rio Magdalena, Delgado (2004) reportd6 41 especies de hongos
potencialmente ectomicorrizicas; 14 especies de Inocybe, 12 de Amanita, 5 de Russula, 3 de
Lactarius, 2 de Suillus y una de cada uno de los géneros de Cantharellus, Laccaria,
Helbeloma, Boletus y Scleroderma. Asimismo, Villarroel y Cifuentes (2006) reportaron 74
especies de hongos recolectados en los tres tipos de vegetacion de la cuenca, de los cuales
15 son ectomicorrizogenas. Se han realizado estudios sobre el aislamiento, caracterizacion
y crecimiento in vitro de cepas de hongos ectomicorrizogenos ya sea a partir de la
micorriza ya formada (Delgado, 2004) o a partir de los esporomas, la caracterizacion del
micelio (Cruz-Ulloa, 1990; Pérez-Moreno y Ferrera-Cerrato 1997) y optimizacion del
crecimiento de los hongos en diferentes medios nutritivos (Santiago-Martinez et al., 2003;
Martinez-Pérez et al., 2009).

Dentro del proyecto Manejo de Ecosistemas y Desarrollo Humano en la Cuenca del Rio
Magdalena, se han realizado estudios de aislamiento, cultivo y caracterizacion de especies

de hongos ectomicorrizogenos, determinando a Inocybe splendens como la especie mas
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adecuada para la asociacion con Abies religiosa. Inocybe pertenece a la familia
Cortinariace, el género presenta ldminas adheridas al estipite, en los esporomas maduros el
velo interno se transforma en una cortina, los cuales se observan como fibrillas en el borde
del pileo (Herrera y Ulloa, 1990). Tiene la capacidad de adaptarse a diferentes condiciones
de habitat, ademas de que presenta una estrategia transmigratoria exploratoria para buscar
mas alld de donde se encuentra el recurso, translocando los nutrimentos tomados de
diferentes puntos, el micelio se caracteriza por didmetros grandes con tasas de crecimiento
altas, micelios laxos y cordones miceliares, ademas de tener periodos de vida largos. Suillus
es un género que forma basidiomas epigeos con himendforos tubulares, y contribuye con la
mayor produccioén de esporocarpos en los bosques de coniferas. Son de facil aislamiento y
frecuentemente utilizado en estudios de fisiologia. Las especies de este género son HEM
exclusivos de la familia Pinaceae. En especifico Suillus brevipes se encuentra en bosques
jovenes y asociados en etapas tempranas con las coniferas (Cruz-Ulloa, 1990; Bowen,
1994; Galindo, 2004). S. brevipes mostr6 una estrategia de explotacion del recurso
disponible, dado a que su tasa de extension radial del micelio es baja, el micelio es denso y
las colonias presentan un didmetro reducido. Es un HEM acidéfilo que se desarrolla mejor
apH 3 y 5 (Alvarado, 2008).

Algunos autores han observado que la aparicion de los hongos ectomicorrizogenos en un
bosque, se da en secuencias tanto en espacio como en tiempo durante la conformacion del
sistema radical de un arbol (Thomas et al., 1983; Alvarado, 2008). Segin Bowen (1994) los
hongos ectomicorrizogenos pueden ser considerados de etapas tempranas cuando la
germinacion de sus esporas es estimulada por las raices de las plantas, estos hongos se
asocian en las primeras etapas de vida de las plantulas y conforme alcanzan su madurez son
remplazadas por especies de etapas tardias. Especies de los géneros Inocybe, Hebeloma,
Laccaria, Suillus y Thelephora son considerados de etapas tempranas, mientras que
Laccaria, Russula, Leccinum, Boletus y Cortinarius lo son de etapas tardias (Dighton y
Mason, 1985; Alvarado, 2008). Debido a que se identificé a Suillus brevipes e Inocybe
splendens como especies asociadas a Pinus hartwegii y Abies religiosa, respectivamente,
en sus etapas tempranas, se decidio aislarlos y propagarlos para utilizarlos en la

restauracion ecoldgica de la Cuenca del Rio Magdalena (Alvarado 2008).
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2.2 EXPERIMENTOS PREVIOS (SANDOVAL 2010)

La UNAM realiza hace mas de dos afios un proyecto interdisciplinario, a partir del cual se
propone capitalizar la acumulaciéon de conocimientos y las experiencias de sus
investigadores, mediante la construccion paulatina de un modelo de trabajo comun en
cuatro regiones del pais, entre ellas la CRM, cuyo nivel de conocimiento, situacién
socioecondmica y problematica son diferentes.

En el caso de la CRM el objetivo general del macroproyecto (2010) es “Generar un
diagnostico ambiental del Suelo de Conservacion Ecologica de Magdalena Contreras, que
permita obtener informacion sobre el estado actual de la flora, fauna y vegetacion de los
ecosistemas forestales como base para proponer acciones en el contexto del manejo de
ecosistemas para la conservacion y restauracion del area. Asimismo, destacar las especies
de mayor relevancia bioldgica para proponer lineamientos para su uso y conservacion. Para
lograr estos objetivos se ha planteado el diagnostico de los elementos estructurales y
funcionales de la zona y el posterior planteamiento de las estrategias a seguir para la
conservacion y restauracion.

Y como objetivo particular de la restauracion ecoldgica del area se tiene “Restablecer la
cobertura vegetal a través de la introduccion y seguimiento de especies de diferentes
estadios sucesionales y analizar algunos de los factores limitantes del crecimiento y
establecimiento de las especies a lo largo del tiempo y el espacio (Macroproyecto, 2010).
Sandoval (2010) en su estudio “Efecto de los Hongos ectomicorrizogenos en el crecimiento
y supervivencia de plantulas de Pinus hartwegii Lindl. y Abies religiosa (Kunth Schitdl. et
Cham.): un enfoque para la restauracion de ambientes deteriorados en la Cuenca del Rio
Magdalena D. F.” realiz6 la introduccion de plantulas de P. hartwegii y A. religiosa en la
Cuenca del Rio Magdalena. Las plantulas fueron proporcionadas por el vivero de San Luis
Tlaxialtemalco, Xochimilco, D. F. de semillas procedentes del Ajusco y fueron germinadas
en el mes de octubre de 2006 en tubetes de 5 cm de diametro y 25 cm de altura. Realizé
cuatro tratamientos: a) inoculadas con Inocybe splendens, b) con Suillus brevipes, c¢) sin
indculo con suelo forestal y d) con turba y vermiculita 1:1 (control). El suelo forestal que se
utilizo provenia de las comunidades de oyamel y pino, de la CRM bafiado ligeramente con
Captan, con el fin de eliminar hongos patégenos. Para completar el volumen de los tubetes

afiadi6 vermiculita y turba 2:1, previamente esterilizada en autoclave a 120 °C, durante 30

25



min. Este sustrato también se utilizo para el tratamiento control. Las plantulas fueron
inoculadas en el vivero, en el mes de Agosto de 2007 con micelio liquido producido en

medio BAF.

El trasplante a las parcelas de estudio lo realiz6 a principio de septiembre de 2007, a partir
de este trasplante las plantulas se encontraron en condiciones de campo. En cada parcela se
trasplantaron 160 plantulas, la siembra de las plantulas (a una distancia de 1.5 m entre una y
otra, y a tres metros de distancia de cada una de las lineas) fue al azar. Para cada especie,
fueron trasplantadas 320 plantulas, teniendo un total de 640 plantulas. Se hizo una cepa de
30x30x30 para introducir las plantulas sin los tubetes, no se realizd6 barbecho ni
fertilizacion del sitio. Desde el momento del trasplante, cada bimestre se registré la altura
total, altura al meristemo y didmetro a la base del tallo de las plantulas a lo largo de un afio.
Entre los resultados mas relevantes, se encontr6 que el contenido de fosforo en las
plantulas de P. hartwegii tanto en parte aérea como subterranea fue mayor
significativamente en las plantulas inoculadas con S. brevipes, en comparacion con los
otros tratamientos. En las colectas tanto iniciales (Noviembre 2007) como finales
(Noviembre 2008) encontrd evidencia de micorrizacion correspondiente con el indculo
aplicado. Las caracteristicas de las micorrizas que encontr6 en P. hartwegii y A. religiosa
se presentan en las tablas 2 y 3.

Tabla 2. Caracteristicas de los morfotipos para especies del género Inocybe.

Inocybe terrigena
con Pinus (Deemy,

Inocybe splendens
con Pinus hatwegii

Inocybe splendens
con Abies religiosa

2009) (Sandoval, 2010) (Sandoval, 2010)
Ramificacion Dicotémica coraloide Dicotdémica Irregular pinada
Color Amarillo o naranja Café a amarillo Blanco o café
Textura Ligeramente Ligeramente Ligeramente

algodonosa algodonosa algodonosa

Rizomorfos Ausentes Ausentes Ausentes
Anatomia del manto Plectenquimatoso Plectenquimatoso Plectenquimatoso
Largo de la micorriza 0-5 mm 1-4 mm 1-3 mm
Diametro de las puntas 0.5 mm 0.320.5 mm 0.520.7 mm

no ramificadas
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Tabla 3. Caracteristicas de los morfotipos para especies del género Suillus.

Suillus bovinus | Suillus collinitus | Suillus brevipes Suillus brevipes
con Pinus con Pinus con Pinus con Abies
(Deemy, 2009) (Deemy, 2009) hatwegii religiosa
(Sandoval, 2010) (Sandoval, 2010)
Ramificacion . Dicotémica o Dicotémica o Monopodial
Coraloide . . e
coraloide coraloide piramidal
Color Ocrp » café Café oscuro a Café amarillento a | Café amarillento o
amarillento o L e .
. café rojizo naranja blanco
amarillento
Textura Ligeramente Ligeramente Ligeramente Ligeramente
lanudo lanudo lanudo algodonosa
Rizomorfos Presentes Presentes Presentes Presentes
gr;?‘ttc;mla del Plectenquimatoso | Plectenquimatoso | Plectenquimatoso | Plectenquimatoso
Largo de la 0-1.5 mm 3-5 mm 1-3 mm 1-3 mm
micorriza
Diametro de Dato no Dato no
las puntas no : . . . 0.2 mm 0.5a0.6 mm
g disponible disponible
ramificadas

Al no encontrarse diferencias significativas en el crecimiento entre los diferentes
tratamiento, se ha considerado que para determinar el efecto de la inoculacion en estas
plantulas es necesario utilizar herramientas permitan conocer el efecto de las ectomicorrizas
a través de variables mas sensibles como son las ecofisiologicas, como el potencial hidrico,

la resistencia estomatica y la actividad fotosintética.
2.3 MEDICIONES ECOFISIOLOGICAS
POTENCIAL HIDRICO

La cantidad de agua disponible para las plantas puede influir en la mayoria de sus procesos
fisiologicos, tales como la fotosintesis, la respiracion, la sintesis de compuestos quimicos,
la division y elongacion celular, el transporte de elementos esenciales y la termorregulacion
foliar de las plantas, procesos que, dependiendo del nivel de estrés hidrico alcanzado,
pueden afectar el crecimiento de las plantas (Lambers et al., 1998; Larcher, 2003; Taiz y
Zeiger, 2000).

La medicion del potencial hidrico en estudios de relacion agua-suelo planta es de especial
interés, ya que indica el estado energético del agua y su disponibilidad para cumplir con las
demandas evapotranspirativas que impone el ambiente. Se define la diferencia de potencial

hidrico, AY,, (expresada en megapascales), como el potencial hidrico exterior menos el
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potencial hidrico interior (Taiz y Zeiger, 2006) a la misma temperatura y presion
atmosférica (Lambers et al., 1998). El desarrollo del concepto y la metodologia para
determinar el potencial hidrico han sido de gran ayuda para cuantificar el estatus hidrico de
las plantas. El potencial hidrico, es el trabajo necesario para elevar el nivel del agua a un
nivel de potencial del agua pura y es para fines practicos la suma algebraica del potencial
osmotico y la presion hidrostatica. El potencial osmético, es el potencial quimico del agua
en una solucion debido a la presencia de materiales disueltos, a medida que la
concentracion de soluto aumenta, el potencial osmotico es mas negativo, al determinar el
potencial osmético foliar estamos midiendo la cantidad de solutos presentes en las células y
por lo tanto la cantidad de agua libre en las mismas. La presion hidrostatica se refiere a la

presion fisica expresada en el agua del sistema (Lambers et al., 1998).

El potencial hidrico es alto en el suelo himedo y decrece continuamente a la atmosfera por
la actividad de transpiracion de la planta. El potencial hidrico de los tejidos determina el
grado de estrés hidrico que la planta puede tolerar sin un decremento serio de los tejidos.
Las plantas expuestas a ambientes secos tienden a poseer una gran concentracion de solutos
en los tejidos, lo que permite extraer agua del suelo bajo situaciones de bajo potencial
hidrico del suelo. Algunas plantas se aclimatan a los cambios en la disponibilidad de agua
por la modificacion activa del potencial osmotico de sus tejidos (Barbour, et al., 1987).

El potencial hidrico de la planta varia durante el transcurso del dia y durante su ciclo de
crecimiento en funcion de diferentes factores ambientales y fisiologicos. La capacidad de
absorcion de agua por parte de las plantas depende en gran medida del desarrollo y
estructura del sistema radical y de la continua exploracion del suelo y renovacion de las
raices finas, ademas del mantenimiento de un gradiente apropiado de potencial hidrico. El
potencial hidrico y la ruta de transporte del agua regulan la entrada del agua y nutrientes a
las células promoviendo la elongacion celular y el crecimiento de los tejidos, por lo que el
estrés hidrico de las plantas se traduce en una baja productividad (inhibicion del
crecimiento, fructificacion, floracion, etc.) o en su muerte (Kozlowski y Pallardy, 1997). La
importancia de una adecuada provision de agua para el crecimiento de plantas lefiosas ha
sido documentada desde hace décadas por Zahner (1968), reportando que mas del 80% de
la variacion del crecimiento en didmetro de arboles en zonas hlimedas puede ser atribuido a

las variaciones de precipitacion y el estrés de las plantas por la falta de agua.
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El potencial hidrico del aire minimo necesario para las actividades es especie-especifico y
determina el rango de distribucion de varias especies, este potencial puede variar desde -5
(96% de humedad relativa) hasta valores de -93.3 MPa a un (50% de humedad relativa). Un
valor de potencial hidrico foliar tipico reportado para las coniferas es de -1.5 a -2.2 MPa,

llegandose a reportar valores extremos de -6 Mpa (Larcher, 2003).

El potencial de presion depende de la capacidad de almacenamiento de agua en las células
y depende de la elasticidad de la pared celular, se define como médulo de volumen de la
elasticidad (Dainty, 1976, citado por Larcher, 2003), el cual indica el cambio en la presion
de turgencia cuando estd relacionada con el cambio relativo con el volumen celular. Un
bajo volumen de elasticidad indica que la pared celular puede ser facilmente distendida en
respuesta al cambio en el volumen celular. Las hojas de los arboles y arbustos son
usualmente mas rigidas que las herbaceas. En condiciones secas, las plantas pueden
traslocar al agua de las células con mayor elasticidad a células adyacentes con paredes
menos elésticas y de esta manera generar un gradiente osmotico. Entre mayor es el
potencial hidrico menos decrece el volumen de las células y por lo tanto del tejido en
conjunto.

El estrés bioldgico seria cualquier
factor ambiental capaz de
producir una deformacion (strain)
potencialmente nociva en un
organismo (Levitt, 1980). La
deformacion o strain seria la
extension o  compresion -
respuesta al estrés- resultante de
una tension o estrés determinado
al que estd sometido una planta

Figura 2. Esquema conceptual que representa la relacion

(Fig. 2). (Valladares, 2004). fisica entre la tensién y la deformacion (“stress-strain”) de
materiales y que puede ser empleado para describir los
En la curva resultante de la procesos que ocurren en una planta en condiciones de
estrés. P, fase de respuesta proporcional entre la tensién y la
deformacion; E, limite de elasticidad del material; V, limite de
primera parte, hasta el punto P, la deformacién eldstica (“elastic strain”, €'); F, limite de la
deformacion plastica (“plastic strain”, €”); R, limite de
corresponde a una respuesta  resistencia del material. Tomado de Valladares, 2004.

respuesta a un estrés (Fig. 2), la
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proporcional que se establece entre el incremento del estrés y la deformacion. Mas alla del
punto P, la respuesta no es proporcional y si la tension contintia de forma muy acentuada se
llegard a producir una deformacion muy severa, y una vez pasado el punto de limite de
resistencia del material (R) la planta sufrird un dafio permanente y tendria comprometida la
supervivencia. La respuesta es reversible si no se sobrepasa el punto o limite de elasticidad
(E). Es decir, la respuesta del sistema volvera automaticamente a las condiciones iniciales
cuando el estrés deje de actuar (e.g. cierre estomatico ante la falta de agua). La deformaciéon
que se produce (e.g. los cambios estructurales o funcionales como respuesta al continuado
incremento de la tension) serd, pues, de dos tipos: una deformacion elastica (hasta el punto
V), donde se produce una deformacion (g”) que, en caso de desaparecer el estrés, recuperara
las condiciones iniciales (respuesta reversible); o una deformacion plastica (hasta el punto
F), donde la deformacion persistira a pesar de desaparecer el estrés (g’’) (respuesta
irreversible). La deformacion plastica produciria la tipica respuesta de endurecimiento de
las plantas frente a unas condiciones ambientales adversas, muy aprovechada en la
produccion comercial de plantas en viveros, mientras que la deformacion eléstica
representaria aclimatacion, generalmente mediada por rasgos fisiologicos (Valladares,
2004). La falta de agua o déficit hidrico provocaria un estrés que actua sobre las plantas, y
todo estrés produce dos tipos de respuestas en los organismos: respuestas que tienden a
evitar o prevenir la tension (mecanismos evitadores) y mecanismos o adaptaciones que
permiten tolerar el estrés (mecanismos tolerantes). En la estrategia tolerante del estrés
hidrico las plantas minimizan la penetracion del estrés en sus tejidos, ya que éstos son muy
sensibles a la deshidratacion. Las especies que siguen esta estrategia o bien maximizan la
absorcion de agua (con sistemas radicales profundos) o bien minimizan las pérdidas de
agua con el cierre de estomas rapido y sensible a ligeros descensos del contenido hidrico de
los tejidos o al potencial hidrico, valores en general bajos de conductancia estomatica,
paredes celulares poco elasticas que inducen cambios rapidos de potencial hidrico en
respuesta a pequeias pérdidas de agua, hojas pequefias, bajas tasas de transpiracion

(Valladares, 2004).
RESISTENCIA ESTOMATICA

Las plantas pierden agua en forma de vapor por evaporacion (transpiracion) y

ocasionalmente también, en pequefias cantidades en forma liquida (goteo) (Larcher, 2003);
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la contribucion cuantitativa del goteo en el balance de agua es minimo, por lo que se ha
limitado el estudio a la transpiracion. La transpiracion depende sobre todo de dos factores:
a) la diferencia de concentracion de vapor de agua entre los espacios aéreos de la hoja y la
atmosfera exterior, y b) la resistencia a la difusion de esta ruta. Esta resistencia consta de
dos componentes, la resistencia estomatica de la hoja y la resistencia debida a la capa
estacionaria de aire proxima a la superficie de la hoja. Cuando la velocidad del viento es
alta, el aire en movimiento reduce la capa estacionaria en la superficie de la hoja,
reduciendo la resistencia de esta capa. El tamafio y la forma de las hojas también influyen
en el modo en que el viento afecta esta capa (Taiz y Zeiger, 2006).

Para la regulacion a corto plazo, el control de la apertura estomatica por las células juega el
papel principal en la regulacion de la transpiracion de las hojas. Como la cuticula de las
hojas es practicamente impermeable al agua, la mayor parte de la transpiracion tiene lugar
por difusion a través del poro estomatico (Taiz y Zeiger, 2006). Estos proporcionan una
baja resistencia a la difusion de gases, pero a la vez, provocan una reduccion en la
resistencia difusional para la pérdida de agua desde la hoja. Asi, las plantas deben enfrentar
la dualidad que representa la incorporacion de CO, de la atmosfera y la limitacion de la
pérdida de agua. La resistencia estomadtica es determinada por las caracteristicas anatomicas
como tamafio y estructura, arreglo y densidad de los estomas de las plantas estudiadas,
entre menor sea la resistencia estomatica mayor es la conductividad del aire, es decir que
una mayor cantidad de estomas se encuentran abiertos (Larcher, 2003).

ACTIVIDAD FOTOSINTETICA

Los procesos fisioldgicos son los intermediarios entre la interaccion del ambiente y los
genes para regular el crecimiento de las plantas. El crecimiento de plantas requiere la
absorcion de agua y nutrientes minerales y la sintesis de biomasa y hormonas, ademas de
la produccidon de energia para respirar, transporte de alimento, hormonas y nutrientes
minerales a sitios meristematicos, y la conversion de alimento y otras sustancias en tejidos
vegetales (Kozlowski y Pallardy, 1997).

Dentro de los factores que afectan la tasa de absorcion de CO, podemos mencionar a la luz,
temperatura del aire, humedad relativa, y disponibilidad de agua, entre otras. La intensidad
de la luz a la que se encuentran expuestas las plantas es el factor que mas influye en la tasa

de absorcion de CO,. Las angiospermas poseen una variedad de genotipos y adaptaciones
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lo que les permite tener tasas fotosintéticas Optimas a diferentes intensidades de luz; las
gimnospermas, por el contrario, presentan una fotosintesis mas eficiente solo con altas
intensidades de luz (Kozlowski y Pallardy, 1997). El punto de compensacion luminico es la
cantidad de luz en el cual la ganancia de carbono por fotosintesis es igual a la pérdida de
carbono por respiracion. El punto de saturacion de luz es el valor de la intensidad luminica
por encima del cual la tasa fotosintética no aumenta (Taiz y Zeiger, 2006).

La manera mas directa y exacta de determinar las tasas fotosintéticas de las plantas es
midiendo la tasa de intercambio de CO,, ya que permite conocer a corto plazo la
incorporacion de carbono en los 6rganos fotosintetizadores, ademas de que es un método no
destructivo; por lo anterior es una buena herramienta para determinar la incorporacion de
carbono en plantas de lento crecimiento.

Las tasas fotosintéticas generalmente cambian ampliamente durante el dia, pues la tasa
comunmente es mas baja temprano en la mafiana de un dia claro, y estd asociado con una
baja intensidad luminica y a las bajas temperaturas, a pesar del alto potencial hidrico y las
altas concentraciones de CO; en los espacios intercelulares de las hojas. Con el incremento
de la intensidad luminica y la humedad del aire, los estomas se abren y la fotosintesis neta
comienza y se incrementa rapidamente. Asi, la maxima tasa fotosintética en climas
templados se encuentra en el medio dia, mientras que en climas menos templados la
maxima tasa fotosintética se encuentra en la tarde o por la mafiana, cuando la temperatura y
la intensidad luminica declinan. Asi mismo, existen variaciones estacionales en la tasa
fotosintética. En las zonas templadas, los cambios estacionales en la capacidad fotosintética
ocurre mas gradualmente en gimnospermas que en angiospermas. Durante el invierno la
tasa fotosintética es practicamente cero, y tarda aproximadamente dos meses al iniciar la
primavera para restablecer la maxima capacidad fotosintética que se registra durante el
verano, traduciéndose en un Optimo crecimiento en la temporada mas favorable, por las
condiciones de luz, temperatura y humedad (Kozlowski y Pallardy, 1997).

McGregor y Kramer (1963) midieron la variacion estacional de la capacidad fotosintética
de plantulas de Pinus strobus. Estos autores registraron un aumento progresivo de la
capacidad fotosintética desde abril, alcanzando la méxima tasa de julio hasta septiembre,
comenzando a declinar en el otofio. Desde el comienzo del aumento existié un incremento

en el follaje de las plantulas, y declind cuando la capacidad fotosintética también
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disminuy6. Muchos factores contribuyen con las altas tasas fotosintéticas: una alta
temperatura promedio, alta incidencia de flujo de fotones, alto potencial hidrico del suelo y
un sistema radical funcional capaz de hacer frente a una alta demanda evaporativa; por otra
parte, el déficit de agua reduce la fotosintesis por el cierre de estomas (Kozlowski y
Pallardy, 1997). Asi, la mayor capacidad de absorcion de agua de las plantas conferida por

las micorrizas, se vera reflejada en una mayor tasa fotosintética.
CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA EN EL SUELO

La capacidad de intercambio gaseoso depende, entre otras cosas, del estado hidrico de la
planta, pues este estatus le va a conferir a la planta mayor o menor capacidad de
transpiracion, y por lo tanto de apertura estomadtica para el intercambio gaseoso; esta serie
de fenémenos fisioldgicos dependen del agua disponible para las plantas en el suelo. La
manera de medir dicha disponibilidad de agua es a través de la medicidon del potencial
hidrico del suelo, pero medidas indirectas como la porosidad del suelo pueden ayudar a
estimarla (Forsythe, 1975).

El entendimiento de la relacion planta-agua requiere la consideracion tanto de la humedad
del suelo como de la humedad ambiental. La cuantificacion del estatus del agua en las
plantas se puede determinar con el contenido relativo de agua, el cual se obtiene a partir del
peso seco y fresco de las mismas, pero es util solo para caracterizar el estatus de agua de la
planta, pero no su contenido; asi mismo, no esta relacionado con el estado fisiologico de las
plantas como el dafio o turgencia. Adicionalmente, es imposible comparar las medidas del
contenido de agua en el suelo y los valores del contenido relativo de agua de las plantas
(Kozlowski y Pallardy, 1997). La transpiracion, absorcion y conduccion de agua de las
raices a las superficies transpirantes son procesos inseparables en el balance de agua. El
déficit de vapor de agua del aire es la fuerza motriz para la evaporacion, y el agua en el
suelo es el recurso crucial de suministro de agua. En las plantas terrestres, las partes aéreas
continuamente pierden agua por evaporacion, y dependiendo de la capacidad de compensar
las fluctuaciones de toma de agua y la velocidad de evaporacidon, se determina su
distribucion y capacidad de sobrevivir (Larcher, 2003).

La porosidad total de una muestra de suelo esta en funcion de la distribucion del tamaiio de
las particulas (textura), y del arreglo espacial de estas particulas en conformacion de

agregados (estructura). Es definida como el volumen total de poros contenido en un
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volumen conocido de suelo (Forsythe, 1975). La porosidad del suelo tiene importancia
especial porque constituye el espacio por el cual el agua penetra al suelo y pasa a través de
¢l para abastecer a las raices y finalmente drenar el area. Como el agua solo se trasmite a
través de los poros, el flujo inicial que circula sera proporcional al didametro de los poros,
disminuyendo conforme los didmetros se reducen. Sin embargo, esta disminucion de
velocidad, es atin en mayor grado para los pequefios poros, debido a que la movilidad de las
moléculas de agua unidas a las particulas solidas es muy baja por los efectos de adsorcion.
Conforme el contenido de humedad baja, disminuye el potencial matrico y la conductividad
hidraulica tiende a disminuir con mayor rapidez. La alta porosidad del suelo es indicadora
de sitios con una mayor cantidad de iones y O, disuelto, si se comparan dos suelos
similares en otras caracteristicas, pues al contabilizar el volumen de poros en el suelo
obtenemos el agua contenida en el mismo. (Lutz y Chandier, 1959, citado por Donoso,
1997). Algunos autores consideran que de las propiedades fisicas en la caracterizacion del
suelo la mas importante es la porosidad, ya que relaciona el volumen de suelo que exploran
las raices con el volumen disponible para el gua y el aire que requieren éstas para su

desarrollo (Cerisola et al., 2005).

La forma de evaluar el efecto de los hongos ectomicorrizogenos sobre las plantas
hospederas se ha enfocado al analisis de crecimiento, sin embargo, se ha documentado muy
poco el estudio de las respuestas fisiologicas en las plantas de lento crecimiento. La
ecofisiologia por su enfoque holistico puede resultar de gran ayuda en el entendimiento de
la funcién en el ecosistema de la simbiosis micorrizica, tema poco explorado hasta el
momento. Cabe destacar que la mayoria de estudios forestales con variables ecofisiologicas

realizados en México se han llevado a cabo en viveros bajo condiciones controladas.

De lo anterior, se han planteado las siguientes preguntas:

(Los HEM tienen un efecto en el potencial hidrico, resistencia estomatica y absorcion de

CO, de las plantas de Pius hartwegii y Abies religiosa en campo?

LY si tienen un efecto positivo en las plantas esto se vera reflejado en la supervivencia y el

crecimiento de plantulas en campo?
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El presente trabajo forma parte del proyecto Manejo de Ecosistemas y Desarrollo Humano
en la Cuenca del Rio Magdalena, el cual se desarrolla en el marco del Programa de Apoyo
a la Investigacion en Facultades y Escuelas de la UNAM, y del proyecto PAPIIT IN-
200906 “Restauracion y conservacion de la Cuenca del Rio Magdalena, Contreras, Cd. de
México, con énfasis en la utilizacion de hongos micorrizogenos como una herramienta
ecoldgica”; cabe sefialar que son pocos en los estudios que utilizan un enfoque
ecofisioldgico para analizar la respuesta de las plantas en proyectos de restauracion y muy
pocos los reportes en la literatura atin en los que se considere conjuntamente el efecto de los

hongos ectomicorrizogenos en las plantas.

2.1. JUSTIFICACION

Debido a la importancia de los bosques de la Cuenca del Rio Magdalena en cuanto a bienes
y servicios que proveen, es necesaria su conservacion y restauracion frente a la importante
pérdida de cobertura forestal a la que se ha visto sujeta. Las mediciones ecofisiologicas
como lo son el potencial hidrico, la transpiracion y la actividad fotosintética, permitiran
obtener datos mas precisos acerca del efecto de los hongos ectomicorrizogenos en el

desempeiio ecofisologico de las plantulas de Abies religiosa y Pinus hartwegii.

2.2. OBJETIVOS
GENERAL

Evaluar el efecto de los hongos ectomicorrizogenos sobre el potencial osmético, la
resistencia estomatica, la capacidad fotosintética, el crecimiento y la supervivencia

de plantulas de Pinus hartwegii y Abies religiosa establecidas en campo.
PARTICULARES

Determinar el efecto de las ectomicorrizas en las plantulas de Pinus hartwegii y

Abies religiosa midiendo:

1. Elestado hidrico de las plantulas, midiendo el potencial osmético.
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2. En la resistencia estomatica de las plantulas, midiendo la resistencia a la
difusion.
3. Enla actividad fotosintética, midiendo las ppm de CO, absorbidos.

4. En la supervivencia, crecimiento en altura y biomasa.

2.3. HIPOTESIS

Los HEM le conferiran un mejor estado hidrico a las plantulas micorrizadas, con respecto a
las no micorrizadas, lo cual se verad reflejado en un potencial osmdtico mayor de las

plantulas con HEM.

Asi mismo, las plantulas con HEM presentaran una mayor actividad fotosintética que las no

micorrizadas, presentando por ello una mayor absorcién de CO; por area foliar.

Las plantulas con HEM tendran una menor resistencia estomatica, en comparacion con las
no micorrizadas, reflejando una mayor apertura de los estomas, lo que significa una mayor

cantidad de CO, absorbido y por lo tanto un mayor crecimiento.

Las plantas con HEM presentaran diferencias positivas significativas con respecto a las no

micorrizadas en supervivencia.

El crecimiento en altura de las plantulas con HEM sera significativamente mayor con

respecto a las plantulas sin HEM.

Las plantulas de Abies religiosa inoculadas con Inocybe splendens presentaran un mejor
estado fisiologico en potencial osmotico, resistencia estomatica y absorcion de CO,, que las
plantulas sin inocular previamente o inoculadas con S. brevipes, lo cual se vera reflejado en

una mayor supervivencia y crecimiento.

Asi mismo, las plantulas de Pinus hartwegii inoculadas con Suillus brevipes presentaran un
mejor estado fisioldgico en potencial osmotico, resistencia estomatica y absorcion de CO»,
que las plantulas sin inocular previamente o inoculadas con I. splendens, lo cual se vera

reflejado en una mayor supervivencia y crecimiento.
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CAPITULO 3. METODOS
3.1 ZONA DE ESTUDIO

La Cuenca del Rio Magdalena (CRM) (19° 13 53y 19° 18 12 Ny 99° 14’ 50 y
99° 20° 30> W) se localiza al limite sur—occidental del Distrito Federal dentro de la
cuenca de México, y se corresponde aproximadamente con la “Zona Protectora Forestal
Cafada de Contreras” decretada en 1932. Es una de las principales areas de excedente

hidrico en el Distrito Federal (Mazari, 2000).

Forma parte de la vertiente occidental de la sierra de las Cruces, dentro del Distrito Federal,
abarca parte de las delegaciones politicas Magdalena Contreras, Alvaro Obregén y
Cuajimalpa, en un intervalo altitudinal de 2570 msnm en el noreste (limite del area
ecologica con la urbana) a los 3850 m snm al suroeste (altitud maxima registrada para el
cerro el Mufieco) (Avila-Akerberg, 2002).

Una gran parte de la zona de la cuenca pertenece a roca ignea extrusiva. Los suelos son
principalmente Andosoles, ricos en vidrios volcanicos, generalmente &acidos, muy
permeables. Estos suelos fijan fosfatos y son muy susceptibles a la erosion hidrica y edlica
que forman carcavas y barrancos profundos. Los subtipos encontrados son dcrico y humico
(Alvarez, 2000), siendo este wiltimo el presente en los bosques de Abies. El area de estudio
se encuentra en la zona templada subhtimeda que corresponde al bosque de pino y encino,
dentro de la region Mesoamericana de Montafa. Se caracteriza por contener elementos
holarticos principalmente arbdreos, asi como neotropicales en los estratos arbustivo y
herbaceo (Rzedowski, 1978).

Para la CRM, se distinguen principalmente las siguientes comunidades: Pinus hartwegii,
Abies religiosa, Bosque mixto y de Quercus (Nava, 2003), que debido a la destruccion
acelerada de los bosques se han visto muy afectadas (Alvarez, 2000; Nava, 2003). Existen
tres tipos de clima seglin la clasificacion climatica de Kdeppen modificado por Garcia

(Alvarez, 2000; Macroproyecto, 2010):

o (C(w2)(w): templado sub-humedo. Se presenta a partir de la zona urbana hasta el
piedemonte, en un intervalo altitudinal de 2450 a 2800 msnm, donde se desarrolla la

comunidad de bosque Mixto y de Quercus.
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o C(e)(w2)(w): semifrio sub-himedo. Se presenta en las laderas de montafia a una
altitud de 2800 a 3600 msnm donde se encuentra la comunidad de Abies religiosa.
e C(e)(m)(w): semifrio humedo. Se presenta en las partes altas de la cuenca, por

arriba de los 3600 msnm, en el bosque de Pinus hartwegii.

La comunidad de A. religiosa se caracteriza por ser un bosque denso que alcanza 100 % de
cobertura vegetal, dominado por la presencia del estrato arbéreo y arbustivo. Ocupa la
mayor extension dentro del area de estudio (1433 ha) con 2,032 arboles (Avila-Akerberg,
2002). Las asociaciones que la representan son: A. religiosa-Roldana angulifolia, A.
religiosa-Acaena elongata y A. religiosa-Senecio cinerarioides. Esta comunidad se localiza
sobre pendientes muy pronunciadas de 65 % de inclinacion. Estructuralmente corresponde
a un bosque natural joven, con edad promedio de 31 afios, en donde la actividad humana se
concreta a cortas ilegales e incontroladas y en donde el desarrollo del bosque se ve
influenciado en gran medida por incendios. La mayor mortalidad de A. religiosa en la zona
perturbada se presenta en la zona donde no se presenta ningtn tipo de chapeo, es decir, sin
remocion de la vegetacion (11.79%), seguido de la zona donde se quita totalmente la
cobertura vegetal (8.43%), mientras que la menor mortalidad se presenta con el chapeo
intermedio (5.62%). En la zona de Abies con vegetacion secundaria sigue el mismo patron
de mortalidad, pero disminuye tanto para la zona con vegetacion (7%) y la zona sin
vegetacion 4%, mientras que la zona de chapeo presentd el mismo porcentaje (Santibaies-
Andrade, 2009).

La comunidad de P. hartwegii es menos vulnerable a la erosion, pero mas susceptible a los
incendios de origen antropico, tiene laderas con inclinacion de 0 a 15° El numero de
arboles registrados en la superficie muestreada es de 3,179 arboles (Avila-Akerberg, 2002).
Esta dominada por un estrato arbéreo monoespecifico y abierto, que presenta en promedio
65% de cobertura vegetal y 35% de suelo desnudo. Se encuentran representadas dos
asociaciones vegetales: P. hartwegii-Muhlenbergia quadridentata y P. hartwegii-Festuca

tolucensis (Santibafies-Andrade, 2009).
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3.2 DESCRIPCION DE LAS ESPECIES

Abies religiosa Kunth Schitdl. et Cham., cuyo nombre comun es oyamel, es nativo de las
montanas centrales y del sur de México (Eje Volcanico Transversal, Sierra Madre del Sur).
Crece a altitudes altas de 2500 a 4100 msnm en bosques con alta pluviosidad y frescos, de
veranos humedos, y caida de nieve invernal. Es un arbol monoico de 35 a 40 m de altura y
diametro normal hasta de 1.80 m. Se desarrolla en suelos generalmente profundos limo-
arcillosos o arenosos, bien drenados, ricos en materia organica (SIRE, 2010).

El uso mas importante es como “arbol de navidad”. La madera no es de muy buena calidad,
pero se recomienda para fabricar papel, ya que la pulpa es de muy buena calidad; como
madera aserrada se puede utilizar en la fabricacion de cajas, puertas, marcos y techos
interiores, postes que transmiten energia eléctrica, cercas, durmientes y palos de escoba.
Por su color claro, peso ligero, ausencia de manchas y de resina y su carencia de olor, se
recomienda como apropiada en la fabricacion de empaques para alimentos, como pescado,
azucar, etc. La trementina, “aceite de palo” u “aceite de abeto®, es recomendada para su
empleo medicinal; la corteza de arboles viejos es utilizada para carbon y la madera en la
construccion de casas (SIRE, 2010).

Pinus hartwegii Lindl., es una especie de pino que crece justo en las zonas boscosas mas
frias, y su nombre comun es pino de montafia. Comunmente esta asociado a los bosques de
oyamel. Casi nunca se encuentran bosques compactos de este pino, ya que se limitan a
terrenos muy frios y en forma esparcida. Se localizan en los estados de Veracruz, Nuevo
Ledn, Tamaulipas, Zacatecas, Jalisco, Nayarit, Michoacdn, Estado de México, D. F.,
Morelos, Puebla, Guerrero, Oaxaca y Chiapas, en altitudes entre 2,900 y 4,000 m snm. El
crecimiento de este pino es medio, ya que en dos afios llega a una altura de entre 2 y 3 m
(Benitez et al., 2004). El arbol tiene una altura de hasta 15 m de alto, aunque puede
encontrarse algiin ejemplar ya maduro de 20 a 30 m, con una copa piramidal. Las aciculas
miden hasta 15 cm de largo y estan organizadas en grupos de 3 a 5. Produce semillas con
ala hasta de 2 cm de largo. El polen esta maduro de los meses de abril a junio y los conos
con semillas se dan de octubre a marzo. El pino se utiliza para reforestacion y se le da uso a
su madera para la construccion. Principalmente se obtiene madera para la elaboracion de
postes de energia eléctrica y lefia; también se le da un uso en carpinteria, durmientes, para

hacer pulpa para papel, asi como ornato en sitios urbanos (Benitez et al., 2004).
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3.3 DESCRIPCION DE LAS PARCELAS

Tanto en el Bosque de Pinus como en el de Abies existen dos parcelas de 50x50 m cercada
con alambre de puas, en las que se trasplantaron en el mes de Septiembre de 2007 las

plantulas de los diferentes tratamientos, distribuidas al azar (Fig. 3).

Figura 3. Ubicacion de las parcelas en la Cuenca del Rio Magdalena, con vegetacion y uso de
suelo. Las coordenadas son para Abies religiosa latitud: 19°15'10.10 y 19°15'13.69"N y longitud:
99°19'9.12 y 99°19'8.60"0. Para Pinus hartwegii latitud: 19°14'52.50 y 19°14'52.68"N vy
longitud: 99°19'0.76 y 99°19'3.99""0. (Tomada de Avila-Akenberg, 2002)

En las tablas 4 y 5 se pueden observar las principales caracteristicas de las parcelas

(Olivera, 2009; Unger y Hernandez, en preparacion).

Tabla 4. Condiciones promedio de un afio en las parcelas de estudio (Olivera, 2009;

Delgadillo, en preparacion).
Pinus hartwegii Abies religiosa
Temperatura promedio (min/max) 6.97 °C 6.91 °C
(-0.3/20.61) (2.9/13)
Humedad relativa (xEE) 59.98 % 65.42 %
(1.98) (8.68)
Incidencia de |_;.IZ_1a nivel del Epoca de 135 162
suelo (umol m™s™) _secas
Epoca de 146 133
lluvias
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Tabla 5. Caracteristicas generales fisico-quimicas del suelo en las parcelas de estudio
(Olivera, 2009; Unger y Hernandez, en preparacion).

pH MO N P CIC NH4 NO; C

(%) mgKg! mgKg? Cmol(+)Kg? mgKg? mgKg* mgKg*

Abies religiosa 4.9 36.38 0.898 8.8 434 41 2932 18.13
Pinus hartwegii  5.14 11.84 0.332 4 26.5 25 1144 7.81

MO-Materia organica; CIC-Capacidad de intercambio catiénico

Las condiciones ambientales (temperatura y humedad) de ambas parcelas estuvieron en
constante monitoreo con hobos de temperatura y humedad, por lo que se cuenta con las
condiciones ambientales en los momentos de colecta (tabla 6).

Tabla 6. Temperatura y humedad de las parcelas en el muestreo de plantulas de P.
hartwegii y A. religiosa (Macroproyecto, 2010).

Parcelas de P. hartweggi Parcelas de A. religiosa
Humedad Temperatura | Humedad Temperatura
(gH,0m®) | del aire (°C) | (gH,O0 m’) | del aire (°C)
Marzo 2009 8:00 2.45 2.48 7.82 7.83
14:00 4.6 19.61 14.9 16.38
Mayo 2009 8:00 9.6 6.62 7.2 5.81
14:00 4.5 15.8 6.3 14.09
Julio 2009 8:00 14.31 7.03 7.2 5.4
14:00 13.2 14.04 9.5 10.2
Septiembre 8:00 9.3 4.57 8.8 8.6
2009 14:00 8.8 2.12 10.3 13.7
Noviembre 8:00 8.7 5.3 6.2 4.3
2009 14:00 5.3 13.8 7.3 12.4
Enero 2010 8:00 2.51 2.32 7.65 7.64
14:00 4.34 23.2 13.6 18.14
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3. 6 DISENO EXPERIMENTAL

El estudio de restauracion realizado en esta tesis, se inicid con 215 plantulas de Pinus
hartwegii y 154 plantulas de Abies religiosa, todas de 2 afios de edad. El tamafio promedio
se muestra en la tabla 7. Las plantulas se encontraban en condiciones de campo, sin ningun

manejo y los tratamientos son los de la manipulacion inicial a la que fueron sometidas.

Tabla 7. Tamano promedio inicial (= EE) de las plantulas de Pinus hartwegii y Abies

religiosa.
Tratamiento No. de Diametro Alturaal Altura
plantulas (mm) meristemo (cm)  total (cm)
Control 53 13.82 8.59 18.45
Vermiculita y turba (£EE 0.41) (£EE 0.50) (£EE 0.57)
2:1 sin inocular n.s. n.s. n.s.
Con suelo forestal, 51 13.95 8.87 18.84
sin inocular (xEE 0.45) (£EE 0.49) (£EE 0.60)
P hartwedii n.s. n.s. n.s.
- NATWEIN 1 o1 suelo forestal, 54 12.64 8.77 18.09
inoculo de Inocybe (£EE 0.37) (xEE 0.53) (£EE 0.68)
splendens n.s. n.s. n.s.
Con suelo forestal, 57 13.06 8.58 17.91
inoculo de Suillus (+EE 0.48) (xEE 0.52) (xEE 0.52)
brevipes n.s. n.s. n.s.
Control 38 3.40 2591 2591
Vermiculita y turba (£EE 0.16) (£EE 1.39) (£EE 1.39)
2:1 sin inocular n.s. n.s. n.s.
Con suelo forestal, 43 3.42 28.63 28.63
sin inocular (+EE 0.19) (£EE 1.59) (£EE 1.59)
A relii n.s. n.s. n.s.
HTENGI0S 1 o suelo forestal, 30 331 28.42 28.42
inoculo de Inocybe (£EE 0.19) (£EE 1.98) (£EE 1.98)
splendens n.s. n.s. n.s.
Con suelo forestal, 43 3.30 27.23 27.23
inoculo de Suillus (xEE 0.12) (xEE 1.09) (xEE 1.09)
brevipes n.s. n.s. n.s.

n.s.: no significativo

3.6.1 DETERMINACION DEL ESTADO HIDRICO DEL SUELO
Cada dos meses se colectd 50g de suelo en las zonas inmediatas a las plantulas y se
mantuvo en refrigeracion a 4° C. Para determinar el porcentaje de volumen de agua en los

poros en el suelo, se utilizd el procedimiento estandarizado de Black (1965) y Warren

(1975):
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Volumen de poros (%)= 100-((densidad aparente/densidad real)*100)
Densidad aparente (g cm’)= suelo seco (g) /volumen conocido (cm’)

Densidad real (g cm’)= pa * suelo seco (g) / (suelo seco (g) - suelo saturado en volumen (g cm’))

pa= densidad del agua (g cm’)

3.6.2 ANALISIS DE LAS VARIABLES DE CRECIMIENTO

Todas las mediciones se realizaron cada dos meses a lo largo de un afio. Se determind la
supervivencia y crecimiento en altura total y didmetro de las plantulas, ademas de la altura
al meristemo en el caso de P. hartwegii. Se calculo la Tasa Relativa de Crecimiento de

acuerdo a Hunt (1982):

Tasa relativa de crecimiento en altura (TRC,)

TRCa = (log AT ;- log AT )/ tiempo2 - tiempol

Donde: log es el logaritmo natural y AT es la altura total.
Se realizd un muestreo inicial en el mes de Marzo de 2009 y final en Enero de 2010, de tres
plantas por tratamiento por especie. Con esta colecta se obtuvo el peso seco de la raiz, tallo
y total. Para tal efecto las plantulas se colocaron en un horno a 70°C hasta se obtuvo el peso
seco constante. A partir de los datos de peso seco se obtuvieron las variables
correspondientes a la proporcion de peso total de la raiz y tallo, y el cociente raiz/véstago,
de acuerdo a Hunt (1982):
Peso seco total (PST)

PST=PSt + PSr;
Donde: PSt es el peso seco del tallo y PSr es el peso seco de la raiz
Cociente raiz/vastago (R/V):

R/V=PSr/PSv

Donde: PSr es el peso seco de la raiz y PSv es el peso seco vastago
Ademas de este muestreo inicial, cada dos meses se obtuvo la biomasa aérea en peso seco
de tres plantulas por especie por tratamiento, obteniendo la TRC en biomasa:

Tasa relativa de crecimiento en biomasa (TRCy)

TRCb = (log B,— logX B;)/ tiempo2 - tiempo1
Donde: log es el logaritmo natural, B es el peso seco del vastago yx B, es el promedio de

los valores de biomasa del tiempo 1.
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3.6.3 DETERMINACION DE LAS VARIABLES ECOFISIOLOGICAS

El potencial osmoético se midi6é cada dos meses por la mafiana (8:00-9:00 h) y por la tarde
(14:00-15:00 h) representando un menor y mayor estrés hidrico durante el dia,
respectivamente. Para ello, se colectdé material vegetal fresco de tres plantas por tratamiento
por especie en agujas de insulina y se colocaron en nitrogeno liquido, para posteriormente
en el laboratorio obtener la savia expresada de las plantas y el potencial osmoético con

camaras psicométricas C-52 y un microvoltimetro Wescor HRT-33.

En época de secas (Enero 2010) y lluvias (Septiembre 2009) se colectaron las plantulas a
las que se les determiné el potencial osmotico, se traspasaron a macetas de 7.5 x 7.5 cm y
10.5 cm de profundidad y se regaron a saturacion. Se mantuvieron por dos semanas en una
casa de sombra en una temperatura que oscild entre los 4 y 25 °C, en una intensidad
luminica méaxima de 50 umol m™ s™'. Se regaron a saturacion tres veces por semana en

¢época de lluvias y en época de secas una vez por semana.

Para la medicion de la resistencia estomatica de las plantulas colectadas se utilizd un
Porémetro LI-1600 marca Licor. Se midieron tres plantulas por tratamiento en cada época.
En cada plantula se midieron los siguientes pardmetros: transpiracion (ug cm” s7),
resistencia a la difusion (s cm™), intensidad luminica (umol m? sec), humedad relativa
(%), temperatura de la hoja (°C) y temperatura de la cubeta (°C); con una apertura

constante de 1 cm” y presién atmosférica ajustada a 77.32 kPa.

Se midio la capacidad de intercambio gaseoso de las plantulas colectadas con un analizador
infrarrojo de gases (IRGA) marca Qubit. El sistema consta de un aparato que registra las
concentraciones de CO,, con una columna con un desecante (perclorato de magnesio
anhidro), columna de condensacion de agua, cdmara para colocar la muestra, bomba de aire
y restrictor de flujo. Antes de realizar las mediciones el IRGA se ajusté a la concentracion
promedio de CO, en el aire, se tomaron los registros basales de CO, (350 ppm), se conectd
la bomba y se dejo pasar el aire de la atmosfera hasta que la lectura de CO; se mantuvo
estable; después de ello se comenzo el registro de datos dejando correr por diez minutos,
obteniendo de esta manera el valor base de CO,. Se coloco entonces la muestra (planta) en

la cdmara y se selld, y se encendié una lampara de luz fria de 100W que proporciond una
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intensidad luminica constante (150 pmol m™ s™); se encendié la bomba y se dejo pasar el
aire para que circulara por el sistema, cuando se mantuvo estable se comenzo el registro de
datos, hasta por 30 minutos. La diferencia entre la concentracion de CO, del aire y del que
pasa por la muestra es equivalente a la cantidad del mismo absorbido por la fotosintesis,
menos el desprendido por la respiracion de la muestra (Rodés y Collazo, 2006). Con ayuda
de papel milimétrico se determiné el area foliar de las aciculas que estuvieron dentro de la
camara.

3.6.4 MICORRIZACION

Cada dos meses se estimo el porcentaje de colonizacién micorrizica, para lo cual se sacaron
las raices de las plantas y se remojaron en agua corriente, se lavaron cuidadosamente para
quitar el exceso de suelo. Con observaciones al estereomicroscopio se cuantifico el
porcentaje de colonizacion para cada uno de los tratamientos, tomando el numero de
ramificaciones de la raiz principal de la plantula como el 100 %. Las raices se colocaron en
una soluciéon de Formol 100 mL, Alcohol etilico 500 mL, Acido acético glacial 50 mL y
Agua destilada 350 mL.

Se describieron las caracteristicas morfoldgicas y anatdmicas de la micorriza como color,
diametro, tipo de ramificacion, presencia-ausencia de rizomorfos, color de puntas del dpice,
largo y ancho de las ectomicorrizas en el microscopio estereoscopico (Santiago-Martinez,
2008b). Ademas se realizaron cortes transversales y longitudinales con navajas, en la zona
inmediata al apice de la raiz, se montaron en el portaobjetos y se observaron en
microscopio Optico, con estas observaciones se determind la anatomia del manto, y el
nimero de células que forman la red de Hartig. Las dimensiones del ancho de manto,

didmetro y largo de las micorrizas se determinaron con el Software Image Pro Plus.

3.6.5 ANALISIS ESTADISTICO

Se aplicé un Andlisis de Varianza, ANOVA, de una via, teniendo como factor la
inoculacién con micorrizas con cuatro tratamientos para los datos de volumen de agua en
los poros del suelo. Para obtener una distribucion normal los datos se transformaron con

una raiz cuadrada.
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Para analizar la supervivencia se tomo el tamafio de la muestra inicial para este estudio
(215 plantulas de P. hartwegii y 154 plantulas de A. religiosa) y se realizaron
comparaciones entre tratamientos con un analisis de Peto y Peto, mediante la X*.

Para las variables de crecimiento (diametro al tallo, altura total, altura al meristemo, TRC,
TRCy, Peso seco total y Cociente raiz vastago) se realizaron Andlisis de CoVarianza,
ANCOVA, teniendo como covariable el registro inicial en cada caso y como factor
categorico la inoculaciéon con cuatro tratamientos. Las variables TRC, TRC,, Peso seco
total y Cociente raiz vastago se transformaron a raiz cuadrada.

En el caso de las variables ecofisiologicas, el potencial osmdtico mafiana y tarde, se realizod
una ANOVA de una via, para conocer las diferencias entre los tratamientos de
micorrizacién, transformando los datos al arcoseno; mientras que los datos de resistencia
estomatica y absorcion de CO; se analizaron con ANOVA de una via teniendo como factor
los cuatro tratamientos de micorrizacion y dos vias para determinar el factor temporada
(dos temporadas).

Los datos de porcentaje de micorrizacion se transformaron al arcoseno para cumplir con
una distribucion normal, y se analizaron con un ANOVA de una via para conocer las
diferencias entre tratamientos.

Después del ANOVA se realizaron andlisis de comparaciones multiples de medias de
Tukey para determinar si los tratamientos de micorrizacion fueron estadisticamente

diferentes (P <0.05) (Zar, 1984; SAS Institute, 2001).
3.6.6 MODELACION DE LAS VARIABLES ECOFISILOGICAS

Se model6 la relacion con regresiones lineales simples de R? (donde R* es la correlacion
entre la variable dependiente y el valor proyectado) de las variables ecofisiologicas:
potencial osmotico mafana y tarde (variable independiente), resistencia estomatica
(variable dependiente del potencial osmético e independiente de la absorcion de CO,) y
absorcion de CO, (variable dependiente) entre si y con el porcentaje de volumen de agua
en los poros (variable independiente) y el porcentaje de micorrizacion (variable
independiente). Esta modelacion fue posible gracias a que estas variables fueron medidas

en las mismas plantulas.
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CAPITULO 4. RESULTADOS
4.1 PINUS HARTWEGII

4.1.1 ESTADO HIDRICO DEL SUELO

Se determino el porcentaje de volumen de agua en los poros del suelo (Fig. 4). El
porcentaje para todos los tratamientos se mantuvo entre 72 y 85%, con un ligero
incremento al inicio de las lluvias (Julio de 2009). Sin embargo, el ANOVA mostro
que no existieron diferencias significativas en el volumen de agua en los poros del

suelo entre los tratamientos.

Figura 4. Porcentaje de volumen de agua en los poros en el suelo (+1EE) en los tratamientos de P.
hartwegii. (n=3).
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4.1.2 VARIABLES DE CRECIMIENTO

Las plantulas de Pinus hartwegii presentaron una supervivencia del 79% (Fig. 5). No
se encontraron diferencias significativas en la supervivencia entre los diferentes

tratamientos para P. hartwegii (Tabla 8).

Figura 5. Supervivencia a lo largo del tiempo de los tratamientos de P. hartwegii. (Control
n= 73; Con suelo forestal n= 71; Inocybe n= 73; Suillus n= 74).

Tabla 8. Analisis de Peto y Peto (Pyke y Thompson, 1986) con los respectivos valores de
X? para Pinus hartwegii (p<0.05).

Tratamiento n inicial n final X
Control Vs. Con suelo forestal 73-71 42-39 0.084
Control Vs. Inocybe splendens 73-73 42-45 0.502
Control Vs. Suillus brevipes 73-74 42-45 0.430
Con suelo forestal Vs. Inocybe splendens 71-73 39-45 0.961
Con suelo forestal Vs. Suillus brevipes 73-74 39-45 0.881
Inocybe splendens Vs. Suillus brevipes 73-74 45-45 0.481

En el diametro del tallo de las plantulas de P. hartwegii (Fig. 6), se observé que en los
tratamientos control, con suelo forestal y Suillus hubo decrementos en los meses de
enero y septiembre de 2009, y nuevamente en enero 2010 para el tratamiento control e

Inocybe.
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Figura 6. Diametro promedio (+1EE) del tallo en los tratamientos de P. hartwegii. (Control n= 73;
Con suelo forestal n= 71; Inocybe n= 73; Suillus n= 74).

Sin embargo, el ANCOVA para P. hartwegii comparando las mediciones inicial y final

del crecimiento en didmetro al tallo no mostré diferencias significativas entre

tratamientos.

Asi mismo, se monitorearon la altura al meristemo (Fig. 7) y altura total (Fig. 8) de las

plantulas de P. hartwegii.
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Figura 7. Altura al meristemo promedio (+1EE) en los tratamientos de P. hatwegii. (Control n=73;
Con suelo forestal n= 71; Inocybe n= 73; Suillus n=74).

Figura 8. Altura total promedio (+1EE) en los tratamientos de P. hatwegii. (Control n= 73; Con suelo
forestal n=71; Inocybe n= 73; Suillus n= 74).

El ANCOVA para P. hartwegii comparando las mediciones inicial y final del
crecimiento en altura, tanto al meristemo como la total, no mostré diferencias

significativas entre tratamientos, pero si en el factor tiempo (Tabla 9).
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Tabla 9. ANCOVA para Pinus hartwegii comparando las mediciones inicial y final del

crecimiento en campo (n= 159).

Variable de Gl E p
respuesta
Diametro
Tiempo 1 0.35 n.
Tratamiento 3 0.05 n.
Error 153
Altura al meristemo
Tiempo 1 31.27 Significativo **
Tratamiento 3 1.14 n.s.
Error 153
Altura total
Tiempo 1 12.50 Significativo **
Tratamiento 3 1.00 n.s.
Error 153

Nivel de significancia n. s.= p> 0.05; Significativo **= p<0.05

Con respecto a la tasa relativa de crecimiento en altura (Fig. 9) y biomasa para P.
hatwegii (Fig. 10), el ANCOVA no mostro diferencias significativas entre
tratamientos. Sin embargo para ambos casos, se observaron valores negativos

principalmente en los meses de sequia e invierno (Figs. 9 y 10).

Figura 9. Tasa relativa de crecimiento en altura (x1EE) en los tratamientos de Pinus hartwedgii.
(Control n=73; Con suelo forestal n=71; Inocybe n= 73; Suillus n=74).
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Figura 10. Tasa relativa de crecimiento en biomasa (+1EE) en los tratamientos de P. hartwegii.
(n=3).

PESO SECO

El peso seco total de las plantulas de P. hartwegii se muestra en la figura 11. Los

valores en todos los tratamientos fueron mayores en el muestreo final.
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Figura 11. Peso seco total (+1EE) para los tratamientos de P. hartwegii. (n=3).
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El ANCOVA para P. hartwegii comparando las mediciones inicial y final del peso

seco total no mostro diferencias significativas entre tratamientos.

El cociente raiz/vastago (Fig. 12) nos muestra la relacion de biomasa asignada a estas
estructuras por la planta. Los valores fueron mayores en todos los casos en el muestreo
final, en comparacion con el muestreo inicial. No hubo diferencias significativas en el

cociente raiz/vastago.
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Cociente raiz/vastago

O Inicial @ Final
Figura 12. Cociente raiz/vastago (+1EE) en los diferentes tratamientos de P.
hartwegii. (n=3).
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4.1.3 VARIABLES ECOFISIOLOGICAS
POTENCIAL OSMOTICO

La figura 13 muestra el potencial osmotico foliar en la mafiana y en la tarde a lo largo
del tiempo, se observo que el potencial osmotico se incrementd a partir del mes de
mayo hasta septiembre de 2009, y disminuy6 después de esa fecha en todos los

tratamientos.

ab
ab

b)

Figura 13. Potencial osmotico foliar (MPa) (+1EE) de los tratamientos de P. hatwegii. a) Colecta
por la mafiana (8:00 hrs); b) Colecta por la tarde (14:00 hrs). Las letras diferentes indican
diferencias significativas (Prueba de Tukey p < 0.05). (n=3).
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El ANOVA para P. hartwegii en el potencial osmotico foliar medido en la mafiana no
mostro diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos. En el caso del
potencial osmotico foliar de la tarde en el mes de Mayo, segin la prueba de
comparaciones multiples de Tukey, el menor potencial osmoético el tratamiento control
con respecto a los otros tratamientos; en Noviembre 2009, el tratamiento con Suillus

mostro el menor potencial que las plantulas de los demads tratamientos (Tabla 10).

Tabla 10. ANOVA para Pinus hartwegii del Potencial Osmotico foliar (n= 12).

Variable de respuesta Gl F P
Potencial Osmoético tarde en
marzo 2009
Tratamiento 3 0.45 n.s.
Error 8
Potencial Osmoético tarde en
mayo 2009
. Significativo
Tratamiento 3 4.09 %
Error 8
Potencial Osmoético tarde en
julio 2009
Tratamiento 3 0.37 n.s.
Error 8

Potencial Osmotico tarde en
septiembre 2009

Tratamiento 3 0.70 n.s.

Error 8

Potencial Osmoético tarde en
noviembre 2009

Tratamiento 3 2.83 Slgnnlliatwo
Error 8
Potencial Osmoético tarde en
enero 2010
Tratamiento 3 1.39 n.s.
Error 8

Nivel de significancia n. s.= p> 0.05, Significativo **= p<0.05
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RESISTENCIA ESTOMATICA

Se evalud la resistencia estomdtica en época de secas y lluvias (Figura 14). El ANOVA
para P. hartwegii comparando la resistencia estomatica entre tratamientos en ambas
temporadas no mostré diferencias estadisticamente significativas. Existi6 una
diferencia significativa entre secas y lluvias (F; 2= 67.29, p< 0.95), en época de secas

se presentaron los valores de mayor resistencia estomatica.
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Figura 14. Resistencia estomatica (£1EE) en los diferentes tratamientos de P.
hartwegii, en época de secas (Enero 2010) y lluvias (Septiembre 2009). Las letras
diferentes indican diferencias significativas (Prueba de Tukey p < 0.05). (n=3).
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INTERCAMBIO GASEOSO

Se determinaron las partes por millon de CO, absorbidas por m” foliar, en época de secas

(Enero 2010) y lluvias (Septiembre 2009) (Figura 15).

7.0E+04
6.5E+04
6.0E+04
5.5E+04
5.0E+04
4.5E+04
4.0E+04
3.5E+04 -

3.0E+04 - l
2.5E+04 -
2.0E+04 -
1.5E+04 -
1.0E+04 -
5.0E+03 -
0.0E+00

1 1 1 1 ]

!

1
—

CO, absorbido en ppm m-?

Lluvias Secas
OControl @ Consuelo forestal Binocybe M Suillus

Figura 15. Partes por millén de CO, absorbido por m? foliar (+1EE) en los
diferentes tratamientos de P. hartwegii, en época de secas y lluvias. (n=3).

El ANOVA no mostré diferencias estadisticamente significativas para P. hartwegii
comparando las partes por millon de CO, absorbidos entre tratamientos ni entre
temporadas, aunque en temporada de sequia los tratamientos con HEM mantuvieron

los valores de absorcion altos con respecto a los otros tratamientos.
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4.1.4 MICORRIZACION

PORCENTAJE DE COLONIZACION POR HEM

La cuantificacion del porcentaje de micorrizacion de las plantulas de P. hartwegii se

muestra en la figura 16.

% de micorrizacion
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Figura 16. Porcentaje de micorrizacion (+1EE) en los diferentes tratamientos de P.
hartwegii. Las letras diferentes indican diferencias significativas (Prueba de Tukey
p <0.05). (n=3).

El ANOVA de porcentaje de micorrizacion mostrd diferencias significativas entre

tratamientos en el mes de noviembre 2009 (Tabla 11). El tratamiento Suillus tuvo un mayor

porcentaje de micorrizacidon que el control.
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Variable de respuesta Gl F P
Micorrizacién Marzo 2009
Tratamiento 3 2.34 n.s
Error 8
Micorrizacién Mayo 2009
Tratamiento 3 2.36 n.s
Error 8
Micorrizacién Julio 2009
Tratamiento 3 1.10 n.s
Error 8
Micorrizacién Septiembre
2009
Tratamiento 3 1.88 n.s
Error 8
Micorrizacién Noviembre
2009
Tratamiento 3 7.27 Slgm]::atlvo
Error 8
Micorrizacién Enero 2010
Tratamiento 3 0.17 n.s
Error 8

Nivel de significancia n. s.= p> 0.05, Significativo **= p<0.05

Tabla 11. ANOVA para Pinus hartwegii de las mediciones de micorrizacion (n= 12).
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CARACTERIZACION DE MICORRIZAS

La caracterizacion de las micorrizas de P. hartwegii del ultimo muestreo (Enero 2010) se

muestra en la tabla 12.

Tabla 12. Caracterizacion de las micorrizas en las plantulas de Pinus hartwegii.

Inocybe splendens con Pinus
hartwegii

Suillus brevipes con Pinus
hartwegii

Tipo de ramificacion

Simple a dicotomica

Dicotomica, irregular pinada
a coraloide

Forma de las terminaciones

Torcidas a tortuosas

Torcidas a tortuosas

Color de las puntas no
ramificadas

Café naranja a café rojizo

Café amarillento a café
oscuro

Textura de la superficie del
manto

Ligeramente fibrosas

Liso con poco brillo

Rizomorfos Ausentes Ausentes
Anatomia del manto Plectenquimatoso Plectenquimatoso
Células corticales con red de ) )
Hartig
Ancho del manto 15.87 £4 um 24.75 + 8um
Largo del eje principal de la 4+ 0.87 mm 11.15 +3.14 mm
micorriza
Dlan?etro‘ del eje principal de 0.28 + 0.06 mm 124 0.5 mm
la micorriza
Largo de los ejes

) ) ) 2.07+1.28 54+2.6
secundarios de la micorriza
Didmetro de los ejes

049+0.2 1.08 £0.39

secundarios de la micorriza

Con estas caracterizaciones podemos afirmar que encontramos una correspondencia de las

micorrizas caracterizadas con las inoculadas como tratamiento inicial por Sandoval (2010).

Inocybe splendens con Pinus hartwegii

Caracteristicas morfoldgicas: Sistemas micorrizogenos con ramificacion de simple a
dicotomica. Puntas no ramificadas de color café naranja en los apices y café rojizo en las
partes mas viejas de la micorriza (Fig. 17a). Superficie de las puntas no ramificadas
ligeramente fibrosas, células corticales no visibles. Rizomorfos no observados. Esclerocios

no observados.

60



Caracteristicas anatdmicas del manto: Manto plectenquimatico como un grupo de hifas

dispuestas en una red producida por la ramificaciéon multiple de las hifas. Café amarillento
(Fig. 17b y ¢).

5mm | a)

|10um b) Im| c)
Figura 17. Ectomicorrizas de Inocybe splendens con Pinus hartwegii. a)
Ramificacidn sencilla (1.6x); b) Corte longitudinal del manto (100x), se
observan las hifas con septos (flechas); c) Corte transversal de la
ectomicorriza (20x), se observa el ancho del manto, las flechas indican
la red de Hartig.
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Suillus brevipes con Pinus hartwegii

Caracteristicas morfologicas: Sistemas micorrizégenos con ramificacion desde dicotomica
a irregular pinada hasta coraloide. Terminaciones no ramificadas de color café amarillento
a café oscuro en las partes mas viejas de la micorriza, apices de las puntas café claro.
Superficie de las terminaciones no ramificadas lisas, células corticales no visibles (Fig.
18a). Rizomorfos no observados. Esclerocios no observados.

Caracteristicas anatémicas del manto: Manto de transicidon entre plectenquimatico como un
grupo de hifas dispuestas en una red producida por la ramificaciéon multiple de las hifas y

pseudoparenquimatoso con células mas o menos angulares. De color hialino (Fig. 18b y c).

! 5 mm

|10um b) |30um c)

Figura 18. Ectomicorrizas de Suillus brevipes con Pinus hartwegii. a)
Ramificacién dicotémica a coraloide (2x); b) Corte longitudinal del
manto (100x), se observan las hifas (flechas); c) Corte transversal de la
ectomicorriza (40x), se observa el ancho del manto, con hifas
emanantes, las flechas indican la red de Hartig.
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Aunado a estas micorrizas se encontraron ectomicorrizas denominadas contaminantes
(Tabla 13), es decir que no fueron inoculadas como parte del experimento y que por lo

tanto, colonizaron espontdneamente las raices.

Tabla 13. Caracterizacion de las micorrizas contaminantes en las plantulas de P. hartwegii.

Morfotipo | Morfotipo 11
Tipo de ramificacion Dicotomica a . .
. Simple a dicotomica

coraloide
Foma de? las Torcidas a Tortuosas Torcidas
terminaciones
Color d.e las puntas Blanquecinas Negro
no ramificadas
Textura de la ) ) Lisa a fibrosa con

. Lisa con brillo )
superficie del manto brillo
Rizomorfos Presentes, poco
Ausentes

frecuentes
POSlb.le ., De la familia Cenococcum
identificacion Russulaceae eophilum
(Agerer, 1987-1991) geop

La caracterizacion realizada coincide con micorrizas pertenecientes a la familia
Russulaceae (Fig. 19a), encontrada en los tratamientos control (con rizomorfos), y con
suelo forestal; y con Cenococcum geophilum (Fig. 19b) encontrada en los tratamientos

control, con suelo forestal sin inocular y con suelo forestal inoculado con Suillus brevipes.

L | a) L |
| Smm ! | Smm ! b)

Figura 19. Ectomicorrizas contaminantes en Pinus hartwegii, identificadas como de la familia
Russulaceae (a) y Cenococcum (b). Ambas a 1.6 x.
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4.1.5 MODELACION DE LAS VARIABLES ECOFISILOGICAS

Las parejas de variables en las que se encontré6 una relacion significativa fueron: el
volumen de agua en los poros del suelo con el potencial osmético foliar (p<0.01) (fig. 20);
el potencial osmotico foliar de la mafiana con la resistencia estomatica (p<0.05) (fig. 21); y

la resistencia estomatica con el CO, absorbido (p<0.05) (fig. 22).
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Figura 20. Regresidn lineal del volumen de agua en los poros del suelo y el potencial
sae . . .. 2 .. .4
osmoético en los diferentes tratamientos de P. hartwegii. R°- Coeficiente de correlacién r
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Figura 21. Regresion lineal de la resistencia estomatica y el potencial osmético en los
diferentes tratamientos de P. hartwedgii. R’- Coeficiente de correlacién r cuadrada.
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Figura 22. Regresidn lineal de la resistencia estomatica y el intercambio gaseoso en los
diferentes tratamientos de P. hartwegii. R’- Coeficiente de correlacion r cuadrada.
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4.2 ABIES RELIGIOSA
4.2.1 ESTADO HIDRICO DEL SUELO

En las parcelas de A. religiosa, ¢l volumen de agua en los poros s¢ mantuvo entre 67 y
84%, incrementdndose en todos los tratamientos en los meses de lluvias (julio y
septiembre) con valores entre 78 y 80%, y disminuyendo cuando el estrés hidrico es
mayor, en la época de secas, alcanzando el valor mas bajo en enero 2010 (69%)
(Figura 23). Sin embargo, el ANOVA no mostrd diferencias significativas en el

volumen de los agua en los poros del suelo entre los tratamientos.

Figura 23. Porcentaje de volumen de agua en los poros en el suelo (+1EE) en los tratamientos de A.
religiosa. (n=3).
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4.2.2 VARIABLES DE CRECIMIENTO

Abies religiosa presentd un menor porcentaje de supervivencia (53.5%) en
comparacion con P. hartwegii (79%). En la figura 24 se observa el decremento del
porcentaje de supervivencia a lo largo del tiempo. Siendo los tratamientos sin
inoculacién, tanto con suelo forestal, como el control (vermiculita-turba) los que
presentaron mayores porcentajes (65.1% y 55.3%, respectivamente), mientras que las
plantulas inoculada con Inocybe tuvieron el menor porcentaje (40%). El analisis de Peto
y Peto (Noviembre 2008 a Enero 2010) mostr6 una diferencia entre los tratamientos, siendo
el tratamiento con suelo forestal, el que presentd una mayor supervivencia, en comparacion

con el control e Inocybe (Tabla 14).

abc

Figura 24. Supervivencia a lo largo del tiempo de los tratamientos en A. religiosa. Las
letras diferentes indican diferencias significativas (Prueba de Peto y Peto (XZ), p <
0.05). (Control n= 46; Con suelo forestal n= 46; Inocybe n=36; Suillus n= 46).

Tabla 14. Analisis de Peto y Peto (Pyke y Thompson, 1986) con los respectivos valores de
X? para Abies religiosa (p < 0.05).

Tratamiento n inicial n final NG
Control - Con suelo forestal 46-46 21-28 4.258
Control - Inocybe splendens 46-36 21-12 4.767
Control - Suillus brevipes 46-46 21-23 1.381
Con suelo forestal - Inocybe splendens|  46-36 28-12 8.716
Con suelo forestal - Suillus brevipes 46-46 28-23 1.363
Inocybe splendens - Suillus brevipes 36-46 12-23 3.727
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El diametro del tallo de las plantulas Abies religiosa (Fig. 25) a lo largo del tiempo
mostrd la misma tendencia en los diferentes tratamientos, con un ligero descenso en el

mes de marzo 2009, y posteriormente un incremento constante.

Figura 25. Diametro promedio (+1EE) del tallo en los tratamientos de A. religiosa. (Control n=
46; Con suelo forestal n= 46; Inocybe n= 36; Suillus n= 46).

En didmetro y altura total no hubo diferencias significativas entre tratamientos ni a lo
largo del tiempo. La altura total (Fig. 26), mostro la tendencia a un decrecimiento solo
en los meses de noviembre 2009 y enero 2010, es decir, al término de las lluvias,
siendo menos evidente este decrecimiento en los tratamientos control y con suelo

forestal.
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Figura 26. Altura total promedio (x1EE) en los tratamientos de A. religiosa. (Control n= 46; Con
suelo forestal n=46; Inocybe n= 36; Suillus n= 46).

En la TRC en altura y TRC en crecimiento no hubo diferencias significativas entre
tratamientos. Sin embargo, las TRC promedio mostraron valores negativos en los

periodos de sequia e invierno (Figs. 27 y 28).

Figura 27. Tasa relativa de crecimiento en altura (+1EE) en los tratamientos de A. religiosa. (Control
n= 46; Con suelo forestal n= 46; Inocybe n= 36; Suillus n= 46).
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Figura 28. Tasa relativa de crecimiento en biomasa (+1EE) en los tratamientos de A. religiosa.

PESO SECO

No hubo diferencias significativas en el peso seco total (Fig. 29).
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Figura 29. Peso seco total promedio (+1EE) para los tratamientos de A. religiosa. (n=3).
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El cociente raiz/vastago se presenta en la figura 30, en la cual se observa que en todos los
tratamientos de ambos muestreos el valor es menor a 1, siendo mayor en los tratamientos
inoculados (Inocybe y Suillus) tanto en el muestreo inicial como en la final. Los valores
fueron mayores en todos los casos en el muestreo final. No hubo diferencias en

cociente raiz/vastago de las plantulas.
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Figura 30. Cociente raiz/vastago (+1EE) en los tratamientos de A. religiosa. (n=3).
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4.2.3 VARIABLES ECOFISIOLOGICAS
POTENCIAL OSMOTICO

El potencial osmotico en las plantulas de A. religiosa se increment6 a partir del mes de
mayo y hasta septiembre de 2009, debido a la temporada de lluvias, y decrecio en

todos los tratamientos al término de las mismas, alcanzando los mayores valores en

Enero 2010 (Fig. 31).

a)

b)

Figura 31. Potencial osmdtico foliar (MPa) (+1EE) de los tratamientos de A. religiosa.
a) Colecta preamanecer (8:00 hrs); b) Colecta por la tarde (14:00 hrs). Las letras diferentes
indican diferencias significativas (Prueba de Tukey p < 0.05). (n=3).
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El ANOVA para A. religiosa comparando el potencial osmotico foliar medido en la
mafiana mostré diferencias significativas entre tratamientos en el mes de Julio 2009
(mafiana) y Enero 2010 (tarde). En Julio, la prueba de comparaciones multiples de
Tukey senal6 a los tratamientos con suelo forestal e Inocybe un potencial osmotico
mayor que el tratamiento con Suillus. En el mes de enero, la prueba de comparaciones
multiples de Tukey indicé un menor potencial osmdtico en el tratamiento control en
comparacion al resto de los tratamientos.

Tabla 15. ANOVA para Abies religiosa comparando el Potencial Osmético Foliar entre
tratamientos (n= 12).

Variable de respuesta Gl F P
Potencial Osmoético mafiana Marzo 2009
Tratamiento 3 0.53 n.s.
Error 8
Potencial Osmético mafiana Mayo 2009
Tratamiento 3 0.09 n.s.
Error 8

Potencial Osmético mafiana julio 2009

Tratamiento 3 4.44 Significativo**
Error 8
Potencial Osmético mafiana Septiembre 2009
Tratamiento 3 0.29 n.s.
Error 8
Potencial Osmotico mafiana Noviembre 2009
Tratamiento 3 2.33 n.s.
Error 8
Potencial Osmotico mafiana Enero 2010
Tratamiento 3 0.20 n.s.
Error 8
Potencial Osmotico tarde Marzo 2009
Tratamiento 3 1.69 n.s.
Error 8
Potencial Osmético tarde Mayo 2009
Tratamiento 3 1.89 n.s.
Error 8
Potencial Osmotico tarde Julio 2009
Tratamiento 3 0.02 n.s.
Error 8
Potencial Osmotico tarde Septiembre 2009
Tratamiento 3 0.17 n.s.
Error 8
Potencial Osmotico tarde Noviembre 2009
Tratamiento 3 0.98 n.s.
Error 8
Potencial Osmotico tarde Enero 2010
Tratamiento 3 7.89 Significativo**
Error 8

Nivel de significancia n. s.= p> 0.05, Significativo **= p<0.05
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RESISTENCIA ESTOMATICA

En el caso de Abies religiosa, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos, el ANOVA solo marca una diferencia significativa

entre secas y lluvias (F;= 173.87, p< 0.95).
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Figura 32. Resistencia estomatica (£1EE) en los diferentes tratamientos de A.
religiosa, en época de secas (Enero 2010) y lluvias (Septiembre 2009). Las letras
diferentes indican diferencias significativas (Prueba de Tukey p < 0.05). (n=3).

INTERCAMBIO GASEOSO

En el caso de A. religiosa, la mayor absorcion de CO,, tanto en época de secas como en
lluvias la presentaron los tratamientos control y con suelo forestal (Fig. 33).

El ANOVA para A. religiosa comparando la absorcion de CO, mostroé diferencias
estadisticamente significativas en época de lluvias entre los tratamientos y entre
temporadas (Tabla 16 y Fig. 34). La prueba de comparaciones multiples de Tukey,
indicé que el tratamiento con suelo forestal fija mas CO, que los tratamientos con Inocybe

y Suillus, pero fija igual CO, que el control.
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Figura 33. Partes por millén de CO, absorbido por m? foliar (+1EE) en los
diferentes tratamientos de A. religiosa, en época de secas y lluvias. Las letras
diferentes indican diferencias significativas (Prueba de Tukey p < 0.05). (n=3).
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Figura 34. Promedio de partes por millon de CO, absorbido por m” foliar (+1EE)
en lluvias y secas de A. religiosa. Las letras diferentes indican diferencias
significativas (Prueba de Tukey p < 0.05). (n=3).

75



Tabla 16. ANOVA para Abies religiosa comparando las mediciones de Resistencia
estomatica y de Absorcion de CO; en secas y lluvias (n= 12 y 24).

Variable de respuesta Gl F P
Absorcién de CO, en secas
Tratamiento 3 0.65 n.s
Error 8
Absorcién de CO, en lluvias
enificati
Tratamiento 3 331 Slgmiia Vo
Error 8
Absorcidon de CO, en lluvias
Temporada 1 14.79 SIgnIl;IZatIVO
Error 22

Nivel de significancia n. s.= p> 0.05, Significativo **= p<0.05

4.2.4 MICORRIZACION

PORCENTAIJE DE COLONIZACION POR HEM

La micorrizacibn no mostrd diferencias

tratamientos (Fig. 35).

120 ~
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% de micorrizacion
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estadisticamente

significativas entre

mar-09 may-09

O Control @ Con suelo forestal

jul-09 sep-09

B /nocybe

nov-09

W Suillus

ene-10

Figura 35. Porcentajes de micorrizacion (£1EE) en los diferentes tratamientos de A.

religiosa. (n=3).
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CARACTERIZACION DE MICORRIZAS

En las raices de A. religiosa solo se encontraron ectomicorrizas contaminantes, es decir de

colonizacion espontanea y no tenian micorrizas de |. splendens y S. brevipes.

Tabla 17. Caracterizacion de las micorrizas contaminantes en las plantulas de A. religiosa.

Morfotipo 111

Morfotipo IV

Tipo de ramificacion

No ramificado a

ST M idal pi
dicotémica onopoidal pinada
Forma d? las Torcidas Rectas
terminaciones

Color de las puntas Negro Gris azulado

no ramificadas

Textura de la

Lisa a fibrosa con

Lisa con brillo

superficie del manto brillo
Rizomorfos Ausentes Ausentes
Posible
. . ., Cenococcum
identificacion .
geophilum

(Agerer 1987-1991)

Todos los tratamientos de Abies religiosa presentaron micorrizas parecidas a los que

forman con C. geophilum (Fig. 36a), y el morfotipo IV (Fig. 36b) lo presentd el

tratamiento con suelo forestal.

Smm

a)

L
| Smm

b)

Figura 36. Ectomicorrizas contaminantes en A. religiosa, identificada como a) C. geophilum. El b) no se
identificd y se nombra como morfotipo IV
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4.2.5 MODELACION DE LAS VARIABLES ECOFISILOGICAS

El volumen de agua en los poros en el suelo en las parcelas de A. religiosa se relacioné con

el potencial osmotico de la manana (Fig. 37).

00 T T T T T 1
60 65 70 75 aa 85 S0
-0.5
E 1.0
E 1. . ///////////
—_— A —
S . X g
= -1.5 A /A//X/ ~ ¢
g * A/ES/// — %
S 20 - A
g — * X
'l
g -25 - <A
e L 4
3.0 - R*=0.573
-3.5 -
Volumen de agua en los poros del suelo (%)
4 Control Consuelo forestal A Inocybe > Suillus

Figura 37. Regresidn lineal entre el volumen de agua en los poros en el suelo y el potencial
o . . .. 2 . . .z
osmoético en los diferentes tratamientos de A. religiosa. R”- Coeficiente de correlacién r cuadrada.

A su vez, el potencial osmoético foliar de las plantulas de A. religiosa se relaciond
fuertemente tanto con la resistencia estomatica (Fig. 38), como con el CO, absorbido por

las plantulas (Fig. 39).
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Figura 38. Regresidn lineal entre el potencial osmético y la resistencia estomatica en los
diferentes tratamientos de A. religiosa. R’- Coeficiente de correlacién r cuadrada.
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Figura 39. Regresidn lineal entre el potencial osmético y la absorcién de CO, en los
diferentes tratamientos de A. religiosa. R’ Coeficiente de correlacién r cuadrada.
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La resistencia estomatica de las plantulas de A. religiosa mostr6 una relacion con el CO,
absorbido por las mismas (Fig. 40); asimismo, el porcentaje de micorrizacion estuvo
relacionado con la resistencia estomatica de las plantulas (Fig. 41) con un nivel de

significancia del 90%.
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Figura 40. Regresidn lineal entre la resistencia estomatica y la absorciéon de CO, en los diferentes
tratamientos de A. religiosa. R’- Coeficiente de correlacién r cuadrada.
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Figura 41. Regresidn lineal entre el porcentaje de micorrizacion y la resistencia estomatica en
. . .. 2 .. .z
los diferentes tratamientos de A. religiosa. R°- Coeficiente de correlacién r cuadrada.
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En la tabla 18 se observan los analisis de regresion en las plantulas de A. religiosa.

Tabla 18. Analisis de regresion para Abies religiosa.

Coeficiente de

Variables de respuesta - R cuadrada | Significancia
correlacion

Volumen de agua en los
poros en el suelo- Potencial 0.572 0.573 oAk
Osmotico
Res1st§nc1a Estf)matlca- 20.6870 0687 o
Potencial Osmotico
Absorcion de CO, - s
Potencial Osmotico 0.4947 0.495
Resistencia Estomatica- sk
Absorcion de CO, -0.6615 0.661
Porgentap de m1cqrpzac1on— 0.3636 0.364 %
Resistencia Estomatica
PorcenFa]e de micorrizacion- 20.1058 0.105 s
Potencial Osmotico
Porcentaje de micorrizacion- 202954 0.295 0 s

Absorcion de CO,

R cuadrada- Coeficiente de correlacion r cuadrada
Nivel de significancia n.s.= p>0.01, Significativo ***= p< 0.01, **= p<0.05, *= p< 0.1
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CAPITULO 5. DISCUSION

5.1 Pinus hartwegii
5.1.1 ESTADO HIDRICO DEL SUELO

Al no existir diferencias significativas entre los tratamientos en el volumen de agua en los
poros de las muestras colectadas en la parcela, podrian atribuirse las diferencias
observadas en el estado hidrico de las plantas en esta investigacion al efecto de los
HEM, por ser uno de los factores que le permitirian responder a la plantula y no a las

posibles diferencias en el agua del suelo.

5.1.2 VARIABLES DE CRECIMIENTO

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos en la supervivencia de P.
hatwegii, por ello la hipotesis de que las plantulas de P. hartwegii inoculadas con HEM
presentaran diferencias positivas significativas con respecto a las inicialmente no
micorrizogenadas en supervivencia no se apoya. Sin embargo, se observo que el
tratamiento Inocybe mostré una mayor supervivencia que los otros tratamientos. Otros
estudios, en plantulas de Pinus de 3 y 4 afnos han reportado que las diferencias entre
tratamientos en el caso de plantulas inoculadas en cuanto a la supervivencia no se hacen
evidentes, pero reportaron beneficio con variables de crecimiento (Parladé, 1999; Tammi et
al., 2001; Estaun, 2004; Rincon et al., 2006). Algunos estudios sefialan supervivencia de
especies de pinos inoculados con micorrizas, de hasta el 97% de los individuos (Rincén et
al., 2006), muy alta en comparacion con el 80% de supervivencia en promedio reportada en

el presente.

No se encontraron diferencias significativas en el didmetro del tallo. Al igual que en un
estudio previo de (Sandoval, 2010), se observo que el didmetro a la base del tallo
disminuyo en la época de secas y aumentd en época de lluvias. Esta deformacion (strain)
sufrida por las plantas es una compresion resultante del estrés, al que se encontraron

sometidas las plantulas (Valladares, 2004).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las plantulas de P.
hartwegii en cuanto al crecimiento en altura total, altura al meristemo ni en TRC en altura.

El promedio de altura de las plantulas (23 cm) coincide con el crecimiento de las plantulas

82



inoculadas con micorrizas de Pinus de la misma edad de otros estudios mencionados en la

tabla 1 (Parladé, 1999; Menkis et al., 2007).

La TRC en biomasa en P. hartwegii no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, podemos sefalar que fue baja lo cual era de esperarse, pues estas plantas
tienen inherentemente bajas tasas de crecimiento, incluso en condiciones favorables. Sin
embargo, se observo un decrecimiento de las plantulas en los meses de sequia,
posiblemente debido al estrés en esta época y un aumento en la tasa de crecimiento en
la época de lluvias. Esta disminucién en la altura total de las plantulas se puede
explicar por la pérdida de aciculas de las plantulas por el estrés hidrico al que se
encontraron sometidas (Villar et al., 2004). Este mismo fenémeno lo reportd Sandoval
(2010), explicando el decrecimiento de las plantulas por la disminucion de varios procesos
fisiologicos, como resultado del cierre de los estomas, ocasionando que las células de los

tejidos de conduccion colapsen.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el incremento de
biomasa final entre los tratamientos en P. hartwegii. En el caso de Sandoval (2010),
observd que la mayor asignacion de biomasa la presentd el tratamiento con Suillus,
mientras que en este estudio la mayor asignacion final, aunque no significativa, la presentd

el tratamiento con suelo forestal.

Determinamos el cociente raiz/vastago las plantulas de P. hatwegii, el cual no mostro
diferencias significativas entre tratamientos ni en el tiempo. En las mediciones finales el
cociente raiz/vastago siempre fue mayor a 1, lo cual se puede explicar debido a que las

plantulas necesitan sobrellevar el estrés hidrico designando mayor cantidad de biomasa
radical para la exploracion del suelo en busca de agua y contar con una mayor superficie de
absorcion (Villar et al., 2004). Los valores encontrados en este estudio son bajos en
comparacion con los presentados por Pinus sylvestris (Tammi et al. 2001), que presentd un

cociente de 1.95 para plantulas micorrizadas y 3.1 para plantulas no micorrizadas.

Al no haber encontrado diferencias significativas en las variables de crecimiento
examinadas se rechaza la hipotesis de que las plantulas inoculadas con HEM presentan un

mayor crecimiento con respecto a las inicialmente no inoculadas.
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Lo anterior, puede explicarse por a la inoculacién espontanea en campo las raices de las
plantulas sin inocular inicialmente, y esta inoculacion llevo a la disminucion en el rango de
las diferencias entre los tratamientos iniciales, debido a la uniformizacion de las plantulas,

como ya se ha reportando (Estaun, 2004; Menkis et al., 2007).
5.1.3 VARIABLES ECOFISIOLOGICAS

El analisis de varianza del potencial osmotico mostrd diferencias significativas en el
mes de mayo en la colecta realizada por la tarde, en los tratamientos con suelo forestal
y con Inocybe con un potencial mayor que el tratamiento control. De igual forma, en el
mes de noviembre de 2009 (por la tarde) el tratamiento con Inocybe presentd un
potencial significativamente mayor que el tratamiento con Suillus. Esto significa que
en un mayor estrés hidrico, existid una ventaja de mayor absorcion de agua
posiblemente por una superficie de absorciéon mayor en las plantulas inoculadas con
Inocybe, frente a las plantulas con otros tratamientos, debido a que el potencial
osmotico es un indicador del estado hidrico de la plantula, entre menos negativo sea
éste, mayor disponibilidad de agua poseerdn las plantulas para realizar sus actividades
fisiologicas (Kozlowski y Pallardy, 1997, Lambers et al., 1998). La ausencia de
diferencias significativas en los demas muestreos se puede explicar debido a que las
plantulas activaron los mecanismos para mantener el estatus hidrico de una manera mas

efectiva.

Con estos resultados podemos aceptar la hipdtesis de que las plantulas inoculadas con
Inocybe splendens como tratamiento inicial tienen un mejor estado hidrico, es decir un

potencial osmotico mayor, con respecto a las no micorrizadas inicialmente.

En las colectas tanto por la mafiana como por la tarde sin importar el tratamiento, se
observo el mismo patron de aumentar el potencial osmotico en la época de lluvias, por
la mayor cantidad de agua disponible para las plantulas, y disminuir en la época de
secas, evidenciando un estrés hidrico en las plantulas de P. hartwegii, desencadenando

estrategias para evitar dicho estrés, como el maximizar la absorcion de agua.

En el caso de plantulas Pinus engelmannii en vivero sometidas a estrés hidrico su potencial
vari6 de -1.96 a -2.29 MPa, mientras que los del tratamiento sin estrés variaron entre -0.13

y -0.20 MPa (Dominguez et al., 2004). En nuestro estudio, los valores fluctuaron en la
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época de lluvias en las mediciones de la mafiana entre los -0.97 y los -1.35 MPa y por la
tarde entre los -1.4 y los -1.68 MPa, mientras que en la época de secas en las mediciones de
la mafiana estuvieron entre los -2.53 y los -2.92 MPa y por la tarde entre los -2.6 y los -3.26
MPa, lo anterior indica que no existio estrés severo en la época de lluvias, aun por la tarde,
mientras que en época de secas las plantulas se encontraron sometidas a estrés hidrico en

ambos horarios.

Las diferencias de resistencia estomatica entre secas y lluvias fueron evidentes, pues entre
mayor fue el estrés hidrico, mayor fue la resistencia estomadtica, ya que mas estomas
estaban cerrados. Por ello se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
el factor temporada de la resistencia estomatica, en las plantulas de P. hartwegii, en
época de lluvias el promedio de los tratamientos es de 1.72 scm™ y en época de secas
de 10 scm™. En este sentido, se rechaza la hipétesis de que las plantulas con HEM tendran

una menor resistencia estomatica, en comparacion con las no micorrizadas.

Las mediciones de absorcion de CO, no presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos ni entre temporadas. Por lo tanto, se rechaza la
hipotesis de que las plantulas inoculadas presentan una mayor absorcién de CO; con
respecto a las no micorrizadas. Ademas, no existi6 una mejora de estado fisiologico de
las plantulas, estadisticamente significativa, en la asociacion P. hartwegii-Suillus

brevipes, por lo que también se rechaza esta hipotesis.

5.1.4 MICORRIZACION

El porcentaje de micorrizacion en plantulas de P. hartwegii vario en el tiempo, mostrando
la tendencia de una menor colonizaciéon en la época de secas. La sequia posiblemente
impactd negativamente el crecimiento del micelio, tal vez debido a dos componentes:
efectos directos por la desecacion del suelo contiguo a las hifas, e indirectamente a través
de cambios en la produccion y distribucion de carbono de la planta huésped a los hongos
micorrizogenos (Querejeta et al., 2007). En la época de lluvias se incrementd la
colonizacidn probablemente por la mejoria en las condiciones tanto para el crecimiento del
micelio como para el de la plantula, misma que posiblemente se encontré mas receptiva a la
colonizacion (Galindo, 2010). En el mes de noviembre, presencia de micorrizas fue

significativamente mayor en las plantulas de P. hartwegii inoculadas con Suillus y fue
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menor en el control. Los porcentajes encontrados fueron parecidos a los reportados por
Galindo (en preparacion), quien en la asociacion Pinus hartwegii-Suillus brevipes en suelo
forestal encontr6 un porcentaje de colonizacion de 72.4% a los 12 meses de la inoculacion.

En el estudio de Sandoval (2010) las colectas tanto iniciales (Noviembre 2007) como
finales (Noviembre 2008) encontrd evidencia de micorrizacion correspondiente con el
inoculo aplicado en los tratamientos Inocybe y Suillus, al igual que en este estudio. En el
caso de los tratamientos control y con suelo forestal, Sandoval (2010) indica una
micorrizacion significativamente menor en su muestreo final en comparacion con los
tratamientos inoculados previamente. En nuestro caso, con excepcion del mes de
noviembre 2009, la micorrizacion de los tratamientos sin inocular es igual a las inoculadas
previamente, lo cual evidencia una mayor compatibilidad de las micorrizas nativas, por la
fuerte competencia y mayor adaptacion al habitat. Los hongos contaminantes nativos que se
encontraron corresponden a la familia Russulaceae y C. geophilumm. La colonizacion en
campo de las plantulas de P. hartwegii indica un alto potencial de inoculo. La proximidad
de las plantaciones de vegetacion original podria haber facilitado la dispersion de los

propagulos de hongos, como lo han reportado con anterioridad Rincon et al. (2006).
5.1.5 MODELACION DE LAS VARIABLES ECOFISILOGICAS

Las regresiones lineales que mostraron relacion estadisticamente significativa, con un nivel
de confianza del 95% o superior, fueron el volumen de agua en los poros del suelo con el
potencial osmotico foliar, es decir que a mayor volumen de agua se presentd un potencial
osmotico mayor. Asi mismo el potencial osmético estuvo relacionado con la resistencia
estomdtica, a un potencial mayor, menor resistencia estomadtica, es decir que las
plantulas tuvieron un estado hidrico menos estresante en la época de lluvias
(Valladares, 2004; Taiz y Zeiger; 2006). La resistencia estomatica se relaciond con la
absorcion de CO,, pues la apertura estomatica se correspondidé directamente con la
capacidad de intercambio gaseoso, y por lo tanto con la actividad fotosintética de la
plantula. Si mas estomas estdn cerrados, menor es el intercambio gaseoso, y menor es
la actividad fotosintética, lo que podria reflejarse en un menor crecimiento de las
plantulas (Villar et al., 2004). No estuvieron relacionadas la resistencia estomatica y la
absorcion de CO; con el volumen de agua en los poros ni el porcentaje de micorrizacion

con las variables ecofisiologicas.
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Asi, en condiciones promedio de temperatura de 14.8 °C y 4.9 gH,0 m’ de contenido de
agua en la atmdsfera, de las tardes de mayo y noviembre, correspondientes a la época de
secas, las plantulas de P. hartwegii inoculadas con S. brevipes y del tratamiento control
mostraron un potencial osmotico significativamente menor, en comparacion con los otros

tratamientos, por lo que no los podriamos considerar como los mejores tratamientos.

El mejor estado hidrico de las plantulas de P. hartwegii con I. splendens y las tendencias de
mejor desempefio fisiolégico, mayor crecimiento y supervivencia, nos lleva a considerar

este como el mejor tratamiento (Fig. 42).

Plantulas de
Pinus hartwegii
~/ con Inocybe

Mayor splendes
~—Supervivencia
Mayor altura
N totaly al
meristemo

MayorTRC en

Menor Resistencia Sl

Estomatica

Mayor cantidad de
<) CO, absorbido
Potencial Osmotico
significativamente
menos negativo

Figura 42. Patrones observados en las plantulas de P. hartwegii inoculadas con I. splendes.
Circulos mas oscuros representan significancia estadistica de la variable.
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5.2 Abies religiosa
5.2.1 ESTADO HIDRICO DEL SUELO

Al no existir diferencias entre el volumen de agua en los poros de la parcela, en los
diferentes tratamientos, las diferencias observadas en el estado hidrico de las plantas
como en el caso de P. hartwegii se debieron también al efecto de los HEM, por ser uno
de los factores que le permitirian responder a la plantula y no a la disponibilidad de

agua en el suelo.

5.2.2 VARIABLES DE CRECIMIENTO

Existieron diferencias significativas en la supervivencia de las plantulas de A. religiosa,
segun el andlisis de Peto y Peto (Noviembre 2008 a Enero 2010), presentaron una mayor
supervivencia con suelo forestal (65%), en comparacion con Inocybe (40%), al contrario de
Menkis et al. (2007), que reportaron un incremento de la supervivencia de las plantulas de
Pinus inoculadas con ectomicorrizas, de hasta un 13% en comparacion con el control. Con
lo anterior se rechaza la hipotesis de que las plantulas inoculadas con HEM como
tratamiento inicial tendrian una diferencia positiva con respecto a las no inoculadas. Esto se
puede explicar debido a que los hongos contaminantes fueron mas efectivos en brindarles
una ventaja a las plantulas en la supervivencia, en comparacion con los inoculados como
parte del experimento, los cuales tuvieron un efecto negativo en la supervivencia de las
plantulas. Meza (2010) documenta que en el bosque de la CRM hay especies de HEM que
corresponden a diferentes estados sucesionales, lo cual podria explicar el cambio de

especies de HEM colonizantes de A. religiosa.

En cuanto al crecimiento en altura y diametro a la base del tallo, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, mostrando todos los tratamientos el patron de

crecer mas en época de lluvias.

La TRC en altura confirma que el mayor crecimiento se presentd en la época de lluvias,
mientras que en la época de secas se presentd un decrecimiento en las plantulas. Este
decrecimiento se explica de igual forma, como en el caso de Pinus, por la deformacion que
pueden llegar a presentar las plantas cuando se encuentran bajo condiciones limitantes que

provocan estrés (Valladares, 2004). Para la TRC en biomasa no se observaron diferencias
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significativas pero tampoco se observo una tendencia muy clara de los valores a lo largo del
tiempo esto puede explicarse por la pérdida de aciculas pues son aun mas susceptibles a la

caida que las plantulas de Pinus.

El peso seco total y cociente raiz/vastago de las plantulas de A. religiosa no presento
diferencias estadisticamente significativas. La asignacion de recursos es mayor en la parte
aérea en todos los tratamientos en ambos muestreos, con la consecuente mayor capacidad
para captar luz y absorber didxido de carbono. Estos valores estuvieron en los rangos
reportados por Thompson (1985), quien indica que generalmente la fitomasa de la parte
aérea es mayor al de la raiz. La importancia de que exista un equilibrio en este indice
radica, en que define el balance entre la parte evapotranspirativa y la parte absorbente de la
humedad (Villar et al., 2004). La mayor asignacion a la parte subterranea se presentd en
el muestreo final, siendo también mayores a los reportados por Sandoval (2010), lo
cual significaria que conforme las plantulas crecen el factor agua se va volviendo mas
limitante y es necesario asignar una mayor cantidad de recursos a la biomasa radical

para la exploracion del espacio subterraneo en busca de agua (Villar et al., 2004).

Al no encontrarse diferencias significativas en el crecimiento de las plantulas no podemos
aceptar la hipotesis de que las plantulas inoculadas con HEM como tratamiento inicial

presentan un mayor crecimiento con respecto a las no inoculadas.

5.2.3 VARIABLES ECOFISIOLOGICAS

El potencial osmotico medido por la mafiana mostrd diferencias significativas entre
tratamientos en el mes de julio, en el cual las plantulas inoculadas con Suillus presentaron
un potencial osmdtico menor que los demds tratamientos. En el caso de las colectas
realizadas por la tarde en el mes de enero, el tratamiento control presentd un potencial
osmotico menor con respecto a los otros tratamientos. Esto indicaria que las plantulas con
los tratamientos con suelo forestal y con Inocybe presentaron un estado hidrico mas
favorable. La ausencia de diferencias significativas en los demdas muestreos se puede
explicar debido a que las plantulas activaron los mecanismos para mantener el estatus

hidrico de una manera mas efectiva.
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La resistencia estomatica también es un indicador del estado hidrico de las plantulas, y es
evidente la diferencia de las mediciones realizadas en época de secas y en lluvias, ya que el
promedio de los tratamientos en A. religiosa en época de lluvias fue de 1.71 s cm™ y en
época de secas de 7 s cm™. Sin embargo, al no existir diferencias significativas entre
tratamientos no se puede aceptar la hipotesis de que las plantulas con HEM tendran una

menor resistencia estomatica, en comparacion con las no micorrizadas.

Se present6 una mayor absorcion de CO, en época de lluvias que en época de secas,
siguiendo el mismo patron que la resistencia estomatica. En época de lluvias se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, mostrando una mayor absorciéon en el
tratamiento con suelo forestal, y una menor en el tratamiento con Suillus. Es decir que los
hongos inoculados tuvieron un efecto negativo en la absorcion de CO,. Con esto se rechaza
la hipotesis de que las plantulas con HEM presentarian una mayor actividad fotosintética

que las no micorrizadas.

La hipotesis de que las plantulas de Abies religiosa inoculadas con Inocybe splendens
presentaran un mejor estado fisioldgico, que las plantulas de los demds tratamientos, se

rechaza.

5.2.4 MICORRIZACION

En el porcentaje de micorrizacion en los tratamientos de A. religiosa no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, sin embargo, se observd el mismo patron que en
Pinus a incrementar la colonizacion en los muestreos finales, a pesar de ser la época de
sequia, y que ésta tiene un impacto negativo en el micelio del hongo. El aumento en la
colonizacién corresponde con un incremento de la biomasa radical que se observd en la
colecta final, al igual que lo reportan Donoso et al. (2008), pues al asignar una mayor
cantidad de recursos a la parte subterrdnea, se asignan tanto a la formacion de 6rganos de
absorcion como a los hongos asociados (Rincon et al., 2006). Otros autores han reportado
un incremento de la comunidad de HEM en los sitios recién restaurados de manera
sustancial a lo largo del tiempo, lo cual se refleja en un mayor porcentaje de colonizacion

(Menkis et al., 2007).

En el estudio de Sandoval (2010) las colectas tanto iniciales (Noviembre 2007) como

finales (Noviembre 2008) encontrd micorrizacion correspondiente con el indculo aplicado,
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por lo que damos por hecho que la inoculacién fue exitosa, y que la asociacion se mantuvo
al menos por un afio para luego ser reemplazadas por micorrizas nativas. En el caso de los
tratamientos control y con suelo forestal, Sandoval (2010) indica nula colonizacioén al
momento de trasplante a campo y una micorrizacion significativamente menor en la colecta
final en comparacion con los tratamientos inoculados previamente. En nuestro caso, la
micorrizacioén de los tratamientos sin inocular igual a las inoculadas previamente, lo cual
evidencia una mayor compatibilidad de las micorrizas nativas, por la fuerte competencia y
mayor adaptacion al habitat, ademas de resaltar la inefectividad del ino6culo inducido.

En el caso de las plantulas de A. religiosa de tres afios de edad, la ausencia de las
micorrizas inoculadas como tratamiento inicial, y de las cuales se encontré micorrizacion a
un afio de introducidas (Sandoval 2010) podria deberse a diversos factores: a) una mayor
compatibilidad de la asociacion de hongos nativos y plantulas, debido a la mejor adaptacion
de éstos, resultando en un desplazamiento de los hongos inoculados por competencia b)
baja complementariedad funcional de los hongos inoculados c) y a un recambio sucesional
de los grupos de hongos (Meza, 2010). Por lo que la micorrizacion artificial de las plantulas
podria ser més util en la forestacion de sitios marginales, en los que existan condiciones
iniciales mas extremas y la asociacidn sea necesaria para el establecimiento de las

plantulas.

En la caracterizacion realizada encontramos dos morfotipos, uno presente en todos los
tratamientos, identificado como C. geophilum, y otro sin identificar, presente en el
tratamiento con suelo forestal. La colonizacion espontdnea de las plantulas se ha reportado
con anterioridad (Tammi et al., 2001; Menkis et al., 2007) y es indicativo de un alto
potencial de indculo por los propagulos de hongos locales y puede producir que los efectos
de los tratamientos iniciales no fueran tan diferentes del control, disminuyendo de rango las
diferencias de crecimiento entre los tratamientos estudiados (Estatin, 2004; Menkis et al.,

2007).
5.2.5 MODELACION DE LAS VARIABLES ECOFISILOGICAS

El volumen de agua en los poros del suelo mostrd una correlacion positiva con respecto al

potencial osmotico medido por la mafiana, es decir que a una mayor humedad se presento
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un potencial osmoético mas bajo, lo que significod condiciones menos estresantes para las

plantulas.

El potencial osmoético se relaciond negativamente con la resistencia estomatica y
positivamente con la absorcion de CO,, es decir que, a menor potencial osmoético, menor
resistencia estomatica, debido a la mayor disponibilidad de agua, lo cual se reflejo en una
mayor absorcion de CO,, que se comprobd con que la resistencia estomatica, al igual que
en P. hartwegii se relaciono la absorcion de CO,, pues a una menor resistencia estomatica,
existieron una mayor cantidad de estomas abiertos, lo cual permiti6 una mayor absorcion de

CO; (Valladares, 2004).

A su vez, el porcentaje de micorrizacion se relaciond positivamente con la resistencia
estomatica, es decir que a mayor porcentaje de colonizacion mayor la resistencia
estomatica, lo que podria significar que los hongos se estan comportando como parasitos
para las plantulas, en lugar de mutualistas, ya que estan representando una menor cantidad
de agua disponible para las plantulas que se refleja en una menor apertura estomatica,
provocando mayor estrés hidrico. C. geophilum es un hongo muy comun y se ha utilizado
en programas de remediacion de suelo por su alta tolerancia a las condiciones adversas
(Gongalves et al., 2009). Por estas caracteristicas se ha reportado que su uso extendido en
vivero podria, en los bosques, desplazar a las especies nativas de hongos como parte del
proceso sucesional (De Miguel y Séez, 2005; Meza 2010), lo cual se confirma en este
estudio, pues desplazd a las especies inoculadas, y se estd comportando, en cuanto a
apertura estomatica, como un hongo parasito de las plantulas en lugar de establecer una

asociacion mutualista.

El mejor tratamiento para A. religiosa segun las variables ecofisiologicas fue el de las
plantulas sembradas en suelo forestal nativo (con suelo forestal), colonizada por C.
geophilum, pues presentaron un potencial osmoético significativamente mayor en los meses
de julio y enero (en condiciones de Temperatura de 5.4 y 18.14° C y agua en la atmosfera
de 7.2 y 13.6 gH,O m’, respectivamente), ademas de una mayor absorcién de CO; en época
de lluvias, en comparacion a los otros tratamientos. Estas plantulas a su vez presentaron una

supervivencia significativamente mayor en comparacion con los otros tratamientos. Esto
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significa que el potencial de indculo del suelo forestal nativo es suficiente para un mejor

establecimiento de las plantulas en comparacion con las plantulas inoculadas.

Plantulas de

Mayor PSTy Abies religiosa
mayor TRC en con suelo
biomasa ‘ forestal
Significativamente
mayor supervivencia

Mayor altura
total y mayor
diametro

Significativamente
mayor cantidad de
CO, absorbido

Potencial Osmoatico
significativamente
menos negativo

Figura 43. Patrones observados en las plantulas de A. religiosa con suelo forestal. Circulos mas
oscuros representan significancia estadistica de la variable.

5.3 RESTAURACION DE LOS BOSQUES

El objetivo de la restauracion de la Cuenca del Rio Magdalena es el restablecimiento
de la cobertura vegetal de una zona alterada a través de la introduccidon y seguimiento
de las especies, analizando algunos de los factores limitantes del establecimiento a lo
largo del tiempo. Para alcanzar este objetivo se ha realizado el diagnostico de los
elementos estructurales y funcionales de la Cuenca para poder proponer un manejo en

la misma (Macroproyecto, 2010).

El factor mas limitante en el establecimiento de las plantulas A. religiosa es el estrés
hidrico pues las plantulas que presentaron una mayor supervivencia tuvieron el
potencial osmotico mayor, esto se observo también en la poca actividad fisiologica que
realizan en la época de secas, asi como en el practicamente nulo crecimiento que
presentaron en esta €época. Esta limitante podria solucionarse si se restaurara con
plantulas A. religiosa que posean una mayor biomasa radical, es decir, una mayor

superficie de absorcion, introduciendo plantulas de mayor edad, por lo que la asociacion
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con HEM podria presentar resultados mas benéficos para las plantulas, como se observo al
final de las mediciones. Este mejor desempeio fisiologico de las plantulas se veria reflejado

en una mayor supervivencia y mayor crecimiento.

Las temperaturas bajas no se han considerado un factor limitante pues se ha reportado que
el factor que mas incrementa la mortalidad es que el suelo se congele con temperaturas
alrededor de los -10 °C congelando el agua y los tejidos de la raiz llevandola a la muerte, lo
cual disminuiria la supervivencia en invierno (Santibaiies-Andrade, 2009), pero en el

seguimiento de este estudio no se registraron temperaturas por debajo de los 0 °C.

Considerando el estudio de Sandoval (2010) y el presente trabajo se ha cubierto la
parte de diagnostico de la Restauracion, por lo que propondriamos un programa de
restauracion que puede consultarse en la figura 44, que esta basado en el modelo de
restauracion adaptable de acuerdo a Lindig-Cisneros et al. (2007), en nuestro caso,
siguiendo un modelo sucesional. Para la recuperacion de la cobertura vegetal se deben
propagar tanto las plantulas, como las especies de hongos de las asociaciones micorrizicas
que presentan, pues en las restauraciones debe considerarse, ademas de su efecto intrinseco
sobre las plantas, los posibles efectos derivados sobre el suelo y el resto de la flora (Estatn,
2004), y la asociacion debe promoverse desde el establecimiento de las plantulas en vivero,
pues la asociacidn en esta etapa de la planta es crucial pues adquiere la resistencia para
el trasplante a campo (Santiago-Martinez, comunicacion personal).Las variables a medir
son las variables de crecimiento propuestas por Hunt (1982), y las variables ecofisioldgicas
estudiadas en el presente trabajo, potencial osmotico foliar, resistencia estomatica y
absorcion de CO,, por la incidencia de diferencias significativas entre tratamientos, ademas
del porcentaje de micorrizacion de las plantulas. El monitoreo de la restauracion se debe
seguir realizando hasta que se haya recuperado la cobertura vegetal de la zona alterada.
Esta propuesta va acorde con las propuestas de manejo que se hicieron para la cuenca de rio

magdalena (Macroproyecto, 2010).
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} Restauracion ecoldgica de la Cuenca del Rio Magdalena
I
Propagacionde P. hartwegiiy A.
religiosa en suelo nativo
]

Inoculacién a los 2 meses de Mediciones de crecimientoy
P. hartwegii con I. splendens fisiologicas
A. religiosa con C. geophilum En lluvias y secas

Altura total (>20 cm), Didmetro al tallo (>3 mm), PST (>30
y 8 g), Supervivencia (>80%)

Porcentaje de
micorrizacion

Potencial osmético (< -1.5 MPa), Resistencia estomatica
(<1.5scm™)y Absorcién de CO, (>6 ppm cm?)

I

Trasplante a campo
(24 meses)

Mediciones de crecimientoy
ecofisioldgicas
En lluvias y secas

Evaluaciénde la
restauracion

Recuperacion de la cobertura vegetal

Figura. 44 Propuesta de Restauracion ecoldgica para la Cuenca del Rio Magdalena.

En el caso de A. religiosa no es necesaria la inoculacion previa al trasplante a campo,
debido al alto potencial de indculo del sitio. Sin embargo, se deben inocular en la etapa
de vivero, ya en condiciones de campo las plantulas se asociaran con los hongos
nativos que van a competir con los inoculados y posiblemente sean desplazados, no sin

antes conferir ventajas en la etapa previa.

95



CAPITULO 6. CONCLUSION

Al analizar el efecto que tiene la ectomicorriza en la supervivencia y crecimiento en altura
y biomasa de las plantulas de Pinus hartwegii no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos. En época de secas, las plantulas de
P. hartwegii tuvieron una disminucion generalizada de la actividad fisiologica por el
déficit hidrico al que se encuentran sometidas, y el tratamiento con Inocybe fue el que
presentd los valores significativamente mayores de potencial osmotico. Las estrategias
para evitar la pérdida de agua y la resistencia a las altas temperaturas de P. hartwegii
tuvieron un alto coste fisiologico al reducir la absorcion de dioxido de carbono atmosférico

y con ello la fotosintesis.

En Abies religiosa, las diferencias significativas en supervivencia, CO, absorbido y
potencial osmdtico, sefialaron como mejor tratamiento a las plantulas que crecieron en
suelo forestal en vivero. Al igual que en las plantulas de P. hartwegii, en A. religiosa
existid una disminucién de la actividad fisiolégica de las plantulas por el déficit
hidrico, y las estrategias utilizadas para evitar la pérdida de agua tienen un coste
fisiologico que afectd la supervivencia, presentando tanto en el experimento de Sandoval

(2010) como en este estudio, mortalidad de casi el 50%.

Por los resultados en el presente trabajo podemos recomendar para los programas de
restauracion en la CRM, el uso de plantas de P. hartwegii inoculadas con I. splendens y en
el caso de A. religiosa basta con asegurar que en el sitio a restaurar exista un potencial de
in6culo alto y en ambos casos, usar suelo del sitio en la propagacion de las mismas, con
monitoreo de las variables de crecimiento y fisioldgicas por temporada, Unicamente en

épocas de secas y lluvias.
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RELEVANCIA DEL TRABAJO

P. hartwegii y A. religiosa son de gran importancia ecoldgica por ser probablemente las
especies de arboles mas tolerantes al frio en México, su distribucion altitudinal Unica y
extrema las hace especies altamente vulnerables, debido al calentamiento global, ya que su
habitat exclusivo podria reducirse o incluso desaparecer por la disminucion de las lluvias
y el cambio en el patron de distribucidn estacional de las mismas y el incremento de la
evapotranspiracion como consecuencia del incremento de temperatura (Valladares, 2004;

Viveros-Viveros et al. 2009).

El establecimiento de plantulas en ambientes perturbados es uno de los procesos mas
limitante en la recuperacion de las poblaciones (Schemske et al., 1994; Hobbs y Yates,
2003), de ahi la importancia de desarrollar los conocimientos sobre la capacidad de
crecimiento de las plantas lefiosas durante su estadio mas vulnerable, asi como de las
caracteristicas intrinsecas que la determinan y de la influencia de las variables ambientales
sobre este requisito. Se ha visto que los avances en el conocimiento del desempefio
ecofisiologico de las plantulas de especies lefiosas aumentan el éxito en su produccion de
vivero, con fines de reforestacion y restauracion ecoldgica (Pefiuelas y Ocaiia 2000).
Ademas, este conocimiento permitird predecir la susceptibilidad diferencial de especies y
variedades al cambio climatico. De ahi la importancia del entendimiento del efecto
ecofisiologico de los HEM en las plantulas de P. hatwegii y A. religiosa en la Cuenca del

Rio Magdalena.
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