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RESUMEN.

El ozono es un contaminante atmosférico que genera danos en la vegetacién por
medio de su absorcidn en el proceso de intercambio de gases, generando dafios en la
superficie foliar, senescencia prematura e inhibicidon de procesos metabdlicos. Pinus greggii
Englem. es una especie con amplia distribucién en México y cuyo género es considerado

sensible ante la exposicion a ozono.

La presente investigacion registré el dafio foliar morfoldgico vy fisioldgico en plantas
juveniles de Pinus greggii por exposicion a ozono. Para ello, se emplearon cdmaras de
experimentacidn con sensores Arduino, para registrar la concentracion del ozono y de
variables ambientales (temperatura, humedad relativa y luminosidad) durante los periodos
de exposicion. El daiio morfoldgico se caracterizd mediante la observacién de las aciculas
durante la exposicidn; y la alteracion fisiologica se determind mediante el registro de la
conductancia estomatica y la comparacion de la concentracién de clorofila total. El andlisis
estadistico consisti6 en pruebas de t-student para la comparacion de muestras

independientes y pruebas ANOVA de medidas repetidas.

Se registraron seis periodos de exposicion a ozono con valores medios de 78.40 +
3.15 ppb de O3, 23.67 £ 0.42 °C de temperatura, 46.11 £ 19.20 % de humedad relativa y

10.55 + 0.12 pmolms de luminosidad.

Al término de la exposicion, se registraron dafios morfoldgicos tipicos causados por
ozono como clorosis, necrosis y bandeado en coloracidn negra. Se identificaron reducciones

significativas (p<0.05, p= 1.7x10%) en la conductancia estomdtica del tratamiento
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(X=156.06 mmolm2s?) respecto al control (X=56.06 mmolm2s?!) y disminuciones
significativas (p<0.05, p= 1.1x10°) en el contenido de clorofila total del tratamiento

(X=222.84 umolm™2) respecto al control (X=150.31 umolm™).

Por lo anterior, debido a la presencia de sintomas visibles como clorosis y necrosis
foliar, la disminucidon de conductancia estomatica y del contenido de clorofila total, se
concluye que Pinus greggii Englem. es una especie sensible ante la exposicion a 78.40 ppb

de ozono durante seis dias.
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INTRODUCCION.

El ozono troposférico es uno de los contaminantes atmosféricos mas comunes en
las ciudades y dreas conurbanas del mundo (WHO, 2013; UNECE, 2017). Su aumento
durante los ultimos afos se ha atribuido a las actividades humanas debido a la proliferacién

en las emisiones de 6xidos de nitrégeno y compuestos orgdnicos volatiles (EPA, 2006).

El aumento en la emisién de ozono puede ser un riesgo potencial tanto para el
hombre como para la vegetacién (Bi¢arova et al.,, 2019). Diversas investigaciones han
indicado que las especies de gimnospermas pertenecientes al género Pinus spp. son
altamente sensibles a la exposicion a ozono (de Bauer & Hernandez-Tejeda, 2007; Ruiz,

2015; Ciriani & Dalstein, 2018).

Para determinar la sensibilidad, los investigadores han empleado diferentes
métodos basandose en caracteristicas foliares morfoldgicas como la presencia de clorosis y
necrosis en Pinus uncinata (Diaz-de-Quijano et al., 2016) y P. sylvestris (Ciriani & Dalstein,
2018); y caracteristicas fisioldgicas como la disminucién de conductancia estomdtica en P.
halepensis (Elvira et al., 2007) y P. sylvestris (Then et al., 2009) y del contenido de clorofila
total en P. halepensis (Alonso et al., 2001) y P. sylvestris (Plilra et al., 2019), mediante la
exposicién a ozono en cdmaras experimentales (Alonso et al., 2001; Elvira et al., 2007; Inclan

et al., 2005).

A pesar de que se han realizado estudios encaminados en determinar el efecto del
ozono en diversas especies del género Pinus, no existen reportes publicados que

caractericen el efecto de la exposicion a ozono en camaras experimentales sobre la
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morfologia foliar, la conductancia estomatica y el contenido de clorofila total de Pinus

greggii.

Pinus greggii Englem. es una especie nativa del pais y es la cuarta especie de pino
mas importante en el Programa Nacional de Reforestacién (PRONARE) de la Procuraduria
Ambiental y del Ordenamiento Territorial (PAOT) de la Ciudad de México (Dominguez,
2018). Ademas, se ha sugerido el uso de esta especie para la reforestacidon de parques
urbanos en la Ciudad de México (Lopez, 2011), por lo cual, es una especie plantada en los
viveros de Nezahualcdyotl (SEDEMA, 2016) y Coyoacan (SEMARNAT, 2016) de la Ciudad de
México. A pesar de ser una especie empleada para reforestacion en la Ciudad de México,
se desconocen los efectos que ocasionaria la exposicion de ozono sobre su morfologia y/o

fisiologia a las concentraciones de ozono presentes en la ciudad.

Con base en lo anterior, la presente investigacion se centrod en el registro del dafio
foliar morfoldgico y fisiolégico en arboles juveniles de Pinus greggii Englem por exposicion
a ozono, dentro de cdmaras experimentales, donde se registré la temperatura, humedad
relativa, luminosidad y concentracion del contaminante con sensores Arduino; mediante
observaciones se realizd la caracterizacién del dafio foliar visible, para el dafio fisioldgico se
hicieron mediciones de la conductancia estomdtica y la cuantificaciéon de clorofila total en

las aciculas.
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MARCO TEORICO.

Ozono.

El ozono (0Os) es una molécula triatémica conformada por &tomos de oxigeno, es un
alétropo del oxigeno mucho mas reactivo que el oxigeno diatdomico (Oz) y es considerado
un poderoso oxidante que reacciona rdpidamente con otros compuestos quimicos ya que
es inestable cuando se encuentra en altas concentraciones. En condiciones atmosféricas
normales, el ozono es transformado en oxigeno diatémico en un lapso aproximado de 30
minutos, por lo que el ozono es un componente natural de la atmédsfera y es vital para la

vida (DMA, 2016).

El 90 % del ozono atmosférico se encuentra y se forma en la estratdsfera (figura 1),
esta capa de la atmdsfera se encuentra a una altitud de entre 20 a 30 km y limita el ingreso
de la radiacion ultravioleta proveniente del Sol (SEDEMA, 2017). Sin embargo, cuando la
formacion de ozono ocurre en la tropdsfera (capa atmosférica que tiene contacto con la
bidsfera) se considera un contaminante atmosférico secundario que se origina a partir de
la interaccion quimica entre algunos contaminantes atmosféricos primarios (i.e. 6xidos de

nitrogeno, NOx) y algunos compuestos de la atmdsfera (Alvarado, 2015).
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Figura 1. Capas de la atmdsfera. Modificado de https://www.freepik.es/vector-premium/capas-atmosfera-
infografia_3048389.htm

Formacion del ozono.

Con base en EPA (2006) y SEDEMA (2017), la formacién de ozono estratosférico
inicia con la disociacion de oxigeno diatémico (O;) en dos moléculas de oxigeno atémico
(0) y a nivel troposférico mediante la disociacién de diéxido de nitrégeno (NO;) en
mondxido de nitrégeno (NO) y oxigeno atédmico (0O) ). Tanto en la estratésfera como en la
tropdsfera la disociacidon de los atomos oxigeno diatémico (0O2) y de diéxido de nitrégeno
(NO2) ocurre por la accion de una fuente de energia como la radiacion solar (rayos
ultravioleta) o las descargas eléctricas. El oxigeno atémico (O) formado reacciona con el
oxigeno molecular (0;) presente en la atmdsfera, produciendo el ozono (03) @). El ozono
puede reaccionar nuevamente con el mondxido de nitréogeno en un proceso de regulaciéon

ciclica que evita la produccién excesiva de ozono en la atmésfera (4.
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O, +energia> 0+0 W
NO; + energia > NO+0
0+0,>0; ©@

03+NO > NO,+0, @

Sin embargo, estudios recientes han reportado un aumento en la concentracién de
ozono en algunos paises de Asia, Europa y América, atribuido al acelerado crecimiento
poblacional (Feng et al.,, 2014; Moura et al., 2014; Gao et al., 2016). Esto genera como
consecuencia un aumento de las emisiones de precursores de ozono como los éxidos de

nitrégeno (NOx) y los compuestos organicos volatiles (COV).

La Ciudad de México (CDMX) se reconoce como una de las ciudades mas grandes del
mundo y con grandes problemas de contaminacién ambiental (de Bauer & Hernandez-
Tejeda, 2007). Se ha propuesto que la causa principal de sus problemas de contaminacién
durante los ultimos 50 afios han sido ocasionados por el acelerado crecimiento poblacional

(Escobedo & Chacalo, 2008).

Ademas, la CDMX se encuentra a 2,240 msnm y estd rodeada por sistemas
montafiosos con diferentes altitudes que van desde los 3,530 msnm hasta los 3,930 msnm
por lo que la dispersién de los precursores de ozono y de las particulas de ozono, causada
por los vientos dominantes que provienen del Norte-Noreste hacia el Sur-Suroeste, se ve
dificultada por su orografia (figura 2). Es por ello que el ozono es un contaminante
atmosférico que histéricamente ha excedido los estandares de calidad del aire en la CDMX

(figura 3) (SEDEMA, 2017).
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Figura 2. Orografia de la Ciudad de México. Fuente: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f8/MX-
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Figura 3. Comportamiento diario del ozono en la Zona Metropolitana del Valle de México. Fuente: SEDEMA
(2006).

Legislacion ambiental para el ozono en el mundo y en México.

En México es la Norma Oficial Mexicana (NOM-020-SSA1-2014) quien dicta los
valores permisibles de concentracién de ozono. Con base en dicha Norma, en la Ciudad de
México y durante los ultimos afios, se ha observado una reducciéon importante en las
concentraciones mdximas anuales de ozono. Sin embargo, los valores permisibles para el
maximo de una y de ocho horas diarias, han sido rebasados. Por ejemplo, en 2017 la CDMX
y su area metropolitana registré un total de 234 dias en los que el valor maximo promedio
de ocho horas superd el valor limite de la Norma (70 ppb); en el mismo afio, se reportd un
total de 869 horas en los que el valor maximo promedio de una hora (795 ppb) se excedié.
Tal como se muestra en la tabla 1, los datos reportados por la SEDEMA (2017) permite
identificar que la concentracion de ozono en la Ciudad de México superan los valores

permisibles establecidos por la Norma Oficial Mexicana (NOM-020-SSA1-2014), la Agencia
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de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (US EPA, por sus siglas en inglés) y la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Tabla 1. Comparacién de las concentraciones maximas de ozono con respecto a los valores limite
de la Norma Oficial Mexicana (NOM-020-SSA1-2014), la Organizacién Mundial de la Salud y la
Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos. En el caso de la NOM se indica el nimero de
horas en las que superd el valor limite. Tomado de SEDEMA (2017).

NOM OoMS US EPA
No exceder Mdaximo8h Mdaximo 8h Mdximo anual del
el maximo promedio de ocho horas,
delh evaluado en 3 afos
95 ppb 70 ppb 100 pg/m? 0.075 ppb
Zona Metropolitana 869 h 140 ppb 217 pg/m3 0.119 ppb
Ciudad de México 817 h 140 ppb 217 pg/m3 0.119 ppb
Area conurbada (EdoMéx) 443 h 119 ppb 184 pg/m3 0.105 ppb

Estudio del ozono en la vegetacion.

El efecto que el ozono provoca en la vegetacion se ha estudiado desde hace mas de
50 afios en diferentes partes del mundo, utilizando experimentos en campo y en laboratorio
(Felzer et al., 2007). Los estudios en campo han permitido entender la capacidad de
remocion del ozono a través del tiempo por diferentes ecosistemas forestales relacionando
los cambios de diversas variables ambientales como la temperatura, la humedad relativa 'y
la concentracidn del contaminante, con cambios en la morfologia foliar de las especies. Lo
cual, permitié determinar los sintomas foliares tipicos que la exposicién a ozono ocasiona
sobre la superficie foliar de las especies (Skelly et al., 1987; Fredericksen et al., 1996; de

Bauer & Hernandez-Tejeda, 2007).
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Por otra parte, los estudios realizados en condiciones de laboratorio han permitido
monitorear parametros ambientales, edaficos y/o bidticos, que influyen en la absorcion del

ozono (Calfapietra et al., 2016).

Dichos estudios son realizados en sistemas que permiten dosificar la concentracion
del contaminante durante un periodo de tiempo determinado, estos sistemas cuentan con
sensores que permiten cuantificar la concentracidn de los contaminantes y el monitoreo de
otras variables ambientales como temperatura, humedad relativa e intensidad luminica,
con el objetivo de complementar la informacién obtenida hacia el efecto de la exposicidn a
ozono en la vegetacion y poder evaluar sus respuestas morfoldgicas y/o fisioldgicas de las
especies de estudio, estos sistemas son denominados camaras de experimentacion (Liu et

al., 2006; Rodriguez, 2011; PliGra et al., 2019).

Camaras experimentales.

Las camaras de experimentacion (figura 4) se basan en emplear una area
determinada y relativamente hermética que permita mantener una concentracién estable
del contaminante en el microambiente del interior de la cdmara. Posibilitando asi la
obtencidn de correlaciones adecuadas dosis-respuesta respecto a la concentracion del gas,
refutando el sinergismo de otros contaminantes que en el aire urbano se encuentran

presentes.
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Figura 4. Camaras experimentales empleadas para determinar el dafio por ozono la vegetacidn de Japdn.
Fuente: http://web.tuat.ac.jp/~negitoro/Research%20in%20lzuta%20Lab.html|

Lo mas importante que se debe tener en cuenta al emplear cdmaras de
experimentacion es la seleccion de los materiales con los que se elaboraran las camaras.
Entre los materiales mas usados estan el acero inoxidable, aluminio, PVC, Plexiglas,
Polipropileno o Polietileno. La razén de este criterio es que el material seleccionado no debe

reaccionar con ninguno de los gases emitidos en su interior (Arenas, 2015).

Su aplicacién al estudio de los efectos producidos por contaminantes atmosféricos,
es la creacion de una atmodsfera perfectamente controlada cuya, composicién puede
ajustarse con gran exactitud y precisidon (Pujadas et al., 1997). Por ello, las cdmaras de
experimentacidn son el método mas usado en estudios de laboratorio para determinar los
efectos en la vegetacion de diversos contaminantes atmosféricos como el ozono (Elagéz &

Manning, 2005; Then et al., 2009; Xu et al., 2012). En afos recientes, este tipo de
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investigaciones han despertado un gran interés en el uso de softwares especificos para el

monitoreo continuo de variables experimentales (Ferrer-Cid et al., 2019).

Arduino, una opcion para el monitoreo de variables ambientales.

Para el monitoreo de contaminantes atmosféricos existen diversos métodos
guimicos que permiten su cuantificacion. Sin embargo, estos métodos demandan tiempo
para su analisis y sus costos son elevados, ademas que no todos permiten el monitoreo

continuo de la concentracién del gas (Al Ahasan et al., 2018; Dige & Tandle, 2020).

Diversos autores han propuesto al uso de sensores como una alternativa funcional,
eficiente y econdmica ante estas problematicas. Los sensores basan su funcionamiento en
la cuantificacion de los electrones intercambiados (corriente eléctrica) en una reaccién
oxido-reductora en la que interviene el gas blanco (Ni et al., 2000). Existen sensores
programables (Arduino) que permiten monitorear en tiempo real la concentracion de
diversos contaminantes atmosféricos como el ozono (Ferrer-Cid et al., 2019; Kumar &
Sharma, 2020; Liu et al.,, 2020) y monitorear diversas variables ambientales como Ia
temperatura, la humedad relativa y la luminosidad (Jo & Khan, 2018; Rodriguez-Vasquez et

al., 2020).

Arduino es una placa basada en un microcontrolador de cddigo abierto que cuenta
con hardware, software y un circuito digital integrado que permite ejecutar de forma
automatica diversas instrucciones gracias a que es programable mediante pines de entradas

y salidas digitales, analégicos y de comunicacion (Nufez, 2014).
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El hardware (figura 5) de Arduino es una placa de circuito impreso que incorpora un
microcontrolador reprogramable y una serie de entradas para clavijas denominadas pines,
estos pines estan unidos internamente a las entradas y salidas del microcontrolador, que
permite conectar diferentes componentes eléctricos (i.e.: sensores). Mientras que su
software (figura 6) es un entorno de desarrollo libre y multiplataforma (Linux, MacOS vy
Windows) que se instala en el ordenador para escribiry cargar un conjunto de instrucciones
en la memoria del microcontrolador. Esta programacion se realiza a través de un ordenador

conectado al hardware mediante cable USB (Pérez & Rodriguez, 2018).

Pines digitales

i
00 N?I?QN!!N

DIGITAL (PWM~;

Conexion o T : \
Use e T % N

~ ARDUINO

£l - ‘
#57#% WHW. ARDUINO.CC — MADE I

Conexién 3 Y " -
eléctrica

Pines analdgicos

Figura 5. Componentes del hardware de Arduino. Modificado de Di Justo & Gertz (2013).
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&% sketch_mar19a Arduino 1.6.8 — O *

Archive Editar Programa Herramientas Ayuda

sketch_mart9a

18 void setup() | "

2 S/ put vour setup code here, to run once:

68 void loop()

S/ put vour main code here, to run repeatedly:

an en COM2

Figura 6. Esquematizacion del software de Arduino.
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Impacto del ozono en la vegetacion.
Absorcién del ozono.

La primera zona de contacto, entre la vegetacion y el ozono, ocurre en las ceras
epicuticulares de la hoja, las cuales, actian como barrera protectora de las células
epidérmicas subyacentes (Vaultier & Jolivet, 2015). De acuerdo con Azcén-Bieto & Taldn
(2013), sobre la superficie de la hoja, se encuentra una capa de gases estaticos denominada
capa estacionaria. En esta capa, se pueden encontrar algunas particulas inmdéviles tales

como el ozono (figura 7).

NO o, S0, cov's

x

Contaminantes TCA, Formaldehido
presentes en
la atmosfera

R Liberacion de gases producidos por laplanta = — — — =
a pireno, B pireno, isoprenos, CH, ; H,0 ; CO, ; H,S ; NH,

A bt

-\,

H;- 0 Ceras epicuticulares

Capa limite —

Cuticula {

Epidermis -

intracuticulares

Células del |
mesofilo

Estoma: Células guarda  Ostiolo  Cavidad subestomatica

Figura 7. Capa limite o capa estacionaria foliar y absoraon de contaminantes atmosferlcos por la
vegetacion. Modificado de https:

vegetation/
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Una vez estdtico sobre la superficie de la hoja, el ozono entra a los tejidos a través
de los estomas (Tausz et al., 2007). Dentro de la cavidad subestomatica, el ozono reacciona
con el apoplasto de las células del mesdfilo, degradandose inmediatamente en Especies
Reactivas de Oxigeno (ERO y ROS por sus siglas en inglés) tales como peréxido de hidrégeno
(H20.), oxigeno atéomico (O27) y radicales hidroxilo (HO") o superdxido (O2) (Vaultier &
Jolivet, 2015). Las ERO, causan efectos tdxicos sobre el ADN, las proteinas, los lipidos y los
carbohidratos (Jaspers & Kangasjarvi, 2010). En condiciones normales, algunas ERO son
eliminadas por el sistema antioxidante de la célula, que esta formado por enzimas como la
superoxido dismutasa, la peroxidasa, la catalasa y otras sustancias como el ascorbato, el
glutation y los carotenoides (Barrantes, 2000). Sin embargo, cuando la acumulacién de ERO
excede la capacidad detoxificante de la planta, lo que puede producir un dafo fotooxidativo
gue afecta laintegridad de las células. Si existe un dafio a las células del mesdéfilo que causan
su colapso y muerte, podrian observarse sintomas de dafio en la superficie de la hoja y/o

alteraciones fisioldgicas (Grulke & Heath, 2020).

Conductancia estomatica.

La conductancia estomdtica estima la tasa de intercambio gaseoso y de
transpiracion a través de los estomas de la hoja, determinadas por el grado de apertura
estomatica (Pask et al., 2013). Ademas de regular la entrada de diéxido de carbono vy las
pérdidas de agua, los estomas son la principal via de acceso del ozono ya que la cuticula es

practicamente impermeable a este gas (Elvira et al., 2007).

Diversos estudios, han reportado que uno de los primeros sintomas de accién del

ozono, ocurre mediante la alteracién de la conductancia estomatica en diversas especies
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arbédreas (Gao et al.,, 2016) y de coniferas (Grulke & Heath, 2020). El experimento realizado
por Xu et al. (2012), demostrd que la exposicion de P. tabulaeformis a 40 ppb de ozono en
camaras experimentales, estimuld el cierre parcial de los estomas tras pocos segundos

posterior a la exposicidn.

Clorofila.

La fotosintesis es el proceso quimico mediante, el cual, los organismos autétrofos
utilizan la energia de la luz solar para ensamblar moléculas organicas (CnH2nOn)
provenientes de fuentes inorganicas (CO2 y H20). Este proceso ocurre en los cloroplastos e
inicia cuando las moléculas de clorofila captan la energia luminica y la transforman en
energia quimica (ATP) y compuestos reductores (NADPH) para su posterior transformacién
en moléculas organicas para el desarrollo de biomasa (Sanchez, 2018). La clorofila b
funciona como pigmento accesorio en la captacion y la absorcion de luz, mientras que las
moléculas de clorofila a son el Unico pigmento con capacidad de transduccién de la energia
luminosa en energia fotoquimica en los centros de reaccion del fotosistema Il (P680) y el

fotosistema | (P700) (Barrantes, 2000).

El dafio fotooxidativo por exposicion a ozono puede ocurrir en los sistemas
pigmento-proteina mediante la peroxidacién de los lipidos de membrana. Las especies
reactivas de oxigeno producidas posterior a la absorciéon del ozono, reaccionan con los
acidos grasos insaturados y proteinas de la membrana conduciendo a la destruccién de los
sistemas de las membranas tanto celulares como de organelos, lo cual, pueden causar dafio
en moléculas asociadas a las membranas tales como los pigmentos fotosintéticos (Plilra et

al., 2019). El experimento realizado por Anderson et al. (2003), demostré que la exposicién
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de P. ponderosa a 40 ppb de ozono en camaras experimentales estimuld una disminucién

del 45 % en el contenido de clorofila total.

Pinus spp. y su relacion con ozono.

De acuerdo con Dominguez (2018), los bosques de pino estadn representados por los
bosques de coniferas (Pinus y Quercus), los cuales, son el segundo ecosistema terrestre
mas abundante del pais. Ademdas, México es el pais con el mayor nimero de especies
pertenecientes al género Pinus, ya que, se distribuyen aproximadamente 50 de las 115
especies de pinos reconocidas en el mundo. Por lo que, el género Pinus ha sido utilizado
como especie bioindicadora del depdsito atmosférico de ozono debido a su alta
sensibilidad (Ruiz, 2015). Los pinos en México presentan una cobertura de 323,300 km?, lo
gue representa el 16% del territorio nacional. Se distribuyen principalmente a lo largo de la
Sierra Madre Occidental, la Sierra Madre Oriental, el Eje Neo-volcanico, la Sierra madre del
Sur, el Macizo de Oaxaca, la Sierra Madre de Chiapas y las sierras de Juarez y San Pedro

Martir en B.C.N. (Dominguez, 2018).

Por otra parte, diferentes estudios han sefialado la sensibilidad de las especies
pertenecientes a este género ante la exposicidn a contaminantes atmosféricos como el
ozono (Dalsteins & Vas, 2004; de Bauer & Hernandez-Tejeda, 2007; Karnosky et al., 2007;
Ruiz, 2015; Ciriani & Dalstein, 2018; Grulke & Heath, 2020). El estudio realizado por Miller
et al. (2002), llevado a cabo en diferentes Parques Nacionales de la Ciudad de México,
permitié identificar a nueve especies del género Pinus como sensibles; a partir de sintomas
foliares tipicos de exposicién a ozono, tales como moteado clordtico y bandeado. Sin

embargo, a pesar de los diversos estudios que se han realizado sobre los efectos que la
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exposicién a ozono puede ocasionar en especies pertenecientes al género Pinus, adn no se

cuenta con registros sobre el efecto que algin contaminante atmosférico ocasione en Pinus

greggii.

Pinus greggii Englem.

Pinus greggii Englem. (figura 8) es una especie nativa de México, que se distribuye
en la Sierra Madre Oriental, en los estados de Coahuila, Nuevo Ledn, San Luis Potosi,
Querétaro, Hidalgo y Puebla (Parraguirre et al., 2002). Los arboles de P. greggii, alcanzan
una altura maxima de 25 m. y un diametro de 40 cm. Su corteza es color marroén grisaceo,
aspero y dividido por profundas fisuras verticales. La copa del arbol es abierta vy
redondeada, con follaje denso, sus ramas son ascendentes, largas y delgadas, que se

extienden de manera horizontal al tronco (CONAFOR, 2012).

Sus hojas se presentan en aciculas, con fasciculos de tres aciculas, la longitud de
cada acicula es de 7 a 15 cm de largo y una anchura de 0.10 a 0.14 cm, de color verde claro
brillante y de forma triangular. Cada acicula puede presentar de 34 a 41 estomas por cada
3 mm de longitud y puede presentar de 3 a 4 canales resiniferos (CONAFOR, 2012;
Dominguez, 2018).

En México, por su rapido crecimiento y su buena adaptacién a suelos pobres, se ha
empleada en programas de restauracion de suelos (CONAFOR, 2012). Ademas, por su gran
capacidad de supervivencia y desarrollo en condiciones de humedad limitada, es la cuarta
especie de pino utilizada en las plantaciones del Programa Nacional de Reforestacion

(Dominguez, 2018).
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Figura 8. Arbol y aciculas de Pinus greggii. Modificado de https://www.naturalista.mx/taxa/135782-Pinus-
greggii/browse photos
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ANTECEDENTES.

A continuaciodn, se presentan las investigaciones previas encontradas para el género Pinus

spp. y sus efectos por accion del ozono.

e Evans & Miller (1972), reportaron a Pinus ponderosa, P. jeffreyi, P. coulteri y P.
lambertiana, como especies sensibles a la exposicidon por ozono, ya que presentaron
moteado clorético en sus aciculas en tratamientos de 350 ppb de Os por 9 horas
diarias, durante 55 dias de exposicion.

e Evans & Fitzgerald (1993), sefialaron a P. ellioti como una especie sensible a ozono.
Atribuido a la presencia de moteado clordtico por su exposicién a 70 ppb O3, durante
7 horas al dia, por 17 dias.

e McQuattie & Shier (1993), identificaron a P. rigida como especie sensible a la
exposicion a ozono. Debido a la presencia de moteado clordtico y necrosis apical
foliar, por su exposicién a 50 ppb O3, durante 8 horas al dia, por 13 semanas.

e Anttonen et al. (1996), reportaron a P. taeda como especie sensible a la exposicion
a ozono. Dado por la presencia de moteado clorético y necrosis foliar, por su
exposicién a 100 ppb O3, durante 5 horas al dia, por 140 dias.

e Fredericksen et al. (1996), identificaron que los efectos adversos morfolégicos de la
exposicidén a ozono, en diversos bosques de Norte América, eran resultado de una
acumulativa absorcién del contaminante.

e Sanzetal. (2000), emplearona P. bungeanay P. radiata, para biomonitero de ozono.
Identificaron en ambas especies sintomas foliares tipicos por exposicién a ozono,

como moteado clorético.
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Soda et al. (2000), identificaron a P. halepensis como especie sensible ante la
exposicién a ozono. Por la presencia de moteado clordtico, por su exposicién a 20
ppb O3, durante 20 semanas.

Alonso et al. (2001), reportaron que la exposicion durante dos meses a 40 ppb de
O3, en P. halepensis disminuyd el contenido de total de clorofila. Atribuido a su
efecto en la actividad fotosintética y debido a la generacién de especies reactivas de
oxigeno, producidas posteriormente a su absorcidn.

Miller et al. (2002), tras realizar diversos estudios en diferentes parques urbanos de
la Ciudad México; reportaron a cinco especies de pino como altamente sensibles (P.
hartwegii, P. radiata, P. montezumae, P. montezumae var. lindleyim y P. leiophylla),
a cuatro especies de pino como moderadamente sensibles (P. patula, P. teocote, P.
rudis y P. pseudostrobus) y a dos especies de pino como resistentes (P. cembroides
y P. ayacahuite). Esta clasificacion se atribuyd a la presencia o ausencia de moteado
clorético.

Dalsteins & Vas (2004), después de monitorear a P. halepensis y P. cembra durante
dos afios, se reportaron como especies sensibles debido a la presencia de moteado
clorético tras su exposicion a 60 ppb de Os.

Inclan et al. (2005), reportaron que tras una exposicion a ozono de 40 ppb de Os,
durante 39 meses, se reduce la conductancia estomatica de P. halepensis. Atribuido
posiblemente a la disminucién en la actividad enzimatica de la RuBisCo, reduciendo

la eficiencia en la fijacién de diéxido de carbono.
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Liu et al. (2006), sefialaron que la exposicién a 80 ppb de O3 en cdmaras abiertas
(open-top), durante 90 dias, provocé clorosis foliar y decremento de la conductancia
estomatica de P. tabuliformis. También, atribuido al tiempo de exposicidon, ocurrid
una disminucion de la actividad enzimatica de la RuBisCo, reduciendo la eficiencia
de la fijacion de CO..

Elvira et al. (2007), monitorearon a P. halepensis durante tres afios consecutivos en
condiciones naturales y dentro de cdmaras open-top con 60 ppb de Os. Mostraron
gue existe una reduccién de la conductancia estomatica, debido a las condiciones
de estrés hidrico y la exposicion a contaminantes atmosféricos como el ozono.
Karnosky et al. (2007), reportaron la sensibilidad a ozono en P. taeda, P. echinata, P.
elliottii, P. palustris y P. virginiana. Debido a la presencia de moteado clorético y
senescencia acelerada en sus aciculas por la disminuciéon de la conductancia
estomatica, posterior a una exposicion a 100 ppb de Os.

Oguntimehin & Sakugawa (2009), sefialaron que posterior a una exposiciéon a 75-
150 ppb de O3 por 60 dias disminuyé la conductancia estomatica, el contenido total
de clorofila a, clorofila b, clorofila total y la relaciéon entre ambas clorofilas en P.
densiflora. Debido a una disminucién de la actividad del fotosistema Il, igual que la
eficiencia en la fijacion de CO,.

Diaz-De-Quijano et al. (2012), reportaron a P. uncinata como sensible debido a la
presencia de moteado clorético, tras exponerla en cdmaras open-top a 88 ppb de

Os.
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Vollenweider et al. (2013), encontraron que la concentracién de ozono durante los
ultimos 30 afios se ha duplicado a nivel global, con valores desde 60-70 ppb hasta
180 ppb. Ocasionado principalmente por el crecimiento poblacional y el desarrollo
industrial.

Ruiz (2015), reporté como sensibles al 87.2 % de las aciculas de una recolecta de
mas de 7.000 unidades Pinus spp. en el Estado de México debido a la presencia de
moteado clorético.

Gao et al. (2016), sefialaron en diversas especies arbéreas que la difusidn del ozono
y de sus productos (especies reactivas de oxigeno) a través de la célula, pueden
reaccionar con la grana vy los tilacoides del cloroplasto, afectando a la molécula de
clorofila, propiciando el moteado clorético y la necrosis foliar.

Ciriani & Dalstein (2018), sefialaron a P. sylvestris como sensible a ozono debido a la
presencia de moteado clorético tras su monitoreo en Francia a una exposicién de
134 ppb de Os.

Bi¢arova et al. (2019), reportaron a P. mugo como sensible a ozono debido a la
presencia de moteado clordtico tras su monitoreo en Eslovaquia a 60 ppb de Os.
Ademas, identificaron una disminucion en la conductancia estomatica por el efecto
de una senescencia acelerada.

Marzuoli et al. (2019), atribuyeron en diferentes especies arbdéreas que la
disminucién en el contenido de clorofilas por la exposicidon a ozono, se debe a la
produccidn de especies reactivas de oxigeno en el cloroplasto, que originan la

destruccion de moléculas de clorofila.
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e Plilraetal.(2019), reportaron a P. sylvestris como especie potencialmente tolerante
a ozono, luego de exponerla a 150 ppb de Oz, por 4 semanas. A pesar de encontrar
una disminucion de la conductancia estomatica, las concentraciones del contenido
de clorofila a y carotenos aumentaron. Esto lo atribuyeron a una respuesta de
evasién adaptativa (el cierre de estomas) durante la exposicién, y a un aumento en

la concentracion interna de CO2 como una mecanismo de tolerancia a ozono.

De la década de los 70s hasta la actualidad, las investigaciones reportan diversos
dafos ocasionados por la exposicién a ozono en diversas plantas de coniferas. Los estudios
se han enfocado en la caracterizacion del dafio (in situ) por medio de la presencia- ausencia
de sintomas foliares tipicos, correlacionando los registros de concentracion de ozono. Sin
embargo, para comprender el mecanismo de accidn del ozono se requiere de metodologias
con enfoque multidisciplinario. Sin embargo, este enfoque debe de incluir un conocimiento

de las condiciones de experimentaciéon y de variables tanto morfoldgicas como fisioldgicas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Durante los ultimos 30 afos la concentracion de ozono se ha duplicado a nivel global
aumentando su valor de 70 ppb hasta 180 ppb (Vollenweider et al., 2013). La contaminacidn
por ozono y otros contaminantes ocurre en las grandes urbes como la Ciudad de México,
cuyos problemas de contaminacion en los ultimos 50 afos son consecuencia del acelerado

crecimiento poblacional (de Bauer & Herndndez-Tejeda, 2007; Escobedo & Chacalo, 2008).

La presencia de compuestos fitotdxicos como el ozono y sus precursores en la CDMX
se dio a conocer por de Bauer (1972). Desde entonces, se han generado diversos estudios
gue se centraron en identificar los sintomas foliares inducidos por la exposicién a estos
compuestos oxidantes en Pinus spp. (Krupa & de Bauer, 1976) pues es una especie que esta

presente en los diferentes bosques urbanos de la CDMX (Sandoval, 2019).

El estudio realizado en el Valle de México por Miller et al. (2002), identificaron como
sensibles ante la exposicion media anual de 37.4 ppb de ozono a P. hartwegii, P. radiata, P.
montezumae, P. montezumae var. lindleyi, P. leiophylla, P. patula, P. teocote, P. rudis y P.
pseudostrobus, por la presencia de moteado clorético. El estudio realizado por Ruiz (2015),
sefiald al género Pinus spp. presente en el Parque Nacional Izta-Popo como sensible a la
exposicién media horaria de 122.0 ppb de ozono, considerando al género como indicador

ambiental de dicho bosque debido a la presencia de moteado clorético en sus aciculas.

Diversos estudios han reportado los efectos de la exposicién a ozono en camaras
experimentales para diferentes especies de pino. En Pinus halepensis se reportd una
disminucién del contenido de clorofila total posterior a la exposicién a 40.0 ppb de ozono

(Alonso et al., 2001), mientras que para la misma especie se reporté una disminucion de la
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conductancia estomatica posterior a su exposiciéon a 60.0 ppb de ozono (Elvira et al., 2007).
En P. uncinata, se reportd la presencia de moteado clorético en sus aciculas posterior a la

exposicién a 80.0 ppb de ozono (Diaz-De-Quijano et al., 2012)

A pesar de que en el género Pinus spp, se ha estudiado ampliamente los efectos del
ozono en su morfologia y fisiologia, no existen reportes que hayan indicado el efecto del
ozono en la morfologia foliar, en la conductancia estomatica y el contenido de clorofila
total, en concentraciones de exposicién a ozono similares a la de la ciudad de México en
Pinus greggii Englem. Ante esta situacion, se plantean las siguientes preguntas de

investigacion.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION.

e (las camaras experimentales simulan condiciones de exposicién a ozono similares
a las de la CDMX?

e (Cuadl es el efecto de la exposicion a ozono sobre la morfologia foliar de plantas
jévenes de Pinus greggii?

e (Cuadles el efecto de la exposicidn a ozono en la conductancia estomdtica de plantas
jévenes de P. greggii?

e (Cuadl es el efecto de la exposicion a ozono en el contenido de clorofila total de
plantas jovenes de P. greggii?

e (Se puede considerar a P. greggii como una especie sensible ante la exposicion a
>60.00 ppb de ozono, por la presencia de sintomas foliares, la afectacién de

conductancia estomatica y del contenido de clorofila total?
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JUSTIFICACION.

El ozono troposférico es un contaminante atmosférico que afecta la morfologia
(Diaz-de-Quijano et al., 2016; Ciriani & Dalstein, 2018) y la fisiologia (Liu et al., 2006; Plitra
et al.,, 2019) de las plantas, lo que genera consecuencias negativas sobre los servicios
ecosistémicos que estas proporcionan (Reyes, 2019). Por ejemplo, los bosques de Pino
ayudan en la recarga de los mantos acuiferos, disminuyen la erosion de suelos y contribuyen
a la captura de diéxido de carbonoy la produccién de oxigeno (CONAFOR, 2012). Dado que,
durante los ultimos diez afios Pinus grreggii ha sido empleada en programas de
reforestacion en todo el territorio nacional (Dominguez, 2018), que es una especie cultivada
en el vivero de Coyoacan (SEMARNAT, 2016) y Nezahualcéyotl (SEDEMA, 2016) debido a
gue se ha recomendado su uso para la reforestacion de parques urbanos en la ciudad de
México (Lépez, 2011) y que el género Pinus ha sido reportado como altamente sensible a la
exposicion a ozono (de Bauer & Hernandez-Tejeda, 2007; Ruiz, 2015). Es de suma de
importancia identificar los posibles efectos de la exposicidn a ozono en la morfologia y la
fisiologia de Pinus greggii a condiciones similares a las reportadas para la ciudad de México,
con ello se contribuira a determinar su sensibilidad ante el ozono y definir si es util para ser

empleada en los planes de reforestacién, como una especie indicadora o sensible.
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HIPOTESIS.

La exposicidn en concentraciones superiores a 60 ppb de ozono, en diversas especies
del género Pinus ha ocasionado la presencia de sintomas foliares tipicos, como el moteado
clordtico, la disminucién de la conductancia estomatica y del contenido de clorofila total.
Por lo que, se espera que la exposicién de Pinus greggii a >60.00 ppb O3 ocasione
alteraciones morfoldgicas en las aciculas de los arboles, diferencias en la conductancia

estomatica y el contenido de clorofila total.

OBIJETIVO.

General.
Registrar el dano foliar morfoldgico y fisioldgico en arboles juveniles de Pinus greggii

Englem. por exposicion a ozono.

Particulares.

e Implementar un sistema de exposicién cerrado para la experimentacion.

e Monitorear las variables microambientales durante el experimento.

e I|dentificar los dafios visibles por exposicién a ozono en la superficie foliar en plantas
jévenes de P. greggii.

e Determinar los efectos de la exposicién a ozono en el intercambio de gases en
plantas jovenes de P. gregagii.

e Cuantificar los dafios en la concentracién de clorofila total por la exposicién a ozono

en plantas jovenes de P. greggii.
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METODO.

Obtencion de plantas de Pinus greggii.

Se solicité la donacién de 30 arboles de Pinus greggii al Vivero de Coyoacan, en la
CDMYX, a cargo del bidlogo Horacio Bonfil Sdnchez. El vivero se ubica en la Avenida México
Coyoacan sin numero, Colonia del Carmen, de la Ciudad de México. Los arboles donados
poseian una altura total menor a 50 cm. y una edad aproximada de entre 4 a 6 afos.
Posteriormente, los 4darboles fueron trasladados al Laboratorio de Contaminacion
Atmosférica de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza (FES-Z), de la Universidad

Nacional Auténoma de México (UNAM).

Dentro del laboratorio, cada planta fue trasplantada a contenedores cilindricos de
plastico con capacidad de dos litros, con medidas de 14 cm de base por 30 cm de alturay
con orificios en la base para drenaje de riego. El sustrato utilizado fue el propuesto por la
CONAFOR (2012), el cual, consiste en un sustrato inerte de proporcién 40:30:20:10

(V/V/V/V) de tierra negra, turba, vermiculita y agrolita.

Aclimatacidn de Pinus greggii.

Esta etapa consistid en un periodo de tres semanas, tal como lo sugieren Ojeda
(2007) y CONAFOR (2012). Este proceso se realizé con la finalidad de asegurar un
crecimiento eficiente y homogéneo de los arboles. Durante este periodo, los arboles se
desarrollaron a temperatura, humedad relativa y luminosidad del Laboratorio de

Contaminacion Atmosférica.
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Para asegurar la nutricion mineral, se adicionaron semanalmente 150 mL de
solucién nutritiva de Hoagland* por maceta (Hoagland & Arnon, 1950) (Anexo 1). Ademas

de riegos por inmersion a capacidad de campo, dos veces por semana (Ojeda, 2007).

Exposicion de Pinus greggii a ozono.

La exposicion a ozono se llevd a cabo en el Laboratorio de Contaminacién
Atmosférica, dentro de dos cdmaras experimentales (figura 9) una como control y otra
como tratamiento (Chdavez, datos no publicados). Los periodos y el tiempo de exposicidon se
determinaron con base en los empleados por otras experimentaciones para especies
pertenecientes al género Pinus (Alonso et al., 2001; Dalsteins & Vas, 2004; Z. Liu et al., 2006;
Bi¢arova et al., 2019), con ligeras modificaciones de acuerdo a los registros de cada hora en
la concentracién de ozono para la ciudad de México, reportados por la SEDEMA (2017). Se
emplearon un total de 14 plantas de Pinus greggii como unidades experimentales,

introduciendo siete plantas por cdmara en cada periodo de exposicidon con ozono.

El tratamiento con ozono se realizé con base al protocolo propuesto por Chavez
(datos no publicados), el cual, tuvo una duracidon de tres semanas continuas, con dos
periodos de exposiciéon por semana (lunes y jueves), cada periodo tuvo una duracién de dos
horas (de 10:00 a 12:00 h). La emisidn de ozono se llevé a cabo mediante un generador de

ozono para purificacion de aire marca APEL modelo A-2.
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Figura 9. Plantas de Pinus greggii durante la exposicién a ozono mediante cdmaras experimentales
acopladas a sensores Arduino.

Monitoreo de variables ambientales.

Software Arduino.

El monitoreo de variables ambientales durante los periodos de exposicion, se llevé
a cabo mediante el protocolo propuesto por Chdvez (datos auin no publicados), mediante el
registro del contaminante, la temperatura (T), la humedad relativa (Hr) y la luminosidad (L)
del interior de las cdmaras, a través del software Arduino versién 1.8.12 (2019-04-12) y los
sensores MQ131 para ozono, BH1750 para luminosidad y DHT22 para temperatura y
humedad relativa (figura 10), determinando la dosis efectiva de exposicidn a ozono

mediante la diferencia entre la concentracién del contaminante registrado en la camara
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tratamiento y la cdmara control. Para conocer el cdédigo de programacion, consultar el

Anexo 2.
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Figura 10. Sensores MQ131 (A) para ozono, BH1750 (B) para luminosidad y DHT22 (C) para
temperatura y humedad relativa.

Software Hoboware.
De manera complementaria, externo a los periodos de exposiciény con la finalidad

de establecer las condiciones ambientales en las cuales las plantas se desarrollaron, se

realizd un registro de temperatura, humedad relativa y luminosidad mediante el software

Hoboware, marca Hobbo version 3.7.18 (2020-01-23).

Mediciones morfoldgicas.

Identificacion de sintomas foliares.
Se realiz6 un monitoreo de las aciculas mediante la observaciéon y el registro de los

dafios ocasionados por la exposicion a ozono. Dicha identificacidn se realizé desde el inicio

hasta el término de la experimentacidén, diariamente.
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Mediciones fisioldgicas.

Para las mediciones que se mencionaran en el presente apartado, se empled un
muestreo por juicio (no probabilistico), el cual, consistid en la seleccién de tres fasciculos
de las aciculas mas jévenes con longitud minima de cinco centimetros. Las mediciones se
llevaron a cabo durante las primeras horas del dia (de 7:00 a 10:00 h) y diariamente desde
elinicio hasta el término del experimento. Por cada planta y de cada medicién, se realizaron

tres repeticiones.

Conductancia estomatica.

El registro de conductancia estomatica se llevd a cabo 24 h previas a la primera
exposiciéon, dicho registro continué cada dia hasta el término del experimento. Las
mediciones se realizaron mediante el porometro foliar de difusion dinamica Delta T AP4

(figura 11) Delta T Devices Ltd. Cambridge, UK.

POROMETER AP4

2 )

0 oo o o

Figura 11. Porémetro foliar de difusidn dindmica Delta T AP4. Fuente: https://www.alphaomega-
electronics.com/es/medio-ambiente/1261-ap4-porometro-de-hojas-de-delta-t-5-anos-de-garantia.html
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Clorofila total.

Se empled el método descrito por Sanchez (2018), registrando el valor promedio de
diez lecturas por cada repeticiéon mediante el equipo Minolta SPAD-502 Plus de Spectrum
Technologies Inc (figura 12). El registro del contenido de clorofilas se realizd con tres
repeticiones por cada muestra experimental, iniciando 24 h previas a la primera exposicién

y continué cada dia hasta el término del experimento.

Figura 12. Medidor de clorofila Minolta SPAD-502 Plus. Fuente:
https://patagoniatools.com.ar/productos/laboratorios/minolta-spad-502-plus/
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Para determinar la concentracidn de clorofila total foliar (umol/m?), se empled la
ecuacion exponencial propuesta por Markwell et al. (1995), derivada de un modelo de

calibracién para el equipo Minolta SPAD-502 Plus de Spectrum Technologies Inc:

Chl = 10 ***)

Donde:

M = valor obtenido por la medicién con SPAD-502.

Anidlisis estadistico.

Para el analisis de las variables microambientales registradas con los sensores
Arduino durante los periodos de exposicion y las variables fisioldgicas de conductancia
estomatica y de clorofila total, se realizd la estadistica inferencial mediante pruebas de t-
Student para muestras independientes, comparando la media del control con la media del
tratamiento. Por otra parte, los valores medios del control y del tratamiento de
conductancia estomatica y de clorofila total, fueron analizados de manera independiente
mediante una prueba de ANOVA de medidas repetidas. Todos los analisis se realizaron en

el programa estadistico SPSS statistics (26.0 32-bit 2021-07-13).
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Registro de variables ambientales.
Software Arduino.

Comparando los datos microambientales registrados en el interior de las cdmaras
de experimentacion durante la exposicidn a ozono y mediante un andlisis de t-Student para
muestras independientes, no se encontraron diferencias significativas en el valor medio de
humedad relativa (p<0.05, p= 0.695) entre la cdmara control y la cdmara tratamiento. Sin
embargo, se encontraron diferencias significativas en el valor medio de temperatura
(p<0.05, p= 0.003), luminosidad (p<0.05, p<2.2*10¢) y concentracién de ozono (p<0.05,
p<2.2*10'®) entre la cdmara control y tratamiento. En la tabla 2 se muestran los valores
medios de temperatura, humedad relativa y luminosidad, registradas con los sensores

Arduino durante los periodos de exposicion a ozono.
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Tabla 2. Registro de variables ambientales de la cdmara control y tratamiento durante los periodos de
exposicidn a ozono de Pinus greggii. Se muestra el promedio por periodo de exposicién,conn=8y +d. e.

Camara control

Periodode Temperatura Humedad Luminosidad Concentracién
exposicién (°C) relativa (%) (umolms?) de ozono
(ppb)
1 22.56+0.77 44.56+17.69 10.41+£0.06 33.00+3.04
2 21.56+0.53 42.89+14.37 10.30+£0.09 30.67+2.40
3 23.56+0.53 48.00t17.01 10.41+£0.06 30.67+5.72
4 23.33+0.50 48.00t17.01 10.30+£0.09 35.22+5.04
5 22.56+0.53 47.00+£17.15 10.14+£0.03 33.56+0.88
6 22.56+0.53 48.00t17.01 10.41+£0.06 30.67+5.72
Promedio 22.85+0.56 46.41+16.71 10.33+£0.10 32.30+3.80
Camara tratamiento
Periodode Temperatura Humedad Luminosidad Concentracion Dosis
exposicién (°C) relativa (%) (umolm2s?) de ozono efectiva
(ppb) (ppb)
1 22.44+0.53 48.11+16.77 10.53+0.05 110.11+8.51 77.10
2 21.22+0.44 38.56+14.31 10.55+0.09 107.78 +4.66 77.11
3 25.33+0.50 48.89+20.84 10.53+0.09 112.67+8.14 82.00
4 23.44+0.53 44.22+20.11 10.57+0.06 111.22+6.55 76.00
5 24.00+0.00 48.00+22.37 10.57+0.06 109.00 + 6.86 75.44
6 25.33+0.50 48.89+20.84 10.53+0.05 113.42+8.14 82.75
Promedio 23.67+0.42 46.11+19.20 10.55+0.12 110.57+7.14 78.40+£3.15
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Los factores que regulan la apertura y el cierre estomatico de las plantas son
diversos. De acuerdo con Esquivia (1992), la luz es el estimulo mas importante en la apertura
de los estomas ya que la incidencia de esta favorece la actividad fotosintética y los estomas
se abren para la captura de CO,. Morales et al., (2006), sefalan que la temperatura
ambiental influye en la apertura y el cierre estomatico ya que los estomas tienden a abrir
cuando la temperatura aumenta en un rango de 0 a 30 °C, si aumenta a mas 30 °C los
estomas tienden a cerrarse. Con base en lo anterior, debido al aumento significativo en la
temperatura y la luminosidad de la cdmara tratamiento se esperaria un aumento en la
conductancia estomdtica del grupo tratamiento, permitiendo la absorcion del

contaminante a través de los estomas hacia el interior de las aciculas de Pinus greggii.

Los sensores Arduino permitieron registrar un aumento significativo en la
concentracion de ozono de la cdmara tratamiento. Por lo que la dosis efectiva de exposicion
a 0zono se registré en un valor medio de 78.40 ppb de O3, con un valor minimo de 77.10
ppb Oz y un valor maximo de 82.75 ppb Os. Dicha concentracion media (78.40 ppb de Os),
se encuentra por debajo del valor maximo permisible para el promedio de una hora (95.00

ppb) publicado por la Norma Oficial Mexicana (NOM-020-SSA1-2014).

La concentracion de ozono registrada en el presente experimento se encuentra por
debajo del valor promedio horario reportado por Ruiz (2015) para el Parque Nacional Izta-
Popo que corresponde a 122 ppb O3 para el mes de julio del 2015, por Reyes (2019) para el
Parque Nacional Desierto de los Leones que corresponde a 87 ppb Os para el mes de marzo
del 2018 y por la Secretaria del Medio Ambiente de la Ciudad de México (s/a) que corresponde

a 92.23 ppb O3 para el mes de Marzo del 2020.
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Con base en lo anterior, las cdmaras experimentales permitieron simular
condiciones de exposicién a ozono similares a las reportadas para la ciudad de México, por
lo cual, es légico suponer que a las concentraciones de ozono que la ciudad presenta, las
plantas de Pinus greggii mostraran alteraciones morfoldgicas y fisioldgicas en sus aciculas.
En apartados posteriores se contrastardn las alteraciones originadas por el ozono
registradas en la presente investigacién con las alteraciones reportadas en diversas

investigaciones.

Software Hoboware.

Durante la experimentacién, las plantas de P. greggii se trasladaron diariamente
hacia el exterior del Laboratorio de Contaminacién Atmosférica con la finalidad de recibir la
temperatura, la humedad relativa y la luminosidad necesaria para su desarrollo. Por las
tardes, se trasladaron hacia el interior del laboratorio para su resguardo. Durante el
desarrollo del experimento, se registraron mediciones de dichas variables ambientales con

el software Hoboware.

Una vez que las plantas eran transportadas hacia el exterior del laboratorio, se
registré un aumento de la temperatura posterior a las 9:00 h en los dias de no exposicion a
O3 y posterior a las 11:00 h en los dias de exposicion a O3, ambos dias con un pico maximo
alas 13:00 h y una disminucién hasta su estabilizacién después de las 15:00 h. Durante estos
lapsos de tiempo, se registré una temperatura media de 32.83 £ 1.09 °C, una minima de
21.00 + 8.13 °C y una maxima de 44.17 £ 7.51 °C. Al resguardar las plantas al interior del
laboratorio y posterior a las 17:00 h, se registré una temperatura media de 23.57 £ 1.25°C

que se mantuvo hasta el siguiente dia (figura 13).
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Los datos registrados de temperatura se encontraron dentro del rango 6ptimo de
desarrollo reportado para diversas especies de pino xeréfitas como Pinus halepensis
(Barrantes, 2000; Puértolas, et al., 2008) y P. cembroides (Lopez, et al., 2013). Entre los
cuales, P. greggii puede desarrollarse en condiciones de temperatura que van desde valores

minimos de 15 °C a maximos de 45 °C (CONAFOR, 2010; Munoz, et al., 2012).
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Figura 13. Perfiles diarios de temperatura registrados durante la experimentacion. Se muestra el promedio
por hora, con n = 4. Las lineas de tendencia en coloracién roja (®) representa a los dias de no exposicién a
ozono y las lineas de tendencia en coloracién amarilla (*') representa a los dias de exposicién a ozono.
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En el caso de la humedad relativa (figura 14) se observaron cambios posterior a las
8:00 h en los dias de no exposicidn a Oz y posterior a las 11:00 h en los dias de exposicion a
0Os. Generalmente se observaron disminuciones posteriores a las 8:00 h, con una disminucién
maxima hasta las 12:00 h, estabilizdndose posterior a las 16:00 h. Excepto algunos dias de la
segunda y tercer semana donde se registré un aumento posterior a las 8:00 h, con un pico
maximo a las 11:00 h y su disminucion inicié posterior a las 13:00 h. Durante los periodos de
cambio de humedad relativa, se registré una humedad relativa media del 18.66 + 2.41 %,
minima del 7.36 £ 6.92 % y maxima del 46.51 + 10.44 %. La humedad relativa se mantuvo

estable posterior a las 17:00 h, registrando un valor medio de 35.93 + 5.64 %.

Los datos registrados de humedad relativa se encontraron dentro del rango dptimo
de desarrollo reportado para diversas especies de pino xeréfitas como Pinus halepensis
(Barrantes, 2000) y P. cembroides (Lopez, et al., 2013). Entre los cuales, P. greggii puede
desarrollarse en condiciones de humedad relativa que van desde valores minimos del 20 %

(Bautista, et al., 2018) a maximos del 68 % (Castro, et al., 2018).
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Figura 14. Perfiles diarios de humedad relativa registrados durante la experimentacion. Se muestra el
promedio por hora, con n = 4. Las lineas de tendencia en coloracién azul marino (®) representa a los dias de
no exposicién a ozono vy las lineas de tendencia en coloracién azul claro (®) representa a los dias de
exposicién a ozono.
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En cuanto a la luminosidad (figura 15), se registré un aumento posterior a las 9:00 h
en los dias de no exposicidn a Oz y posterior a las 11:00 h en los dias de exposicion a Os,
alcanzando un pico maximo posterior a las 11:00 h y una disminucion a partir de las 14:00
h. Durante este periodos de tiempo, se registrd una luminosidad media de 218.24 + 128.90
umolm=2s?, minima de 5.92 pmolm?s?* y maxima de 597.18 umolm™2s®. La luminosidad se

mantuvo estable posterior a las 17:00 h, registrando un valor medio de 0.92 pmolm=s™.

Los datos registrados de luminosidad se encontraron dentro del rango éptimo de
desarrollo reportado para diversas especies de pino xerdéfitas como Pinus halepensis
(Barrantes, 2000; Puértolas, et al., 2008). Entre los cuales, P. greggii puede desarrollarse en
condiciones de luminosidad que van desde valores minimos de 272 umolm=2s*a méaximos

de 1400 pmolm=s? (Bautista, et al., 2018).
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Figura 15. Perfiles diarios de luminosidad registrados durante la experimentacion. Se muestra el promedio
por hora, con n = 4. Las lineas de tendencia en coloracién naranja (®) representa a los dias de no exposicién
a ozonoy las lineas de tendencia en coloracién amarilla (*') representa a los dias de exposicion a ozono.
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Con base en lo anterior, las condiciones ambientales de temperatura, humedad
relativa y luminosidad, no influyeron en el desarrollo de los sintomas morfoldgicos y
fisioldgicos ocasionados por la exposicion a ozono en las aciculas de P. greggii que a

continuacidén se explican.

Registro de dafio morfoldgico.

Durante la experimentacién y el monitoreo, las plantas de P. greggii del control no
registraron dafos nuevos externos a los que se presentaron desde su donacién y no fueron
posible de corregir durante su aclimatacion (figura 16), tales dafios se caracterizaron por la
presencia de clorosis en la zona media de la acicula. Por otra parte, las plantas de P. greggii
del tratamiento registraron cuatro sintomas foliares tipicos de exposicién a ozono (figura

17), la aparicién seriada de cada sintoma morfolégico se muestra en la tabla 3.
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e

Figura 16. Vista superior de las plantas de Pinus greggii del control al término del experimento (A-F).
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Figura 17. Representacién de los sintomas foliares visibles registrados en las aciculas de Pinus greggii del
tratamiento con ozono. A representa al control. B, Cy D representan al tratamiento con ozono. Flechas
indican moteado clordtico (B y C), recuadro indica necrosis apical (D) y circulo sefiala bandeado en
coloracion negro (D).
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Tabla 3. Monitoreo de dafios morfoldgicos en aciculas de Pinus greggii por periodo de exposicidn a ozono.

Dia de Dosis efectiva Dafo morfolégico Area afectada
exposicion (ppb)

1 77.11+8.51 Sin dafio visible

2 77.11+4.66 Moteado clordtico Zona media de aciculas jovenes

3 82.00+8.14 Moteado clordtico Apice de aciculas jévenes

4 76.00 £ 6.55 Necrosis Apice de aciculas maduras
Bandeado negro Apice de aciculas jévenes

5 75.44 + 6.86 Necrosis Apice de aciculas maduras

6 82.75+8.14 Necrosis Apice de aciculas maduras y jévenes

Todos los danos visibles aparecieron en las aciculas de un afio (mayores a 5.00 cm
de longitud). El moteado clordtico (figura 17 B) fue el primer sintoma visible y se registro
posterior al primer periodo de exposicion. Desde su primera aparicion continud
manifestandose hasta el término del experimento en la superficie adaxial, en la zona media
y el apice de la acicula (figura 17 C). Los sintomas posteriores al tercer periodo de exposicion
fueron la pigmentacion marrén (necrosis) y en muy pocas aciculas el bandeado en
coloracion negra (figura 17 D). La pigmentacién marrdn se caracterizd por ser un sintoma
qgue remplazé las zonas de moteado clordtico, cambiando su coloracién tipica de amarillo
claro a marrén oscuro. Por otra parte, el bandeado en coloracidn negra se presentd en las
zonas apicales de las aciculas, acompafiado de pigmentacion amarilla a marrén adyacente

al bandeado.

Las afectaciones reportadas en esta experimentacion han sido previamente
sefaladas por diversos autores para diferentes especies de pino. Por ejemplo, se ha
reportado sensibilidad por la presencia de moteado clorético en P. cembra (Dalsteins & Vas,

2004; Sicard et al., 2016), P. halepensis (Barrantes, 2000; Dalsteins & Vas, 2004; Sicard et
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al., 2016), P. musgo (Bic¢arova et al., 2019), P. sylvestris (Sicard et al., 2016; Ciriani & Dalstein,

2018) y P. uncinata (Diaz-De-Quijano et al., 2012; Diaz-de-Quijano et al., 2016).

Con base en lo anterior, las observaciones registradas permiten confirmar que P.
greggii presenta sensibilidad ante la exposicién a ozono, lo cual, la convierte en una especie

con potencial para el monitoreo de efectos fitotdxicos por exposicion a dicho contaminante.

En Meéxico, las afectaciones encontradas en esta experimentacién han sido
previamente reportadas desde los afios 70’s. Krupa & de Bauer (1976), reportaron moteado
clordtico debido al dafio por ozono en diversas especies del género Pinus spp. Mientras que
el estudio publicado por Miller et al. (2002), identifico a nueve de once especies como
altamente sensibles a ozono, debido a la presencia de moteado clorético; dichas especies
fueron P. hartwegii, P. radiata, P. montezumae, P. montezumae var. lindleyi, P. leiophylla,
P. patula, P. teocote, P. rudisy P. pseudostrobus. Mientras que P. cembroides y P. ayacahuite
fueron catalogadas como resistentes a ozono debido a la ausencia de sintomas foliares
tipicos. Por otro lado, el estudio realizado por Ruiz (2015), en el Estado de México, identifico
sintomas foliares tipicos de exposicion a ozono en aciculas recolectadas de diversas
especies de Pinus spp. Reportando al 46 % de las muestras como sensibles debido a la
presencia de moteado clorético en mas del 75 % de la acicula, pero el 12 % de las muestras

presentd ausencia de sintomas foliares tipicos por exposicidon a ozono.

La presencia de sintomas foliares tipicos ha sido atribuida a una alteracién en la
estructura anatémica foliar. Roshchina & Roshchina (2003), sefialaron que el colapso celular

atribuido por la exposicién a ozono, se debe a que el contaminante y sus productos (ERO
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como perdéxido de hidrogeno y radicales hidroxilo) reaccionan con los acidos grasos vy las
proteinas de la membrana plasmatica, activando parte del sistema antioxidante que limita
la lipoperoxidaciéon de la membrana plasmatica ocasionada por el ozono. Sin embargo,
cuando la difusion del gas y de sus productos supera la capacidad antioxidante de la célula,
las ERO pueden reaccionar con los componentes de la membrana plasmatica y otros
organelos. Alterando su funcionalidad, lo que conlleva a alteraciones metabdlicas y a una
muerte celular programada (Gao et al., 2016). Es asi, como la degradacién del meséfilo foliar
permite visualizar el dafio por exposicion a ozono sobre la superficie de la hoja

(Kivimaenpaa et al., 2010).

Registro de daiio fisioldgico.
Conductancia estomatica de Pinus greggii.

Durante la experimentacion con ozono, las plantas de P. greggii del control
presentaron una tasa de conductancia estomatica media de 159.83 mmolm2s?, minima de
144.17 mmolm2s? y maxima de 177.89 mmolm2s™. Mientras que las plantas de P. greggii
del tratamiento presentaron una tasa de conductancia estomdatica media de 93.00 mmolm-
251, minima de 56.06 mmolm?2s?! y maxima de 161.67 mmolm32s®. Se registré una
disminucion del 28 % en la conductancia estomdtica del tratamiento respecto al control y
posterior al primer periodo de exposicion. Dicha disminucién continud hasta el término del
experimento, con valores del 38 % en la primera semana, del 48 % durante la segunda

semana y del 64 % en la ultima semana de experimentacion.

Mediante un andlisis de ANOVA de medidas repetidas, se puede concluir que la

conductancia estomatica del control no presenté diferencias significativas (p<0.05, p=
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0.425) a través del tiempo de experimentacién, sin embargo, la conductancia estomatica
del tratamiento presentd diferencias significativas (p<0.05, p= 2*1071) a través del tiempo
de experimentacién. Por otra parte, mediante un andlisis de t-Student para muestras
independientes, se puede concluir que se encontraron diferencias significativas (p<0.05, p=
0.001) en la conductancia estomatica del tratamiento respecto al control, posterior al
primer periodo de exposicidon a ozono. La figura 18 muestra los valores medios de
conductancia estomatica registrados y analizados para las plantas de P. greggii del control

y del tratamiento a lo largo de la experimentacién con ozono.
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Figura 18. Registro diario de conductancia estomatica de Pinus greggii durante la experimentacion con
ozono. Se muestra el promedio de tres réplicas + e.e., con n =8 y IC = 95 %. Los asteriscos representan
diferencias significativas entre el control y el tratamiento (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001) derivadas de
una prueba de t-student para muestras independientes. Letras diferentes representan diferencias
significativas a través del tiempo de experimentaciones para el control (A) y el tratamiento (a, b, cy d),
derivadas de una prueba de ANOVA de medidas repetidas.

La tasa de conductancia estomatica de P. greggii registrada en el control de la
presente investigacion se encuentra dentro del intervalo de las referencias proporcionadas
por otros autores para especies de pino escleréfilas como P. halepensis con un valor medio
de 150 mmolm2s? (Incldn et al., 2005) y de 170 mmolm2s? (Saquete & Lledd, 2005), P.
cembroides con un valor medio de 180 mmolms (Rodriguez, 2011), P. patula con un valor
medio de 150 mmolm2s™y para P. greggii en particular con un valor medio de 164 mmolm-

2571 (Ortiz, 2006).
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Por otra parte, la exposicidn a ozono en especies de pino ha sido ampliamente
documentada, demostrado tener efectos diversos en la conductancia estomatica. En
exposiciones mayores a dos meses y en concentraciones menores a 100 ppb de O3 se han
registrado aumentos en la conductancia estomatica de P. halepensis (Inclan et al., 2005), P.
densiflora (Oguntimehin & Sakugawa, 2009) y P. canariensis (Then et al., 2009). Mientras
gue en exposiciones menores a tres meses y en concentraciones menores a 150 ppb de O3
se han registrado disminuciones en la conductancia estomatica del 40 % en P. halepensis
(Elvira et al., 2007), del 16 % en P. tabuliformis (Liu et al., 2015), del 73 % en P. mugo

(Bicarova et al., 2019) y del 66 % en P. sylvestris (Plitra et al., 2019).

La posible disminucién en la conductancia estomatica por exposicion a ozono se
evidencio por McAdam et al. (2017), su estudio permitié establecer la relacion entre el
cierre estomatico de las especies vegetales y la exposicion a ozono, atribuido a que las ERO
(perdéxido, hidroxido y radicales libres) producidas durante la exposicion a dicho
contaminante aumentan la sintesis de la fitohormona acido abscisico. Esto coincide con
Heath (2008), quien sefialé que la exposicidon a ozono aumenté la concentracién interna de
iones de calcio (Ca?*) en las células oclusivas de los estomas. De acuerdo con Azcén-Bieto &
Talén (2013), un incremento en la concentracidon de Ca?* libre en el citoplasma de las células
oclusivas da como respuesta la sintesis de la fitohormona acido abscisico, que induce la
apertura de canales de salida de iones potasio (K*). Lo anterior, determina la pérdida de
turgencia de las células oclusivas y, en consecuencia, una disminucién de la conductancia

estomatica (Vaultier & Jolivet, 2015).
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Clorofila total de Pinus gregagii.

Durante la experimentacidn con ozono, las plantas de P. greggii del control
presentaron un rango de clorofila total medio de 234.19 pmolm2, minimo de 190.95
umolm? y maximo de 280.47 pumolm=2. Mientras que las plantas de P. greggii del
tratamiento presentaron un rango de clorofila total medio de 179.47 umolm=, minimo de
150.31 pmolm=2 y maximo de 219.78 umolm™. Se registré una disminucion del 21 % en la
clorofila total del tratamiento respecto al control y posterior al primer periodo de
exposiciéon. Dicha disminucién continud hasta el término del experimento, con valores del
24 % en la primera semana, del 26 % durante la segunda semana y del 32 % en la ultima

semana de experimentacion.

Mediante un analisis de ANOVA de medidas repetidas, se puede concluir que el
contenido de clorofila total del control presentd diferencias significativas (p<0.05, p= 0.005)
a través del tiempo de experimentacidon. De manera similar, el contenido de clorofila total
del tratamiento presentd diferencias significativas (p<0.05, p= 0.0008) durante el tiempo de
experimentacion. Por otra parte, mediante un andlisis de t-Student para muestras
independientes, se puede concluir que se encontraron diferencias significativas (p<0.05, p=
0.009) en el contenido de clorofila total del tratamiento respecto al control y posterior al
segundo periodo de exposicién a ozono. La figura 19 muestra los valores medios de clorofila
total registrados y analizados para plantas de P. greggii del control y del tratamiento a lo

largo de la experimentacidén con ozono.
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Figura 19. Registro diario del contenido de clorofila total de Pinus greggii durante la experimentacion con
ozono. Se muestra el promedio de tres réplicas + e.e., con n =8 y IC = 95 %. Los asteriscos representan
diferencias significativas entre el control y el tratamiento (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001) derivadas de
una prueba de t-student para muestras independientes. Letras diferentes representan diferencias
significativas a través del tiempo de experimentaciones para el control (Ay B) y el tratamiento (ay b),
derivadas de una prueba de ANOVA de medidas repetidas.

El rango de clorofila total de P. greggii registrada en la presente investigacion se
encuentra dentro del intervalo de las referencias proporcionadas por otros autores para
especies de pino como P. halepensis con un valor medio de 244 umolm2 (Barrantes, 2000)
y 277 umolm (Baquedano & Castillo, 2006) y para P. densiflora con un valor medio de 299

umolm2 (Oguntimehin et al., 2008).

Por otra parte, la disminucion en el contenido de clorofila total del tratamiento

registrado en la presente experimentacidn ha sido similar a lo reportado por otros autores
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para P. halepensis expuesta a 40 ppb de Oz durante 2 afios con una disminucién del 20 %
(Alonso et al., 2001) y a 50 ppb de O3 durante dos meses con una disminucién del 17 %
(Barrantes, 2000). Esto puede deberse a la alta sensibilidad de la clorofila a al contaminante,
ya que la exposicidon a ozono puede inhibir la sintesis de dicho pigmento (Roshchina &
Roshchina, 2003). Por otra parte, Gao et al. (2016), sefialaron que la difusién del ozono y de
sus productos (peréxido, hidréxido y radicales libres) a través de la célula, puede reaccionar
en la grana y los tilacoides del cloroplasto. Afectando la clorofila, al disminuir su contenido,
lo que promueve el moteado clordtico y la necrosis foliar. Esto concuerda Marzuoli et al.
(2019), quienes senalaron que la absorcion de ozono y el posterior incremento en la
produccion de especies reactivas de oxigeno como el radical superodxido en el cloroplasto,

destruye la molécula de la clorofila a.

Finalmente, el presente trabajo muestra la evidencia cientifica para determinar los
dafios morfolégicos en la superficie foliar y, alteraciones fisioldgicas en la conductancia
estomatica y la concentracion de clorofila total en P. greggii, por la exposicién a ozono

mediante el uso de cdmaras experimentales acopladas a sensores Arduino.

Con la presente investigacidén se propone una alternativa de estudio del dafio por
ozono aplicado a ecosistemas forestales y/o parques urbanos, donde dificilmente se puede
realizar una medicidn continua de las variables pero sobre todo evitar la sinergia de otros

contaminantes.

Por otra parte, determinar el umbral de tolerancia de las especies hacia los

contaminantes atmosféricos como el ozono permite apoyar la gestién ambiental en materia
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de contaminacion atmosférica, la cual, es de suma importancia para la planeacién y el
biomonitoreo de parques urbanos, asi como la proteccién y preservacion de los ecosistemas

forestales.
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CONCLUSIONES.

e Las condiciones generadas en las cdmaras de exposicidn de la presente investigacion
son representativas a las condiciones de exposicidon a ozono en la CDMX.

e Las condiciones microambientales permitieron el ingreso del ozono a las plantas.

e Pinus greggii presenta sintomas foliares tipicos de exposicidn a ozono, tales como
moteado clordtico y necrosis foliar después de una exposicion a 78.40 ppb de ozono.

e Luego de una exposicién de seis dias, el ozono genera una disminucién de la
conductancia estomatica hasta un 64 % en Pinus greggii.

e Al término de una exposicion de seis dias con ozono, el contenido de clorofila total
disminuye hasta un 32 % en Pinus greggii.

e Se muestran las evidencias para concluir que Pinus greggi Englem. es sensible a una

exposicion de 78.40 ppb de ozono durante seis dias.
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PERSPECTIVAS.

Pinus greggii es una especie sensible ante la exposicién a ozono debido a la
presencia de dano foliar, disminucion de la tasa de transpiracion y del contenido de clorofila
total. Por lo que, para conocer con mayor exactitud el mecanismo de accién del

contaminante en la especie se recomienda lo siguiente:

e Realizar un monitoreo del sistema antioxidante para conocer la capacidad de
detoxificacién de la planta, principalmente de antioxidantes como superdxido
dismutasa, 4cido ascorbico y glutation.

e Aplicar un procesamiento histoldgico de aciculas jovenes y adultas para determinar
el nivel de dafio en el tejido foliar.

e Implementar un analisis del contenido de pigmentos fotosintéticos como clorofila a,
clorofila b y carotenoides determinando las respuestas de la planta ante su
exposiciéon a ozono.

e Hacer un seguimiento fitohormonal para conocer alteraciones fisiolégicas mas
puntuales en las aciculas, principalmente de hormonas como etileno y &cido
abscisico.

e Implementar otras especies de estudio para ampliar el conocimiento de los efectos
del contaminante en especies de pino xerdéfitas plantadas en México.

e Realizar estudios similares en ecosistemas forestales para lograr un mayor
conocimiento cientifico en el drea ambiental respecto a la contaminacién ambiental,

ademas de la recuperacién y preservacion de los bosques Mexicanos.
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ANEXOS.

Anexo l. Solucién nutritiva de Hoagland.

Se prepard a partir de la adicién, por litro de solucién nutritiva, de 0.01 mL nitrato

de potasio (KNOs3), 0.1 mL nitrato de calcio tetrahidratado (Ca(NOs); *4H,0), 0.4 mL sulfato

de magnesio heptahidratado (MgS0O4 *7H,0), 0.2 mL fosfato de amonio ((NH4)H2PO4), 0.1

mL sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4 *7H,0) y EDTA disddico (Cio0H1aN2Na,0g *2H,0),

3.0 pL 4cido bérico (H3BOs3), 3.0 pL molibdato de amonio ((NH4)6Mo07024), 0.5 umL cloruro

manganoso tetrahidratado (MnCl, *4H,0), 0.8 pL sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO4

*7H,0) y 0.4 ul sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4 *5H,0), a partir de las siguientes

soluciones stocks:

SOLUCIONES STOCK DE SOLUCION NUTRITIVA DE HOAGLAND

Compuesto Concentracion Volumen Concentracion
inicial final

KNOs3 1M 500 mL 0.1M
Ca(NOs), *4H,0 1M 500 mL 0.1M
MgS0O4 *7H,0 1M 250 mL 0.4 mM
(NH4)H2PO4 1M 100 mL 0.2 mM
FeSO4 *7H,0 + C10H14N2Na20sg 20mM 100 mL 20 uM
*2H,0
H3BO3 100 mM 100 mL 3 uM
(NH4)6M07024 100 mM 100 mL 1uM
MnCl, *4H,0 100 mM 50 mL 0.5 uM
ZnS04 *7H,0 50 mM 50 mL 0.4 uM
CuSO4 *5H,0 50 mM 50 mL 0.2 uM
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Anexo Il. Programacion del software Arduino.

#include <DHT.h>
#include <SPI.h>

#include <SD.h>

#include <LiquidCrystal.h>
#include <Wire.h>
#include <BH1750.h>

Int DHTPIN = 2;

const int chipselect =4;
unsigned long Secs = 0;
BH1750 lightMeter;

int VO = 3;

int RS =5;

intE=6;

intD4=7;

int D5=8;

intD6=09;

int D7 = 10;

int VALOR,;

#DEFINE DHTYPE DHT22

DHT dht (DHTPIN, DHTYPE);
LiquidCrystal lcd (R5, E, D4, D5, D6, D7);

void setup() {
serial.begin(6900);
while (ISerial)  {

7

}
dht.begin();

lcd.begin(16, 2);
analogWrite(VO0, 5);
Wire.begin();
lightMeter.begin();
Serial.print(“Iniciando SD card...”);

if(!SD.begin(chipSelect)) {
Serial.printIn(“SD Card invalida”);
return;

}

Serial.printIn(“SD Card iniciada”);
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}

void loop() {
float lux = lightMeter.readLightLevel();

“n,

String dataString = “”;

int h =dht.readHumidity();
int t = dht.readTemperature(false);
unsigned long Secs=millis();
VALOR = analogRead(A0);
File dataFile = SD.open(“datalog.txt”, FILE_WRITE);

Icd.clear();
Icd.setCursor(0,0);
lcd.print(t);
lcd.print(“-“);
lcd.print(h);

lcd.print(“-“);

Icd.setCursor(0,1);

lcd.print(VALOR);

lcd.print(“-“);
lcd.printin(lux);

if (dataFile) {
dataFile.printIn(string(Secs)+”-“+String(h)+”-“+String(t)+”-“+String(VALOR)+"-
“+String(lux));

dataFile.close();
Serial.printIn(string(Secs)+”-“+String(h)+”-“+String(t)+”-“+String(VALOR)+"-“+String(lux));
delay(900000);

}

else {

Serial.printIn(“Error apertura datalog.txt”);
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