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RESUMEN

Pinus hartwegii Lindl. es una especie amenazada, debido al cambio climatico,
particularmente al incremento en temperatura y al estrés hidrico. La baja calidad de
semilla producida en los ultimos afios en rodales de la especie y pobre regeneracion
natural, particularmente en limites altitudinales inferiores y superiores, amenazan la
conservacion de los ecosistemas de alta montafia. Se evalud la calidad de semilla de
P. hartwegii, el crecimiento inicial de plantulas de dos poblaciones del Edo. México y
una de Veracruz. Las plantulas con diferente estado de crecimiento (con y sin estados
cespitoso) fueron sometidas a déficit hidrico, al igual que las plantulas de diferente
origen altitudinal (3400, 3600, 3800 y 4000 m) del Cofre de Perote, con la finalidad de
estudiar sus respuestas fisiolégicas y morfologicas. ElI experimento en invernadero
incluyo dos niveles de humedad del suelo (S1 riego y S2 sequia) durante tres meses y
medio (periodo de sequia) y un periodo de recuperacion de un mes. En las tres
poblaciones, la semilla tuvo alta capacidad germinativa, de 80 a 90% en promedio, con
un valor pico de 3.2 y valor germinativo de 9.5; sin embargo, la menor capacidad
germinativa se registré con la semilla procedente de la mayor altitud, con solo el 50%.
El rompimiento del estado cespitoso varié segun la poblacion y altitud. EI consumo de
agua vari6 en los dos estados de crecimiento durante el periodo de sequia; siendo las
plantas con estado cespitoso las de menor consumo con un 30% menor que las
plantas sin estado cespitoso, y en general el Wa fue de -1.1 MPa. En promedio, la
biomasa aérea de las plantas en sequia con estado cespitoso fue 25% menor que las
planta sin estado cespitoso. EI consumo de agua varié en las plantas de diferentes
altitudes durante el periodo de sequia, siendo las plantas de los limites inferior y
superior las de menor consumo con un 10 % menor que las plantas de 3600 y 3800 m,
y en general el Wa fue de -1.0 MPa. En ambos estudios las plantas presentaron una
alta resistencia al estrés hidrico y no presentaron ningun sintoma de marchitamiento.

Palabras Clave: Alta montafia, cambio climatico, caracteres adaptativos, parametros
germinativos; estado cespitoso, déficit hidrico.
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ABSTRACT

Pinus hartwegii Lindl. is one of the endangered species, due to climate change,
particularly the increase in temperature and water stress. The low seed quality
produced in recent years in stands of the species and poor natural regeneration,
particularly at lower and upper altitudinal limits, threaten the conservation of high
mountain ecosystems. The seed quality of P. hartwegii, the initial growth of seedlings
from two populations in Estado de México and one in Veracruz were evaluated.
Seedlings with different growth stages (with and without grass stage) were subjected to
water deficit, as well as seedlings of different altitudinal origin (3400, 3600, 3800 and
4000 m) from El Cofre de Perote, in order to study their physiological and morphological
responses. The greenhouse experiment included two soil moisture levels (S1 irrigation
and S2 drought) for three and a half months (drought period) and a recovery period of
one month. In all three populations, the seed had high germination capacity, from 80 to
90% on average, with a peak value of 3.2 and germination value of 9.5; however, the
lowest germination capacity was recorded with the seed from the highest altitude, with
only 50%. The breakage of the grass stage varied according to population and altitude.
Water consumption varied in the two growth stages during the drought period; with
plants with grass stage having the lowest consumption at 30% lower than plants without
grass stage, and overall the Wa was -1.1 MPa. On average, aerial biomass of drought
plants with grass stage was 25% lower than plants without grass stage. Water
consumption varied in plants at different altitudes during the drought period, with plants
at the lower and upper limits having the lowest consumption with 10% lower than plants
at 3600 and 3800 m, and overall the Wa was -1.0 MPa. In both studies the plants

showed high resistance to water stress and did not show any wilting symptoms.

Keywords: High mountain, climate change, adaptive characters, germination

parameters; grass stage, water deficit.
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INTRODUCCION GENERAL

Pinus hartwegii Lindl. se encuentra en el limite de la vegetacion arbdrea, a una altura
que va de los 2,800 a 4,200 m (Campos, 1993), también es una de las principales
especies de arboles que junto con los pastizales forma bosques monoespecificos en la
alta montafa. Por crecer en los limites arbéreos es tolerante a las bajas temperaturas,
contribuyen a la recarga de los mantos freaticos y amortiguan los efectos de
contaminacién ambiental (Viveros-Viveros et al., 2009). Las temperaturas extremas
gue se presentan en las altas montafias tienen un rol importante como los principales
reguladores de los procesos fisioldgicos y ecoldgicos de los arboles en altas altitudes,
lo cual ha provocado que estos ecosistemas sean sensible al cambio climatico,
ocasionando condiciones estresantes para la vegetacion en estos ecotonos (Holtmeier
& Broll, 2005; Kdrner, 1998).

Las temperaturas extremas han provocado baja produccién y viabilidad de semilla, baja
germinacion, y baja supervivencia de plantulas (Coop & Givnish, 2008). La adaptacion
de P. hartwegii a las bajas temperaturas la ha vuelto vulnerable al cambio climatico
(Ricker, Gutierrez- Garcia, & Daly 2007).

El aislamiento y la fragmentacion de las poblaciones de esta especie ha ocasionado
una baja capacidad reproductiva, con semilla de baja calidad (Lépez, 1993), lo cual
reduce las posibilidades de regenerar sus poblaciones de manera natural. En las
primeras etapas de crecimiento de esta especie se presenta un crecimiento pausado
del epicotilo, en el cual solo desarrolla abundantes hojas primarias y secundarias
(estado cespitoso), este estado puede tener una duracion de dos a seis afios
(Gonzéalez-Rosales & Rodriguez-Trejo, 2004; Koskela, 2000). El estado cespitoso de
estas especies puede llegar a ser una desventaja ecologica para las plantulas en los
bosque naturales, ya que quedan expuestas a la competencia ecoldgica con hierbas
anuales y por otras especies de rapido crecimiento suprimiendo su crecimiento por

largo tiempo (Brockway, Outcalt & Boyer, 2006).

El aumento de las temperaturas y las bajas precipitaciones son responsables de la

declinacion de los bosques (Choat, Jansen, & Brodribb, 2012). La sequia es un estrés

1



ambiental que afecta negativamente el crecimiento de las plantas (Kramer & Boyer,
1995) e influye en gran manera en los patrones de su distribucion (Engelbrecht et al.,
2007; Kursar et al., 2009). Estos eventos podrian disminuir el habitad natural de P.
hartwegii hasta en un 42 % (Arriaga & GOmez, 2004). En México, se han reportado
cambios en la distribucién altitudinal de P. hartwegii en el Parque Nacional I1zta-Popo,
Nevado de Toluca y Cofre de Perote (lglesias & Tivo, 2006); con una reduccién en la

densidad de los individuos en los limites inferior y superior (Harsch & Bader ,2011).

Actualmente, no existe una estrategia que permita conservar las poblaciones naturales
de P. hartwegii. La variacidbn genética entre poblaciones localizadas en diferentes
gradientes altitudinales es importante para analizar el potencial de la especie para
hacer frente a los efectos del cambio climético, particularmente al incremento en
temperatura y al estrés hidrico (Sadez-Romero, Guzman-Reyna, & Rehfeldt, 2006;
Rehfeldt & Jaquish, 2010).



CAPITULO I. PARAMETROS GERMINATIVOS Y CRECIMIENTO INICIAL EN
PLANTULAS DE TRES POBLACIONES DE Pinus hartwegii Lindl.

1.1. RESUMEN

Pinus hartwegii Lindl. es una de las especies destinadas a la extincion, debido al
cambio climético. La baja cantidad y calidad de semilla producida en los ultimos afios
en rodales de la especie y pobre regeneracion natural, particularmente en limites
altitudinales superiores, amenazan la conservacion de los ecosistemas de alta
montafia. El objetivo del presente trabajo fue 1) analizar la calidad de semilla de P.
hartwegii procedentes de dos poblaciones del Estado de México y una de Veracruz con
sus diferentes origenes altitudinales, y 2) evaluar la variacién en el crecimiento inicial
de plantulas. En las tres poblaciones, la semilla tuvo alta capacidad germinativa, de 80
a 90% en promedio, con un valor pico de 3.2 y valor germinativo de 9.5; sin embargo,
la menor capacidad germinativa se registrd6 con la semilla procedente de la mayor
altitud, con solo el 50%. El rompimiento del estado cespitoso varié segun la poblacién y
altitud. ElI 75% de las plantulas de Veracruz, a los cinco meses de edad, rompieron el
estado cespitoso; en contraste con el de las otras dos poblaciones donde solo menos
del 35% se presentd. Con respecto a la altitud, la mayor altitud favorecio la aceleracién
de la salida del estado cespitoso, en caso de la poblacion de Veracruz y la del Tlaloc;
mientras que en la otra, Nevado de Toluca, se prolongd. Los resultados son discutidos,
pero indican ciertas respuestas de la especie, probablemente a cambios en el clima de

cada poblacién estudiada.

Palabras Clave: Alta montafia, cambio climatico, caracteres adaptativos, calidad de

semillas; estado cespitoso.



1.2.INTRODUCCION

Pinus hartwegii Lindl. se localiza en el limite altitudinal de la vegetacion arbodrea, entre
los 2,800 y 4,200 m (Matos, 1995), donde ha desarrollado estrategias adaptativas que
le permiten coexistir con los eventos naturales de fuego (Rodriguez-Trejo, 2001) y
heladas (Viveros-Viveros, Sdenz-Romero, Lépez-Upton & Vargas-Hernandez, 2007a,
et al., 2009). P. hartwegii forma bancos de semillas transitorios y probablemente
persistentes (Tejeda-Landero, Sanchez-Velasquez, Viveros-Viveros, Aparicio-Renteria,
& Flores-Peredo, 2019). Sin embargo, en las ultimas décadas, diversas actividades
antropogénicas han reducido la densidad de sus poblaciones, afectado negativamente
el banco de semillas y modificado el régimen de fuego en el ecosistema de la especie
(Iglesias & Tivo, 2006); estos ultimos factores, son requeridos para su regeneracion
natural en los diferentes niveles de distribucion altitudinal (Espinoza-Martinez,
Rodriguez—Trejo & Zamudio—Sanchez, 2008).

La variacion genética altitudinal en el crecimiento inicial, dafio por heladas, fenologia
vegetativa y estado cespitoso de plantulas de P. hartwegii se estudié por Viveros-
Viveros et al. (2009), donde las plantas demostraron una asociacién negativa con la
altitud; las plantas de las poblaciones de mayor altitud crecieron menos que las de
menor altitud, pero poco se conoce sobre la variacion de la calidad de semilla
producida por arboles establecidos en diferentes altitudes de poblaciones
fragmentadas y reducidas. Se espera que el cambio climatico genere condiciones que
agudicen la vulnerabilidad de la especie (Ricker, Gutiérrez-Garcia & Daly 2007);
particularmente en las poblaciones localizadas en el limite inferior de su distribucion
altitudinal, donde los arboles productores de semilla son eliminados con mayor

frecuencia (Iglesias & Tivo, 2006).

La disminucién de arboles maduros genera problemas de endogamia, lo que resulta en
produccion de semillas de baja calidad, por su pobre viabilidad, que dan lugar a
plantulas deficientes para su regeneracion natural y artificial (Bonner, Vozzo, Elam &
Land, 1994). La calidad de semilla se define tanto por la capacidad de germinacion

(porcentaje de semillas germinadas en un lapso de tiempo) como el vigor de la semilla



(la velocidad de germinacion) (Perry, 1984); entre mas rapida y homogénea sea la
germinacion, el vigor de la semilla y la uniformidad de la produccion de la planta seran
mayores (Hernandez-Anguiano, Loépez-Upton, Ramirez-Herrera & Romero-

Manzanares, 2018).

El estado cespitoso de las plantulas de P. hartwegii, afecta el establecimiento y
crecimiento inicial de las plantulas, por aspectos de competencia, en condiciones de
campo; aunque esté considerado como una adaptacion al fuego (Koskela, Kuusipalo, &
Sirikul, 1995). La duracion de las plantulas en este estado es variable, puede ser de 6
a 12 afios (Cooling, 1968). En un estudio sobre variacion genética de P. hartwegii, se
encontré que plantas procedentes de mayor altitud se mantienen en estado cespitoso
por mas tiempo que las de menor altitud (Viveros-Viveros et al.,, 2009). Ante la
competencia por especies invasivas, favorecidas por el cambio climatico, el estado
cespitoso se podria prolongar en las plantulas y afectar su crecimiento inicial tal como

en otras especies que presentan este tipo de crecimiento (Cooling, 1998).

El objetivo del presente trabajo fue analizar la calidad de semilla y el crecimiento inicial,
enfatizando en el estado cespitoso, de plantulas de P. hartwegii procedentes de
diferentes altitudes de tres poblaciones, del Estado de México y Veracruz. La hipétesis
fue que la semilla de P. hartweggii de arboles procedentes de sitios de menor altitud,
independientemente de la poblacién, tendran una pobre capacidad germinativa que
afectar4 negativamente el crecimiento inicial de las plantulas, en relacién a las de

altitudes superiores.
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1.3.MATERIALES Y METODOS

La recolecta de conos se realizé en dos poblaciones naturales del Estado de México y
una de Veracruz, México (Cuadro 1.1), se seleccionaron de 5-15 arboles por sitio
altitudinal, los conos recolectados fueron llevados al laboratorio para extraer y procesar
la semilla, eliminando la semilla vana y almacenando solo la semilla llena. El
experimento se llevo acabo en un invernadero del huerto semillero de Pinus leiophylla
Schl. & Cham., ubicado en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. El

experimento se establecid durante la primera semana de febrero del 2019 a finales

Septiembre del 2019.

Cuadro 1.1 Localizacion geografica de

consideradas en el estudio.

las poblaciones de Pinus hartwegii

Poblacién Clave  Altitud Latitud Longitud
Sitio (m)
Monte Tlaloc, Edo. Méx MT36 3600 19°24’ 04.48” 98°44’ 11.55”
MT37 3700 19°24’ 52.11” 98°44’ 29.66”
Nevado de Toluca, Edo. Méx. NT39 3900 19°07’ 47.79” 99°46’ 50.31”
NT40 4000 19°07’ 25.66” 99°46’ 43.77”
NT41 4100 19°07’ 18.93” 99°45’ 11.85”
Cofre de Perote, Veracruz  CP34 3400 19°31° 13.33” 97°09’ 49.65”
CP36 3600 19°31’ 13.33” 97°09’ 51.31”
CP38 3800 19°30’ 19.42” 97°09’ 31.37”
CP40 4000 19°29’ 44 47" 97°09’ 09.27”




Germinacioén

La semilla se germindé en tubete forestal de 310 ml (una semilla por tubete),
previamente llenados con una mezcla de peat moss, agrolita y vermiculita (3:1:1,
respectivamente). Después, los tubetes fueron colocados en charolas de 54 cavidades
en condiciones de invernadero con una temperatura promedio de 24° + 12 °C. La
humedad del sustrato se mantuvo constante. Diariamente se contaron las semillas
germinadas durante 30 dias. Para cada poblacion se ocuparon 400 semillas de P.
hartwegii, total 1200 semillas, las cuales se establecieron en un disefio completamente

al azar con cuatro repeticiones de 100 semillas.

Al final del experimento (30 dias después de la siembra), se evalu6 el porcentaje de
germinacion (capacidad germinativa= (semillas germinadas/semillas totales) * 100); la
energia germinativa a través de la velocidad de germinacion ( GERM50), se determiné
con el nimero de dias que se requirié para obtener el 50% de la capacidad germinativa
y del valor maximo (VP), el cual se determiné dividiendo la germinacion acumulada
entre el nimero de dia de la prueba en que se alcanzd el valor maximo de
germinacién. Por Ultimo, se determiné el valor germinativo como el valor pico
multiplicado por la germinacion promedio (Kolotelo et al., 2001). Las plantulas
producidas, durante los primeros meses, fueron mantenidas en condiciones de

invernadero. El riego se proporcion6d cada cuatro dias o cuando fue necesario.

Evaluacion del crecimiento y desarrollo en plantas

Para evaluar el crecimiento y desarrollo de las plantulas, se utilizd un disefio
experimental completamente al azar, evaluandose 540 plantas distribuidas en las tres
poblaciones. Durante el crecimiento y desarrollo inicial de las plantulas se registro el
namero de hojas cotiledonares (NHC); el rompimiento del estado cespitoso, es decir la
emision y alargamiento de hipocotilo, para evaluarlo se midié la altura a los cinco
meses de edad y, sila planta presentaba una altura = 4 cm se consideré como que ya

habia roto el estado cespitoso; diametro a la base de plantula (DB), diametro de la



yema, tomado con un vernier digital (x0.01lmm); y altura total, tomada con regla

graduada (£0.1 cm).

La siembra se realizo en la primero semana de febrero del 2019 el cual tuvo un periodo
de 30 dias, mientras que la evaluacion del crecimiento de estas plantas se realizd

afinales del mes de septiembre del 2019

Analisis estadistico

Los datos de capacidad germinativa se transformaron con la funcidon arcoseno de la
raiz cuadrada de los datos (f=arcoseno Vn, donde 6 es el dato transformado y n es la
capacidad germinativa sin transformar) para asi mejorar su distribucién normal (Sokal
& Rohlf, 1981). Para determinar la existencia de diferencias significativas entre
poblaciones en los parametros germinativos evaluados se realiz6 un analisis de
varianza mediante el procedimiento GLM del paquete estadistico SAS® (SAS Institute,

2003), el modelo empleado fue:
Yik= M + Ri + Pj +Axi)+ Eijk

Donde Yi es el valor de la caracteristica de la k-ésima altitud anidado en la j-ésima
poblacion en el i-ésima repeticion, p es el efecto de la media general, Ri es el efecto
aleatorio de la i-ésima repeticion, Pj es el efecto del j-ésimo poblacion, Ak es el efecto

de la K-ésima altitud dentro de la j-ésima poblacion y eijk es el error experimental.

Para evaluar las existencia de diferencias significativas entre poblaciones en el
crecimiento y desarrollo temprano de plantulas se utilizé el procedimiento MIXED del
paguete estadistico SAS® version 9.4 (SAS Institute, 2003). El modelo para probar las

diferencias entre procedencias fue:
Yik= M + PitAji+ Eijk

Ddnde: Yi es el valor de la caracteristica de la k-ésima altitud anidado en la i-esima
poblacion, p es el efecto de la media general, Pies el efecto del i-ésima poblacion, A,

es el efecto fijo de la j-ésima altitud dentro de la i-ésima poblacion, y eik es el error
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experimental. El nUmero de cotiledones y de plantas sin estado cespitoso presentaron
distribucion normal de acuerdo con la prueba de normalidad realizada con el
procedimiento UNIVARIATE del SAS® version 9.4 (SAS Institute, 2003).

Posteriormente, cuando existieron diferencias significativas entre poblaciones, las

medias se compararon por diferencias minima significativa (DMS, P=0.05).



1.4.RESULTADOS Y DISCUSION

Variacion entre poblaciones de los parametros germinativos

El analisis de varianza no mostré diferencias significativas entre las tres poblaciones
para los parametros germinativos evaluados, excepto el valor pico (Cuadro 1.2). El
porcentaje promedio de germinacion de las tres poblaciones fue de 90 %; sus valores
extremos fueron de aproximadamente 80 % (semilla procedente del Nevado de Toluca)
y 92 % (semilla del Cofre de Perote) (Cuadro 1.3). Estos resultados son similares a los
que reporta Ortega-Mata, Mendizabal-Herndndez, Alba-Landa & Aparicio-Renteria
(2003), con valores por arriba del 90 % de germinacién de poblaciones de la Ciudad de
México. Altos porcentajes de germinacion indican alta calidad de semilla (Czabator,
1962). Una tendencia similar se registr6 para el valor pico y germinativo, donde la
semilla de la poblacion del C. de Perote tuvo los mayores valores; en contraste con los
mas bajos del Nevado de Toluca (Cuadro 1.3). Resultados similares en estos
parametros germinativos fueron reportados en Pinus leiophylla (Gémez, Ramirez,
Jasso & Lopez, 2010), donde los autores argumentan que los valores altos en estos
pardmetros indican alta calidad de la semilla, ya que tanto el valor pico como el

germinativo son indicadores del vigor de la semilla (Kolotelo et al., 2001).

Para las tres poblaciones incluidas en el presente estudio, los parametros evaluados
presentaron valores altos, por lo que se descarta algun problema de endogamia a
causa de poblaciones de Pinus hartwegii reducidas. Sin embargo, es necesario llevar a
cabo un estudio a mayor detalle en aspectos de censo forestal, en las tres poblaciones,
para poder analizar el estatus de los indices reproductivos y su relacion con los

procesos de regeneracion natural.

10



Cuadro 1.2. Valor de P del ANOVA estimados entre poblaciones y sub poblaciones
(altitudes) para los parametros germinativos

Fuente de variacion Capacidad Valor pico Valor germinativo
germinativa %
Poblacion 0.18 0.0001 0.62
Altitudes (poblacion) 0.0001 0.0004 0.0001

Cuadro 1.3. Comparacion de medias (x error estandar) de la capacidad germinativa,
valor pico y valor germinativo de las poblaciones y sub poblaciones (altitudes) de Pinus
hartwegii.

Altitud (m) Capacidad Valor pico Valor germinativo
germinativa %
CP 3400 95.45+2.82 b 3.0840.11 ¢ 10.79+0.14 e
CP 3600 91.81+2.12d 3.46+£0.28 b 12.02+0.70 d
CP 3800 94.54+2.82 ¢ 3.1240.17 ¢ 10.97+0.68 e
CP 4000 87.27+£1.60 f 3.90+£0.15 a 12.46+0.70 ¢
Media CP 92.27+3.67 a 3.52+0.38 a 11.56+0.79 a
MT 3600 84.54+2.82 f 2.55+0.65d 9.11+0.07 e
MT 3700 98.18+2.12 a 3.71+0.22 b 13.58+0.70 b
Media MT 91.36+9.64 a 3.13+0.77 b 11.34+2.35 a
NT 3900 90.90+1.97 e 3.55+0.28 b 12.17+0.41 ¢
NT 4000 95.45+1.73 b 4.0840.11 a 14.21+0.70 a
NT 4100 50.90+2.75 f 1.65+0.21 e 3.31+0.07 f
Media 79.08+24.51 a 3.11+1.15b 9.89+5.04 a

Monte Tlaloc (MT), Nevado de Toluca (NT) y Cofre de Perote (CP).

La curva de germinacién de los lotes de semilla de Pinus hartwegii de las tres
poblaciones presentaron una tendencia similar, con valores altos de germinacion
(Figura 1.1, a y b); Sin embargo, las semillas de la poblacion Cofre de Perote

germinaron con mayor velocidad, seguida de las del Nevado de Toluca; mientras que
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la sub poblacion del Monte Tlaloc proveniente de una altitud de 3700 m fue la mas
lenta en germinar (Cuadro 1.3). Porcentajes (80-95 %) de germinacion similares se
reportaron en semillas de Pinus hartwegii recolectadas en el Cofre de Perote con
diferente origen altitudinal (Tejeda-Landero, Sanchez-Veladsquez, Viveros-Viveros,

Aparicio-Renteria & Flores-Peredo, 2019).
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Figura 1.1. Curva de germinacion acumulada de semillas de Pinus hartwegii: a) del
Monte Tlaloc (3600 m [MT36] y 3700 m [MT37]) y Nevado de Toluca (3900 m [NT39],
4000 m [NT40] y 4100 m [NT41]) en el Edo. de Méx. b) Cofre de Perote, Ver. (3400 m
[CP34], 3600 m [CP36], 3800 m [CP38] y 4000 m [CP40]).

Variacion altitudinal de los parametros germinativos

A nivel de subpoblacion (altitud) anidada en poblacion también se encontraron
diferencias significativas en todos los parametros germinativos evaluados (Cuadro 1.2).
Aungue con diferencias, todos los valores de los parametros estudiados fueron altos e
indican una buena calidad de semilla producida a diferentes altitudes; excepto para la
de mayor altitud del Nevado de Toluca. Las semillas de los arboles del Nevado de
Toluca (NT) localizados a mayor altitud (4100 m) tuvieron valores menores y muy
contrastantes en capacidad germinativa, valor pico y valor germinativo de 47, 47y 70
%, respectivamente; con respecto a los mejores valores registrados en otras altitudes
(Cuadro 1.3). Resultados similares han sido publicados en otros estudios con el mismo
P. hartwegii, pero en poblaciones del Ajusco (CDMX) con una capacidad germinativa

de 98% (Ortega-Mata et al., 2003). Aunque la variacion en la capacidad germinativa
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entre diferentes altitudes, particularmente en nuestro estudio con la de mayor altitud,
pude ser causa de las diferencias climatoldgicas y geograficas en las que se desarrolla
esta conifera; la reduccion y fragmentacion de estos rodales naturales en su limite
altitudinal también debe considerarse, ya que afecta de gran manera la calidad de
semilla (Harsch & Bader, 2011). El deterioro y fragmentacién de las poblaciones tiene
mayor riesgo en los limites altitudinales superiores con un impacto negativo en los

indices reproductivos de la especie (Bonner et al., 1994; Edwards & El-Kassaby, 1995).

Caracteristicas morfologicas y crecimiento de plantulas

Se encontraron diferencias significativas entre poblaciones y altitudes dentro de
poblaciones para las caracteristicas morfolégicas y crecimiento de P. hartwegii (Cuadro
1.4). El nimero de hojas cotiledonares present6 poca variacion entre poblaciones, con
valores promedio entre los cinco y seis cotiledones por planta. Las plantulas
procedentes de semillas del M. Tlaloc y C. de Perote presentaron el mayor porcentaje
de plantula con cinco hojas cotiledonares; mientras que las del N. de Toluca presentd
mayor frecuencia de plantulas con 6 hojas cotiledonares (Cuadro 1.5). Plantulas con
tres y ocho hojas cotiledonares fueron minimas (2.5 y 0.8 % respectivamente). Los
cotiledones son formados y definidos durante el desarrollo del embrion y son los
primeros 6rganos fotosintetizadores de la planta; por lo que el crecimiento inicial tiene
relacion con los cotiledones presentes (Daniel, Helms & Baker, 1982). Dentro de las
especies de coniferas en las primeras etapas de desarrollo hay una gran variacién

entre estos (Niembro & Fierros, 1990).
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Cuadro 1.4. Valor de P del ANOVA estimados entre poblaciones y sub poblaciones
(altitudes) para las caracteristicas morfoldgicas y crecimiento de plantulas de Pinus
hartwegii del Edo. de México y Veracruz.

Fuente de Caracteristicas morfologicas

Variacion NHC Didmetro  Altura D. de Yema REC
Poblacion 0.06 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
Altitud 0.05 0.0001 0.0001 0.0117 0.0001
(poblacion)

NHC= numero de hojas cotiledonares, D. de Yema = diametro de la yema, REC=

rompimiento del estado cespitoso.

Cuadro 1.5. Valores de frecuencia de hojas cotidelonares de las subpoblaciones de
Pinus hartwegii. del Monte Tlaloc y el Nevado de Toluca en el Edo. de México y Cofre
de Perote, Ver.

Subpoblacion Numero de hojas cotidelonares (%)
3 4 5 6 7 8
CP 3400 1.7 38.3 40 15 5
CP 3600 6.7 25 41.7 20 6.7
CP 3800 1.7 15 45 31.7 5 1.7
CP 4000 0 30 40 23.3 5 1.7
MT 3600 0 11.7 51.7 35 1.7 0
MT 3700 1.7 16.7 58.3 23.3 0 0
NT 3900 0 11.7 21.7 46.7 15 5
NT 4000 0 8.3 30 38.3 18.3 5
NT 4100 0 3.6 37.5 46.4 12.5 0
Media general 1.3 17.8 40.6 31.1 8.6 1.5

El porcentaje del rompimiento del estado cespitoso vario de manera significativa entre
poblaciones y altitudes (Cuadro 1.6). En general, las plantulas iniciaron el rompimiento

del estado cespitoso a los cinco meses de edad. Las del Cofre de Perote presentaron
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el mayor porcentaje de rompimiento del estado cespitoso; mientras que las del Monte

Tlaloc fueron las de menor porcentaje (Figura 1.2 y Cuadro 1.6).

Cuadro 1.6. Medias (x error estdndar) de caracteristicas morfoldgicas y crecimiento de

plantulas de Pinus hartwegii.

Poblaciones Caracteristicas morfolégicas

AT DB DY NHC REC

(cm) (mm) (mm) (%)
CP 3400 9.21+0.40a 6.76x0.20de  4.42+0.17a 4.83t0.11c 51.00+2.50c
CP 3600 8.81+ 0.26 a 6.48+0.13 e 4.18+0.06 b  4.96+0.14c  63.00+1.06 b
CP 3800 9.82+0.32 a 7.07£0.15d  4.30+0.09ab 5.29+0.21ab 84.00tl1.41 a
CP 4000 8.76+0.27 b 7.17+0.22d 4.37+0.14a 5.09+0.08 bc 81.00+1.42 a
Media CP 9.15+0.17 a 6.87+0.10 c 4.30+0.06 a  5.03+0.07 b 69.75+7.78a
MT 3600 5.71+0.50d 8.71+0.14 a 3.90+0.14c 5.07£0.03 bc  19.00+0.50 ef
MT 3700 6.84+0.31 c 9.01+0.12 a 3.95+0.15¢ 5.27+0.06 ab  24.50+1.50 e
Media MT 6.32+0.33 b 8.86+0.10 a 3.97+0.10b  5.19+0.04b  22.10+2.75c
NT 3900 7.27+0.29 bc  8.06%0.19 b 3.93+0.06 ¢  5.75+0.31a  45.50+1.63 c
NT 4000 6.66+0.28 cd  8.52+0.09b  4.12+0.17 bc 5.81+0.26a  39.50+1.22d
NT 4100 5.48+0.24 d 7.95+0.21 bc  3.81+0.09c  5.55+0.05b 17.50+0.81 f
Media NT 6.65+0.24 b 8.18+0.11 b 4.28+0.07b  5.75+0.13a 34.20t8.51b

AT= altura total, DB= didmetro en la base, DY= diametro de la yema, NHC= namero de

hojas cotiledonares, REC= rompimiento del estado cespitoso.

Las plantas del Cofre de Perote y Monte Tlaloc presentaron un patron de rompimiento
del estado cespitoso similar, el cual consistio en que a mayor altitud mayor nimero de
plantas rompieron el estado cespitoso; mientras que las plantulas provenientes de
menor altitud presentaron menor porcentaje de rompimiento (Figura 1.3). En contraste
con las del Nevado de Toluca, las cuales presentaron un patron inverso, en el que las
plantulas de menor altitud presentaron mayor rompimiento del estado cespitoso y las
de mayor altitud menor porcentaje (Cuadro 1.6). Después de ocho meses de edad, el

90 % de todas las plantulas rompieron el estado cespitoso.
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Figura 1.2. Porcentaje de plantulas de Pinus hartwegii con rompimiento del estado
cespitoso a los cinco meses de edad.
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Figura 1.3. Porcentaje de plantulas de P. hartwegii que rompieron el estado cespitoso,
después de nueve meses de edad, por poblacién y altitudes anidadas en poblacién.
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El estado cespitoso, que se puede prolongar hasta por siete afos, es controlado
genéticamente y considerado como una estrategia adaptativa para sobrevivir ante
incendios y condiciones de sequia (Gonzalez-Rosales & Rodriguez-Trejo, 2004;
Koskela, Kuusipalo, & Sirikul, 1995); aunque esta condicion no es deseable durante su
produccion en vivero y establecimiento de plantaciones. Los patrones de variacion del
estado cespitoso observados en nuestro estudio, entre poblaciones y altitudes, dejan
entrever la existencia de diferentes niveles de control genético en cada poblacion,
probablemente generado por las diferentes condiciones (temperatura, humedad,
incidencia de incendios) imperantes en cada altitud (Bader, Rietkerk & Bregt, 2007,
Harsch & Bader, 2011). Es necesario realizar mayores estudios, al respecto, para
confirmar esta posibilidad. Ventajas y desventajas de la aceleracion en el rompimiento
del estado cespitoso deben ser evaluadas con estudios en condiciones de campo, para
analizar la vulnerabilidad de esta condicién a los cambios de temperatura, sequia e
incendios (Holtmeier & Broll, 2005; Kdrner, 1998); la respuesta ante estas condiciones
en el crecimiento y desarrollo estard en funcion de la especie (Jobbagy & Jackson,
2000).

Por tener un crecimiento inicial pausado del epicotilo (estado cespitoso) al igual que
Pinus montezumae Lamb. el cual puede presentarse por un periodo de dos a seis afios
(Gonzalez-Rosales & Rodriguez-Trejo, 2004; Koskela, 2000), esto puede llegar a ser
un problema para las plantulas de P. hartwegii en los bosque naturales quedando
expuestas a la competencia ecologica por hierbas anuales o pastos suprimiendo su
crecimiento por largo tiempo (Brockway, Outcalt & Boyer, 2006). Algunos autores
atribuyen que la suspension temporal del crecimiento del epicotilo en especies de
coniferas puede ser una adaptacién que permite la resistencia a factores de estrés

(Viveros-Viveros & Vargas-Hernandez, 2007).

Al final del estudio, el crecimiento y desarrollo de las plantulas de P. hartwegii,
mostraron diferencias estadisticamente significativas. Con relacion a las plantas del
Monte Tlaloc (que resultaron las mas pequefas), las plantas del Cofre de Perote
fueron 25% mas altas, con un desarrollo y crecimiento de yema apical superior al 85%,

pero con didmetro menor al 20% con respecto a las del Edo. de México (Cuadro 1.6).
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Benavides-Meza et al. (2011), también sefala la misma tendencia en el crecimiento de
didmetro (5.99 mm) y altura (10.5 cm) en plantas de P. hartwegii del C. de Perote,
respecto a otras poblaciones del Estado de México y Ciudad de México. Esto se
explica por el rapido rompimiento del estado cespitoso que tuvieron las plantas de
Cofre de Perote en el presente trabajo, donde se supone que mayor cantidad de
sustancias de reserva fueron destinadas al crecimiento en longitud y desarrollo de
yema apical; mientras planta en estado cespitoso continuaron su nulo o poco
crecimiento en altura y destinaron su crecimiento en didmetro y raiz (Brockway et al.,
2006; O’Brien, Hiers, Callaham, Mitchell & Jack, 2008). Por lo que la aceleracion del
rompimiento del estado cespitoso mejord el crecimiento en altura de las plantas de P.
hartwegii. El crecimiento temprano de las plantas bajo condiciones naturales e
invernadero con mayor vigor, durante la fase de crecimiento exponencial, seran las
mas eficientes en suministrarse del medio de crecimiento como agua, luz y los
nutrimentos disponibles (Repo, 1992); y asi mismo tener un alto porcentaje de

supervivencia cuando se establezcan en condiciones de campo (Villar et al., 2004).

En cuanto a la formacion de la yema (didametro de yema), las tres poblaciones
presentaron esta caracteristica (95%) (Figura 1.4). En el lugar de origen y bajo sus
condiciones naturales la especie presenta un crecimiento continuo, durante la época
de evaluacion respondiendo a las condiciones ambientales correspondientes al verano
y otofio con un crecimiento continuo y mediante la formacién de yemas. Las
poblaciones de coniferas tienden a diferenciarse genéticamente y en sus patrones de
crecimiento tales como la elongacién de la yema, resistencia a los factores adversos,
en respuesta a los cambios en los rangos de temperatura ambiental (Benowicz,
L’Hirondelle & El-Kassaby, 2001; Oleksyn, Reich, Tjoelker & Chalupka, 2001).
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Figura 1.4. Diferencia entre la formacion de la yema en plantas; a) con estado
cespitoso y b) sin estado cespitoso, de Pinus hartwegii.
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1.5.CONCLUSIONES

La semilla de Pinus hartwegii producida por los arboles de las tres poblaciones
consideradas en este estudio, resulto de buena calidad; independientemente del nivel
altitudinal del sitio. Se descartan problemas de endogamia, excepto en la semilla de los
arboles localizados en el sitio de mayor altitud (4100 m) correspondiente al Nevado de
Toluca, debido a sus bajos porcentajes de germinacion registrados. La aceleracion del
rompimiento del estado cespitoso y por lo tanto el inicio del crecimiento inicial en altura
de las plantulas de Pinus hartwegii depende de la poblacién y del nivel altitudinal,
indicando variacién adaptativa, segun condiciones del sitio, en el control genético de la
ontogenia temprana de la especie. Plantulas de Pinus hartwegii con menor tiempo en
estado cespitoso presentan mayor crecimiento en altura y mejor formacion de yema

principal, pero menor crecimiento en diametro.

20



CAPITULO Il. EFECTO DE LA SEQUIA EN EL CRECIMIENTO DE PLANTULAS DE
Pinus hartwegii Lindl. CON ESTADO Y SIN ESTADO CESPITOSO.

2.1.RESUMEN

Plantulas de Pinus hartwegii Lindl. con diferente estado de crecimiento (con y sin
estados cespitoso) fueron sometidas a déficit hidrico, con la finalidad de estudiar su
respuesta en términos de consumos, potencial hidrico (Wa), crecimiento en altura y
diametro a la base de planta, componentes y asignacion de biomasa. El experimento
en invernadero incluyo dos niveles de humedad del suelo (S1 riego y S2 sequia)
durante tres meses y medio (periodo de sequia) y un periodo de recuperacién de un
mes. El consumo de agua varié en los dos estados de crecimiento durante el periodo
de sequia; siendo las plantas con estado cespitoso las de menor consumo con un 30%
menor que las plantas sin estado cespitoso, y en general el Wa fue de -1.1 MPa. La
acumulaciéon de biomasa fue afectada significativamente (P=0.001) en las plantas con
y sin estado cespitoso. En promedio, la biomasa aérea de las plantas en sequia con
estado cespitoso fue 25% menor que las planta sin estado cespitoso. En ambas
condiciones de crecimiento las plantas presentaron una alta resistencia al estrés

hidrico y no presentaron ningin sintoma de marchitamiento.

Palabras Clave: estrés hidrico, Pinus hartwegii, estado cespitoso, consumo de agua,

potencial hidrico, asignacién de biomasa.
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2.2.INTRODUCCION

Pinus hartwegii Lindl. se distribuye en el limite de la vegetacion arbdrea de los
volcanes mas altos del Eje Volcanico Transversal de México y en las partes altas de
las montafias de Guatemala, a una altitud que va de los 2,800 a 4,200 m (Matos, 1995;
Gernandt & Pérez-de la Rosa, 2014). Esta especie es importante en la regulacién del
ciclo hidrologico, producto del deshielo de los volcanes, en la contribucion de la recarga
de los mantos fredticos y en la amortiguacion de los efectos de la contaminacion
ambiental (Viveros-Viveros et al.,, 2009). Desafortunadamente las poblaciones
naturales de esta especie se encuentran reducidas y fragmentadas por causas
naturales y antropogénicas (LOpez-Upton, Jasso-Mata, Vargas-Hernandez & Ayala,
1993). Ademas, P. hartwegii se considera como susceptible al calentamiento global
(Hernandez, Gutiérrez, Almeida, & Ordofiez, 2005); por lo que las altas temperaturas y

los eventos de sequia pondrian en riesgo su supervivencia (Hernandez et al., 2005).

El estrés hidrico limita la regeneracion natural y el establecimiento inicial de las
plantulas, provocando la declinacion de los bosques (Choat, Jansen & Brodribb, 2012).
Sin embargo, la variabilidad genética entre las especies forestales y la plasticidad
adaptativa son los principales mecanismos que les permiten a los individuos de las

especies arboreas adaptarse a las condiciones de sequia (Valladares et al., 2014).

En las plantas, el cierre de los estomas es una de las respuestas inmediatas a la
sequia para evitar la pérdida de agua por transpiracion y mantener los potenciales

hidricos en las células (Wu, Ballif & Huang, 2006).

Por otra parte, P. hartwegii logra sobrevivir a incendios forestales frecuentes que
ocurren en su habitat natural, gracias a la condicién cespitosa que presenta durante
sus etapas de plantula; esta caracteristica consiste en el nulo crecimiento del epicotilo
y desarrollo abundante de hojas secundarias, que protegen a la yema principal, este
caracter adaptativo en plantulas de P. hartwegii puede permanecer de dos a seis afos
en campo (Gonzalez-Rosales & Rodriguez-Trejo, 2004). Sin embargo, las plantas

pueden salir del estado cespitoso durante la produccién en vivero cuando se aplican
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tratamientos de fertilizacion o bien naturalmente (Sung, Dumroese, Pinto & Sayer,
2019).

La condicion cespitosa es una caracteristica que podria aumentar la sensibilidad a la
sequia, ya que el area foliar que desarrollan las plantulas implicaria mayor
transpiracion de las mismas; ademas, bajo condiciones de estrés hidrico, el rapido
crecimiento debe ser una prioridad para el establecimiento de las plantulas ante
eventos de sequia (Hart, O'Keefe, Augustine, & McCulloh, 2019). Por lo que durante la
regeneracion natural de P. hartwegii, las plantulas en estado cespitoso pueden ser
afectadas negativamente por la sequia. Entonces la reforestacion asistida de P.
hartwegii debera realizarse con plantas que ya no presentan estado cespitoso para

favorecer la supervivencia durante el establecimiento de las plantaciones.

Estudiar el manejo del estrés hidrico de las plantas de P. hartwegii con y sin estado
cespitoso, permitira saber las ventajas o desventajas de esta condicion adaptativa ante
los eventos de sequia que se pronostican con el cambio climéatico. En la presente
investigacion, el objetivo fue comparar la respuesta a la sequia controlada de plantas
de Pinus hartwegii con y sin estado cespitoso. La hipétesis fue que la respuesta a la
sequia de plantulas de P. hartwegii con y sin estado espitoso es diferente en cuanto a
la supervivencia, crecimiento, fisiologia; se espera que las plantas con estado

cespitoso sean las mas afectadas por el estrés hidrico.
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2.3.MATERIALES Y METODOS

Recolecta de Conos

La recolecta de conos se realizé en dos poblaciones naturales del Estado de México y
una de Veracruz, México (Cuadro 2.1). Para lo que se seleccionaron de 5 a 15 arboles
por sitio, considerando la presencia de conos y la ausencia de plagas. Los conos
recolectados fueron llevados al laboratorio para extraer y procesar la semilla,

eliminando la semilla vana y almacenando solo la semilla llena.

Cuadro 2.1. Localizacion geografica de nueve poblaciones de Pinus hartwegii
consideradas en el estudio.

Poblacién Clave Altitud Latitud Longitud

Sitio (m)
Monte Tléloc, MT36 3600 19°24’ 04.48”  98°44’ 11.55”
Estado de México MT37 3700 19°24’ 52.11” 98°44’ 29.66”
Nevado de Toluca, NT39 3900 19°07’ 47.79” 99°46’ 50.31”
Estado de México NT40 4000 19°07’ 25.66” 99°46’ 43.77”
NT41 4100 19°07° 18.93”  99°45’ 11.85”
Cofre de Perote, CP34 3400 19°31° 13.33”  97°09’ 49.65”
Veracruz CP36 3600 19°31°13.33”  97°09’ 51.31”
CP38 3800 19°30° 19.42”  97°09’ 31.37”
CP40 4000 19°29’ 44 47"  97°09’ 09.27”

Localizacion del experimento

En la primera semana de febrero del 2019, se realiz6 la siembra en charolas de 54
cavidades con tubetes de 310 ml para lo que se us6 una mezcla de peat moss, agrolita
y vermiculita, en proporcion volumétrica de 3:1:1, en el invernadero del huerto semillero
de Pinus leiophylla Schl. & Cham; ubicado en el Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, Texcoco, Edo. Méx; a 19°29" LN y 98°53°LO, a una altitud de 2,250 m.
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Manejo de planta

Las plantulas producidas fueron mantenidas en condiciones de invernadero. El riego se
proporciond cada cuatro dias o cuando fue necesario. La fertilizacion se realiz6 cada
15 dias, consistio en que durante los primeros cuatro meses de crecimiento se aplico el
fertilizante Peters Professional® de macro y micro nutrimentos a base de nitrégeno,

fésforo y potasio en proporciones de 10-30-20, respectivamente.

A los cinco meses, independiente de la poblacién se realizé una seleccion al azar,
considerando las plantas que habian salido del estado cespitoso y en mismo numero
aquellas que todavia se encontraban en dicho estado, 45 plantas por cada estado de
crecimiento. En ambas condiciones se escogieron plantas homogéneas en cuanto a su
tamafio y morfologia. Posteriormente las plantas se trasplantaron a tubetes de 1 L,
para lo que como sustrato se usé una mezcla de peat moss, agrolita y vermiculita, en
proporcién volumétrica de 3:1:1, respectivamente. Al sustrato no se afadio fertilizante
debido a que éste ocasiona interaccidén en la tolerancia al estrés (Villar, Pafiuelas &
Jacobs, 2013). Previamente a la mezcla se le realizdé un andlisis en el laboratorio de
fisica de suelo en el Colegio de Postgraduados Campus Montecillo. El pH fue de 6, con
porosidad de 86 % y con densidad aparente de 0.1 Mg/m3. Finalmente, para establecer
el nivel de humedad a aplicar en el tratamiento de sequia, se determiné la capacidad

de campo (-0.02 MPa) y el punto de marchites permanente (-1.5 MPa).

Establecimiento del experimento

El experimento se establecid en la segunda semana de diciembre del 2019. El
experimento tuvo un disefio experimental en bloques completos al azar con parcelas
divididas. El factor humedad del suelo, se consideré6 como la parcela grande y, tuvo
dos niveles: riego (S1) y sequia (S2); y a la parcela chica, fue la condicidon cespitosa y
tuvo, dos niveles: con (C1) y sin estado cespitoso (C2). Se utilizaron seis plantas por
unidad experimental y el experimento fue replicado 15 veces, utilizando un total de 180
plantas en el experimento; 90 plantas con y sin estado cespitoso y, por ambiente de

humedad.
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Para mantener los niveles de humedad en el sustrato, se utilizé el método gravimétrico.
En el tratamiento de riego la humedad fluctu6 de 85 a 70 % de humedad; mientras que
en el de sequia fluctué de 25 a 10 % de humedad. El agua se repuso cuando se

alcanzo el minimo de humedad para cada tratamiento (Figura 2.1).

100 -+

60 —+

40 +

Humedad del suelo {%)

20 +

1 42 49 56 63 70 77 84 91 98 105
Tiempo (dias)

e Ricgo (S1) Sequia (S2)

Figura 2.1. Dinamica del contenido de humedad del sustrato empleado en los
tratamientos de Riego (S1) y Sequia (S2) aplicados a planta de Pinus hartwegii
procedente de nueve procedencias.
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2.4.VARIABLES EVALUADAS

Consumo de agua

Para evaluar el consumo de agua de las plantas durante el periodo de sequia, se utilizd
una balanza digital con precision de 0.001 g. El consumo de agua se registré cada
siete dias. Para evitar la pérdida de agua, los tubetes fueron cubiertos con bolsa de
polietileno en la parte inferior y para contrarrestar la evaporacion por parte del sustrato
en la parte superior, se trasplantaron 20 plantas en tubetes de la misma capacidad y
con el mismo sustrato, se cort6 la parte superior de las plantas; 10 plantas bajo riego
(S1) y 10 en sequia (S2). El peso de las macetas con y sin plantas se determiné a las
7:00 h de la mafana y la diferencia se le atribuyo a la transpiraciéon. Con los datos
obtenidos durante el periodo de sequia, se calculd el consumo diario promedio por

plata en cada uno de sus dos estados de crecimiento.

Potencial hidrico

El potencial hidrico de la planta se estim6 en el dia 105 al final del periodo de sequia
con el método de balance de presiones (Scholander, Hammel, Bradstreet &
Hemmingsen, 1965) usando una camara de presion tipo Scholander (Modelo 3005,
Soilmoisture Equipment Corp.). La prueba se realiz6 antes del amanecer, entre las
4:00 y 5:30 h del dia. Se utilizé una muestra aleatoria de 72 plantas; 36 de planta con
estado cespitoso y 36 sin estado cespitoso, por cada tratamiento de humedad. A cada
planta se le cort6 el tallo desde la base de la raiz, y entonces se introdujo a la camara
de presion, con el corte expuesto al exterior; fue sometido gradualmente a la presion
del gas de nitr6geno. Se registro la presion (MPa) hasta que la primera gota de savia
fue emitida en el sitio de escisidn, que representa la tension a la cual la savia era

retenida en el xilema (Boyer, 1995).
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Crecimiento

Al inicio del experimento en el dia uno y al final de la sequia (105), en cada una de las
plantas se registro la altura y el diametro a la basa de planta (DB), con esto se estimo
el incremento de estas variables. Las variables fueron registradas con una regla
graduada (£1mm) y un vernier digital (+£ 0.1 mm). Al finalizar el periodo de sequia se
muestrearon 36 plantas con y sin estado cespitoso por tratamiento, separando la parte
aérea (tallo) y la raiz, para determinar la biomasa total de cada una de las partes. Para
el cual, el sistema radicular fue lavado cuidadosamente para poder contar las raices
nuevas (raices con puntas blancas) en cada una de las plantas. En seguida, ambas
secciones se depositaron en bolsas de papel, y se colocaron en una estufa de secado
al 70 oC hasta alcanzar un peso constante. Se realizaron mediciones de crecimiento y
acumulacién de biomasa: al inicio, el dia 1; el dia 105, correspondiente al ultimo dia de
sequia; y el dia 145 (después de 35 dias de recuperacion de humedad), el dltimo dia

de recuperacion.

Disefio experimental

Para el andlisis de las variables fisiolégicas (consumo de agua y potencial hidrico) y

morfoldgicas (altura y diametro), se utilizo el siguiente modelo estadistico:
Yijk= U + Bk + Si + Cj + SBik+ SCii + €ijk

Donde Yik es el valor observado en el I-ésimo individuo del K-ésimo estado de
crecimiento, en el j-ésimo bloque anidado en el i-ésimo nivel de humedad.u es la media
general; Si es el efecto fijo del i-ésimo nivel de humedad (SO y S1); C;j es el efecto fijo
del j-ésimo estado de crecimiento (con y sin estado cespitoso); Bk es el efecto aleatorio
de los bloques (1, 2, 3, 4...15 bloques ), SBik es el efecto fijo de la interaccion del nivel
de humedad con los bloques (error de la parcela grande); SCij es el efecto aleatorio de
la interaccion del nivel de humedad con el estado de crecimiento; y eik es el error

experimental de la parcela chica.
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Los datos del nimero de raices nuevas se transformaron con la funcidén arcoseno de la
raiz cuadrada de (6=arcoseno Vn, donde 6 es el dato transformado) para asi mejorar
su distribucién normal (Sokal & Rohlf, 1981).
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2.5.RESULTADOS Y DISCUSION

Consumo de agua

El analisis de varianza mostro diferencias significativas (p<0.003) entre las condiciones
de crecimiento de las plantas (con y sin estado cespitoso) en el consumo de agua bajo
las dos condiciones de humedad durante el tratamiento de sequia. En general, las
plantas sometidas a sequia redujeron la tasa de consumo de agua en mas del 58%

con respecto a las de riego (Cuadro 2.2).

Las plantas en la condicién de sequia (S2), en las primeras semanas de tratamiento,
registraron un menor consumo de agua que las plantas con riego (S1); sin embrago, en
las siguientes cuatro semanas las plantas de ambas condiciones de crecimiento (con y
sin estado cespitoso) tuvieron un ajuste y la diferencia en consumo de agua se redujo,
después de la sexta semana, esta diferencia se fue incrementando hasta el final del
tratamiento, al decaer el porcentaje de humedad en el suelo se redujo el consumo de
agua; esto permite mantener condiciones adecuadas de humedad durante un periodo
de sequia, lo cual podria reducir el impacto de los dafios en las plantas (Martinez—

Trinidad, Vargas-Hernandez, Mufioz-Orozco & Lépez-Upton, 2002) (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Consumo promedio de agua en a) plantas con estado cespitoso y b)
plantas sin estado cespitoso de Pinus hartwegii Lindl. sometidas a dos condiciones de
humedad: riego (S1) y sequia (S2). n=45.

Cuadro 2.2. Tasa de consumo de agua en plantas con y sin estado cespitoso de Pinus
hartwegii en dos niveles de humedad, durante un periodo de 150 dias.

Tratamiento Tasa de consumo de agua (mL dia™)

Humedad Cespitoso (C1) No Cespitoso (C2) Total
Con riego (S1) 86+0.14a 11.0+£0.14 a 9.840.14
Sequia (S2) 3.9+0.07 b 42+0.08b 4.0+0.07

S1-S2 4.7 6.8

El consumo de agua dependié de la condicion cespitosa de las plantas, ya que tanto
en riego como en sequia, las plantas que ya habian salido del estado cespitoso (C2)
tuvieron una tasa promedio de consumo de 30% superior a las de estado cespitoso
(Cuadro 2.2). EI menor consumo de agua mostrado por las plantas en estado
cespitoso, en ambas condiciones de humedad debe estar relacionado con la latencia
gue experimenta la planta. Aunque se ha sefialado que durante la condicion cespitosa
la planta incrementa la produccién de follaje y el crecimiento en raiz, la planta se
encuentra en latencia y con un metabolismo reducido, por lo que su demanda de agua
es menor; mientras que las plantas que ya salieron de dicho estado se encuentran en

crecimiento activo y su demanda de agua se incrementa; ya que en condiciones

31



favorables las plantas de hoja larga pueden llegar a crecer mas de 30 cm en altura en

una sola temporada (Wahlenberg, 1946)

La disponibilidad de agua en el suelo afecto la tasa de consumo por las plantas bajo
sequia; las plantas bajo el tratamiento de sequia disminuyeron el contenido de
humedad del sustrato. Esto genera menores potenciales hidricos del suelo. Todo esto
sugiere una estrategia para evitar potenciales de agua muy bajos y mantener un
balance hidrico favorable; realizando varios ajustes estructurales y fisiolégicos en la

planta.

Rook, Swanson & Cranswick (1977) reportaron que la baja disponibilidad de agua
afecta en primer lugar al diametro de la base y el desarrollo de raices, siguiendo con
las demds caracteristicas fisiologicas como el cierre estomatico (Albaugh, Allen,
Dougherty, Kress & King 1998); asi mismo reduciendo la acumulacion de biomasa
(Watt, Whitehead, Mason, Richardson & Kimberley, 2003; Espinoza, Magni, Martinez &
Ivkovic, 2013). En la presente investigacion se encontré que la alta resistencia a la
sequia de la planta de Pinus hartwegii se debe a una mayor eficiencia en el consumo
de agua, esto al tener un mejor desarrollo de raices para la absorcion de agua, este
desarrollo se favorece durante el periodo que la planta permanece en estado

cespitoso.

Potencial hidrico (Wa)

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre las condiciones de crecimiento
de las plantas (con y sin estado cespitoso) en el Wa, bajo las dos condiciones de
humedad durante el tratamiento de sequia (Cuadro 2.3), el Wa tuvo un decremento
ligeramente mayor en las plantas no cespitosas (-1.18) que en las cespitosas (-1.14)
(Figura 2.3). ElI Wa de las plantas sin riego disminuyo después de haber perdido el 70
% de humedad en el sustrato. Al final del dia 105, los Wa de las plantas sometidas a
sequia alcanzé un valor de menor de -1.1 Mpa para ambas condiciones de crecimiento

de la planta.

32



o
—_—

0 . Tiempo (dias) ) ) 0 . Tiempo (dias) ‘ . b)
1 105 135 1 105 135

w-02 1 w-02 +
= =
o044 : N o041t
o — o
- ~— e — * o
£-06 T ~ - ] = 06 +
508+ 508+
o [=]

1 1

T
12 4 ! 1.2
—+ C151 C152 —4—C251 —=«C252

Figura 2.3. Potencial hidrico del tallo de plantulas de Pinus hartwegii bajo los dos
tratamientos de humedad [con riego (S1) y sequia (S2)] aplicados durante un periodo
de 105 dias y posteriormente 30 dias con riegos de recuperacion. a) plantas con
estado cespitoso (C1) y b) plantas sin estado cespitoso (C2).

Cuadro 2.3. Valor de P del ANOVA del potencial hidrico del tallo de los dos estados de
crecimiento de Pinus hartwegii en dos niveles de humedad. En dos fechas de muestreo
durante un periodo de 105 dias de sequia progresiva (Dia 1 y 105) y otro después de
30 dias de recuperacion (145R).

Fuente de Potencial hidrico
Variacion Dia 0 Dia 105 Dia 145R
Humedad (H) 0.0001 0.40
E. Crecimiento (C) 0.07 0.0001 0.34
HXC 0.92 0.27

Aunque las plantas alcanzaron bajos niveles de Wa, siempre conservaron la rigidez de
la zona apical del tallo, no presentaron marchitez, o algin dafio foliar y no hubo
muertes. En coniferas operan bajo potenciales hidricos (-1.1 a -1.4) y estas sufren
dafos severos, restringen su crecimiento y causan la muerte (Cleary, Zaerr, & Hamel,
1998; Lopushinsky & Max, 1990; Ritchie & Landis, 2010; Prieto-Ruiz, Almaraz, Corral &
Diaz-Vazquez, 2012). Por lo que esta especie debe ser considerada con cierta

tolerancia a la sequia.
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El Wa de las plantas se recuperé en ambos condiciones de planta después de 30 dias
de riegos periddicos. En especies del género Pinus tienen capacidad de tolerar
periodos relativamente largos de sequia y muestran una rapida recuperacion después
de reactivar los riegos (Castelan-Mufioz, Jiménez-Casas, Lopez-Delgado, Campos-

Garcia & Vargas-Hernandez, 2015).

Crecimiento de plantas

Existio interaccion significativa entre el régimen de humedad y el estado de crecimiento
de la planta (H X C) en el incremento en altura y didmetro de base de las plantas,
mientras que tanto los tratamientos de humedad como la condicion cespitosa de la

planta tuvieron efectos significativos en el nUmero de raices nuevas (Cuadro 2.4).

Cuadro 2.4. Valor de significancia del analisis de varianza para las variables de
incremento de Pinus hartwegii en dos niveles de humedad.

Fuente variacion G.L. Incremento en Incremento en  NuUmero de
altura (cm) DB (mm) raices nuevas
Humedad (H) 1 0.9 0.08 0.0001
E. Crecimiento 1 0.0001 0.05 0.0001
HXC 1 0.0001 0.05 0.031

La diferencia en el incremento en altura entre las plantas con y sin estado cespitoso, ya
existia desde antes de iniciar el experimento de sequia, por este hecho no es correcto
analizar las diferencias finales encontradas para esta variable. Sin embargo para el
incremento en diametro basal, la interaccion significativa entre los factores probados
genero informacién importante. Como se esperaba el incremento en didmetro de la
base de planta fue mayor en la planta que ya no estaban salido del estado cespitoso y
gue contaron con riego normal, mientras que el incremento menor se dio en planta con
estado cespitoso y sometido a sequia, y no existieron diferencias significativas entre la
planta en estado cespitoso con riego y la planta sin estado cespitoso, la sequia causo

una reduccién del 4% en el didmetro (Cuadro 2.5).
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El estrés hidrico reduce el crecimiento de las plantas, entre otras cosas, por la
disminucion de la fotosintesis (Matias & Jump, 2012). Durante la etapa cespitosa las
plantas mantienen un crecimiento limitado, particularmente en la altura, y destinan la
mayor parte de sus recursos al incremento radial y radical, lo que queda de manifiesto
en los resultados encontrados; una vez que rompen el estado cespitoso las plantas
contindan con su crecimiento y desarrollo de manera continua (Brockway, Outcalt &
Boyer (2006); O’Brien, Hiers, Callaham, Mitchell & Jack, 2008). En la presente
investigacion la sequia limitd en mayor medida el crecimiento de las plantas no
cespitosas, a diferencia de las plantas cespitosas que no registraron cambios
importantes. A pesar de los efectos negativos de la sequia en las plantas no
cespitosas, estos no fueron muy severos; ya que en otros pinos como Pinus pinceana
Gordon la sequia limito el crecimiento en altura y diametro en 80 y 49 %,
respectivamente (Martindn-Martinez, Vargas-Hernandez, Lépez-Upton, Gomez-
Guerrero & Vaquera-Huerta, 2010).

La condicion cespitosa de las plantas de P. hartwegii es considerada como un
mecanismo adaptativo que demostro cierta ventaja contra la duracion e intensidad del
déficit hidrico; como lo han indicado varios autores los caracteres adaptativos
determinan la supervivencia de las especies bajo condiciones ambientales limitantes,
como el bajo contenido de humedad del suelo (Samuelson & Seiler, 1993; Ngugi, Hunt,
Doley, Ryan & Dart, 2003; Susiluoto & Berninger, 2007).
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Cuadro 2.5. Medias y error estandar del incremento en altura, diametro basal y raices
de plantulas con y sin estado cespitoso (C1-C2) bajo dos tratamientos de humedad
(S1-S2) de Pinus hartwegii.

Tratamiento/estado Incremento en Incremento en DB Numero de raices

de crecimiento altura (cm) (mm) nuevas
S1 5.8+0.6 a 8.1+0.3 a 23.4t15a
S2 5.7t0.5a 7.3x0.3 a 40.4+2.6 b
C1S1(T1) 3.5£0.2 b 7.7£0.2 b 23.7t2.6 C
C1S2(T2) 3.6£0.1 b 6.7+0.4 c 42.1+4.6 a
T1-T2 +0.1 -1.0 +18.4
C2 S1(T3) 8.2+0.2 a 8.3t0.5a 23.0£1.9c
C2 S2 (T4) 7.810.4 a 7.9+0.4 ab 38.6+£2.7b
T1-T2 -04 -04 + 15.6

S1= con riego, S2= sequia, C1= estado cespitoso, C2= sin estado cespitoso.

La sequia en las plantas promovio la produccion de raices nuevas en mas del 50% en
comparacién con las plantas en riego; mientras que para las plantas de condicién
cespitosa la produccién fue poco mas del 14% que las de sin condicidn cespitosa. Esta
respuesta registrada en la produccion de raices es comuin en especies cespitosas,
particularmente bajo condiciones de sequia (Brockway et al., 2006). Las plantas con un
sistema radicular mas desarrollado permite explorar estratos de suelos mas profundos
para la captacion de agua y nutrimentos (Lloret, Casanovas & Pefiuelas, 1999; Paula &
Ojeda, 2009), esto se ha identificado como una caracteristica clave para la resistencia
a la sequia (Collins & Brass, 2007; Markesteijn & Poorter, 2009). Los resultados
encontrados indican que el desarrollo de raices fue fundamental para la supervivencia

de las plantas ante el déficit hidrico.
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Acumulacion de biomasa

Al final del tratamiento, la sequia afect6é la cantidad de biomasa aérea, asi como la
relacion parte aéreal/raiz (p<0.035). Similar variacion en dichas variables causo la
condicion cespitosa de la planta y la interaccion entre niveles de humedad y estado de

crecimiento para la biomasa aérea (Cuadro 2.6).

Cuadro 2.6. Andlisis de varianza para el peso seco de la parte aérea, de la raiz y de la
relacion parte aérea/raiz (A/R) de planta de Pinus hartwegii, sometida a dos
condiciones de humedad y en dos estados de crecimiento, al inicio (Dia 0), al final (dia
105) de un periodo de sequia progresiva y después de un periodo de riegos de
recuperacion (Dia 135R).

Fuente Biomasa
De Dia Dia 105 Dia
0 145
Variacion aéreo Raiz A/R aéreo Raiz A/R aéreo Raiz AR
Humedad 0.001 0.442 0.035 0.60 0.48 0.38
(H)
E. de 0.88 0.65 0.49 0.001 0.483 0.0013 0.0001 0.38 0.49
Crecimiento
HXC 0.0017 0.53 0.28 0.0004 0.22 0.25

La mayor cantidad de biomasa se encontré en plantas que ya habian salido del estado
cespitoso con riego, no existieron diferencias significativas entre la planta con estado
cespitoso en riego y planta sin estado en sequia, mientras que la menor cantidad de
biomasa se encontrd en planta con estado cespitoso en sequia. El estrés hidrico redujo
la acumulacion de biomasa aérea en mas de 35 % en los dos tipos de planta (con y sin
estado cespitoso), pero no la biomasa de raiz. Esto también se reflejé en la relacion
parte aérealraiz de las plantas en estrés hidrico que disminuyé 36 %, respecto a las
plantas bajo riego (Cuadro 2.7). Varios estudios realizados con pinos han reportado
gue a pesar de la sequia prolongada, el crecimiento de la raiz de las plantas es poco

afectado, en comparacion con la parte aérea, pero depende de la especie (Martifion-
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Martinez et al., 2010; Avila-Flores, Prieto-Ruiz, Hernandez-Diaz, Whehenkel & Corral-
Rivas, 2014).

Esta respuesta en la biomasa de raiz fue similar en los dos tipos de planta evaluadas
en ambos tratamientos de humedad, pero a diferencia de las plantas con estado
cespitoso, que no mostraron efecto alguno; las plantas sin dicho estado incrementaron
su biomasa radical ligeramente en un 10% (Cuadro 2.7) aunque no fue
estadisticamente significativa. Es probable que la latencia de las plantas con la
condicion cespitosa generé un metabolismo muy reducido que impligue un menor
consumo de agua, sin necesidad de crecimiento excedente de raiz; mientras que las
plantas sin estado cespitoso, ya en crecimiento y desarrollo, requieren mayor
crecimiento de raiz debido a la sequia. Al parecer esta respuesta en el crecimiento de
la raiz es un mecanismo que ciertas especies utilizan, bajo condiciones de estrés
hidrico, para tener una mayor capacidad de absorcion y uso del agua (Duan, Yin, & Li,
2005). En condiciones de estrés hidrico en campo, el rapido desarrollo de las raices
para encontrar agua disponible determina su supervivencia (Verdu & Treveset, 2005;
Castro, 2006).

Cuadro 2.7. Medias y error estandar para las variables de biomasa de plantulas con y
sin estado cespitoso (C1-C2) bajo dos tratamientos de humedad (S1-S2).

Trat/E. de c. Biomasa Relacion
aéreal/raiz
Aérea Raiz
S1 2.3t0.1a 2.3t0.1a 1.0+0.1 a
S2 1.8+0.1b 2.5+0.2 a 0.8+0.1 b
C1S1 (T1) 2.0+0.1b 2.3t0.1a 0.9+0.1b
C1S2 (T2) 1.5+0.1c 2.3t0.2 a 0.7£0.1 b
T1-T2 -0.5 0.0 -0.2
C2S1 (T3) 2.5+0.1a 2.3t0.1a 1.1+0.1a
C2S2 (T4) 2.0+0.1b 2.6£0.3 a 0.8+0.1 b
T3-T4 -0.5 0.2 -0.3
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Acumulacién de biomasa después de riegos de recuperacion

Al final del periodo de recuperacion, la biomasa y la asignacion de la misma en las
plantulas no fue estadisticamente diferentes entre los niveles de humedad y entre los
estados de crecimiento (p<0.4), excepto para la parte aérea, esto indicando una

recuperacion importante de las plantas después de la sequia (Cuadro 2.6).

Después del periodo de recuperacion, las plantas sin estado cespitoso sometidas a
sequia, mostraron un incremento en biomasa aérea superior en relacion a las de riego
(Cuadro 2.8).

Cuadro 2.8. Medias y error estandar para las variables de biomasa seca de Pinus
hartwegii bajo dos condiciones de humedad, después del periodo de 30 dias de riegos
de recuperacion.

Trat/E. de c. Biomasa Relacion
aéreal/raiz
Aérea Raiz
Sl 2.8£0.17 a 2.5+£0.55 a 1.4+0.11 a
S2 3.0+0.19 a 2.1+0.11 a 1.4+0.06 a
C1 248t Db 1.91+0.18 a 1.39+0.07 a
C2 3.36+a 2.79+0.06 a 1.540.11 a
Cis1 2.54+0.18 bc 1.88+0.21 a 1.45+0.07 a
C1S2 2.43+0.20 c 1.93+0.16 a 1.33+0.08 a
T1-T2 -0.11 +0.05 -0.12
C2s1 3.2+0.22 b 3.2+1.06 a 1.5+0.22 a
C2S2 3.5+0.09 a 2.4+0.07 a 1.5+0.04 a
T3-T4 +0.33 -0.86 +0.09

S1=humedad, S2= sequia, C1= estado cespitoso, C2= sin estado cespitoso.|

El incremento en biomasa, después de un periodo de recuperacion, en plantas
sometidas a sequias es comun cuando las plantas tuvieron un manejo eficiente de la
poca agua disponible durante el estrés; ya que mantienen su capacidad de respuesta

cuando los potenciales hidricos de la célula regresan a niveles normales (Martinez—
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Trinidad et al., 2002). En especies poco tolerantes la recuperacion total no se lleva a
cabo o tarda mas tiempo, debido a que la reactivacién depende del dafio causado en
los tejidos (Clements, 1970). Por lo que, en la presente investigacion la recuperacién
observada de las plantas de Pinus hartwegii, tanto cespitosas como no cespitosas,
demuestra su capacidad de respuesta durante y después de la sequia, sin mostrar

dafos severos y cero mortalidad.
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2.6.CONCLUSIONES

Se encontrd diferente comportamiento entre los dos estado de crecimiento de planta
de Pinus hartwegii ante el déficit hidrico; el lento crecimiento y la baja acumulacion de
biomas por parte de las plantas con estado cespitoso permitieron tener un menor
consumo de agua durante el periodo de sequia. La alta resistencia de Pinus hartwegii
ante la sequia no se vio influenciada por el estado de crecimiento. Hay una gran
posibilidad de que estas plantas se encuentren ante un déficit hidrico en sus
ecosistemas naturales, es necesario comprender la prevalencia del estrés hidrico en
los entornos naturales para evaluar el efecto en plantas con y sin estado cespitoso, a
pesar de su resistencia las plantas con estado cespitoso pueden ser las méas afectas
en condiciones naturales por su lente crecimiento y por entrar en competencia con las
plantas anuales, es necesario realizar estos estudios para asi mismo predecir su

crecimiento y mortalidad ante el cabio climatico.
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CAPITULO Ill. EFECTO DEL DEFICIT HIDRICO EN LA FISIOLOGIA Y
CRECIMIENTO DE PLANTULAS DE Pinus hartwegii Lindl. DE DIFERENTE
ORIGEN ALTITUDINAL

3.1.RESUMEN

Las plantulas de Pinus hartwegii Lindl. de diferente origen altitudinal (3400, 3600, 3800
y 4000 m) fueron sometidas a déficit hidrico, con la finalidad de estudiar su respuesta
en términos de consumo de agua, potencial hidrico (Wa), crecimiento en altura y
didmetro a la base de planta. El experimento en invernadero incluyo dos niveles de
humedad del suelo (S1 riego y S2 sequia) durante tres meses y medio (periodo de
sequia) y un periodo de recuperaciéon de un mes. El consumo de agua varié en las
plantas de diferentes altitudes durante el periodo de sequia, siendo las plantas de los
limites inferior y superior las de menor consumo con un 10 % menor que las plantas de
3600 y 3800 m, y en general el Wa fue de -1.0 MPa. El incremento en la altura y
didmetro el dafio fue ligero para las plantas bajo sequia, la mayor produccién de raices
nuevas fueron las del origen altitudinal de 3,600 y 4,000 m, el desarrollo de raices
permiti6 un mayor uso en el consumo de agua para contrarrestar los dafios del déficit
hidrico. En todas las plantas de diferente origen altitudinal presentaron una alta

resistencia al estrés hidrico y no presentaron ningun sintoma de marchitamiento.
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3.2.INTRODUCCION

Las poblaciones de Pinus hartwegii Lindl. en México se localizan en los limites de la
vegetacion arborea, entre los 2,900 a 4,200 msnm, del Nevado de Colima, Nevado de
Toluca, Sierra de Rio Frio Popocatepetl-Iztaccihuatl, Pico de Orizaba y Cofre de Perote
(Gernandt & Pérez-de la Rosa, 2014), entre otras poblaciones. P. hartwegii es una
especie dominante en su ecosistema, adaptada a los incendios y bajas temperaturas
gue ocurren en la alta montafia; donde contribuye en la regulacion de procesos
hidrologicos, en la conservacién de suelos, en el almacenamiento de carbono y en
otros servicios ecosistémicos locales (Alfaro-Ramirez, Ramirez-Albores, Vargas-

Hernandez, Franco-Maass & Pérez-Suarez, 2020).

Estudios basados en modelos matematicos estiman que el incremento en temperatura
y el cambio en los patrones de precipitacion, debido al calentamiento global,
modificaran negativamente al ecosistema de P. hartwegii (Saenz-Romero et al., 2009).
De tal manera que su area potencial de distribucion se reducira entre 30 y 70%, en las

siguientes décadas (Arriaga & Gémez, 2004).

Algunos autores han sefalado que la precipitacion y temperatura, entre otras variables
climaticas, varia con la altitud (Wang, Jia, Wang, Zhu & McDowell, 2017; Panthi, Fan,
van der Sleen & Zuidema, 2019). Los limites altitudinales, inferior y superior, difieren en
sus caracteristicas biofisicas y se reconocen como zonas sensibles para las especies
forestales maderables (Holtmeier & Broll, 2005). Eventos de sequia prolongada
afectarian en mayor grado a las poblaciones adaptadas a las condiciones de estas
zonas (Gaire et al., 2019). Por lo que la respuesta al estrés hidrico de las poblaciones
procedentes de diferentes elevaciones permitiria evaluar su vulnerabilidad vy

distribucién ante sequias estacionales.

El efecto de la sequia dentro de un gradiente altitudinal es variable y depende de la
especie (Pefuelas Lloret, & Montoya, 2001; Sanchez-Salguero, Navarro-Cerrillo,
Swetnam, & Zavala, 2012). Algunas coniferas muestran una mejor respuesta al estrés
en un determinado limite altitudinal; mientras otras no lo toleran y su distribucion dentro

del gradiente se limita (Rai et al., 2019). En México, se han reportado cambios en la
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distribucion altitudinal de P. hartwegii en el Parque Nacional 1zta- Popo, Nevado de
Toluca y Cofre de Perote (Iglesias & Tivo, 2006); con una reduccion en la densidad de

los individuos en los limites inferior y superior (Harsch & Bader, 2011).

En las coniferas se reconocen dos estrategias para manejar el estrés hidrico. En una
de ellas las plantas mantienen un potencial hidrico alto, ya sea incrementando o
reduciendo la tasa de absorcion de agua para satisfacer la demanda por transpiracion
(arboles isohidricos), en este caso el acido abscisico juega un papel central en el
control del cierre estomatico. En la otra estrategia las plantas permiten la caida del
potencial hidrico, pero mantienen la turgencia celular con agentes osmaéticos, el control
osmotico celular es vital (arboles anisohidricos) (Moran, Lauder, Musser, Stathos &
Shu, 2017).

El objetivo de este estudio fue conocer el efecto de la sequia en la fisiologia y
crecimiento en las plantas de Pinus hartwegii Lindl. procedente de cuatro diferentes
niveles altitudinales del Cofre de Perote, Ver. Bajo la hipbtesis de que la respuesta a la
sequia varia en funcion del nivel altitudinal en el que se encuentre la planta, desde que
se ha sefalado que las estrategias desarrolladas en las plantas son definidas por
condiciones biofisicas del sitio donde habitan y estas difieren segun el nivel altitudinal,

incluyendo las condiciones de humedad.
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3.3.MATERIALES Y METODOS

La recolecta de conos se realizo en cuatro diferentes altitudes en la poblacién de Pinus
hartwegii localizada en el Cofre de Perote, Veracruz, México (Cuadro 3.1); para lo que
se seleccionaron de cinco a 15 &rboles por sitio, considerando la presencia de conos y
la ausencia de plagas. Los conos recolectados fueron llevados al laboratorio para
extraer y procesar la semilla, eliminando la semilla vana y almacenando solo la semilla

llena.

Cuadro 3.1. Localizacion geografica de las poblaciones de Pinus hartwegii Lindl. En el
Cofre de Perote, Veracruz, México.

Poblacién Clave Altitud Latitud Longitud
Sitio (m)
Cofre de Perote, CP34 3400 19°31° 13.33”  97°09’ 49.65”
Veracruz CP36 3600 19°31° 13.33” 97°09’ 51.31”
CP38 3800 19°30’ 19.42”  97°09’ 31.37”
CP40 4000 19°29' 44.47”  97°09 09.27”

Localizacion del experimento

En la primera semana de febrero del 2019, se realizé la siembra en charolas de 54
cavidades con tubetes de 310 ml, para lo que se usé una mezcla de peat moss,
agrolita y vermiculita, en proporcién volumétrica de 3:1:1. La germinacion de la semilla
se llevé a cabo en el invernadero ubicado en el Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, Texcoco, Edo. Méx; a 19°29" N y 98°53°0 y una altitud de 2,250 m.

Manejo de Planta

Las plantulas producidas fueron mantenidas en condiciones de invernadero. El riego se
proporcioné cada cuatro dias o cuando fue necesario. La fertilizacion se realiz6 cada

15 dias, mediante el fertilizante Peters Professional® de macro y micro nutrimentos a

45



base de nitrogeno, fésforo y potasio en proporciones de 10-30-20, respectivamente. La

fertilizacion se realizé6 de marzo a noviembre del 2019.

A los nueve meses de edad, 40 plantas de cada origen altitudinal fueron seleccionadas
al azar. Posteriormente estas plantas se trasplantaron a tubetes de 1 L, utilizando la
misma mezcla empleada para la germinacion y crecimiento de las plantas. Al sustrato
no se afadid fertilizante debido a que éste ocasiona interaccion en la tolerancia al
estrés (Villar, Pafiuelas & Jacobs, 2013). Previamente a la mezcla se le realizé un
analisis en el laboratorio de Fisica de Suelos en el Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo. El pH fue de seis, con porosidad de 86 % y con densidad aparente de 0.1
Mg/m3. Finalmente, para establecer el nivel de humedad a aplicar en el tratamiento de
sequia, se determind la capacidad de campo (-0.02 MPa) y el punto de marchites

permanente (-1.5 MPa).

Establecimiento del experimento

El experimento se estableci6 en la segunda semana de diciembre del 2019. El
experimento tuvo un disefio experimental en bloques completos al azar con parcelas
divididas. El factor humedad del suelo, se consider6 como la parcela grande y, tuvo
dos niveles: riego (S1) y sequia (S2); y a la parcela chica, fue el factor altitud, cuatro
niveles: con 3400 (34), 3600 (36), 3800 (38) y 4000 m (40). Se utilizaron cuatro plantas
por unidad experimental y el experimento fue replicado 20 veces, utilizando un total de

160 plantas en el experimento; 80 planas por ambiente de humedad.

Para mantener los niveles de humedad en el sustrato, se utilizé el método gravimétrico;
con la balanza digital (precisién de 0.001 g) se registro la pérdida de agua en cada una
de las plantas y asi mismo se repuso el agua perdida hasta alcanzar el peso constante
del tratamiento. En el tratamiento de riego la humedad fluctu6 de 85 a 70 % de
humedad; mientras que en el de sequia fluctu6 de 25 a 10 % de humedad. El agua se

repuso cuando se alcanzo el minimo de humedad para cada tratamiento (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Dinamica del contenido de humedad de la mezcla de sustrato usada en la
produccion de plantas de Pinus hartwegii, procedente de cuatro diferentes niveles

altitudinales del Cofre de Perote, sometidas a tratamientos de sequia: Riego (S1) y
Sequia (S2) durante un periodo de 105 dias.
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3.4.VARIABLES EVALUADAS

Consumo de agua

Para evaluar el consumo de agua de las plantas durante el periodo de sequia, se utilizd
una balanza digital con precision de 0.001 g. El consumo de agua se registré cada
siete dias por un periodo de 105 dias pesando las plantas en tubetes. Para evitar la
pérdida de agua, los tubetes fueron cubiertos con bolsa de polietileno en la parte
inferior y para contrarrestar la evaporacion por parte del sustrato en la parte superior.
Se trasplantaron 20 plantas en tubetes de la misma capacidad y con la misma mezcla
de sustrato, a estas plantas se les corto la parte aérea desde la base del diametro
basal; 10 plantas bajo riego (S1) y 10 en sequia (S2). El peso de las macetas con y sin
plantas se determind a las 7:00 h de la mafana y la diferencia se le atribuy6 a la
transpiracion. Con los datos obtenidos durante el periodo de sequia, se calculo el

consumo diario promedio por planta.

Potencial hidrico

El potencial hidrico de la planta se estimé en el dia 105, al final del periodo de sequia,
con el método de balance de presiones (Scholander, Hammel, Bradstreet &
Hemmingsen, 1965) usando una camara de presion tipo Scholander (Modelo 3005,
Soilmoisture Equipment Corp.). La evaluacion se realizo antes del amanecer, entre las
4:00 y 5:30 h del dia. Se utiliz6 una muestra aleatoria de seis plantas por tratamiento. A
cada planta se le corto el tallo desde la base de la raiz, y entonces fue introducido a la
camara de presion, con el corte expuesto al exterior; fue sometido gradualmente a la
presion del gas de nitrégeno. Se registré la presion (MPa) hasta que la primera gota de
savia fue emitida en el sitio de escisidén, que representa la tension a la cual la savia era

retenida en el xilema (Boyer, 1995).
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Crecimiento

Al inicio del experimento (dia uno) y al final de la sequia (dia 105), en cada una de las
plantas se registro la altura y el diametro a la basa de planta (DB), la diferencia con
respecto al inicio y al final de la sequia se le atribuyo al incremento de estas variables.
Al finalizar el periodo de sequia se muestrearon seis plantas por tratamiento,
separando la parte aérea (tallo) y la raiz, para lo cual, el sistema radicular fue lavado,
con agua corriente, cuidadosamente para poder contar las raices nuevas (raices con

puntas blancas) en cada una de las plantas.

Disefio experimental

Para el andlisis de las variables fisiologicas (consumo de agua y potencial hidrico el
cual fue analizado en el dia 1 y al final de la sequia en el dia 105) y morfolégicas

(altura'y diametro basal), se utilizé el siguiente modelo estadistico:
Yik= U + Bk + Si + Cj + SBik+ SCii + €ijk

Donde Yixk es el valor observado en el I-ésimo individuo del K-ésimo origen altitudinal,
en el j-ésimo bloque anidado en el i-ésimo nivel de humedad.u es la media general; Si
es el efecto fijo del i-ésimo nivel de humedad (S0 y S1); Cj es el efecto fijo del j-ésimo
origen altitudinal (3400, 3600, 3800 y 4000 m); Bk es el efecto aleatorio de los bloques
(1, 2, 3, 4...20 bloques ), SBik es el efecto fijo de la interaccién del nivel de humedad
con los bloques (error de la parcela grande); SCjj es el efecto aleatorio de la interaccion
del nivel de humedad con el origen altitudinal; y eik es el error experimental de la

parcela chica.

Los datos del numero de raices nuevas se transformaron con la funcién arcoseno de la
raiz cuadrada de (6=arcoseno Vn, donde 6 es el dato transformado) para asi mejorar
su distribucion normal (Sokal & Rohlf, 1981).
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3.5.RESULTADOS Y DISCUSION

Consumo de agua y potencial hidrico (Wa)

Al final del tratamiento (Dia 105), para el consumto de agua el andlisis de varianza
mostré diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos de sequia, pero no
entre los diferentes origenes altitudinales; mientras que para el potencial hidrico se
encontraron diferencias significativas para ambos factores considerados (Cuadro 3.2).
Al final del periodo de recuperacion (dia 145), el potencial hidrico no presento
diferencias significativas para ninguno de los dos factores. En todos los casos las

interacciones no fueron significativas (Cuadro 3.2).

Cuadro 3.2. Valor de P del ANOVA del consumo de agua y potencial hidrico de las
plantas de Pinus hartwegii de diferente origen altitudinal en tratamiento de sequia. Al
final del tratamiento de sequia (Dia 105) y al final del periodo de recuperacion (Dia
145).

Fuente de Consumo de agua Potencial hidrico
Variacion
Dia 105 Dia 105 Dia 145 R
Sequia (S) 0.01 0.0001 0.80
Altitud (A) 0.33 0.0002 0.54
S*A 0.2 0.33 0.44

Consumo de agua. En la primera semana de tratamiento, las plantas en condiciones
de sequia (S2) inmediatamente registraron una disminucién en su consumo de agua,
respecto a las plantas con riego (S1); aunque después de la semana 5, las plantas en
S2 tuvieron un leve ajuste e incrementaron ligeramente su consumo. Durante los
siguientes dias y hasta el final del tratamiento, las plantas en S1 y S2 mostraron
fluctuaciones leves en su consumo de agua. Las plantas en S1 tuvieron una tasa de
consumo de agua de 12.5 mL dia!; mientras que las plantas en sequia (S2) registraron
un decremento en su consumo de aproximadamente 45%, respecto a las S1 (Figura
3.2).
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Aunque no hubo diferencias entre los niveles de altitud e interacciones respectivas,
leves tendencias se observaron. Las plantas del limite inferior (3,400 m) y las de limite
superior (4,000 m) consumieron menos agua durante el periodo de sequia, 6.5y 6.7
mL dial, respectivamente, que las plantas de los limites intermedios (3,600 y 3,800)
con 7.1y 7.0 mL dia?, respectivamente. Es probable que las plantas de ambos limites
altitudinales eviten consumir mayor cantidad de agua como una estrategia para
manejar de manera eficiente el estrés hidrico, debido a adaptaciones generadas por
las condiciones existentes en sus sitios de origen. Una reduccion en el consumo de
agua permite ahorrar la poca agua disponible en el suelo y mantiene un balance hidrico
favorable en las plantas durante la sequia (Farquhar, Ehleringer & Hubick, 1989). Lo
cual permite el ajuste fisiologico de la planta para reducir el dafio y riesgo de morir,
dando oportunidad para una répida recuperacion tan pronto como el agua vuelva a
estar presente en el suelo (Martinez—Trinidad, Vargas-Hernandez, Mufioz-Orozco &
Lépez-Upton, 2002 a).
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Figura 3.2. Consumo promedio diario de agua en plantas Pinus hartwegii Lindl. de
diferente origen altitudinal a) 3400, b) 3600, c) 3800 y d) 4000 m sometidas a dos
condiciones de humedad: riego (S1) y sequia (S2) durante 15 semanas.
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Al final del tratamiento (105 dias), las plantas en S2 no presentaron ningun sintoma de
marchitamiento, dafio o mortalidad. Esto demuestra la resistencia de esta especie a las
condiciones de sequia. En otras coniferas, como Pinus leiophylla Schl. et Cham,
considerada como especie tolerante a sequia, dafios severos en el follaje y mortalidad
hasta de 40% se reportaron cuando plantas de esta especie fueron sometidas a sequia
similar a la realizada en este trabajo, pero en solo 60 dias de tratamiento (Martinez-
Trinidad et al., 2002 b). Lo cual implica que P. hartwegii es una especie con mayor

adaptacion a condiciones de sequia que otras coniferas.

Potencial hidrico. Al inicio del experimento las plantas presentaron un potencial hidrico
(Wa) de -0.45 a -0.58 MPa (Figura 3.3). Al final del periodo de sequia (dia 105), los
efectos de la sequia y la altitud fueron significativos (P < 0.05) en las plantas de P.
harwegii, pero sin interaccion significativa entre los factores (Cuadro 2). Al final del
periodo de recuperacion no se obtuvieron valores significativos (P < 0.05) para ningun

factor evaluado ni para su interaccion (Cuadro 3.2).

Tiempao (Dias) - Tiempo (Dias)
0

1 105 135 . 1 105 135

c) d)

Tiempao (Dias) - Tiempo (Dias)

0
1 105 135 1 105 135

Potencial hidrico (MPa)

Figura 3.3. Potencial hidrico (Wa) de las plantas de diferente origen altitudinal (3400,
3600, 3800 y 4000 m) de Pinus hartwegii, en tratamientos de sequia: S1 (riego) y S2
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(sequia). Al final de un periodo de sequia (105 dias) y de recuperacion de 30 dias (dia
145).

Al final del tratamiento de sequia (105 dias), el Wa de las plantas del limite inferior
altitudinal (3,400 m) resulté menos afectado por la sequia, ya que aproximadamente se
redujo en un 23%, respecto a su testigo; mientras que en plantas de las otras altitudes
la reduccion fue mayor del 40% (Figura 3.3). En condiciones de estrés hidrico las
coniferas pueden cerrar sus estomas (debido a la accion del acido abscisico) para
mantener el Wa o permitir que este caiga (Tardieu & Simonneau, 1998). Las plantas
gue permiten la caida de su potencial evitan el dafio celular al sintetizar moléculas que
actlian como agentes osmoticos. Estos reducen el potencial de solutos e incrementan
la turgencia celular en bajos potenciales hidricos (Yuxiu, Zi & Jin, 2007). Se cree que
estas moléculas protectoras son producidas al inicio de la sequia, ya que el potencial
hidrico cae muy rapidamente (Moran et al., 2017). Es probable que las plantas del
limite altitudinal inferior desarrollen la estrategia del cierre de estomas de manera mas
eficaz; mientras que las de las altitudes superiores permitan la caida de Wa y manejen
la pérdida de turgencia celular con la sintesis de agentes osmoéticos. Estos
mecanismos probablemente permitieron evitar dafio celular en las plantas de P.
hartwegii que como se sefial6 nunca mostraron sintomas de marchitez, pese al
prolongado periodo de sequia. Lo cual les permiti6 una rapida recuperacion. En
coniferas, las plantas pueden tolerar Wa de hasta -1.2 MPa sin causar dafio y sin

afectar su crecimiento (Cleary, Zaerr & Hamel, 2003).

Las plantas de todas las altitudes, sometidas a sequia, recuperaron sus Wa, al mismo
nivel que las de plantas testigo después de que volvieron a ser irrigadas por 30 dias
(Figura 3.3). La recuperacion de las plantas, después de un periodo de sequia,
depende del grado de afectacién generado. Se ha sefialado que el dafio en el sistema
hidraulico del xilema determina la recuperacibn o muerte de la planta (Brodribb &
Cochard, 2009). En nuestro estudio podemos sefalar que las plantas de P. hartwegii
pudieron manejar el estrés hidrico impuesto a través de las estrategias sefaladas y
evitaron dafio severo, lo que les permitio recuperar los Wa después de 30 dias de

hidratacion.

53



Crecimiento en altura, diametro y numero de raices nuevas

La sequia y la altitud afectaron significativamente (P < 0.05) tanto el incremento en
altura como en diametro basal de las plantas de P. hartwegii; asi como la produccién
de namero de raices nuevas, la interaccion entre factores solo fue significativo para las

raices nuevas (Cuadro 3.3).

Cuadro 3.3. Valor de significancia del andlisis de varianza para los incrementos de
altura y diametro; asi como para el nimero de raices nuevas de plantas de Pinus
hartwegii de diferentes niveles altitudinales, sometidas a tratamiento de sequia.

Fuente de Incremento en altura Incremento en Numero de
variacion (cm) diametro (mm) raices nuevas
Sequia (S) 0.0012 0.022 0.0017
Altitud (A) 0.0085 0.053 0.0023
S*A 0.13 0.16 0.025

El incremento en altura para las plantas bajo el tratamiento de sequia fue 13 % menor
gue para las plantas testigo (riego) y 5 % para el diametro basal (Cuadro 3.4 y Figura
3.4). El decremento en crecimiento es un efecto que ya se esperaba en las plantas
sometidas a estrés hidrico, ya que se sabe que la sequia afecta seriamente la
fotosintesis y reduce todas las funciones fisiolégicas del individuo con un decremento

en crecimiento (Matias & Jump, 2012).

Pero resulta interesante saber si entre plantas de diferente nivel altitudinal la sequia las
afecta por igual. En este trabajo se encontré que el efecto de la sequia en el
incremento en altura vario entre las plantas de diferente nivel altitudinal. Las plantas
con menor incremento en altura, pero con mayor produccién de raices nuevas fueron
las del origen altitudinal de 3,600 y 4,000 m (Cuadro 3.4). Por lo que plantas de estas
altitudes mostraron una estrategia interesante ante condiciones de sequia, limitando su
crecimiento en altura y desarrollando mayor niumero de raices nuevas, 36% mas que
las de 3,400 y 3,800 (Cuadro 3.4). La produccion de raices nuevas es una estrategia

clave de resistencia a condiciones de sequia (Collins & Brass, 2007; Markesteijn &
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Poorter, 2009). El sistema radicular mas desarrollado permite la exploracion del suelo
en sus perfiles mas profundos para la captacion de agua y nutrimentos (Lloret,
Casanovas & Pefiuelas, 1999; Paula & Ojeda, 2009). Las plantas con un sistema
radicular poco desarrollado son mas propensas a sufrir un estrés hidrico letal (Brodribb,
Bowman, Nichols, Delzon & Burlett, 2010). La modificacion del sistema radical frente al
déficit hidrico varia ampliamente entre las especies forestales; se han encontrado
diferencias entre poblaciones y dentro de estas en la asignacidon de recursos y
crecimiento de la raiz, ya que es de gran importancia para la adaptacion de la planta a

condiciones de sequia (Garcia-Figueroa & Vargas-Hernandez, 2000).

Cuadro 3.4. Medias y error estandar del incremento en altura, diametro basal y raices
nuevas de las diferentes altitudes de Pinus hartwegii sometidas a riego y sequia.

Tratamiento/Altitud Incremento en Incremento en Raices nuevas
altura (cm) didmetro (mm)
S1 13.80+0.43 a 7.84+0.104 a 33.79+4.46 b
S2 12.03+0.31 b 7.50+0.105 b 55.54+5.60 a
34 S1 13.50+0.38 ab 7.731£0.14 ab 35.00+8.86 bc
36 S1 12.87+0.53 b 7.74+0.22 ab 54.67+9.22 b
38 S1 15.51+1.05 a 7.80+0.24 a 23.50+7.71c
40 S1 13.34+1.05 ab 8.08+0.21 a 22.00+2.51 ¢
34 S2 12.79+0.38 b 7.48+0.24 ab 50.83+14.28 b
36 S2 11.40+0.34 ¢ 7.14+0.08 b 68.3319.86 a
38 S2 12.38+0.32 b 7.45+0.21ab 36.17+7.22 bc
40 S2 11.5541.06 bc 7.93+0.17 a 66.86+9.22 a

S1= con riego, S2= sequia, Altitudes: 3400 (34), 3600 (36), 3800 (38) y 4000 (40) m.
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Figura 3.4. Crecimiento de las planta de Pinus hartwegii de diferente origen altitudinal:
3400 (34), 3600 (36), 3800 (38) y 4000 (40) m, sometidas a dos niveles de humedad:
S1= con riego, S2= sequia.
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3.6.CONCLUSIONES

Las plantas de P. hartwegii de diferentes niveles altitudinales tuvieron respuestas
distintas a la condicion de sequia aplicada. Las del limite inferior contrarrestaron el
impacto de la sequia al consumir menos agua Yy evitar la caida del potencial hidrico.
Las de los otros niveles altitudinales permitieron la caida del potencial hidrico, pero
redujeron su crecimiento en altura y modificaron su morfologia radical al producir
mayor nimero de raices nuevas para tener un uso eficiente de agua. A pesar de la alta
resistencia a la sequia de P. hartwegii, es necesario profundizar sobre estas dos
estrategias que mostraron las plantas para poder recomendar planes de conservacion
que considere programas de migracion asistida ante los escenarios del cambio

climatico.
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CONCLUSION GENERAL

Se encontré variacion entre las poblaciones de Pinus hartwegii en la capacidad
germinativa y del crecimiento inicial de plantulas, la semilla fue de buena calidad;
independientemente del nivel altitudinal del sitio, excepto en la semilla de los arboles
localizados en el sitio de mayor altitud (4100 m) del Nevado de Toluca. En cuanto al
crecimiento inicial el rompimiento del estado cespitoso de Pinus hartwegii depende de
la poblacién y del nivel altitudinal; ya que en las zonas en las que se distribuye esta
especie existe una seleccion diferencial por las diferentes precipitaciones y
temperatura, por eso las plantulas con menor tiempo en estado cespitoso presentan
mayor crecimiento en altura y mejor formaciébn de yema principal, pero menor

crecimiento en diametro.

La respuestas ante el déficit hidrico para las plantas con diferentes estado de
crecimiento de planta de Pinus hartwegii fue diferente; el lento crecimiento y la baja
acumulacién de biomas por parte de las plantas con estado cespitoso permitieron tener
un menor consumo de agua durante el periodo de sequia. La alta resistencia de Pinus
hartwegii ante la sequia no se vio influenciada por el estado de crecimiento. Hay una
gran posibilidad de que estas plantas se encuentren ante un déficit hidrico en sus

ecosistemas naturales.

Las plantas de P. hartwegii de diferentes niveles altitudinales tuvieron respuestas
distintas a la condicion de sequia aplicada. Las del limite inferior contrarrestaron el
impacto de la sequia al consumir menos agua y evitar la caida del potencial hidrico.

Las de los otros pisos altitudinales permitieron la caida del potencial hidrico,

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestra la variabilidad entre
procedencias y dentro de estas (en diferentes pisos altitudinales), en cuanto a la
calidad de semilla, en el crecimiento y la aceleracion de salir del estado cespitoso.
Pinus hartwegii demostré una gran resistencia a la sequia, aunque el lento crecimiento
se mostré en las plantas con estado cespitoso. A nivel general las caracteristicas
fisiologicas y la morfologia radical de P. hartwegii permitieron tener un uso eficiente de

agua para la resistencia a la sequia. Es necesario profundizar sobre estas dos
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estrategias que mostraron las plantas para poder recomendar planes de conservacion
que considere programas de migracion asistida ante los escenarios del cambio
climatico y asi mismo predecir su crecimiento y mortalidad en estos entornos naturales,
a pesar de su resistencia las plantas con estado cespitoso pueden ser las mas afectas
en condiciones naturales por su lente crecimiento y por entrar en competencia con las

plantas anuales.
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