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CLONACION DE ARBOLES SELECTOS DEL HIBRIDO Pinus elliottii var. elliottii x
Pinus caribaea var. hondurensis

Rosmeri Cabrera Ramirez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2021

RESUMEN

El hibrido Pinus elliottii var. elliottii x Pinus caribaea var. hondurensis es rentable para
establecer plantaciones comerciales en México. La propagacion vegetativa de los
mejores arboles apoyaria el establecimiento de plantaciones con genotipos de calidad.
Este estudio busca aportar conocimientos para desarrollar protocolos de propagacion
clonal de arboles selectos del hibrido, establecidos en una plantacion ubicada en Lazaro
Céardenas, Puebla. Se enfatiz6 en el manejo de los arboles donadores a través de la
fertilizacion. En el primer capitulo, se analizé la importancia que tiene el estado nutricional
del arbol donador de cuatro afios sobre la produccion de los mini-esquejes (estacas). En
el segundo, se evalud el efecto del manejo nutrimental de los arboles y del &cido
indolbutirico (AIB) en la promocion de raices adventicias en las estacas. En el tercer
capitulo, se determiné el efecto del (AIB) y la fertilizacién en el enraizamiento de acodos
aéreos de arboles selectos del hibrido, para producciéon de plantas madre clonadas. Se
encontré que los tratamientos de fertilizacion compensaron el déficit nutricional de los
arboles del hibrido, mejorando su crecimiento y produccién de brotes para obtencién de
estacas juveniles. Por otro lado, el uso del AIB y la fertilizacion incrementaron la
supervivencia, enraizamiento de las estacas y la morfologia de las raices formadas.
Finalmente, el enraizamiento de los acodos fue favorecido con la fertilizacion en
complemento con la aplicacién del AIB. Concluimos que la fertilizacion, basada en
nitrogeno y fosforo, debe ser adoptada como un sistema de manejo en la plantacion para
clonar arboles del hibrido a través de las técnicas de enraizamiento de estacas y acodos
aéreos. Aunque la dosis Optima de AIB se debe optimizar para incrementar los

porcentajes de enraizamiento obtenidos.

Palabras clave: Hibrido, propagacion asexual, enraizamiento, clon, pinos tropicales.



CLONING OF SELECTED TREES FROM THE HYBRID Pinus elliottii var. elliottii x
Pinus caribaea var. hondurensis

Rosmeri Cabrera Ramirez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2021

ABSTRACT

The hybrid Pinus elliottii var. elliottii x Pinus caribaea var. hondurensis is profitable to
establish commercial plantations in Mexico. The vegetative propagation of the best trees
would support the establishment of plantations with quality genotypes. This study seeks
to provide knowledge to develop clonal propagation protocols of select trees of the hybrid
established in a plantation located in L4zaro Cardenas, Puebla. Emphasis was placed on
the management of donor trees through fertilization. In the first chapter, the importance
of the nutritional status of the four-year-old donor tree on the production of mini-cuttings
(cuttings) was analyzed. In the second, it was evaluated the effect of the nutritional
management of the trees and of indole butyric acid (IBA) in the promotion of adventitious
roots in the cuttings. In the third and last chapter, the effect of IBA and fertilization on the
rooting of aerial layers of select hybrid trees was determined, for the production of cloned
mother plants. It was found that the fertilization treatments compensated the nutritional
deficit of the hybrid trees, improving their growth and production of shoots to obtain
juvenile cuttings. On the other hand, the use of IBA and fertilization increased survival,
morphology and rooting of the cuttings. Finally, the rooting of the layers was favored with
the fertilization of the trees in addition to the application of the IBA. We conclude that
fertilization, based on nitrogen and phosphorus, should be adopted as a management
system in the plantation to clone hybrid trees through cuttings and aerial layering
techniques. Although the optimal dose of IBA should continue to be studied to increase

the rooting percentages obtained.

Keywords: Hybrid, asexual propagation, rooting, clone, tropical pines.
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INTRODUCCION GENERAL

La clonacién ha sido integrada en los esquemas de los programas de mejoramiento
genético, ya que permite propagar masivamente individuos con caracteristicas deseables
(Ortiz Novoa & Koch, 2011). Los sistemas de macropropagacion como enraizamiento de
estacas y acodos aéreos son métodos eficientes para la propagacion vegetativa de
muchas especies forestales, en ambos casos en enraizamiento es factor comun. En la
actualidad, la produccién comercial de plantas a gran escala usa principalmente el
enraizamiento de estacas para Pinus radiata D. y Picea abies (Ritchie, 1991); aunque en
menor grado los acodos aéreos también son considerados. No existe un protocolo
estandar para la propagacién por enraizamiento de cualquier pino. Cada especie
presenta diferente capacidad de enraizamiento, por lo que es necesario estudiar en cada
especie el punto 6ptimo de cada factor involucrados en la promocién de raices
adventicias. Factores como el genotipo, la edad y el manejo de la planta madre; asi como
sustancias promotoras de raices y las condiciones ambientales determinan el
enraizamiento (Rocha y Niella, 2003).

Existen varios trabajos en donde se demuestra que la capacidad de enraizamiento de
en especies lefiosas puede ser mejorada mediante un manejo adecuado de las estacas
y acodos con la aplicacién de tratamientos inductivos para el desarrollo de raices
adventicias (Land y Cunningham,1994). Existe un amplio rango de tratamientos que
pueden aplicarse para incrementar su capacidad de enraizamiento. Dentro de los
tratamientos aplicados en estacas de coniferas se pueden mencionar a las auxinas
(polvo o liquida), fungicidas y retardantes de crecimiento de brotes (Wise y Caldwell,

1992; Greenwood et al; 1980 y 1995). En general los resultados para el género Pinus



han sido variables segun la especie. Un protocolo de enraizamiento de estacas con
promedios de enraizamiento no menores al 70 % y genotipo independiente es necesario
si se quiere implementar esta técnica a escala comercial.

Por otro lado, la produccién y manejo de plantas madre es medular para los sistemas
de macropropagacion (A. Hernandez & Rubilar, 2012). La fertilizacion en las plantas
madre juega un papel importante. Los propagulos procedentes de una planta vigorosa y
bien nutrida tendran mayor respuesta para generar raices adventicias, ya que la
formacion de raices adventicias esté relacionada con los carbohidratos y sustancias de
reserva presentes en los tejidos (Hernandez & Rubilar, 2012).

La hibridazion asistida busca encontrar genotipos con mayor rendimiento,
adaptabilidad, tolerancia a plagas y enfermedades; asi como alta calidad de productos
gue el de sus progenitores (vigor hibrido). El hibrido Pinus elliottii var. elliottii X Pinus
caribaea var. hondurensis, desarrollado en Australia, esta siendo plantado en Australia,
Sudafrica, Sudamericay en México con excelente productividad en diferentes ambientes.
La clonacién de estos genotipos es deseable para incrementar la productividad en
plantaciones comerciales.

En este trabajo se estudio la clonacién en arboles bien conformados y con los mejores
crecimientos del hibrido Pinus elliottii var. elliottii X Pinus caribaea var. hondurensis de
cuatro afios de edad establecidos en un ensayo de procedencias localizada en el sitio
experimental del Instituto Tecnolégico Superior de Venustiano Carranza, Municipio de
Venustiano Carranza, Puebla; utilizando los sistemas de macropropagacion por
enraizamiento de estacas y acodos aéreos. En el estudio se analiza el uso de fertilizantes

como parte del manejo de la planta madre o donadora (arbol a clonar) para mejorar la



produccién de estacas y predisponer al arbol para el establecimiento de acodos. Por otro
conocer la importancia del uso de la auxina sintética, &cido indolbutirico (AIB), en la
promocion de raices adventicias, tanto en las estacas como en los acodos aéreos, en

complemento con el efecto del fertilizante.

Objetivo General

Analizar el potencial de las técnicas de macropropagacion de enraizamiento de
estacas y acodos aéreos en la clonacion de arboles selectos del hibrido, para el
establecimiento de plantaciones comerciales. Considerando a la fertilizacion y al
AIB como elementos importantes para lograr la clonacion.

Objetivos especificos
Analizar la influencia que tiene el estado nutricional del arbol donador de Pinus
elliottti var elliottii X Pinus caribaea Var hondurensis de cuatro afios de edad, sobre

la produccién de los mini-esquejes.

Analizar el efecto del manejo nutrimental, de los arboles donadores de cuatro afios
de edad del hibrido P. elliottii x P. caribaea, y del AIB en el enraizamiento de las
estacas, para propagar vegetativamente los mejores genotipos de la plantaciéon y

establecer plantaciones clonales de la especie.

Evaluar el efecto del acido indolbutirico y la fertilizacion en el enraizamiento de

acodos aéreos de arboles selectos del hibrido de Pinus elliotti x caribaea,



Para lograr concretar los objetivos planteados, esta investigacion se dividié en tres
capitulos: 1) Produccion de brotes adventicios del hibrido Pinus elliottii x caribaea,
mediante la fertilizacién y podas, Il) Propagacion asexual de los arboles selectos del
hibrido Pinus elliottii x caribaea, mediante el enraizamiento de estacas, y Ill) Propagacion

asexual del Pinus elliotti x caribaea a través de acodos aéreos.



CAPITULO I. EFECTO DE LA FERTILIZACION EN EL DESARROLLO Y
FENOLOGIA DE BROTES DE UNA PLANTACION DEL HIiBRIDO Pinus elliottti var.

elliottii x Pinus caribaea var. hondurensis

1.1.RESUMEN
Con el objetivo de determinar el efecto de la fertilizacion sobre el desarrollo, produccion

y crecimiento fenologico de los brotes de los arboles del hibrido Pinus elliottii x Pinus
caribaea, se estudié el desarrollo y fenologia de tales brotes en arboles sometidos a
distintos fertilizantes (Testigo, nitrégeno, fosforo, magnesio y nitrégeno mas fésforo). Se
realizaron mediciones de elongacion (+ 0,1 cm) y diametro (x 0,1 mm) de brotes cada
tercer dia por tres meses. Durante los primeros dias, después de la poda de ramas,
aparecieron las yemas adventicias alrededor de la zona de corte; las cuales sufrieron un
hinchamiento y posteriormente rompieron para iniciar su crecimiento. El tratamiento con
nitrogeno mas fésforo acelerdé la fenologia (aparicion) de los brotes, seguido del T2
(nitr6geno), T3 (fésforo) y T4 (magnesio), siendo el testigo el tratamiento que no mostro
respuesta. Los arboles de Pinus elliottii x Pinus caribaea tratados con el T5 (nitrégeno +
fésforo) tuvieron 60% mas brotes y el doble del nimero de brotes por rama, que los
arboles no fertilizados (T1). Ademas, en todas las ramas podadas de los arboles del T5
se generaron brotes, lo que contrasta con las del T1, donde menos del 50% de las ramas

tuvieron brotes

Palabras clave: Hibrido, Pinus elliottii & caribaea, fertilizacion, poda, enraizamiento,

brote



1.2.ABSTRACT

In order to determine the effect of fertilization on the development, production and
phenological growth of the shoots of the hybrid Pinus elliotti x Pinus caribaea trees, the
development and phenology of such shoots in trees submitted to different fertilizers (every
one, nitrogen, phosphorus, magnesium and nitrogen plus phosphorus) were studied.
Elongation (£ 0.1 cm) and sprout diameter (£ 0.1 mm) measurements were made every
third day for three months.

During the first few days after pruning of the branches, the adventitious buds appeared
around the cutting area; they showed a swelling and later they broke to start their growth.
Treatment with nitrogen plus phosphorus accelerated the phenology (appearance) of the
shoots, followed by T2 (nitrogen), T3 (phosphor) and T4 (magnesium), being the control
the treatment that did not show response.

T5 (N+P) treated Pinus elliotti x Pinus caribaea trees had 60% more shoots and twice the
number of shoots per branch than unfertilized trees (T1). In addition, all pruned branches
in TS5 generated buds, which contrasts with those in T1, where less than 50% of the

branches had buds.

Keywords: Hybrid, Pinus elliottii & caribaea, fertilization, pruning, rooting, shoot



1.3.INTRODUCCION

La mayor parte de las plantaciones forestales maderables del sureste de México han

sido establecidas con especies introducidas, como es el caso del hibrido Pinus elliottii x
Pinus caribaea; el cual se caracteriza por su crecimiento rapido, buena forma y
resistencia a factores bidticos adversos (Nikles, 1967, Shepherd et al., 2002).
En una plantacion de este hibrido, localizada en el municipio de Venustiano Carranza,
Puebla; los arboles rebasaron los 3 metros de altura, después de cuatro afios de su
establecimiento. Varios genotipos de la plantacion han sido detectados como superiores,
por su crecimiento y buena forma de fuste; pero debido a su edad juvenil, todavia no
desarrollan estrobilos productores de semilla. Una alternativa para acelerar el proceso
de produccién de planta procedente de genotipos fenotipicamente superiores es usar la
técnica de propagacion vegetativa por enraizamiento de mini-esquejes. Se le denomina
mini-esqueje a una ramilla separada de la planta de aproximadamente seis centimetros
de longitud, provista de hojas y yemas caulinares, la cual es inducida a formar raices y
brotes por medio de manipulaciones quimicas, mecanicas y/o ambientales (Gérate,
2010).

Los mini-esquejes son generados a partir rebrotes inducidos a base de podas, en
plantas madre o donadoras que son conformadas en setos. En coniferas, arboles
mayores a tres afios de edad, pierden parte importante de la capacidad para rebrotar
(Mitchell, Zwolinski, & Jones, 2004a, Zabala, Lasuen, Guijo, Urkiri, & Dufiabeitia, 2008),
aunque dentro del género Pinus existen algunas especies que conservan esta capacidad

durante todo su ciclo de vida.



La induccién y produccion de brotes adventicios se ven reflejados cuando se realiza

un manejo previo en las plantas madre a través de la realizacion de podas y fertilizacion.
La realizacion de podas constantes permite la formacion de setos, estimulando el
crecimiento y manteniendo un estado juvenil en la produccion de brotes.
Esta practica incrementa el nivel de fitohormonas promotoras del crecimiento en tallos y
savia, xilema y floema (Grochowska, Karaszewska, Jankowska & Maksymiuk, 1984).
También se ve beneficiado el vigor de los brotes ya que incrementa en la medida que la
intensidad de poda aumenta y el crecimiento de nuevas ramas generalmente es mayor
(Hansen, 1987).

Ademas de la poda es necesario realizar una fertilizacion a la planta madre con la
finalidad de ampliar la produccion de brotes. Se han reportado varios estudios que
indican que los carbohidratos son responsables de apoyar el crecimiento y proliferacién
de brotes (Del Tredici, 2001). La fertilizacion con nitrogeno, magnesio y probablemente
fésforo suelen estimular el contenido de clorofilas a y b, que incrementan la eficiencia
fotosintetica, lo cual se refleja en el contenido de carbohidratos y proteinas solubles
totales en los tejidos (Latsague, Sdez & Mora, 2014). Ademas, el nitrégeno es uno de los
elementos que estan involucrados en el crecimeinto a través de la expansin celular
(Lazaro et al., 2012).

En plantas de dos afios establecidas como setos, la fertilizacion y el manejo a base
de podas favorece una mayor produccién de mini-esquejes de tejido juvenil (Hartmann
& Kester, 1999), pero poco se sabe de la respuesta en arboles jévenes ya establecidos

en campo.



Desbalances nutrimentales son comunes en arboles jovenes de plantaciones
forestales, por lo que su capacidad de rebrote para produccion de mini-esquejes podria
ser limitada, si es que su uso como planta donadora es requerido. La aplicacion de
fertilizantes ha compensado ese desbalance, incrementando el vigor y crecimiento de los
arboles (Cafellas, Finat, Bachiller & Montero, 1999).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue analizar la influencia que tiene el estado
nutricional del arbol donador de Pinus elliottti var. elliotti X Pinus caribaea var.
hondurensis de cuatro afios de edad, sobre la produccion de los mini-esquejes. Se
considera que los arboles con deficiencias nutritivas compensadas, a través de los
nutrientes proporcionados, tendran mayor produccion y calidad de mini-esquejes.

1.4.MATERIALES Y METODOS
1.4.1.Ubicacion del experimento

El experimento se llevd a cabo en los arboles de una plantacion de P. elliottii var.
elliottii y Pinus caribaea var. hondurensis de cuatro afios de edad, establecida en Villa
Lazaro Cardenas, Municipio de Venustiano Carranza, Puebla, ubicado en las
coordenadas 20°28°19.6" latitud y 97°41°56.4" longitud, a una altitud de 333 m. El sitio
presenta una temperatura media anual de 20 °C y una precipitacion media anual de 750
mm. La edafologia corresponde a suelos de tipo Vertisol pélico, Feozem haplico y
Regosol Calcarico (INEGI, 2009).

Esta plantacion fue establecida en octubre del 2016 con 240 arboles del hibrido (con
procedencias de Argentina). En julio del 2019, se seleccionaron 25 arboles, en el mes de
mayo 2018, considerando su rectitud del fuste, ausencia de plagas y enfermedades y

con suficientes ramas, esto Ultimo para obtener de cada rama los mini-esquejes



requeridos. Una vez realizada la seleccion, se registré el diametro basal, didmetro

normal, altura total y nimero de verticilos de cada uno de los arboles.

1.4.2. Andlisis del estado nutrimental para la definicion de tratamientos
experimentales

Antes de establecer los experimentos, dentro de la plantacién se realizo la limpieza de
toda vegetacion arbustiva o herbacea, para evitar la competencia por nutrientes que
pudieran afectar el experimento. Para el analisis del estado nutricional, se tomé una
muestra del follaje de los 25 arboles seleccionados, considerando las aciculas de las
ramas ubicadas en el tercio superior de la copa de cada arbol. Enseguida, las muestras
fueron colocadas en bolsas de papel y trasladadas al laboratorio Salvador Alcalde Blanco
del Postgrado en Edafologia del Colegio de Postgraduados. Posteriormente, las aciculas
se lavaron con agua corriente y agua destilada y se secaron en estufa por 48 horas a 72
°C. Una vez secas se hicieron tres muestras compuestas del follaje. Es decir, las 25
muestras se dividieron en tres grupos, el primer grupo con ocho muestras, el segundo y
tercer grupo con nueve y ocho muestras, respectivamente.

Para formar una muestra compuesta se tomé igual cantidad de aciculas de cada una
de las muestras simples. Una vez formadas las muestras compuestas, se procedié a
molerlas en un mortero. Finalmente, las muestras se enviaron al laboratorio para su
analisis nutrimental. En cada muestra se determind las concentraciones de nitrogeno,
fésforo, potasio, calcio, magnesio, hierro, cobre, zinc, manganeso y boro.

Los analisis foliares fueron interpretados mediante las concentraciones criticas
reportadas por Dickens et al. (2016) para Pinus elliottii y las sugeridas por Xu et al. (2000)

para Pinus elliottii x Pinus caribaea.
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1.4.3. Tratamientos de fertilizacion y disefio experimental

De acuerdo con en el analisis nutrimental, en noviembre del 2019, se realiz6 la
aplicacion de cinco tratamientos, basados en soluciones preparadas con agua corriente:
(T1) testigo (s6lo agua), (T2) nitrdgeno (80 g), (T3) fosforo (20 g) (T4) magnesio (10 g) y
(T5) nitrégeno + fésforo (80, 20 g respectivamente). El experimento se establecio bajo
un disefio completamente al azar (DECA), donde cada tratamiento fue aplicado
aleatoriamente a cinco arboles y la unidad experimental constituida por un arbol.

Para facilitar la aplicacion y penetracion de las soluciones de los tratamientos, a cada
arbol previamente se les realizé un cajete de aproximadamente 1 m de diametro.

Las podas se realizaron después de 1 mes de haber sido aplicado el tratamiento de
fertilizacion. La poda consistié en la eliminacién de ocho ramas por arbol. Las ramas que
se podaron con unas tijeras con mango telescépico fueron de la parte superior del arbol,
15-20 cm por abajo de la yema apical.

Durante el experimento se realizaron deshierbes continuos, procurando que la
vegetacion competidora no proliferara.

1.4.4. Evaluacion de variables

Las variables respuesta a medir fueron: diametro basal y normal, altura total de los
arboles; asi como produccion y longitud de brotes por arbol y ramas.

El diametro basal y normal fueron medidos con una cinta diamétrica (xt1mm) y la altura
con un clinémetro (= 2°), las mediciones se tomaron al inicio del experimento y, una vez
gue se realizaron los tratamientos las variables se registraron cada 30 dias.

Para el caso de la fenologia de los brotes, los datos se empezaron a tomar después

de una semana de haber sido realizada la poda de ramas. Lo cual consistié en registrar,
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cada tercer dia, las fases de: 1) iniciacion (aparicion y rompimiento de yema) y 2)
finalizacion de crecimiento de brote (alargamiento y cese de crecimiento) (Figura 1.1).
Una vez emitidos los brotes se prosiguié con contar y medir el nimero de brotes por arbol

y rama.

Figura 1.1. Etapas fenologicas de la produccién de mini-esquejes, registradas en el

experimento: a) y b) inicial y c) finalizacion de crecimiento (alargamiento del brote).

1.4.5. Andlisis estadistico

Con los datos de la fenologia de la yema registrados en las ramas de cada arbol se
estimé la fecha de inicio de la aparicion y rompimiento de yema (a partir del 28 de
noviembre); asi como la finalizacion del crecimiento del brote. Los arboles se
consideraron como repeticiones. Para cada tratamiento se determinaron las fechas
promedio en que se alcanzo el inicio y finalizacién de la fenologia del brote.
Para el analisis de las variables de fenologia y produccién de brotes se consideraron los
valores promedio de cada arbol, obtenidos a partir de los valores promedio de las ramas
podadas. Se utilizé el siguiente modelo estadistico, a través del procedimiento GLM de
SAS, después de analizar la normalidad de los datos:

Yij = |+ i + €

En donde:
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Yij  Variable respuesta de la ij-ésima unidad experimental

V1 Efecto de la media general
ti Efecto del i-ésimo tratamiento
€ Efecto del error experimental asociado a la i-ésima unidad experimental

La separacion de medias se realizé mediante la prueba Tukey (a=0-05).
1.5.RESULTADOS Y DISCUSION
1.5.1. Andlisis foliares y respuesta en crecimiento
De acuerdo con las concentraciones criticas existentes para el hibrido Pinus elliottii x
Pinus caribaea (Xu et al 2000) y P. elliottii Engelm (Dickens et al 2016), y considerando
siempre los valores mas altos que cualquiera de los conjuntos de concentraciones
criticas presentes para un nutrimento particular, el andlisis foliar revel6 deficiencias de N

(0.817 %), y Mg (0.097 ppm) (Cuadro 1.1).

Cuadro 1.1. Concentraciones nutrimentales foliares en los arboles de Pinus elliottii X
Pinus caribaea en Villa Lazaro Cardenas, Puebla; y concentraciones criticas foliares para

Pinus elliottii y para el hibrido en estudio

Elementos N P K Ca Mg Fe Cu 2Zn WMn B
% ppm

CF SE 0.82 0.14 044 0.25 0.10 59.6 250 18.2 88.3 6.4

CCPE* 1.00 0.09 0.25 0.08 0.06 15.0 150 10.0 20.0 4.0

CC PE X PC** 0.96 0.06 0.06 0.10 0.11 - 224 16.1 55.0 -

CF: concentracion foliar; SE: Sitio experimental CC: Concentracién critica; PE: Pinus

elliottii; PC: Pinus caribaea*: Dickens et al. (2016); ** Xu et al. (2000).
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Después de 6 meses de aplicados los tratamientos de fertilizacion, de acuerdo con los
nutrimentos detectados como deficientes en el andlisis foliar mas un tratamiento con P,
se registré que los tratamientos T5 (N+P) y T3 (N) tuvieron un efecto significativo sobre
la altura y didmetro de los arboles de Pinus elliottii x Pinus caribaea de la plantacion de

cuatro afos de edad (Cuadro 1.2).

Cuadro 1.2. Valores de F y P para la altura y diametro a la altura del pecho de &rboles
de Pinus elliottii X Pinus caribaea, bajo tratamientos de fertilizacién, en Villa Lazaro

Céardenas, Venustiano Carranza, Puebla.

F.V. G.L. Altura Diametro normal
F P F P
Fertilizacion 4 3.43 0.0273* 3.37 0.0291*

*Con diferencias significativas (P<0.05). F.V. Fuente de variacion; G.L.: grado de libertad.

En general, los arboles fertilizados con los tratamientos correspondientes mejoraron
su crecimiento. Con excepcién de los arboles que recibieron el T4 (Mg), los arboles
respondieron positivamente en el incremento en altura a los tratamientos de fertilizacion,
especialmente aquellos que recibieron los tratamientos T3 (P) y T5 (N+P), mismos que
duplicaron el incremento con respecto al tratamiento testigo sin fertilizar (T1) (Figura 1.2
A). Resultados similares se observaron para el incremento en didmetro, donde el T3 y

T5 también mostraron los mejores incrementos, respecto al T1 (Figura 1.2 B).
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Figura 1.2.Valores promedio de los incrementos en A) altura y B) didmetro de los arboles
del hibrido Pinus elliottii x Pinus caribaea sujetos a diferentes tratamientos de fertilizacion
en Villa Lazaro Cardenas, Venustiano Carranza, Puebla. Letras diferentes indican

diferencias estadisticas significativas, n=5 + error estandar.

Estos resultados sefialan que con los tratamientos se logré6 compensar-las deficiencias
nutrimentales en la plantacion, lo que confirma lo diagnosticado mediante el analisis
foliar, en el sentido de que en el sitio existen deficiencias de nitrdgeno, magnesio y
probablemente fosforo. Resultados similares se registraron en el crecimiento de arboles
en plantaciones de Pinus caribaea de 35y 41 afios de edad, cuando fueron tratadas con
fertilizantes conteniendo nutrimentos deficientes (NPK) (Lebn, Reyes, Herrero, & Pérez,

2016). Estos macroelementos participan directamente en procesos del crecimiento, ya
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que la eficiencia relativa del uso del nitrégeno en la fotosintesis depende directamente
de la disponibilidad del fésforo, induciendo en conjunto un incremento en el crecimiento
de la planta (Hernandez & Rubilar, 2012). Chang, 2003, indica que un mayor crecimiento
de los &rboles se logra cuando la disponibilidad de fosforo y nitrdgeno se encuentra en
concentracion adecuada, tanto en arboles establecidos en campo como en condiciones
artificiales. Por lo que el analisis nutrimental es importante para aplicar dosis 6ptimas y
evitar crear desequilibrios nutrimentales y consecuentemente menores crecimientos
(Herndndez-Valera, Lépez-Lépez & Flores Nieves, 2018; Lopez-Lopez & Estafiol-Botello,
2007; Park, Park & Bae, 2015).
1.5.2. Fenologia del brote

Los tratamientos de fertilizacion afectaron significativamente la fenologia del brote en

el tiempo (dias), desde su inicio hasta la finalizacion (Cuadro 1.3).

Cuadro 1.3. Analisis de varianza (valores de P) para la fenologia vegetativa del esqueje
(brote) en dias, para los arboles del hibrido Pinus elliottii X Pinus caribaea con diferentes

tratamientos de fertilizacion.

F.V. G.L. Fenologia vegetativa del brote (dias)
Inicio crecimiento Fin crecimiento
Fertilizacion 4 <.0001* <.0001*

*Con diferencias significativas (P<0.05). F.V.: Fuente de variacion; G.L.: grados de

libertad.

Durante los primeros dias, después de la poda de ramas, aparecieron las yemas
adventicias alrededor de la zona de corte; las cuales sufrieron un hinchamiento y

posteriormente rompieron para iniciar su crecimiento. Este evento primero tuvo lugar en

16



los &rboles que fueron tratados con el T5 (N + P), seguidos por los del T2, T3y T4. Los
ultimos arboles en registrar este inicio fueron los del T1 (Testigo). De tal manera que la
diferencia en tiempo para el inicio del crecimiento del brote entre el T5 y T1 fue de 23
dias (Cuadro 4). La finalizacién del crecimiento del brote mostr6 un comportamiento
similar. Los brotes del T5 concluyeron su crecimiento 33 dias antes que los del T1. Al
final, los brotes del T5 completaron su ciclo en 10 dias antes que los del T1; mientras los

otros tratamientos siempre mostraron valores intermedios entre TS5 y T1 (Cuadro 1.4).

Cuadro 1.4. Valores promedio de los dias para los eventos fenoldgicos de la fase de
inicio de brote (aparicién de yema) y fin de crecimiento de brote para la produccion de
esquejes en arboles de del hibrido Pinus elliottii x Pinus caribaea sujetos a diferentes

tratamientos de fertilizacion. Letras diferentes indican diferencias estadisticas (a= 0.05),

n=5.
Tratamiento Fenologia vegetativa del brote (dias)
Inicio crecimiento Fin crecimiento Duracion (Dias)

T 34 a 105 a 71

N 19c 82c 63

22 bc 88 bc 66

Mg 25b 93 b 68

N+P 11d 72 d 61

Letras iguales significan ausencia de diferencias entre tratamientos (a=0.05).

En coincidencia con los resultados de la presente investigacion, algunos estudios
similares han mostrado que la aplicacion de fertilizantes tiene un efecto importante en la
fenologia vegetativa; tal es el caso de las plantas de Pseudotsuga sp. tratadas con

fertilizante, donde se encontro que la fertilizacion beneficié y adelanto las fases fendlicas
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de la yema (Acevedo-Rodriguez, Vargas-Hernandez, LoOpez-Upton, & Veldzquez-
Mendoza, 2006). Particularmente, se ha sefialado que el nitrdgeno, que se encuentra
presente en muchos compuestos esenciales dentro de la planta, acelera el crecimiento
(Salisbury, Ross & Alonso, 2000).
1.5.3. Produccién de brotes

Tres meses después de efectuar la poda en ramas seleccionadas de los veinticinco
arboles del hibrido Pinus elliotti x Pinus caribaea, brotes de diferentes tamafios se
observaron en las ramas podadas. EI nUmero de brotes por arbol (BPA), el porcentaje
de ramas con brotes (RB) y el nUmero de brotes por rama (NBR) varié significativamente

segun el tratamiento de fertilizacion aplicado (Cuadro 1.5).

Cuadro 1.5. Analisis de varianza (valores de F y P) para la produccion de brotes para
esquejes generados en los arboles del hibrido Pinus elliottii x Pinus caribaea con

diferentes tratamientos de fertilizacion.

Tratamiento BPA RB(%) NBR LB (cm)
F P F P F P F P

Fertilizacion 2.90 0.048* 3.37 0.029* 2.89 0.047* 13.09 0.0001

*Con diferencias significativas (P<0.05). BPA: Namero de brotes por arbol; RB: Ramas

con brotes; NBR: Numero de brotes por rama; LB: Longitud de brote.

Los arboles de Pinus elliotti x Pinus caribaea tratados con el T5 (N+P) tuvieron 60%
mas brotes y el doble del nimero de brotes por rama que los arboles no fertilizados (T1).
Ademas, en todas las ramas podadas de los arboles del T5 se generaron brotes, lo que
contrasta con los del T1, donde menos del 50% de las ramas tuvieron brotes (Cuadro

1.6).
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Cuadro 1.6. Valores promedio de la produccion de brotes generados en los &rboles del
hibrido Pinus elliottii X Pinus caribaea con diferentes tratamientos de fertilizacion. n=5 *

error estandar.

Tratamiento BPA RB (%) NBR LB (cm)
T 17.8+146Db 46.4+0.7b 22+0.86Db 6.2+0.14b
N 27.4+48ab 85.0 £ 10.02 ab 3.4+£0.59 ab 6.6 +0.07c
P 18.8 £7.5 ab 70.0£18.4 ab 2.4+0.94 ab 6.4+0.02c
Mg 17.2+7.5ab 425+ 18.0ab 2.1+£0.94 ab 6.3+£0.06b
N+P 40.2+1.7 a 100.0+0.0a 50£0.21a 6.9+0.09 a

BPA: Numero de brotes por arbol; RB: Ramas con brotes; NBR: Numero de brotes por
rama; LB: Longitud de brote. Letras iguales significan ausencia de diferencias entre

tratamientos (a=0.05).

La diferencia en la produccion de brotes refleja el beneficio de la fertilizacion para
solventar la deficiencia de un elemento importante, como el nitrégeno en combinacion
con fésforo, para amplificar la capacidad de produccion de brotes en cada arbol. En los
arboles sin fertilizante (T1) fue muy poca la produccion de brotes y éstos; ademas, fueron
inicialmente muy pequefios (menores de 1 cm de longitud), mientras que otros no
lograron crecer ni desarrollarse, permaneciendo como rebrote sin crecimiento.

Algunas investigaciones han reportado que cuando se solventa el déficit de algun
elemento requerido a través de la fertilizacion; particularmente la de nitrégeno, se
estimula considerablemente la produccion de los brotes. La fertilizacion con nitrogeno
incrementa los niveles de carbohidratos en los tejidos (Navarro-Sandoval, Vargas-

Hernandez, Gomez-Guerrero, Ruiz-Posadas & Sanchez-Garcia, 2013), necesarios para
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aplicar la estimulacion de yemas adventicias latentes en especies arbéreas con alta
capacidad de rebrote (Del Tredici, 2001).

La presencia de nitrdgeno en el tejido promueve la expansion y crecimiento celular;
en consecuencia, al incremento de agua en el protoplasma (Monsalve, Escobar, Acevedo
& Sanchez 2009). El suministro de fertilizantes incrementa la eficiencia fotosintética y el
contenido de carbohidratos en la planta. La cantidad de brotes por arbol muestra una
relacion directa con la concentracion de nitrégeno y fosforo aplicado a los arboles
deficientes de ese nutrimento, reflejando la alta sensibilidad de los arboles del hibrido a
la aplicacion de nitrogeno y fosforo en la plantacion. Esto mejora la elongacion y
desarrollo del brote al fertilizar con nitrégeno.

Ademas, la produccién de brotes por efecto del nitrégeno, indica que se compensé la
deficiencia nutrimental de este elemento. Resultados similares fueron registrados en
Pinus radiata, en donde los tratamientos de mayor concentracion de nitrégeno en la
solucién nutritiva mostraron el mayor numero de brotes, con longitud = 5 cm, presentando
un efecto lineal positivo a medida que aumentaron las concentraciones de nitrégeno (R?
=0.84, P <0,0001) (Herndndez & Rubilar, 2012).

De acuerdo con (Rowe, Blazich, & Raper, 2002), el aumentar los niveles de nitrégeno
a los setos de Pinus taeda foment6 un aumento en el nimero de brotes durante el periodo
de primavera desde 22 brotes para 10 mg L de nitrégeno hasta 50 brotes para 55 mg
Lt de nitrégeno, pero las altas concentraciones de nitrégeno en los tejidos no

necesariamente correspondieron a un alto porcentaje de enraizamiento en brotes.
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Por otro lado, los resultados muestran la capacidad que tiene el hibrido, a pesar de su
edad y estado de madurez, para desarrollar y producir brotes para la propagacion
asexual de genotipos con caracteristicas deseables.

1.5.4. Longitud de brotes

Al final del experimento, diferencias en longitud de brotes entre los tratamientos fueron
detectadas (Cuadro 1.5). Los brotes de todos los tratamientos alcanzaron una longitud
promedio por arriba de los 6 cm (Cuadro 1.6).

El alargamiento del brote sigui6 la misma tendencia que los parametros sefialados
anteriormente, donde los mejores valores de longitud correspondieron a los del T5 con
brotes que resultaron 10% mas largos que los del T1 (Cuadro 1.6). Este resultado
confirma lo sefialado por Hernandez & Rubilar (2012), quienes encontraron que Pinus
radiata incrementa significativamente la elongacién de brotes en concentraciones de
nitrégeno adecuadas, incrementando hasta mas de 90 % el crecimiento del brote. El
efecto del nitrégeno y fésforo en el crecimiento celular permite mayor acumulacion de
agua en el protoplasma causando un incremento en el volumen celular (Monsalve,
Escobar, Acevedo, Sanchez & Coopman, 2009).

En el presente trabajo de investigacion, con la aplicacion del nitrégeno y fosforo se
resolvié el déficit nutricional y se logré obtener un elevado nimero de brotes de tamafio
adecuado, como los recomendados para la propagacion vegetativa por enraizamiento de
esquejes (brotes).

1.6.CONCLUSIONES

Los tratamientos de fertilizacion compensaron el déficit nutricional de los arboles del

hibrido Pinus elliottii X Pinus caribaea, mejorando su crecimiento y produccién de brotes

destinados para su multiplicacion vegetativa a través de enraizamiento de esquejes.
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En la plantacién de Pinus elliottii X Pinus caribaea se recomienda la fertilizacion con
N+P; combinacién que produce los mejores resultados para acelerar la fenologia del
brote; desde la estimulacion de yemas adventicias hasta la obtencion del tamafio
adecuado del brote.

Arboles de Pinus elliottii x Pinus caribaea con mas de tres metros de altura y de 4 afios
de edad, tienen capacidad de rebrotar en respuesta a la poda de ramas programada y
esa capacidad es amplificada con la fertilizacién para fines de clonacién de genotipos

fenotipicamente superiores.
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CAPITULO II. ENRAIZAMIENTO DE MINI-ESQUEJES PROVENIENTES

DE ARBOLES DEL PInus elliottii X Pinus caribaea

2.1.RESUMEN

La propagacion masiva de materiales mejorados de esta especie mediante el enraizado
de estacas proporciona la oportunidad para aumentar y uniformar su productividad. Se
comparé la dosis de AIB (0 vs. 3 000 ppm), fertilizacion (testigo, nitrégeno, fésforo,
magnesio y nitrégeno +fosforo) en el enraizado de estacas del hibrido Pinus elliotti x
Pinus caribaea mediante un arreglo factorial en disefio experimental de bloques
completos al azar. La supervivencia, enraizado, nimero y longitud de raices, presencia
de raices secundarias y desarrollo de callo se evaluaron después de 14 semanas. Las
estacas tratadas con AIB presentaron el mayor porcentaje de supervivencia y estacas
enraizadas comparadas con el testigo (70 % vs. 54.3 %), el AIB no tuvo efecto
significativo sobre el nimero de raices primarias, pero si influyé en la produccién de
raices secundarias y en la longitud de la raiz primaria, fue evidente el efecto de la dosis
de AIB.

Los tratamientos de fertilizacion promovieron la formacion de raices. El mayor nUmero
de estacas enraizadas se genero con el tratamiento de N+P, el cual increment6 en mas
de 80% el enraizamiento, respecto al testigo; similar incremento se registré6 con el
tratamiento de fésforo. Las plantas donadoras tratadas con N+P generaron estacas que
tuvieron una supervivencia mayor a 85%; mientras que las de plantas testigo no
alcanzaron el 40%. Los otros tratamientos de fertilizacibn mantuvieron la supervivencia
de las estacas por arriba del 50%.

Palabras clave: enraizamiento, estaca, sustrato, fertilizante, auxinas.
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2.2.ABSTRACT

The massive propagation of improved materials of this species by rooting cuttings
provides the opportunity to increase and standardize their productivity. The IBA dose (0
vs. 3 000 ppm), fertilization (control, nitrogen, phosphorus, magnesium and nitrogen +
phosphorus) in the rooting of cuttings of the hybrid Pinus elliotti x Pinus caribaea was
compared by means of a factorial arrangement in experimental complete radom block
design. Survival, rooting, number and length of roots, presence of secondary roots and
callus development were evaluated after 14 weeks. Cuttings treated with IBA showed the
highest percentage of survival and rooted cuttings compared to the control (70% vs.
54.3%). IBA did not have a significant effect on the number of primary roots, but it did
influence the production of secondary roots and the length of the primary root. The effect
of the IBA dose was evident. Fertilization treatments promoted root formation. The highest
number of rooted cuttings was generated with the N + P treatment, which increased
rooting by more than 80%, compared to the control; A similar increase was registered
with the phosphorus treatment. The donor plants treated with N+P generated cuttings that
had a survival higher than 85%; while those of control plants did not reach 40%. The other

fertilization treatments kept cuttings survival above 50%

Keywords: rooting, cutting, substrate, fertilizer, auxinas.
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2.3.INTRODUCCION

En una plantacion de cuatro afios edad del hibrido Pinus elliottii (Engelm.) x Pinus
caribaea (Sénécl.) se detectaron genotipos sobresalientes de rapido crecimiento y buena
forma. Su clonacion es deseable para acelerar el proceso de produccion de planta, pero
el estado de madurez de los arboles puede ser un obstaculo para su propagacion
vegetativa (de Feria et al., 2008). La propagacion por enraizamiento de mini-esquejes o
estacas podria ser una alternativa, dado que esta técnica incluye el rejuvenecimiento
para la obtencion de las estacas; ademas es una técnica eficiente y de baja inversion
(Mitchell, Zwolinski & Jones, 2004b).

La capacidad regenerativa de las plantas para desarrollar érganos adventicios, por
rebrote de yemas, es una caracteristica juvenil que se pierde con la edad (Majada et al.,
2011). En pinos, pocas especies mantienen esta capacidad durante todo su ciclo de vida.
Los rebrotes pueden ser estimulados a través de podas programadas en la planta
donadora (Mitchell et al., 2004a). Pinus caribaea var. caribaea ha demostrado tener
capacidad de rebrote, lo cual ha sido aprovechado para su propagacion in vitro (de Feria
et al., 2008).

La cantidad y calidad de rebrotes para generar las estacas depende del estado de la
planta donadora, particularmente de su condicion nutricional. Una planta en buen estado
nutricional y saludable tendra mayor capacidad de respuesta a la poda para producir
estacas vigorosas y juveniles con mayor capacidad de enraizar (Hernandez & Rubilar,
2012). Se ha sefalado que las estacas tendran el vigor requerido para su 6ptimo
desarrollo y con mayor capacidad de enraizamiento, si los niveles nutricionales de la
planta donadora son optimos (Hernandez & Rubilar, 2012). Asi se ha demostrado en

estudios con setos de Pinus taeda L. bien fertilizados; donde los niveles de carbohidratos
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incrementaron, mejorando la produccion de brotes y su enraizamiento (Rowe et al.,
2002). En otras investigaciones también se reporté que la fertilizacion con cantidades
adecuadas de nitrogeno y fosforo influyen en la produccion de brotes y en su rpido
enraizamiento adventicio (Moe & Andersen, 1988; Rowe et al., 2002).

La mayoria de los propagulos de las especies del género Pinus son de dificlil
enraizamiento. Por lo que se ha recurrido al uso de auxinas sintéticas (Cordeiro, Lameira,
Oliveira & Wendling, 2016). La auxina mayormente utilizada es el Acido Indol Butirico
(AIB), debido a su estabilidad y solubilidad (Tilahun, Manahlie, Abebe & Negash, 2019).
Su utilizacion en pinos mexicanos ha dado buen resultado, incrementando los
porcentajes de enraizamiento de estacas en mas de 45% para Pinus leiophylla (Cuevas
et al., 2015) y en 90% para Pinus jaliscana (Aparicio-Renteria, Jimenez & Ruiz, 2008).

Con base en lo anterior, el objetivo del trabajo fue analizar el efecto del manejo
nutrimental, de los arboles donadores de cuatro afios de edad del hibrido P. eliottii x P.
caribaea, y del AIB en el enraizamiento de las estacas, para propagar vegetativamente
los mejores genotipos de la plantacion y establecer plantaciones clonales de la especie.
Como hipotesis, se considera que los arboles donadores con deficiencias nutritivas
compensadas, a traves de la fertilizacién con los nutrientes proporcionados, produciran
estacas con mayor capacidad de respuesta al enraizamiento con el estimulo del AIB,
dado que plantas donadoras bien fertilizadas producen estacas vigorosas y de calidad

con compuestos metabolicos importantes para la rizogénesis.

28



2.4.MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Localizacion del experimento
El experimento de enraizamiento de mini-esquejes se establecid en el invernadero de la
jefatura de la Ingenieria Forestal del Instituto Tecnologico Superior de Venustiano
Carranza, ubicado entre las coordenadas geograficas 20°28°19.6" N y 97°41'56.4" O, a
una altitud de 333 msnm, en Venustiano Carranza, Estado de Puebla.
2.4.2. Material vegetal

En la plantacion de cuatro afios de edad del hibrido P. eliottii x P. caribaea, localizada
junto al invernadero previamente sefialado, en Julio de 2019 se seleccionaron 25 arboles
bajo los criterios de mejor crecimiento, ausencia de plagas y rectitud de fuste. Una vez
seleccionados los arboles, se procedié a tomar una muestra de su follaje, considerando
las aciculas de las ramas ubicadas en el tercio superior de la copa, para el analisis del
estado nutricional. Enseguida, las muestras se colocaron en bolsas de papel para su
traslado al Colegio de Postgraduados. Entonces, las aciculas se lavaron con agua
corriente y agua destilada y se secaron en estufa por 48 horas a 72 °C. Posteriormente,
se hicieron tres muestras compuestas del follaje. Para formar una muestra compuesta
se tom¢ igual cantidad de aciculas de cada una de las muestras simples. Formadas las
muestras compuestas, se procedid a molerlas en un mortero. Finalmente, las muestras
se enviaron al laboratorio del Postgrado de Edafologia del Colegio de Posgraduados para
su analisis nutrimental. En cada muestra se determinaron las concentraciones de
nitrogeno, fésforo, potasio, calcio, magnesio, hierro, cobre, zinc, manganeso y boro.

Los analisis foliares fueron interpretados mediante las concentraciones criticas
reportadas por Dickens et al. (2016) para Pinus elliottii y las sugeridas por Xu et al. (2000)

para Pinus elliottii x Pinus caribaea.
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Con base en el analisis nutrimental, se determind la aplicacion de cinco tratamientos
de fertilizacion, basados en soluciones preparadas con agua corriente: T1 testigo (sélo
agua), T2 nitrégeno (80 g de urea), T3 fosforo (20 g de acido fosférico), T4 magnesio (10
g de sulfato de magnesio) y T5 nitrdgeno + fésforo (80 y 20 g de urea y &cido fosférico,
respectivamente).

El experimento se establecié bajo un disefio completamente al azar (DECA), donde
cada tratamiento fue aplicado aleatoriamente a cinco arboles y la unidad experimental
estuvo constituida por un arbol. La aplicacién y penetracion de las soluciones de los
tratamientos en campo se realizé en un cajete de aproximadamente 1 m de didmetro
previamente realizado alrededor de la base del tronco.

Después de un mes de realizada la fertilizacion, todos los arboles fueron podados. La
poda consistio en cortar ocho ramas por arbol. Las ramas que se podaron fueron de la
parte superior del arbol, 15-20 cm desde la yema apical; esto se realizd con unas tijeras
con mango telescopico; la poda tuvo la finalidad de inducir la produccion de brotes
adventicios.

Durante el experimento se realizaron deshierbes continuos, para evitar competencia
por nutrientes.

2.4.3. Recolecta de estacas

Durante la semana del 21 al 24 de febrero del 2020, los rebrotes convertidos a estacas
ya alcanzaban la longitud requerida, por lo que estas fueron recolectadas de cada rama
podada en el arbol donador respectivo. Estacas de seis cm de longitud, desde el
meristemo apical hasta la base, fueron consideradas y con una navaja a cada estaca se

le retiraron las aciculas ubicadas en los dos centimetros a partir de la base.
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2.4.4. Preparacion de los mini-esquejes

En la base de cada estaca se hizo un corte en bisel mediante un bisturi desinfectado
con alcohol. Enseguida, los mini-esquejes se colocaron en una solucion de captan (2
mg/L), donde permanecieron sumergidas por 5 minutos.

2.4.5. Aplicacion del &cido indol butirico (AIB)

La seccion basal (dos cm) de cada estaca fue sumergida en la solucion del AIB en
forma liquida (Radix® 3,000) por un lapso de 20 segundos; para el testigo, solo se
sumergieron en agua corriente y enseguida se colocaron en el sustrato.

2.4.6. Siembra

Previo a la siembra, la mezcla preparada de peat moss, perlita y vermiculita (3:1:1) se
llevd a capacidad de campo, utilizando agua corriente. El sustrato se coloco en las
camaras de enraizamiento. Estas camaras fueron construidas con tablas de madera y
laminas de policarbonato, las cAmaras de enraizamiento tuvieron 120 cm de largo x 60
cm de ancho y 15 cm de alto (Figura 2.1).

Para enterrar los mini-esquejes en el sustrato, primero se realiz6 un hoyo con una
profundidad de dos centimetros y un diametro poco mayor al didmetro de la estaca (con
la finalidad de evitar dafio al enterrar el mini-esqueje en el sustrato). Luego, se introdujo
la estaca dentro del agujero y se compacto levemente el sustrato. Después de colocada
la estaca en la camara de enraizamiento se procedid a identificar cada unidad

experimental con base en cada uno de los tratamientos aplicados a los arboles.
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Figura 2.1. Mini-esquejes del hibrido Pinus elliottii & Pinus caribaea establecidas en

camaras de enraizamiento con mezcla de peat moss, perlita y vermiculita (3:1:1).

2.4.7. Disefo experimental y establecimiento de los tratamientos

El experimento se establecié bajo un disefio experimental en bloques completos al
azar con arreglo factorial. Como factor A se considerd al &cido indolbutirico con dos
niveles (0 y 3,000 ppm); mientras que el factor B fue la fertilizacion con cinco niveles;
esto de acuerdo con el manejo de fertilizacion de los arboles donadores segun
requerimientos de nutrientes (Cuadro 2.1).

Los tratamientos se replicaron cuatro veces y cada unidad experimental estuvo
constituida por ocho mini-esquejes, generandose un total de 382 mini-esquejes en el

experimento.
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Cuadro 2.1. Tratamientos aplicados en el experimento de enraizamiento de mini-

esquejes del hibrido del Pinus elliottii x Pinus caribaea.

Tratamiento Simbolo Fertilizante AIB (ppm)
1 T1(FO,A0)  Sin 0

2 T2 (FO+A) Sin 3000
3 T3 (N+A0) Nitrégeno 0

4 T4 (N+A) Nitrégeno 3 000
5 T5 (P+A0) Fosforo 0

6 T6 (P+A) Fosforo 3000
7 T7 (Mg+A0) Magnesio 0

8 T8 (Mg+A) Magnesio 3 000
9 T9 (NP+A0) Nitrégeno mas fésforo 0

10 T10 NP+A)  Nitrdgeno mas fosforo 3 000

AO0: sin auxina; A: con auxina; FO: sin fertilizante; N: nitrégeno; P: fésforo; Mg: magnesio;
NP: nitrégeno mas fosforo
2.4.8. Variables evaluadas

Se evalud supervivencia, niumero de mini-esquejes con raices, numero de raices
primarias y secundarias, longitud de raices primarias y mini-esquejes con desarrollo de
callo. En la supervivencia, el mini-esqueje se consideré muerta cuando tuvo mas de la
mitad de tejido necrotico a partir de la base.

Se consider6é como estaca enraizada cuando el mini-esqueje presentd una o0 mas
raices. En cuanto al nUmero de raices primarias y secundarias, se conté el nimero de

raices por estaca y la presencia de raices secundarias por estaca.
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Longitud de raices primarias (cm). En los mini-esquejes de generan mas de una raiz
primaria, por lo que se midio la longitud de la raiz primaria mas larga.
2.4.9. Analisis de datos
Previo el analisis de datos, se obtuvieron porcentajes de enraizamiento, callo y
supervivencia, a los cuales se les realizé un andlisis de normalidad y luego el de varianza,
empleando el siguiente modelo:

Yik = W + ai + Bj +aBi+ €ijk

parai=1,..,ayj=1,...,b,siendo:
M el efecto medio global
ai el efecto incremental sobre la media causado por el nivel i del factor A
Bj el efecto incremental sobre la media causado por el nivel j del bloque B
a3 = efecto de la interaccion entre el j valor de Ay el k valor de B.

gijk el término de error

Ademas, cuando se detecto6 efecto significativo en los factores estudiados, se realizé

una comparacion de medias mediante la prueba Tukey (P<0.05).
2.5.RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1. Analisis de varianza

Los tratamientos de AIB vy fertilizacion, asi como su interaccion afectaron
significativamente la supervivencia y el enraizamiento de mini-esquejes del hibrido Pinus
elliottii x Pinus caribaea de acuerdo con el analisis estadistico de los datos (Cuadro 2.2).
Aunque con cierta frecuencia en el experimento también se observo el desarrollo de callo
en la base de los mini-esquejes, la formacion de esta estructura no resultd

estadisticamente significativa.
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Cuadro 2.2. Valores de P del andlisis de varianza de las variables relacionadas con el

enraizamiento de los mini-esquejes del hibrido de Pinus elliottii x Pinus caribaea.

Fuente de
Sup Callo MEE LRP NRP NRS
variacion
AIB 0.0091** 0.2369 0.0001** 0.0022** 0.0512 0.0055
Fertilizante 0.0001* 0.8170 0.0001** 0.001** 0.0001**  0.0001

AlB+Fertilizante 0.0511 0.7549 0.0085** 0.1104 0.0920 0.0599

**Con diferencias significativas (P<0.05). Sup: supervivencia, MEE: mini-esquejes en
raizados, LRP: Longitud de raices primarias, NRP: Numero de raices primarias, NRS:
Numero de raices secundarias.
2.5.2. Efecto del AIB

El AIB tuvo efecto significativo en la supervivencia y el nimero de mini-esquejes
enraizados, pero no en la formacion de callo durante el enraizamiento de mini-esquejes

del hibrido Pinus elliottii x Pinus caribaea (Cuadro 2.3).

Cuadro 2.3. Valores medios por dosis de &cido Indolbutirico (AIB) de las variables

evaluadas en el experimento de enraizamiento del hibrido de Pinus elliottii X Pinus

caribaea.
AIB Supervivencia Mini-esquejes Callo
(%) enraizados (%) (%)
0 52.5b 32.8b 15.0a
3000 702 53.6a 21.22
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Dentro de una varibles de respuesta, letras diferentes indican diferencias significativas

(P < 0.05).

Supervivencia. En general, las estacas mantuvieron una supervivencia por arriba del
50%, lo cual es un porcentaje aceptable para la propagacion por mini-esquejes. Entonces
el AIB evitd la muerte de las estacas durante el proceso de enraizamiento, ya que la
supervivencia de los mini-esquejes testigo se redujo en 25%, respecto a las tratadas con
AIB. Este resultado va da acuerdo con los sefialamientos de algunos autores, quienes
mencionan que la supervivencia de los mini-esquejes no sélo depende de su calidad
(estado nutricional, vigor y juvenilidad), sino también de la rapida formacién de raices
adventicias, encargadas de proveer agua y nutrientes (Fachinello, Hoffmann & Nachtigal,
2005). En este caso el AIB promovié en mayor grado la formacion de raices adventicias,
lo cual influyd en la supervivencia de mini-esquejes.

Se debe mencionar que la incidencia de hongos en la camara de enraizamiento
también influy6 negativamente la supervivencia de las estacas, por lo que se recomienda
un mayor monitoreo en la humedad relativa y aplicar fungicidas de manera programada.

Mini-esquejes enraizados. Como se sefialé6 anteriormente, el AIB promovio la
generacion de raices adventicias en los mini-esquejes, incrementando el numero de mini-
esquejes enraizados en mas de 60% con respecto al testigo. La produccion de raices les
proporcioné mayor capacidad para sobrevivir (Cuadro 2.3). El uso de AIB en la promocién
de raices adventicias en propagulos esta bien documentada; esta hormona acelera los
procesos de induccion para que la raiz se forme y desarrolle en el menor tiempo posible,

con lo cual se asegura la supervivencia de mini-esquejes (Endres, Marroquim, Santos &
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Souza, 2007; Gratieri-Sossella, Petry & Nienow, 2008; Latsague-Vidal, Saez-Delgado,
Hauenstein-Barra & Pefa-Cortés, 2010).

Formacion de callo. Un minimo porcentaje de mini-esquejes present6 formacion de
callo, efecto indeseable ya que afecta negativamente la formacion de raices adventicias.
Sin embargo, esta formacion no se debid a los tratamientos (Cuadro 2.3). La formacion
de callo es poco frecuente y depende de la especie, en sequoia ha sido reportada como
un evento comun donde se atribuye a factores genéticos y ambientales (Navroski et al.,
2014). Las células que no diferenciaron a raices son las que forman el callo, que es una
estructura celular no deseada. Esta estructura tiene pérdida de conexién con tejido
conductor, fragilidad y no tiene definicion hacia una estructura radicular; aunque para
algunas especies como la sequoia la formacién de callo se considera como una fase
inicial indispensable para la posterior formacion de raices (Garcia, Gamboa & Krauskopf,
2019). En el presente trabajo de investigacibn no se encontré ningun factor que
evidenciara la produccion de callo en los mini-esquejes, pero el ambiente pudo jugar un
papel relevante en este proceso.

Numero de raices primarias y secundarias y longitud de raices primarias. EI AIB no
tuvo efecto significativo sobre el niumero de raices primarias, pero si influyd en la
produccién de raices secundarias y en la longitud de la raiz primaria (Figura 2.2). Las
estacas tratadas con AIB incrementaron la produccion de raices secundarias mas de
30%; mientras que la longitud de la raiz principal lo hizo en 35%, ambos casos respecto

su testigo (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Efecto de la dosis de Acido Indolbutirico (AIB) en la produccién de raices en
las estacas del hibrido Pinus elliottii x Pinus caribaea: a). Longitud de raices primarias,
b) Numero de raices primarias y secundarias. Dentro de un grupo de raices, letras
diferentes en las barras de error indican diferencias significativas entre tratamientos

(Tukey, a=0.05).

En coniferas de dificil enraizamiento, el AIB es un excelente promotor de raices
adventicias. En estacas de Pinus leiophylla se sefial6 que el AIB no sélo induce el
enraizamiento de las estacas, sino también alargan las raices primarias e incrementa el
namero de raices primarias y secundarias (Cuevas et al., 2015); lo cual se pudo
comprobar en presente estudid con las estacas del hibrido. En el enraizamiento de

estaquillas de Caryocar brasiliense Camb., se concluy6 que la produccion del nUmero de
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raices depende de la dosis de AIB (Santos et al., 2006). Las auxinas facilitan el
enraizamiento ya que estimulan la actividad del cambium y la movilizacion de reservas
hacia el sitio de iniciacion de raices, donde las células se dividen y diferencian para
generar lo primordios de raices (Brondani et al., 2012; Dhillon, Hooda, Pundeer, Ahlawat
& Chopra, 2011). Entonces, la aplicacion del AIB en las estacas es deseable para mejorar
la morfologia y calidad de las raices; ya que las raices primarias y secundarias son
caracteres importantes para el desarrollo y crecimiento de planta, incrementando el area
de absorcién de nutrientes y agua (Davis & Jacobs, 2005).

2.5.3. Efecto de Fertilizante

Los tratamientos con fertilizante tuvieron efecto significativo en todas las variables
consideradas, excepto en la formacién de callo (Cuadro 2.2).

Supervivencia. Los tratamientos de fertilizacion favorecieron la supervivencia de los
mini-esquejes en diferentes porcentajes. Las plantas donadoras tratadas con N+P
generaron estacas que tuvieron una supervivencia mayor del 85%; mientras que las de
plantas testigo no alcanzaron el 40%. Los otros tratamientos de fertilizacion mantuvieron
la supervivencia de los mini-esquejes por arriba del 50% (Cuadro 2.4). Estos resultados
demuestran la importancia de tener una planta donadora en buena condicién nutritiva
para producir estacas de calidad, por los resultados del presente estudio confirman lo
sefalado por otros autores (Latsague et al., 2014; Leon et al., 2016; Rivera, Vargas,
Lopez, Villegas & Jiménez, 2016). La fertilizacion adecuada de la planta donadora influye
en el nivel de carbohidratos, auxinas y otros compuestos en los tejidos de las estacas,
los cuales mantienen viva a la estaca mientras inicia el proceso de rizogénesis

(Kanmegne et al., 2017).

39



Cuadro 2.4. Valores promedio de supervivencia, miniesquejes enraizados y presencia de
callo en estacas del hibrido de Pinus elliottii x Pinus caribaea generadas por arboles de

4 afos de edad tratados con diferentes fertilizantes.

Fertilizante Supervivencia Estacas enraizadas Callo
(%) (%) (%)

T 34.5d 12.5d 18.7a

N 54.7bc 42.2bc 12.5a

P 76.6ab 62.6ab 17.2a

Mg 51.6bc 31.5dc 20.3a

N+P 89.12 67.2a 21.8a

Valores promedio dentro de una variable de respuesta, seguidos por letras diferentes

que indican diferencias (P<0.05) entre ellos.

Estacas enraizadas y formacion de callo. Los tratamientos de fertilizacion promovieron
la formacion de raices. El mayor nimero de estacas enraizadas se generd con el
tratamiento de N+P, el cual incrementé en mas de 80% el enraizamiento, respecto al
testigo; similar incremento se registré con el tratamiento de fésforo (Cuadro 2.4).

En Pinus radiata la fertilizacion de los setos basada en nitrogeno tuvo un efecto
positivo en la induccion de raices adventicias en los mini-esquejes (Hernandez y Rubilar,
2012). Se sabe que el nitrdgeno es un constituyente de las proteinas y acidos nucleicos;
ademas, su participacion en el crecimiento de las plantas es esencial. Cuando éste es
absorbido por la planta en forma de nitrato (NOs-) y amonio (NHa4+), se incorpora a los
meristemos para el crecimiento y desarrollo de las plantas; en el cambium de las estacas

es requerido para la formacion de raices adventicias (Emer et al., 2019). Por otro lado,
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el fosforo es un elemento que potencia el metabolismo de la planta y favorece la
absorcién, combinado con el nitrégeno y una dosis éptima de auxina favorece una mejor
absorcion de nutrientes y desarrollo de raices en las estacas (Guizado, 2015). Ademas,
se ha observado una relacion significativa entre la concentracion de fésforo y el potencial
de enraizamiento, lo que refuerza la hipétesis del papel del fésforo en la supervivencia
postrasplante, via promocion de la extension radical en campo, tal y como se sefiala en
algunos trabajos con otras especies (Oliet, Planelles, Artero & Jacobs, 2005; Planelles,
2004). En general, el estado nutricional de la planta afecta la produccién de nuevas raices
(Oliet, Dema, Simon & Domenech, 2006; Villar, Planelles, Enriquez & Rubira, 2004), pero
se debe tener cuidado ya que altas concentraciones de algunos elementos como el
nitrégeno pueden reducir el enraizamiento (Cereghino, 2004). En el presente estudio, los
tratamientos de fertilizacion, con excepcion del tratamiento con fosforo, correspondieron
a nutrimentos que se encontraron en niveles de deficiencia en el tejido foliar de los

arboles.

Longitud de raices primarias, niumero de raices primarias y secundarias. Estas
variables también fueron afectadas significativamente por los tratamientos de fertilizacién
(Cuadro 2.2). En particular el tratamiento con N+P mejord considerablemente el nimero
de raices primarias y secundarias de las estacas en mas de 80%; mientras los otros
tratamientos de fertilizacion lo hicieron por arriba de 35%, con respecto a las testigos (sin
fertilizacion) (Figura 2.3 B). Incrementos similares con los tratamientos de fertilizacion se

obtuvieron en la longitud de la raiz primaria de las estacas (Figura 2.3 A)
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Figura 2.3. Efecto de la fertilizacion de arboles donadores del hibrido sobre: a) NUumero
de raice primarias y secundarias presentes en las estacas, b) Longitud de raices
primarias de las estacas. Dentro de un grupo de raices, letras iguales indican diferencias

no significativas entre tratamientos.
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La longitud de la raiz principal y el nimero de raices primarias y secundarias
conforman la arquitectura del sistema radicular de la planta, por lo que son parametros
importantes para la planta producida por estaca. En este trabajo la fertilizacion mejord
estos parametros considerablemente. La fertilizacion contribuye en el contenido de
carbohidratos de las estacas, las cuales tienen alta demanda durante la formacion de
raices adventicias (Otiende, Nyabundi, Ngamau & Opala, 2017). En las estacas no
tratadas, probablemente los carbohidratos presentes no cubrieron la demanda; y es que
la fotosintesis en las estacas no genera suficiente cantidad de carbohidratos
demandados por los procesos involucrados en la rizogénesis de la estaca (Kanmegne,
Mbouobda, Mbakop & Omokolo, 2017), por lo que la fertilizacion previa en la planta

donadora es recomendable.

2.5.4. Interaccion Fertilizante X AIB

De las interacciones de dosis de AIB y tratamientos de fertilizacion por el tipo de
fertilizante solo se encontraron diferencias significativas (P<0,05) para el porcentaje de
estacas enraizadas (Cuadro 2.2). El porcentaje de estacas enraizadas generadas por los
arboles tratados con fertilizante incrementd con el tratamiento de auxina; mientras que
las procedentes de arboles no tratados (testigo) tuvieron un efecto ligeramente contrario
con el AIB (Figura 2.4). interaccion similar entre la hormona y los tratamientos de
fertilizacién se reportaron en un trabajo de propagacion por estacas de Acer negundo

(Gonzaélez Pulido, Rodriguez Trejo, Corona Ambriz, & Gil Vera Castillo, 2019).
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Figura 2.4. Interaccion del tratamiento de fertilizacién de los arboles donadores y la dosis

de AIB en estacas enraizadas. Promedios de cada tratamiento.

Esta interaccién implica que la capacidad de enraizar no so6lo depende de la aplicacion
exdgena de AIB; sino también de la calidad y vigor de la estaca, por lo que el estatus
nutricional de la estaca es de primordial importancia en el proceso de rizogénesis para
el hibrido en cuestion. Se sabe que la movilizacién de nutrientes dentro de la estaca se
ve limitada durante la fase de iniciacion de raices, no asi durante el crecimiento y
desarrollo de estas. En este caso las estacas procedentes de arboles no fertilizadas no
fueron potencializadas con la auxina, como sucedié con las procedentes de arboles
fertilizados. Probablemente en estacas no fertilizadas el bajo nivel de carbohidratos u
otros compuestos metabdlicos en el tejido limito el proceso de rizogénesis y disminuyo
la capacidad de enraizamiento. De esta manera, desde el punto de vista nutricional, la
iniciacion de raices depende grandemente de los niveles iniciales de nutrientes que se

encuentran en la porcion de la estaca, donde se formaran las futuras raices. Justamente
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por el papel fundamental que tiene la nutricion de las “plantas madre” sobre el
enraizamiento subsecuente de estacas (Leakey, 2014; Mesén, Leakey & Newton, 2001).

La formacion de raices adventicias es un proceso dirigido por reguladores de
crecimiento, pero afectado por mdltiples factores, que incluyen; entre otros el estado
nutricional del propégulo, por lo que la nutricibn mineral es importante en la conformacion
de estructuras organicas, activacion de reacciones enzimaticas y de osmorregulacion,
entre otras (Geiss, Gutierrez & Bellini, 2018).

2.6.CONCLUSIONES

Los resultados evidencian que preparar la planta madre (arboles) del hibrido Pinus elliottii
X Pinus caribaea para la técnica de mini-esquejes, tiene un alto potencial para la
clonacion de la especie.

El uso de hormonas y fertilizantes, en los mini-esquejes y arboles madre,
respectivamente, incrementan la supervivencia y el porcentaje de enraizamiento.
La fertilizacion de los arboles madre actia en forma sinérgica con el uso de acido
indolbutirico en los mini-esquejes para aumentar el porcentaje de enraizamiento.

La propagacion vegetativa del hibrido es factible mediante el enraizamiento de

estacas, y es mas exitosa en estacas obtenidas de plantas madre fertilizadas.
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CAPITULO IIl. MUTIPLICACION CLONAL POR ACODOS AEREOS DEL HIIBRIDO

Pinus elliottii x Pinus caribaea
3.1.RESUMEN

El acodo aéreo representa una alternativa para la propagacion vegetativa de plantas, a
través del cual se obtienen individuos uniformes; asegurando de esta manera la
propagacion clonal. La presente investigacion se realizd en el vivero del Instituto
Tecnoldgico Superior de Venustiano Carranza; ubicado en la localidad de Villa Lazaro
Céardenas, Puebla, en las coordenadas geograficas 20°28°19.6" latitud N y 97°41°56.4"
longitud O. El &rea experimental se encuentra a una altitud de 333 m. El estudio tuvo por
objetivo evaluar el efecto del &cido indolbutirico y la fertilizacion quimica en el
enraizamiento de acodos aéreos de arboles selectos del hibrido de Pinus elliottii x Pinus
caribaea. El disefio experimental fue un completamente al azar con arreglo factorial 2 x
5 (dos niveles de auxina 0 y 10000 ppm y cinco niveles de fertilizacion) con cinco réplicas.
Para la comparacién de medias se utilizo la prueba de Tukey con un nivel de significancia
del 95%. Las variables evaluadas fueron: supervivencia de los acodos, y enraizamiento
de los mismos, lograndose obtener mayor supervivencia y enraizamiento con la
utilizacién del acido indolbutirico (AIB) a una concentracion de 10 000 ppm; el nitrdgeno
fue el nutrimento que tuvo efecto significativo (p < 0.05) en el enraizamiento de acodos
del hibrido del P. elliottii x P. caribaea; mientras que la interaccion entre ambos factores
sélo fue estadisticamente significativa para el enraizamiento.

Palabras clave: Hibrido, Pinus elliottii & caribaea, propagacion asexual, enraizamiento,

clon.

52



3.2.ABSTRACT

Aerial layering represents an alternative to the vegetative spread of plants, through which
uniform individuals are obtained, thus ensuring clonal propagation. This research was
carried out in the nursery of the Instituto Tecnologico of Venustiano Carranza; Located in
the town of Villa L4zaro Cardenas, Puebla, in the geographical coordinates of 20-28-19.6'
latitude N and 97-41-56.4' longitude W. The experimental area is located at an altitude of
333 meters above sea level, the study aimed to evaluate the effect of indobutyric acid
and chemical fertilization on the rooting of aerial layering on selected trees of the Pinus
elliottii X Pinus caribaea hybrid. The experimental design was a complete randomized 2
x 5 factorial arrangement (two auxin levels 0 and 10,000 ppm and five levels of
fertilization) with five replicates. For the comparison of means, the Tukey test was used
with a significance level of 95%. The variables evaluated were: survival of the aerial
layers, and rooting thereof, achieving greater survival and rooting with the use of indole
butyric acid (IBA) at a concentration of 10,000 ppm; nitrogen was the nutrient that had a
significant effect (p < 0.05) on the rooting of layers of the hybrid of P. elliottii x P. caribaea;

while the interaction between both factors was only statistically significant for rooting.

Keywords: Hybrid, Pinus elliottii x caribaea, asexual propagation, rooting, clon.
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3.3.INTRODUCCION

El hibrido Pinus elliotti & caribaea ha sido ampliamente utilizado para establecer
plantaciones comerciales en el sureste del México. Arboles con caracteristicas deseables
como alto rendimiento, tolerancia a plagas y enfermedades son requeridos en estas
plantaciones. La propagacion vegetativa permite la clonacion de esos individuos de
manera masiva, pero la edad de los arboles es una limitante ya que la juvenilidad del
tejido es una condicién para la propagacion vegetativa. La técnica de acodos aéreos
resulta una opcion para clonar arboles de méas de 5 afios de edad y de dificil
enraizamiento (Hernandez, Carmona, Avila & Mendoza, 2012).

Los acodos aéreos permiten obtener una planta de gran desarrollo y buen tamafio
para su manejo y establecimiento. Ademas, las plantas obtenidas por acodo pueden ser
convertidas a setos para obtener propagulos juveniles para su propagacion por
enraizamiento (Eganathan, Rao & Anand 2000; Hernandez et al., 2012).

Hartmann et al. (2002) mencionan que a través del acodado se induce el
enraizamiento en una rama que se encuentra unida a la planta madre, asegurando un
mayor éxito que con el estacado, pero con un menor nimero de plantas hijas. Para
obtener un alto porcentaje de enraizamiento en acodos aéreos es necesario que la planta
a acodar tenga buena calidad y vigor, lo cual se puede lograr a través de un manejo
basado en la fertilizacion quimica; sin dejar de considerar las hormonas de
enraizamiento.

Las hormonas que mas se han utilizado en el proceso de enraizamiento son las
auxinas como el acido indolbutirico (AIB) y el &cido naftalenacético (ANA) (Hartmann &
Kester, 2001). Estas auxinas incrementan la cantidad y longitud de las raices adventicias

con mayor uniformidad en los acodos (Ramirez & Segundo, 2017).
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Ademas de las auxinas, la fertilizacion de la planta a acodar también juega un papel
importante en la produccion de raices; ya que con la fertilizacion se obtienen plantas
vigorosas con mayor capacidad de enraizamiento en los acodos (Leite, Veloso, Castro,
Lopes & Fernandes, 2007). En los acodos, la promocion de raices adventicias puede ser
limitada por la falta de nutrientes requeridos por las células del cambium, particularmente
durante los procesos de division y rediferenciacion celular que originan los primordios
radicales en la region acodada (Latsague-Vidal et al., 2010).

En algunas coniferas se ha comprobado que la fertilizacion con nitrégeno incrementa
los niveles de carbohidratos en los tejidos de tallo y hojas de las plantas lo cual tiene un
impacto positivo en el enraizamiento de los esquejes producidos por esas plantas
(Monsalve et al., 2009).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del acido indolbutirico y la fertilizacién
guimica en el enraizamiento de acodos aéreos de arboles selectos del hibrido de Pinus
elliotti x Pinus caribaea, bajo el supuesto de que la interaccidén de acido indol butirico y
la fertilizacion de los arboles del hibrido promueve mayor nimero de raices adventicias

en los acodos aéreos.

3.4.MATERIALES Y METODOS
3.4.1. Seleccion de la planta madre

Se seleccionaron 25 arboles superiores en una plantacion del hibrido Pinus elliotti x
Pinus caribaea, localizada en Villa Lazaro Cardenas, Puebla ubicada entre las
coordenadas geograficas 20°28°19.6" latitud N y 97°41°56.4" longitud O, a una altitud de
333 m, en las instalaciones del Instituto Tecnoldgico Superior de Venustiano Carranza.

Los criterios de seleccion fueron la abundante ramificacion, ausencia de enfermedades
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y/o plagas y rectitud de fuste. Las ramas afectadas por insectos o con algun tipo de dafio
fueron descartadas.
3.4.2. Aplicacion de tratamientos

Fertilizante, de acuerdo con un analisis nutrimental de follaje, en julio del 2019, se
realiz6 la aplicaciéon de cinco tratamientos, basados en soluciones preparadas con agua
corriente: 1) testigo (s6lo agua), 2) Nitrégeno (80 g), 3) Fosforo (20 g) 4) Magnesio (10g9)
y 5) Nitrégeno + fosforo (80, 20 g, respectivamente). Cada tratamiento fue aplicado
aleatoriamente a 5 arboles y la unidad experimental estuvo constituida por un arbol. Para
facilitar la aplicacion y penetracion de las soluciones nutritivas a cada arbol, previamente

se les realizé un cajete de aproximadamente 1 m de didmetro.

Acido indolbutirico, un mes después de la fertilizacion de arboles, se procedio a aplicar
los tratamientos de AIB. Previamente, ramas localizadas en el tercio medio de la copa,
de facil acceso y con mas de 60 cm de longitud fueron seleccionadas para realizar el
anillo de los acodos. Los cuales se establecieron a 30 cm del extremo terminal de cada

rama.

El anillado para los acodos se llevé a cabo con una navaja de injertar, se realizé una
incision circular (anillo) de dos cm de ancho aproximadamente en las ramas
seleccionadas. Este procedimiento se realizo en ramas con un diametro aproximado de
dos a cuatro cm (base de la incision), donde primero se desprendio la corteza (epidermis)
con la finalidad de dejar el xilema directamente en contacto con el medio exterior.
Después de retirar la epidermis (corteza), se procedié a colocar el AIB en polvo, Radix®
(a una concentracion de 0 ppm 6 10,000 ppm segun el tratamiento. Esto se realizo con

ayuda de un pincel, directamente sobre el anillado, saturando completamente el contorno
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del anillado. Enseguida, el anillado se cubri6 con el sustrato en una envoltura hecha con
polietileno trasparente. Finalmente, se hizo un amarre en cada extremo de la envoltura
para evitar la salida del sustrato. El sustrato utilizado para realizar el acodo fue turba de
musgo (peat-moss) el cual previamente fue humedecido con agua corriente hasta punto

de saturacion.

3.4.3. Evaluacion de los acodos aéreos

Los acodos fueron evaluados cada 30 dias por tres meses; una vez enraizados fueron
cosechados del arbol y trasplantados a macetas de 10 litros llenadas con la misma
mezcla de sustrato usada para los acodos.

En los acodos se registrd supervivencia, presencia de callo y enraizamiento. Para la
supervivencia, el acodo fue considerado muerto cuando tuvo méas de la mitad de las
aciculas secas. Un acodo se considero enraizado cuando conté con al menos dos raices.
3.4.4. Diseio experimental

El experimento se realizé bajo un disefio completamente al azar con arreglo factorial
2 X 5 (dos niveles de auxina, 0 y 10,000 ppm y cinco niveles de fertilizacién; sin
fertilizacion, nitrégeno, magnesio, y nitrdgeno + fosforo (Cuadro 3.1)) con cinco réplicas.
La unidad experimental fue un arbol, en el cual se realiz6 acodo en cuatro ramas; dos
por cada nivel de auxina. En total, el estudio utiliz6 25 &rboles y 50 acodos.

De acuerdo con el disefio experimental, para el analisis se utilizo el siguiente modelo:
Yik= 4 + Ci+ Dj+ CDjj + Eijk
Donde:

|: Efecto de la media global
Ci: Efecto fijo del i-esimo factor auxina (a)

DjEfecto fijo del i-esimo factor fertilizante (b)
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CDi; Efecto fijo de la interaccion entre el enésimo factor a y el factor b

€ik: Error aleatorio correspondiente a la observacion

Cuadro 3.1. Tratamientos probados en el experimento de enraizamiento de acodos

aéreos del hibrido del Pinus elliottii x Pinus caribaea.

Tratamiento Fertilizante AIB (Ppm)
1 0 0

2 0 10,000
3 Nitrégeno (N) 0

4 Nitrégeno (N) 10,000
5 Fosforo (P) 0

6 Fosforo (P) 10,000
7 Magnesio (Mg) 0

8 Magnesio (Mg) 10,000
9 N+P 0

10 N+P 10,000

3.4.5. Analisis de datos

Previo al andlisis de varianza, se realiz0 la prueba de normalidad a los datos de todas
las variables evaluadas. Al no presentar normalidad, entonces el analisis de datos se
realizo aplicando el GLIMMIX PROC de SAS (SAS, 2013). Cuando el analisis de varianza

detecto significancia para las variables, se realizo la separacion de medias por Tukey.
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3.5.RESULTADOS Y DISCUSION

Tanto la fertilizacién como la dosis de AIB tuvieron efecto significativo (p < 0.05) en la
supervivencia y enraizamiento de acodos del hibrido del P. elliottii x P. caribaea; mientras
que la interaccion entre ambos factores soélo fue estadisticamente significativa para el

enraizamiento (Cuadro 3.2).

Cuadro 3.2. Valores de F y P del andlisis de varianza para la supervivencia y

enraizamiento en los acodos aéreos del hibrido del Pinus elliottii x Pinus caribaea.

Fuente de Supervivencia Acodos enraizados
variacion (%) (%)
F P F P
Fertilizacion (F) 10.86 0.0001* 6.17 0.0006*
AIB (A) 34.86 0.0001* 30.36 0.0001*
FXA 1.02 0.4079 ns 291 0.035*

*Con diferencias significativas (p< 0.05); ns= no significativo. AIB: acido indolbutirico.
3.5.1. Efecto de la fertilizacién

Supervivencia. En general la supervivencia de los acodos fue muy afectada, ya que
estuvo por debajo del 50%; sin embargo, la fertilizacién con cualquiera de los elementos
aplicados a los arboles del hibrido increment6 la supervivencia de los acodos en mas del
40% con respecto a los acodos testigo (Cuadro 3.3).

El acodo se establece a partir de un dafio generado en la rama del arbol, para generar
el anillado. En el arbol este dafio se traduce en un estrés mecanico. Entonces si el arbol
no presenta deficiencias nutritivas, lo mas probable es que responda al estrés de manera
favorable; mientras se generan las raices en el acodo. Se sabe que una planta vigorosa

tendrd& mayores recursos metabolicos para sobrevivir a factores ambientales
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desfavorables (estrés); mientras se inicia el proceso de rizogénesis en los acodos
(Amissah y Bassuk, 2004). Es probable que, por esta razén, los acodos generados en
arboles fertilizados hayan registrado mayores porcentajes de supervivencia.

También se debe considerar otros factores, ya que varias son las cusas que pudieron
provocar la muerte de la rama acodada. Es muy probable que la técnica usada para
realizar el anillado para acodar haya dafado el tejido vascular en esa zona, causando la
muerte de la rama. Tanto en la supervivencia como en el enraizamiento de los acodos,
es importante considerar también la época del afio, ya que tanto el clima como la
fisiologia del arbol influyen en el proceso (Rogel, Mufioz & Cruz, 2000). Por lo que en

futuros experimentos, se considera realizar los acodos en otras temporadas del afio.

Cuadro 3.3. Efecto de los tratamientos de fertilizacion en los porcentajes promedio de la

supervivencia y acodos enraizados del hibrido Pinus elliotti & caribaea.

Fertilizante Supervivencia (%) Acodos enraizados (%)
T 20.1b 153D
N 454 a 30.2a
P 35.7a 20.6 ab
Mg 40.6 a 156 b
N+P 40.2 a 21 ab

T: Testigo, N: Nitrogeno, P: Fésforo, Mg: Magnesio, N+P: Nitrégeno mas Fosforo. Dentro
de una variable de respuesta, diferentes letras asociadas a los promedios indican

significancia estadistica (a=0.05).

Acodos enraizados. La fertilizacion también mejord el enraizamiento de las estacas.

Con excepcion del Mg, los demas elementos probados incrementaron el porcentaje de
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acodos enraizados en aproximadamente 50%, respecto al testigo, particularmente el
tratamiento de nitrégeno (Cuadro 3.3). El nitrdgeno es un componente importante de la
clorofila, fundamental para la sintesis de proteinas y los acidos nucleicos; ademas su
presencia en los tejidos de las plantas se correlaciona con el contenido de carbohidratos
(Sanclemente & Pefia, 2008). Estos elementos son necesarios para que la planta lleve a
cabo los procesos de organogénesis, cuando son requeridos, como lo es la formacién
de raices adventicias (Emer et al., 2019).

A pesar del efecto positivo de la fertilizacion en el enraizamiento de los acodos de los
arboles del hibrido, en general el porcentaje de acodos enraizados es muy bajo. Por lo
anterior, se requiere realizar mas estudios e involucrar otras concentraciones vy
combinacion de elementos en la fertilizacién de los arboles; ya que los acodos, en cierto
grado, respondieron y generaron raices adventicias a pesar de la edad del arbol
acodado.

3.5.2. Efecto del AIB

Supervivencia. La aplicacion de AIB en los acodos incrementd su supervivencia en
mas de 30%, en relacién al testigo (Cuadro 3.4). Resultados similares con el uso de AIB
en la supervivencia de acodos se han reportado en otras especies (Kamila & Panda,
2019). De acuerdo con los autores mencionados, es muy posible que el AIB haya
acelerado el inicio de las raices, lo que generO ciertas ventajas fisiologicas que le
permitieron salir del estrés causado por el acodado, evitando la muerte. Aunque se deben
considerar otros factores que pudieron influir en la mortalidad del acodo, como se sefialo
anteriormente, la aplicacion en exceso de AIB sobre la zona del acodo pudo haber

resultado toxica, por lo que se debe trabajar en estandarizar la técnica de aplicacion del
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AIB para evitar saturar con auxina la zona del anillado (Sanchez et al., 2009). Por otro
lado, es importante considerar tanto factores bidticos como abibticos que pudieran
afectar la supervivencia del acodo. La humedad y temperatura son factores involucrados
en varios procesos fisiologicos de las plantas que pueden afectar el efecto del AIB y la
formacion de las raices adventicias (Eganathan et al., 2000). Algunas plagas también
pueden influir negativamente en el enraizamiento del acodo. En ciertos acodos del
experimento se detectd la presencia abundante de hormigas, las cuales pudieron haber
propiciado la muerte de los acodos aéreos, ya que sustrajeron el sustrato y modificaron
la estructura del acodo.

Cuadro 3.4. Efecto del AIB en los porcentajes promedio de la supervivencia y

enraizamiento de acodos del hibrido Pinus elliottii X Pinus caribaea.

AlB Supervivencia Acodos enraizados
(ppm) (%) (%)
0 28.6 a 145a
3,000 44.2 b 26.5b

AIB: Acido indolbutirico. Dentro de una variable de repuesta, diferentes letras asociadas

a una variable respuesta indican significancia estadistica (a=0.05).

Acodos enraizados. El AIB influy6 en el enraizamiento de los acodos al incrementar
en mas de 40 % los valores de esta variable de respuesta en relacion a los acodos no
tratados con AIB, (testigo; Cuadro 3.4). El efecto del AIB en la induccién de raices
adventicias esta comprobado, no sélo para la propagaciéon de coniferas, sino también en
latifoliadas (Hunt, Trueman & Rasmussen, 2011; Mantovani, Grando, Xavier & Otoni,

2010; Ruiz, Vargas, Cetina & Villegas, 2005).
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El enraizamiento en respuesta al AIB de los acodos del hibrido es similar a lo
encontrado en investigaciones con otras especies, donde se concluye que el AIB debe
ser usado en acodos aéreos para incrementar su enraizamiento y obtener raices mas
homogéneas en numero y tamafio (Kamila & Panda, 2019); ademas, de mejorar algunos
aspectos morfoldgicos de la raiz que determinan la supervivencia de la planta durante su
trasplante a contenedor y posterior establecimiento en condiciones de campo. En el
presente trabajo se registraron bajos porcentajes de enraizamiento, independientemente
del tratamiento de AIB, por lo que es necesario continuar estudiando los factores que
permitan incrementar los porcentajes de enraizamiento.

En particular, es importante estudiar a detalle las interacciones del AIB con la época
del afio. Probando mas dosis de AIB, dado que en este trabajo so6lo se analiz6 con una
sola concentracion de AIB y en una época del afio (verano). Se sabe que la fisiologia y
componentes metabdlicos varian en los tejidos de la planta segun la época del afio, lo
cual debe influir en los procesos de enraizamiento del acodo. En proximos trabajos para
enraizar acodos de este hibrido, se recomienda incluir otras dosis de AIB. Acosta et al.,
(2000) sefialan que la respuesta al enraizamiento depende en gran medida de la 6ptima
concentracion de la auxina aplicada al acodo de la especie en cuestidon. En Pinus
caribaea se encontraron los mejores resultados de enraizamiento en acodos tratados
con acido indolacético (AlA) y cinetina (Kompen & Torres, 1987).

Cabe seiialar que en el presente estudio los primeros registros de emision de raices
se observaron a los 45 dias en los acodos del hibrido Pinus elliotti x Pinus caribaea. La
apariencia que presentaron las raices al inicio fue de colores blanquecinos, asi como

otras en color marron y mucho mas finas (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Primeras raices visibles a los 45 dias de haberse establecido los acodos

aéreos del hibrido Pinus elliottii & Pinus caribaea.

3.5.3. Interaccion Fertilizacion X AIB

La interaccién entre los factores probados fue significativa para el porcentaje de acodos
enraizados. Principalmente la combinacion de N+P, Mg y N con el AIB incrementé el

porcentaje de acodos enraizados en mas de 70%, en relacién con el testigo (Cuadro 3.5).

Cuadro 3.5. Interaccion de los nutrimentos aplicados con el acido indolbutirico (AIB) en

el porcentaje de acodos del hibrido Pinus elliotti x Pinus caribaea.

Fertilizante AIB (ppm) Enraizamiento de acodos (%)
N+P 3000 504 a
Mg 3000 50.2a
3000 49.6 ab
0 41.2 ab
P 3000 40.6 ab
Mg 0 31.0ab
P 0 30.8 ab
T 3000 30.2b
N+P 0 30.0b
T 0 10.0c
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Dentro de una variable de respuesta, diferentes diferentes letras asociadas a los

promedios indican significancia estadistica (0=0.05).

Lo anterior demuestra que la fertilizacion mejora la calidad y vigor de los tejidos los
cuales tienen mejor disposicion a responder al estimulo del AIB para promover el
enraizamiento de los acodos. En la zona del cambium del anillado del acodo, la actividad
de la auxina con los compuestos metabdlicos en niveles Optimos generados por la
fertilizacion, permite la inmediata division y diferenciacién celular que dan lugar a lo
primordios radicales (Gilani et al., 2019). Entonces si la planta a acodar no presenta un
balance nutrimental adecuado, los compuestos metabdlicos requeridos seran limitados
y el proceso de rizogénesis en el acodo seréa deficiente.

Finalmente, es menester mencionar que en varios acodos se observo la presencia de
callo, estructura indeseable que retrasa e inhibe el enraizamiento (Albany, Vilchez,
Gadea, Viloria, & de Rincén, 1995). La formacion de callo se debe evitar, con la finalidad
de inducir el enraizamiento, probablemente con la manipulacion de las dosis de AIB la
formacion de callo se pueda limitar (Calderon, 1992). Aunque, se ha considerado que la
aparicion de callo es parte del proceso de formacion de raices adventicias, por lo que se
podria decir que los acodos con presencia de callo pudieron haber emitido raices en un
periodo de tiempo mas largo. Se ha demostrado que en la mayoria de las plantas la
formacion de callo es independiente de la formacion de raices adventicias y si ocurren
simultdneamente es debido a que ambos estan condicionados por los mismos factores
ambientales que los rodean (Acosta et al.,, 2000). Si se reduce la relacion

citocinina/auxina, se estimula la formacion de raices (Salisbury & Ross, 2000).
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3.6.CONCLUSIONES

La fertilizacion de los arboles del hibrido Pinus elliottii X Pinus caribaea con cualquiera
de los nutrimentos deficientes y con fosforo, favorece la supervivencia y el enraizamiento
de los acodos. En la plantacién de Pinus elliottii x Pinus caribaea ubicada en Villa Lazaro
Cérdenas, Puebla, se recomienda implementar un programa de fertilizacion,
considerando al nitrogeno y al fosforo como elementos principales, para facilitar los
trabajos de clonacion mediante la técnica de acodos.

La aplicacion del AIB complementa el efecto del fertilizante al incrementar el
porcentaje de enraizamiento en los acodos. Sin embargo, se debe probar con
concentraciones menores para determinar y descartar sus probables efectos tdxicos en
los acodos.

La fertilizacién de los arboles y la aplicacion de AIB presentan un efecto sinérgico
sobre el enraizamiento de los acodos.

A pesar los bajos porcentajes de enraizamiento obtenidos en el presente estudio, se
reconoce que tanto la fertilizacion como la aplicacion de AIB afectan positivamente la
capacidad de arboles del hibrido Pinus elliottii x Pinus caribaea para emitir raices
adventicias en tejidos no juveniles. Se recomienda continuar mejorando la técnica de
clonacién de este hibrido hasta conformar un protocolo que permita incrementar el
porcentaje de enraizamiento.
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CONCLUSIONES GENERALES

La fertilizacion como parte del manejo de planta donadora debe ser incluido en los
sistemas de propagacion vegetativa por mini-esquejes y acodos, ya que mejor6 el
crecimiento y vigor de los arboles del hibrido P. elliottii x P. caribaea. Este efecto acelerd
la fenologia y crecimiento del brote, por lo que se pueden obtener mini-esquejes en
menor tiempo. Ademas, también influyd en el incremento de produccion de min-esquejes;
particularmente en los arboles fertilizados con nitrégeno més fésforo.

El enraizamiento de las estacas del hibrido fue mejor con el AIB y la fertilizacién. Sin
embargo, se debe continuar trabajando para incrementar los bajos porcentajes de
enraizamiento obtenidos. Ademas de probar mas dosis y modos de aplicacién del AlB,
se recomienda modificar los niveles de humedad relativa y de la temperatura que se
generaron en las cadmaras de enraizamiento, ya la contaminacién por hongos se hizo
presente e influyo, en cierta manera, en los resultados.

El acodo de las ramas de los arboles de P. elliotti x P. caribaea tiene mayor éxito de
ser enraizado con la fertilizacion en complemento con la aplicacion de AIB. No obstante,
se debe seguir investigando con menores concentraciones de AIB para determinar y
descartar sus probables efectos toxicos en los acodos.

Los arboles del hibrido P. elliotti x P. caribaea tienen alta capacidad de producir mini-
esquejes, respuesta que puede ser amplificada con la fertilizacion; los cuales
respondieron al enraizar favorablemente con el AIB, a pesar de la edad fisioldgica del
arbol donador. Por lo que la clonacidon del hibrido se puede realizar a través de los
sistemas de macropropagacion probados en este trabajo; aunque se debe continuar

investigando para mejorar los protocolos.
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