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ACUMULACION Y DISTRIBUCION DE BIOMASA EN Pinus cembroides ZUCC. Y P.
orizabensis D.K. BAILEY & HAWKSW. EN RESPUESTA AL DEFICIT HIDRICO
Sergio Alva Rodriguez , M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2019
RESUMEN

Se determind la resistencia a sequia de Pinus cembroides y P. orizabensis y el efecto del déficit
de humedad en la resistencia a bajas temperaturas, la longitud de aciculas y la densidad de
estomas. Se utilizaron plantas de 16 meses de edad de tres procedencias de cada especie. Se
establecié un experimento con dos niveles de humedad que durd 11 meses. Tubos de PVC de
10 cm de diametro por 100 cm de longitud se usaron como macetas. La humedad del sustrato
fluctud de 45 a 38 % en SO (riego) y de 36 a 30 % en S1 (sequia). En S1 el incremento de altura,
didmetro y longitud de raiz y el nimero total de ramas fue menor en 20, 46, 30 y 31.2 %,
respectivamente, que en S0. Se redujo la acumulacion de biomasa aérea, del tallo, aciculas,
ramas y raiz en un 32, 43, 26, 33 y 50 %, respectivamente, mientras que la relacion de biomasa
aéreafradical aument6 33 %. En SO, P. cembroides presentd mayor proporcion de plantas con
hojas secundarias (79.5 vs. 66 %), biomasa de tallo (6 vs. 5.18 g) y de raiz (12.9 vs. 10.2 g) que
P. orizabensis. En sequia, P. cembroides tuvo mayor incremento en didmetro (3.26 vs. 2.76 mm),
numero de ramas (8.0 vs. 5.8), biomasa de ramas (0.99 vs. 0.84 g) y de raiz (6.34 vs. 5.20 g) que
P. orizabensis. La relacion biomasa parte aérea/raiz resulté 21 y 12 % mayor en P. orizabensis
en riego y sequia, respectivamente. Entre procedencias hubo diferencias en todas las variables.
En la primera prueba (en invierno) de la resistencia a bajas temperaturas, el indice de dafio (ID)
fue 16.6 % mayor en las plantas bajo sequia; el ID aument6 18 % en P. cembroides y 15 % en P.
orizabensis. En una segunda prueba el ID fue 12 % mayor en S1; el aumento entre la primera 'y
segunda fue de 11.6% en SOy de 7% en S1. En la tercera prueba se encontrd también un efecto
negativo del estrés hidrico, pero solo diferencias significativas entre los estados fenolégicos en las
plantas bajo riego (55.7 % de dafio en las plantas en elongacion y 41.6 % en las plantas con
yemas en reposo). La procedencia de Colén de P. cembroides, menos dafiada en las primeras
pruebas, fue igual de sensible que la de Tepeyahualco de P. orizabensis; sin embargo, en sequia,
las de Colon que formaron yema terminal fueron mas tolerantes que las de Tepeyahualco, pero
lo contrario en las plantas que no formaron yema. El tratamiento de S1 impuesto disminuyé el
tamafio del estoma en 11.7 % y la longitud de la acicula en 23 %, lo que incremento en 14 % la
densidad estomatal por mm lineal. El efecto de la sequia impuesto en las aciculas y estomas fue
similar entre las dos especies y las seis procedencias probadas.

Palabras clave: crecimiento, déficit hidrico, Pinus cembroides, pifioneros, procedencias,
estomas, bajas temperaturas, fenologia.



ACCUMULATION AND DISTRIBUTION OF BIOMASS IN Pinus cembroides ZUCC.
AND P. orizabensis D.K. BAILEY & HAWKSW. IN RESPONSE TO THE WATER
DEFICIT
Sergio Alva Rodriguez, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2019
ABSTRACT

Drought resistance of Pinus cembroides and P. orizabensis, and the effects of water deficit on
the resistance to low temperatures needle length and stomata density were determined. Plants
of 16 months of age from three provenances of each pine were used. An experiment was
established with two humidity levels that lasted 11 months. PVC tubes of 10 cm diameter by 100
cm length were used as pots. The humidity of the substrate fluctuated from 45 to 38 % in SO
(control, normal irrigation) and from 36 to 30 % in S1 (water deficit). In S1 the increment in height,
diameter and root length and the total number of branches were 20, 46, 30 and 31.2 % lower,
respectively, than in SO. Aerial, stem, needles, branches and root biomass accumulation was
reduced by 32, 43, 26, 33 and 50 %, respectively, whereas the ratio of aerial / root biomass
increased 33 %. In SO, P. cembroides presented a higher proportion of seedlings with secondary
needles (79.5 vs. 66 %), stem (6 vs. 5.18 g) and root biomass (12.9 vs. 10.2 g) than P.
orizabensis. In drought, P. cembroides had greater increase in diameter (3.26 vs. 2.76 mm),
number of branches (8.0 vs. 5.8), branch (0.99 vs. 0.84 g) and root biomass (6.34 vs. 5.20 g)
than P. orizabensis. The aerial / root biomass ratio was 21 and 12 % higher in P. orizabensis in
control and in drought, respectively. There were differences in all the variables among
provenances. In the winter test of resistance to low temperature, the damage index (DI) was
16.6% higher in plants under drought; DI increased 18% in P. cembroides and 15 % in P.
orizabensis. In a second test DI was 12 % higher in S1, and DI increased by 11.6 % in SO and
7 % in S1 when compared with the first test. In the third test, a negative effect of the drought
stress was found, but there were only significant differences among the phenological stages in
S0, 55.7 % in elongation to 41.6 % when plants were in dormancy. The Colén provenance of P.
cembroides, less damaged in the initial tests, was as sensible as the Tepeyahualco of P.
orizabensis; however, in drought, seedling from Coldn with developed bud were more tolerant
than those from Tepeyahualco but the opposite occurred in seedlings with no bud development.
The S1 treatment decreased stomata length by 11.7 % and needle length by 23%, which
increased stomata density per mm by 14 %. The effect of the imposed drought in the needles
and stomata was similar among the two pinyon pines and the six tested provenances.

Palabras clave: increased, water deficit, Pinus cembroides, pinyon pines, provenances, stomata,
low temperatures, phenology.
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INTRODUCCION GENERAL

Las repoblaciones artificiales en México tienen escaso éxito, a tal grado que la
supervivencia puede llegar a menos de 50 % en el primer afio de establecimiento, con
valores bastante menores posteriormente (Vargas y Venegas, 2012). Este deceso
continuo ocurre en parte al elegir especies inadecuadas para las condiciones
edafocliméticas del sitio (Burney et al., 2015). El déficit hidrico y las heladas son
causantes principales de la distribucion y desarrollo adecuado de las plantas debido a
que limitan su supervivencia (Ewers et al., 2003; Fernandez et al., 2018). Ambos son
factores de estrés que afectan a los procesos fisioldgicos importantes de la planta (Mayr
et al., 2006), particularmente en coniferas el transporte del agua dentro de la planta y
el intercambio de gases, que generalmente se ve disminuido por la embolia producida
por las heladas y el cierre de estomas provocado por la sequia (Willson y Jackson,
2006). En consecuencia, la productividad y la hidratacion de los vegetales se reducen,
a tal grado que las afectaciones a las actividades fisiolégicas pueden dafiar la planta 'y
causar su muerte (McDowell, 2011). Sin embargo, esto ocurre principalmente cuando
las plantas adaptadas a cierto ambiente son trasladadas fuera de su area de
distribucion natural (Pokman y Sperry, 1997).

El déficit hidrico influye en el mantenimiento de la turgencia, necesaria para los
procesos fisiol6gicos y el crecimiento celular (Kramer y Boyer, 1995); ademas, causa
gue la densidad estomética se reduzca en proporcion a la intensidad del déficit hidrico
(Franks y Beerling, 2009). Las plantas utilizan mecanismos de adaptacion al déficit
hidrico y a las heladas, habilidad que difiere entre especies, incluso entre procedencias
geograficas (Cregg et al.,, 2000). La forma de resistir las heladas es mediante el
endurecimiento, el cual comienza una vez que la temperatura disminuye

paulatinamente y las horas de luz por dia se acortan (Li et al., 2003).

En México existen 47 especies del género Pinus, alrededor de 40 % de las
especies a nivel mundial; y la mayor cantidad de especies del género con
megagametofito y embrién comestible (pifiones) (Farjon y Styles, 1997). Los pinos
pifioneros ademas de fuente de lefia proveen semillas de alto valor econdmico, de alto
consumo con un aporte de beneficios alimenticios por sus niveles nutrimentales altos
(Bailey y Hawksworth, 1992; Luna et al., 2008; Hernandez et al., 2011).



La especie de pifionero mas abundante en México es P. cembroides Zucc., que
se distribuye en Sonora, Chihuahua, Coahuila, Durango, Zacatecas, Nuevo Leon,
Tamaulipas, San Luis Potosi, Aguascalientes, Jalisco, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo
y al noroeste de Veracruz, incluso en Arizona, Texas y Nuevo México en EE.UU., con
un rango de distribucion altitudinal de 1700 a 2400 m (Perry, 1991; Bailey y
Hawksworth, 1992; Farjon y Styles, 1997). Por otro lado, P. orizabensis D.K. Bailey y
Hawksworth es un pino similar en morfologia al anterior, natural de Puebla, Tlaxcala y
centro oeste de Veracruz (Perry, 1991). Este pifionero forma parte de la transicion del
bosque templado y matorral xeroéfilo (Granados et al., 2015), en un intervalo altitudinal
de 2300 a 2700 m (Bailey y Hawksworth, 1992). Si bien ambas especies son similares,
Bailey y Hawksworth (1992) y Hernandez et al. (2018) sefialan diferencias en arboles
adultos y a nivel de plantulas. P. cembroides se encuentra en la lista roja de la (IUCN,

2018) como preocupacion menor, mientras P. orizabensis como en peligro de extincion.

Pinus cembroides y Pinus orizabensis no son simpatricas (Bailey, 1983; Bailey y
Hawksworth, 1992), lo que sugiere diferencias adaptativas entre estos dos pinos.
Ambas estdn amenazadas por la sobre explotacién del pifidn, el aumento de la frontera
agricola y particularmente el sobrepastoreo por el ganado caprino, que deja desnudo
el suelo, lo que propicia la erosion hidrica. Esta situacion ha generado reforestaciones
para proteger el suelo y producir arboles para la produccion de pifién. Sin embargo, la
falta de control en el movimiento del germoplasma usado para generar las plantas ha
provocado problemas de adaptacién por el estrés hidrico o por heladas al repoblar

lugares mas secos o mas altos de lo debido por su origen.

Por su similitud morfolégica y al estar separadas geograficamente, Pinus
cembroides y Pinus orizabensis son confundidas; debido a que ambas producen
pifiones rosados, lo que provoca que sean recolectados sin distincién, para producir
planta en los programas de reforestacion, alterando el area de distribucion de estas
especies, incluso de sus procedencias. Por las diferencias geogréaficas se esperarian
diferencias adaptativas a factores de estrés, como lo es el déficit hidrico y las heladas
(Espinoza et al., 2016). Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
determinar diferencias en la adaptacion a sequia, evaluando en vivero la tasa de

crecimiento en altura y en didametro de plantulas de 16 meses de edad sometidas a dos

2



niveles de humedad. Ademas, determinar el efecto de la sequia en la resistencia a
bajas temperaturas y en la densidad estomatica de diferentes procedencias de P.

cembroides y P. orizabensis.



CAPITULO | BIOMASA Y CRECIMIENTO EN Pinus cembroides ZUCC. Y P.
orizabensis D.K. BAILEY Y HAWKSWORTH EN RESPUESTA AL DEFICIT
HIDRICO

Resumen

El movimiento del germoplasma fuera de la distribucion natural, aunado al cambio
climético alteran la supervivencia y el crecimiento de los arboles de acuerdo con la
adaptabilidad de cada especie y procedencia. El objetivo del presente estudio fue
determinar la adaptacion a la sequia de plantas de 16 meses de edad de tres
procedencias de Pinus cembroides y tres procedencias de P. orizabensis con base en
el crecimiento y produccion de biomasa. Se establecié un experimento de riego y
sequia con plantas de 16 meses de edad. Se emplearon como macetas tubos de PVC
de 10 cm de diametro por 100 cm de longitud. La humedad del sustrato fluctué de 45 a
38 % de humedad en SO (riego) y de 36 a 30 % en S1 (sequia). Estas condiciones se
mantuvieron por 11 meses. Se midi6 el incremento de altura, diametro, longitud de raiz,
y el niUmero total de ramas, los que fueron 29, 46, 30 y 31 % menor, respectivamente,
en S1 vs. SO. La acumulacién de biomasa aérea, de tallo, aciculas, ramas y raiz en S1
se redujo en un 32, 43, 26, 33 y 50 %, respectivamente, mientras que la relacién
biomasa area/biomasa radical aument6 33 % en sequia. P. cembroides present6 mayor
crecimiento en altura y diametro, biomasa de tallo en riego, y mayor crecimiento en
didmetro y biomasa de ramas en sequia que P. orizabensis. La biomasa de la raiz
resulté mayor en P. cembroides en ambos tratamientos de humedad, pero la relacién
biomasa aéreal/raiz fue mayor en P. orizabensis. Se encontraron diferencias entre
procedencias en el crecimiento y acumulacion de biomasa en respuesta al déficit
hidrico. La procedencia de P. cembroides que mejor se comporté bajo déficit hidrico
fue Santiago de Anaya, Hgo. y para P. orizabensis, fue EI Carmen, Tlax., debido a su

buen sistema radical asociado a su mayor crecimiento.

Palabras clave: crecimiento, déficit hidrico, Pinus cembroides, Pinus orizabensis,

pifioneros, procedencias.



Introduccion

El principal problema de las repoblaciones artificiales en México es la baja
productividad y una supervivencia menor al 50% a un afio de establecidas y que
desciende en afos subsiguientes (Vargas y Venegas, 2012). Lo anterior se debe a
varios factores, entre ellos principalmente a la seleccidén de plantas no adaptadas al
ambiente y la baja disponibilidad de agua, que alteran los procesos fisioldgicos en la
planta (Teskey y Hinckley, 1986; Burney et al., 2015). Por ejemplo, el establecimiento
de la vegetacion esta sujeta a las condiciones ambientales, la preparacion del sitio y la
calidad de la planta (Burney et al., 2015). Ademas, el establecer plantas en un lugar
inadecuado afecta sus rasgos funcionales, siendo la disposicion de agua el factor mas
critico debido a que afecta la adquisicion de nutrientes (Birchler et al., 1998).

Las plantas utilizan una variedad de mecanismos de adaptacion al déficit hidrico,
el cual difiere entre especies o incluso entre las procedencias geograficas de éstas; las
que pertenecen a sitios aridos muestran una mayor eficiencia en el uso del agua (Cregg
et al.,, 2000). Estas adaptaciones hacen posible la selecciébn de especies o
procedencias con mayor capacidad de supervivencia al déficit hidrico (Cregg, 1994).
Tal es el caso con Pinus leiophylla, que se lograron separar sus procedencias por su

consumo de agua en dos grupos, uno ahorrador y otro agotador (Martinez et al., 2002).

México posee 47 especies del género Pinus; 40 % de las especies conocidas a
nivel mundial, y tiene la mayor cantidad de especies que producen semilla que se
denomina pifién, cuyo megagametofito y embridon son comestibles (Farjon y Styles,
1997). Los pinos pifioneros (subseccion cembroides), se establecieron y formaron
grandes extensiones boscosas en el altiplano mexicano durante las glaciaciones del
cuaternario (Little, 1987). La principal utilidad de Pinus cembroides Zucc. y de P.
orizabensis D.K. Bailey y Hawksworth son las semillas, las que actualmente son
recolectadas y consumidas (Bailey y Hawksworth, 1992; Luna et al., 2008). Ambas
especies se ubican cercas de centros de consumo, y aportan beneficios alimenticios y

econdmicos a sus poseedores (Perry, 1991; Hernandez et al., 2011).

P. cembroides es el pifilonero mexicano de mayor distribucion; en EE.UU. se
localiza en Arizona, Texas y Nuevo México y en México se localiza en Sonora,

Chihuahua, Coahuila, Durango, Zacatecas, Nuevo Leon, Tamaulipas, San Luis Potosi,
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Aguascalientes, Jalisco, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, y hasta el noroeste de
Veracruz, a una altitud de 1,700 a 2,400 m (Perry, 1991; Bailey y Hawksworth, 1992;
Farjon y Styles, 1997). En cambio, P. orizabensis es endémico de los estados de
Puebla, Tlaxcala y el centro-oeste de Veracruz, por debajo de los 20° de latitud norte
(Perry, 1991). Este pino forma parte de la vegetacion de transicién entre los bosques
templados y matorral xerofilo (Granados et al., 2015) y habita en una elevacion de 2,300
a 2,700 m (Bailey y Hawksworth, 1992). Por lo tanto P. orizabensis se ubica en

condiciones mas australes, pero en mayor elevacién que P. cembroides.

P. cembroides y P. Orizabensis no son simpatricas, con diferencias en sus
intervalos de elevacion (Bailey, 1983; Bailey y Hawksworth, 1992), por lo que se
supondria diferencias adaptativas entre ellas. P. cembroides se encuentra en la lista
roja de la (IUCN, 2018) como preocupacion menor, y P. orizabensis se encuentra en la
categoria de peligro de extincibn. Ambas son afectadas por el sobrepastoreo,
principalmente el caprino, la sobre explotacion en la cosecha del pifion, y el aumento
de la frontera agricola, que inciden negativamente en su permanencia. Las dos
especies son muy parecidas, aunque Bailey y Hawksworth (1992) sefialan diferencias
en arboles maduros, en tanto que Hernandez et al. (2018) las describen a nivel de
plantulas. Sin embargo, al estar separadas fisicamente se les confunde; ambas
producen pifiones rosados y se les recolecta indistintamente para los programas de
reforestacion. Al establecer reforestaciones con la especie o la procedencia incorrecta
alteraria la distribucion natural de éstas, ademas de que se afectaria el desarrollo y
supervivencia de las plantas por las diferencias adaptativas, por ejemplo, al déficit
hidrico o a bajas temperaturas (Espinoza et al., 2016).

Establecer reforestaciones con el pifionero equivocado alteraria la distribucion,
asi como la supervivencia y productividad de los pifioneros. Con base en lo anterior, el
objetivo de este trabajo fue determinar las diferencias en la tasa de crecimiento en
altura y en diametro y la produccion de biomasa aérea y radicular en plantulas de
diferentes procedencias de P. cembroides y P. orizabensis sometidas a dos niveles de
humedad, uno con déficit hidrico, y determinar la interaccién genotipo x ambiente de

humedad en el suelo en estas caracteristicas.



Materiales y Métodos

Germoplasma utilizado

El germoplasma se recolecté en procedencias naturales de P. cembroides y de
P. orizabensis en los afios 2014 y 2015 (Cuadro 1.1). Se recolectaron conos de 15
arboles sanos, con buena conformacion de copa, por poblacion, ubicados a una
distancia minima de 50 m entre ellos. La semilla se sembro el 15 de enero del 2016 en
charolas de plastico de 330 cm?®. El sustrato estuvo compuesto de corteza de pino
composteada, aserrin y agrolita con una proporcion de 1:1:1, al cual se le agregé
fertilizante de liberacion lenta (nutricote 17-7-12) en una dosis de 7 kg por m3.
Posteriormente las plantas se dejaron bajo condiciones de riego normal, hasta el 30 de

mayo del 2017, a los 16 meses de edad.

Cuadro 1.1 Ubicacion de las procedencias de Pinus cembroides y P. orizabensis

incluidas en el presente estudio.

Procedencias Latitud N*  Longitud O  Altitud Tf!?:p (rr?rz)'f
Pinus cembroides
El Carrizal, Colon, Qro. 20° 52'40" 100°05'07" 2,159 16.0 626
La Laja, Cadereyta, Qro. 20° 48'44"  99° 38'19" 2,831 14.2 890

La Florida, Santiago de Anaya, Hgo. 20° 28' 36" 98° 59' 02" 2,002 17.3 511

P. orizabensis

Tepeyahualco, Tepeyahualco, Pue. 19° 30'26" 97° 30" 26" 2,417 13.8 491
Rancho Dominguez, El Carmen, Tlax. 19° 24'01"  97° 42' 44" 2,671 15.3 565
Las Cuevas, Altzayanca, Tlax. 19° 22" 44"  97° 43 02" 2,479 14.0 573

TDatos obtenidos en cada poblaciéon con un geoposicionador Garmin® Etrex 10 Datum WGS84.
¥ Temperatura media anual y precipitacion media anual se obtuvo mediante el software
ANUSPLIN, que modela datos en superficies geogréficas considerando la latitud (Séenz-
Romero, 2011).



Establecimiento del experimento

El experimento se establecié el 30 de mayo del 2017 con seis procedencias
(Figura 1.1) tres de cada especie, en el invernadero del Postgrado en Ciencias
Forestales, del Colegio de Postgraduados, en Texcoco, Estado de México.

Simbologia

Pinus cembroides

/&, Cadereyta, Qro.

/& Colén, Qro.

/A Santiago de Anaya, Hgo.
Pinus orizabensis

¢ Altzayanca, Tlax.

7;‘( El Carmen, Tlax

75? Tepeyahualco, Pue.

QUERETARO

Figura 1.1. Mapa de la localizacion de las procedencias de Pinus cembroides y P.

orizabensis empleadas en el presente estudio.

Se realiz6 una seleccién de plantas en cada poblacion, para que tuvieran un
tamafio homogéneo (Martifion et al., 2010). Se emplearon 480 tubos de PVC de 10 cm
de didmetro y 100 cm de longitud, con el fin de no tener limitado el crecimiento de la
raiz. Las plantas escogidas se trasplantaron a estos tubos. Se utilizé un disefio
experimental en dos ambientes de humedad [SO (riego) y S1 (sequia)], con las
repeticiones (bloques) anidadas dentro de ellos; en cada bloque se evaluaron las seis
poblaciones (tres por especie), con 10 plantas por unidad experimental, por lo que se
tuvieron 60 plantas por repeticion y 240 plantas por ambiente de humedad. Se

colocaron otros 136 tubos con plantas como bordo experimental.

El sustrato utilizado se compuso de material de aserrio composteado y tepezil en
una proporcion de 1:1, el cual fue mezclado y esterilizado previamente a una
temperatura de 90 °C por 5 horas. Al sustrato no se le afiadi6 fertilizante debido a que
éste ocasiona interaccion en la tolerancia al estrés (Villar et al., 2013). En el Laboratorio

de Fisica de Suelos en el Colegio de Postgraduado se realizaron analisis del sustrato:
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el pH del sustrato resulté de 6.6, la conductividad eléctrica de 1.5 dSm™, y el contenido
de materia organica de 14.4 %, nitrégeno de 0.13 %, fésforo de 0.01 mg Kg, sodio de
0.08 cmol (+) Kg* y de potasio 0.15 cmol (+) Kg. Con la finalidad de determinar los
niveles de humedad en cada tratamiento, se determind la capacidad de campo (0.03

MPa) y el punto de marchites permanente (1.5 MPa).

Para determinar el momento oportuno de riego se utilizdé el método gravimétrico.
En SO (riego) se permitio que la humedad fluctuara de 45 a 38 % de humedad, mientras
que en S1 (sequia) fluctio de 36 a 30 % de humedad. El agua se repuso cuando se
alcanzo el minimo de humedad permitido para cada tratamiento, condiciones que se

mantuvieron durante 11 meses (Figura 1.2).

45
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Figura 1.2. Fluctuacion del contenido de humedad del sustrato empleado
para los tratamientos de SO (riego) y S1 (sequia). C.C.:
Capacidad de campo y P.M.P.. Punto de marchites

permanente.



Variables evaluadas

Al inicio del experimento, y posteriormente cada mes, se determiné la altura, el
diametro y la presencia o ausencia de hojas secundarias en cada una de las plantas.
Ademas, se contabilizé el nimero de ramas y la longitud inicial de la raiz que fue igual
a la longitud del tubete. La diferencia entre los valores iniciales y finales de las variables
de crecimiento se considero el incremento en cada una de ellas. Se utilizé una regla
graduada al mm y un vernier digital marca Mitutoyo® con aproximacion al mm. Para la
presencia de hojas secundarias se emple6 la proporcion de plantas con hojas
secundarias en cada parcela. Al inicio y final del experimento también se muestrearon
40 plantas de cada procedencia y tratamiento, separando la parte aérea (tallo, hojas y
ramas) y la raiz, para determinar la biomasa total de cada uno de ellos. El sistema
radical fue lavado cuidadosamente. Ambas secciones se depositaron en bolsas de
papel, y se colocaron en una estufa de secado a 60 °© C hasta alcanzar un peso
constante. De la parte aérea se separaron las aciculas de las ramillas y se pesaron por
separado en una balanza analitica. También se realizaron correlaciones de Pearson

con todas las variables analizadas, ubicacion geografica, variables climaticas.
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Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza en conjunto de las dos condiciones de humedad
con el procedimiento MIXED de SAS (SAS Institute, 2003). Para las variables en las

que se usaron los datos individuales por planta se utilizo el siguiente modelo lineal:
Yikim = M + Si + Bji) + Ex + SEik + BEjik + Pix) + SPik + BPiaik) + €ijkim

Donde Yikm es el valor observado en el m-ésimo individuo de la I-ésima
procedencia dentro de la k-ésima especie, en el j-ésimo bloque anidado en el i-ésimo
ambiente de humedad; p es la media poblacional, Si es el efecto fijo del i-ésimo nivel
de sequia, Bji es el efecto aleatorio de bloque anidado en el nivel de sequia ~NID (0,
0%s(s)), Ex es el efecto fijo de la k-ésima especie, SEi es el efecto fijo de la interaccion
del nivel de sequia por especie; BEjik es el efecto aleatorio de la interaccion bloque por
especie ~NID (0, o2%se), Pi) es el efecto fijo de la I-ésima procedencia dentro de la k-
ésima especie, SPiik es el efecto fijo de la interaccion nivel de sequia por procedencia
dentro de especie, BPjiik es el efecto aleatorio de la interaccion bloque anidado en el
nivel de sequia por procedencia dentro de especie ~NID (0, o2gp), Y €ixm €s el error de
muestreo dentro de parcelas ~NID (0, 0%); i=Soy S1; j =1, 2, 3y 4 bloques; k= P.
cembroides y P. orizabensis; |= 1, 2, 3 procedencias por especie, m= 1, ...10 plantas
por parcela. En las variables en que se usaron valores promedio por parcela, se utilizé

un modelo similar reducido (i.e., sin incluir el error de muestreo dentro de las parcelas).
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Resultados

Respuesta al déficit hidrico en variables morfolégicas

El analisis de varianza mostré diferencias significativas con p<0.05 entre los
tratamientos de riego y sequia en el incremento en altura, incremento en didmetro, el
namero de ramas y en el incremento en longitud de raiz (Cuadro 1.2). A nivel de
especies soOlo se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el
incremento en diametro y en el nimero de ramas. Para las procedencias de Pinus
cembroides y P. orizabensis se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en todas las variables excepto nimero de ramas. La interaccion de los niveles de
humedad con especie resultdé no significativa salvo en el porcentaje de plantas con
hojas secundarias. En la interaccién de procedencias por los niveles de humedad se

detectaron diferencias en el incremento en altura y didmetro (p<0.06).

Cuadro 1.2 Valor de significancia del andlisis de varianza para las variables de

incremento de Pinus cembroides y P. orizabensis en dos niveles de

humedad.
Fuente de Incremento Incremento NGmero Longitud Plantas con
o G.L. en altura en diametro de raiz  hojas secund.

variacion (cm) (mm) de ramas (cm) (%)
Tratamiento 1 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 ns
Especie 1 ns 0.0001 0.0079 ns ns
Trat*Especie 1 ns ns ns ns 0.0322
Procedencia(Esp) 4 0.0001 0.0001 ns 0.000 0.0435
Trat*Proc(Esp) 4 0.0002 0.0001 ns ns ns

El crecimiento fue menor en las plantas que se encontraban en sequia, aunque
no se modificé el porcentaje de plantas con presencia de aciculas secundarias. Las
variables de incremento en altura, diametro y longitud de raiz, y el nimero total de
ramas fueron menores en sequia en 20, 46, 30 y 31 %, respectivamente, que en riego
normal. En P. cembroides el incremento en altura, diametro y longitud de raiz, y el

namero total de ramas fue menor en sequia en 33, 45, 29 y 23 %, mientras que en P.
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orizabensis estas mismas variables lo fueron en 25, 47, 31y 40 % (Cuadro 1.3). En P.

cembroides fue mayor la reduccion de la altura por efectos de la sequia que en P.

orizabensis, aungue en ésta Ultima especie fue mayor el efecto en el nUmero de ramas,

pero en ninguna de estas variables fue significativo el efecto de la interaccion

tratamiento por especie. En ambas especies el efecto del déficit hidrico en el didmetro

del tallo fue mayor que en la altura de la planta. Por otro lado, La sequia afecto de

manera distinta a las dos especies en el desarrollo de las hojas secundarias, ya que

mientras en Pinus cembroides se redujo la proporcion de plantas con hojas

secundarias, en Pinus orizabensis no hubo un cambio significativo en esta variable

(Cuadro 1.3).

Cuadro 1.3 Mediay error estandar para las variables de crecimiento por tratamiento

de niveles de humedad y de Pinus cembroides y P. orizabensis por

tratamiento.

mrtamienol SN ce dameno Longiudde  Nimerode oSS

(cm) (mm) secund. (%)

SO 19.5+0.55a 5.5+0.07a 96.12+1.8la 10.0+0.3a 72.8*2.6a

S1 13.8 +0.55b 3.0 #0.07b  67.05 £1.81Db 6.9+0.3b 68.2 +2.6a

Riego (S0)

P.cembroides 20.58 +0.73a 5.89 +0.11a 96.08 £2.49a 10.49 +0.48a 79.5 *3.7a

P.orizabensis 18.42 £0.73b 5.22 £0.11b 96.15 +2.49a 9.66 +0.48a 66.1 £3.7b
Sequia (S1)

P.cembroides 13.86 +0.73a 3.26 +0.11a 67.81 +2.49a 8.04 £0.48a 65.9 +£3.7a

P. orizabensis 13.82 #0.73a 2.76 +0.11b 66.30 +2.49a 5.79 +0.48b 70.5 +3.7a

Valores promedio seguidos de letras distintas son diferentes entre si (p=0.05).
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Las variables no mostraron diferencias significativas entre especies con
excepcion del porcentaje de plantas con hojas secundarias en el tratamiento de riego,
en donde P. cembroides (PCem) tuvo 79.5 %y P. orizabensis (POri) 66.15 %, mientras

gue en el tratamiento de sequia tuvieron valores similares.

Las variables mostraron diferencias significativas (p<0.05) para las procedencias
en crecimiento entre tratamientos SO (riego) y S1 (sequia). Las procedencias de mayor
crecimiento en altura en SO fueron Santiago de Anaya (PCem) y El Carmen (POri) con
una media de 24.3 y 23.5 cm, respectivamente. Las procedencias de menor
crecimiento en riego fueron Colén (PCem) y Tepeyahualco (POri), con una media de
16.8 'y 14.7 cm, respectivamente. La procedencia de mayor crecimiento de altura en S1
fue Santiago de Anaya (PCem) con una media de 16.0 cm. La de menor crecimiento
fue Colén (PCem) con una media de 12.3 cm (Cuadro 1.4). Colon tuvo la mayor reduccion
en el crecimiento de raiz de todas las procedencias. (36%) y Santiago de Anaya la

menor reduccioén, solo 22 %.

En el tratamiento de SO las procedencias de mayor incremento en diametro fueron
Santiago de Anaya (PCem) y El Carmen (Pori). Las que menos crecieron fueron
Altzayanca (Pori) y Tepeyahualco (Pori). La procedencia de mayor incremento en
diametro en S1 fue Santiago de Anaya (Pcem), y las de menor incremento fueron
Altzayanca (Pori) y Tepeyahualco (Pori) (Cuadro 1.4). El incremento en longitud de raiz
en riego fue mayor en la procedencia de Colén (PCem) y el menor fue para
Tepeyahualco (POri). En sequia la procedencia Santiago de Anaya (PCem) fue la de

mayor incremento y Colon la de menor (PCem).
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Cuadro 1.4 Medias y error estandar del incremento en altura, diametro y longitud de
raiz de las procedencias de Pinus cembroides y P. orizabensis sometidas

a riego y sequia.

Incremento
Altura (cm) Diametro (mm) Longitud de raiz (cm)
Proced?
Riego Sequia Riego Sequia Riego Sequia

S.Anaya 24.3+1.3a 15.7 +1.3a 6.23+0.19a 3.61+0.19a 99.5+3.1* 7/.7+3.1a
Cader 20.7+1.3b 13.3%1.3b 5.78+0.19b 2.96+0.19b 95.8+3.1ab 66.4 +3.1bc
Colén 16.8+1.3c 12.3+1.3b 5.68+0.19b 3.20+£0.19b 92.9+3.1b 59.3+3.1d
Tepeya 14.7+1.3c 139+1.3ab 4.70+0.19c 247+0.19c 92413.1b 65.0+3.1bc
ElCarm 235+1.3a 144+1.3ab 6.16+0.19a 3.06+0.19b 100.1+3.1a 70.6+3.1b
Altzayan 17.1+1.3c 13.1+1.3b 4.80+0.19c 2.74+0.19c  959+3.1ab 63.3+3.1c

Procedencias: S.Anaya: Santiago de Anaya, Cader: Cadereyta, Tepeya:
Tepeyahualco, EI Carm: El Carmen, y Altzan: Altzayanca. Letras iguales no hay
diferencias estadisticas (p<0.05). Las primeras tres procedencias pertenecen a P.
cembroides y las Ultimas a P. orizabensis.

Respuesta al déficit hidrico en variables de acumulacién de biomasa

Existieron diferencias significativas entre tratamientos de humedad en todas las
variables de biomasa, asi como en la relaciéon peso seco aéreo/peso seco de raiz. Las
especies también difirieron en la mayoria de las variables, excepto en la biomasa de
aciculas y ramas. En cambio, la interaccion especie*nivel de humedad sélo fue
significativa en la biomasa de raiz. A nivel de procedencias se encontraron diferencias
en todas las variables de biomasa, pero la interaccidbn procedencia x niveles de

humedad solo fue significativa en la biomasa del tallo y de la raiz (Cuadro 1.5).
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Cuadro 1.5 Andlisis de varianza para las caracteristicas de biomasa, asi como la
relacion de peso seco aéreo/peso seco de raiz para los tratamientos de
riego y sequia para las procedencias de Pinus cembroides y P.

orizabensis.
L. Biomasa Relacién
Fuente de variacion
aérea tallo acicula ramas raiz  aérealraiz
Tratamiento 0.0001 0.0002 0.0005 0.0001 0.0001 0.0001
Especie 0.0488 0.0005 nst ns 0.0001 0.0012
Tratamiento*Especie ns ns ns ns 0.0019 ns

Procedencia(Especie) 0.0001 0.0009 0.0003 0.0055 0.0001 0.0002

Tratam*Proc(Especie) ns 0.08 ns ns 0.0253 ns

Tn.s. No significativo.

El estrés hidrico redujo la acumulacion de biomasa en la parte aérea, de tallo,
aciculas, ramas, y raiz en un 33, 43, 26, 33, y 50 %, respectivamente. La mayor
reduccion en la raiz con respecto a la parte aérea, ocasiono que la relacion biomasa
area/biomasa radical aumentara 34 % en condiciones de sequia. En P. cembroides la
restriccibn de humedad redujo la acumulacién de biomasa aérea, de tallo, aciculas,
ramas, y raiz en un 32, 44, 24, 26, y 51 %, respectivamente y la relacion biomasa
aéreal/radical aument6 en 39 %. Mientras que en P. orizabensis la acumulacién de
biomasa se redujo en 34, 42, 28, 41, y 49 %, respectivamente, en las mismas variables
y la relacion biomasa aérea/radical increment6 en 29 %. Asi, el efecto de la sequia en
la biomasa de las ramas fue mayor en P. orizabensis, y la relacion biomasa
aérea/radical se incrementd mas en P. cembroides, aunque la interaccion no fue

estadisticamente diferente (Cuadro 1.5).
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Cuadro 1.6 Medias y error estandar para las variables de biomasa por tratamiento de

niveles de humedad y por especie en cada tratamiento.

Biomasa (Q)
Trat/ Relacion
Espt aérea/raiz
aérea tallo acicula ramas raiz
SO 16.06+0.37a 5.60+0.22a 9.08+0.24a  1.38+0.05a 11.56+0.39a 1.46+0.04b
S1 10.80+0.37b 3.18+0.22b 6.70+0.24b  0.92+0.05b 5.77£0.39b 1.95+0.04a
Riego (S0)

Pc 16.43+0.47a 6.02+0.25a 9.06+0.32a 1.34+0.07a 12.89+0.42a 1.32+0.05b
Po 15.70+0.47a 5.18+0.25b 9.09+0.32a 1.42+0.07a 10.23+0.42b 1.60%0.05a
Sequia (S1)

Pc 11.25+0.47a 3.36+0.25a 6.89+0.32a 0.99+0.07a 6.34+0.42a 1.84+0.05b
Po 10.36+0.47a 3.00+0.25a  6.50+0.32a  0.84+0.07b 5.20£0.42b 2.06+0.05a

T Trat: Tratamiento de sequia, Esp: Especie; Pc: Pinus cembroides; Po: P.

orizabensis.

P. cembroides presenté mayor biomasa de tallo y de raiz en riego y mayor

biomasa de ramas y de raiz en sequia que P. orizabensis. La relacion biomasa

aérea/raiz resultd mayor en P. orizabensis en ambos tratamientos (Cuadro 1.6).

La procedencia de P. cembroides que mostré mayor acumulacion de biomasa en

SO fue Cadereyta para tallo y raiz, y Tepeyahualco de P. orizabensis fue la de menor

cuantia. En el tratamiento de sequia, la procedencia que almacend mayor biomasa en

tallo y raiz fue Santiago de Anaya (P. cembroides), mientras que la de menor

acumulacion de biomasa en tallo y raiz fue Altzayanca (P. orizabensis) (Cuadro 1.7).
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Cuadro 1.7 Medias y error estandar de caracteristicas de biomasa de tallo y raiz de las

procedencias de Pinus cembroides y P. orizabensis sometidos a riego y

sequia.

_ Biomasa de tallo
Procedencias

Biomasa de raiz

Riego (S0) Sequia (S1) Riego (SO)  Sequia (S1)
Cadereyta T 6.65 +0.35a  3.63 +0.35a 14.34 £+0.58a 6.60 +0.58ab
Santiagode A.T  6.07 £0.35a  3.55 +0.35ab 13.82 +0.58ab 7.18 +0.58a
Colont 5.34 +0.35b  2.89 £0.35b 10.51 £+0.58c 5.25 +0.58b
El Carmen' 6.32 £0.35a  3.29 +0.35ab 12.67 £0.58b 5.84 +0.58b
AltzayancaT 5.17 +0.35b  2.84 +0.35b 9.10 £0.58d  4.85 +0.58b
Tepeyahualco' 4.05 +0.35¢ 2.87 £0.35b 8.93£0.58d 4.91 +£0.58b

T pertenecen a Pinus cembroides, T pertenecen a P. orizabensis.

18



Discusion

La intensidad y la época en que ocurre la sequia causan impactos diferentes. Un
déficit hidrico durante finales de primavera y principios de verano consigue afectar los
brotes del afio en curso, en tanto que un déficit hidrico a finales de verano afectara los
brotes del afio siguiente (Michelot et al., 2012), ademas de afectar el alargamiento de
la raiz (Dobbertin et al., 2010). En este estudio se provoco una sequia prolongada, que
abarco desde inicios de verano del 2017 hasta verano del 2018, por lo que la afectacion
fue para los brotes creados en verano del primer afio, mientras que en los brotes del

2018 no se evalud el efecto durante todo su ciclo de crecimiento.

Los ambientes limitantes, en particular por el déficit hidrico, reducen el crecimiento
de los éarboles por la disminucién de la fotosintesis (Matias y Jump, 2012). El
tratamiento de sequia hizo que se redujera el crecimiento y la biomasa de las plantas
(Vernon et al., 2018). Las plantas de las especies evaluadas en el presente estudio
redujeron su crecimiento y acumulacion de biomasa entre 20 y 50 %, dependiendo de
la variable y componente del crecimiento, por efecto del estrés hidrico. Estas
reducciones en crecimiento son similares a los valores obtenidos por Eilmann y Rigling
(2012) en Larix decidua Mill., Pinus nigra y Pseudotsuga menziesii Mirb. var. menziesii,
lo que fue adjudicado al cierre de estomas y a una falla hidraulica, lo que afecta el

intercambio gaseoso y la asimilacion de carbono de las plantas (Ripullone et al., 2007)

La variable méas afectada fue el diametro, la cual redujo su crecimiento en 54 %.
El crecimiento en altura solo se redujo un 20 %, quiza fue menos afectada debido a
que ya estaba formado el brote del 2017 y no se evalué el efecto completo en el brote
de 2018. El efecto de los brotes del 2018 se podra ver reflejado posteriormente
(Michelot et al., 2012). En cambio, la biomasa de la raiz fue afectada en un 50 %. Estas
reducciones de crecimiento y de biomasa fueron menores a las reportadas por Martinez
et al. (2002), probablemente porque ellos utilizaron una especie mas sensible al déficit

de humedad.

El estrés hidrico habitualmente aumenta la biomasa radical a expensas de la
biomasa aérea; se ha especulado que es para que la planta acceda a las fuentes de
agua mas profundas (Matias et al., 2014). Sin embargo, en el presente estudio ocurrio
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mayor reduccion en la biomasa radical en ambas especies. La relacion de biomasa
area / biomasa radical aument6 33 % en el tratamiento de sequia, mismo fendmeno
reportado en el experimento con Pinus pinea L., otro pino pifionero, en donde la raiz es
mas afectada en su crecimiento que la parte aérea, por lo que hay una mayor inhibicion
de la raiz con respeto al crecimiento de los brotes (Villar et al., 2013). Esto puede ser
debido al momento de ocurrencia del déficit hidrico en relacion con la estacion de
crecimiento, de acuerdo con lo que han sefalado Michelot et al. (2012).

Pinus cembroides tuvo mayor biomasa radical, Io que sugiere mayor adaptacion
a sequia que P. orizabensis. Entre procedencias hubo diferencias, siendo las de
Santiago de Anaya (P. cembroides) y EI Carmen (P. cembroides) las que obtuvieran
las raices con mayor longitud, asi como de mayor crecimiento en didmetro y altura y
acumulacion de biomasa en el tratamiento de sequia. Las plantas con mayor sistema
radical y biomasa se consideran mas resistentes al estrés hidrico (Simeonova y Hans,
2011). No se encontrd asociacion de la ubicacion geogréfica o alguna variable climatica
con el desempefio de las procedencias, salvo que las poblaciones de lugares mas
calidos (en general las de P. cembroides) tuvieron mas diametro en la base del tallo, al
presentar correlaciones positivas con la temperatura media anual y la temperatura
media del mes mas frio o la suma de dias con temperaturas >5°C (r=078, p=0.066; r=
0.82, p=0.042; r=0.78, p=0.067, respectivamente).

En lugares que muestran déficit hidrico es importante elegir arboles y
procedencias con atributos que les den resistencia a sequia y que puedan mantener
tasas de crecimiento superiores a otras que sean susceptibles al déficit hidrico.
Ademas, los arboles bajo condiciones de estrés hidrico se debilitan (Allen et al., 2015),
y son mas susceptibles al ataque por patégenos e insectos (Weed et al., 2013). Por lo
anterior, en un ambiente que presenta déficit hidrico si se volviera mas seco por el
cambio climatico convendria elegir especies con las caracteristicas de Pinus
cembroides ya que obtiene una mayor biomasa radicular en sequia en comparacion
con P. orizabensis. Sin embargo, dentro de cada especie hubo una procedencia con
mejor desempefio en sequia, lo que implica que hay variacién intra-especifica en la
capacidad de adaptacién a sequia en ambas especies. La procedencia de Santiago de

Anaya de P. cembroides y El Carmen de P. orizabensis serian menos afectadas por
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ser mas resistentes al estrés hidrico. Contrario a lo esperado, no se encontraron
correlaciones positivas entre la resistencia al estrés hidrico con la precipitacion media
anual y temperatura media del lugar de origen de las poblaciones; sin embargo, el

namero de poblaciones de cada especie incluidas en el estudio fue reducido.
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Conclusiones

El déficit hidrico afecté negativamente las variables de crecimiento en altura,
diametro y longitud de raiz y el nimero total de ramas, asi como todos los componentes
de la acumulacion de biomasa en las plantas. La acumulacion de biomasa en la raiz

fue la mas afectada, con una reduccién de 50 %.

En condiciones favorables de humedad se detectaron diferencias entre especies
en el porcentaje de plantas con hojas secundarias y en la relacién biomasa aérea/raiz.
Entre procedencias hubo diferencias importantes en el incremento en altura, diametro,
y longitud de raiz, asi como en la acumulacion de biomasa en tallo y raiz. En
condiciones de déficit hidrico se determinaron diferencias entre especies en la
acumulacion de biomasa en raiz, y entre procedencias en el incremento en altura,
diametro y longitud de raiz, y en la biomasa de tallo y de raiz. P. cembroides presentd
mayor crecimiento en altura y diametro, mayor biomasa de tallo y raiz en riego, y mayor
crecimiento en didmetro, biomasa de ramas y de raiz en sequia que P. orizabensis. La
relacion biomasa aérea/raiz resultd mayor en P. orizabensis en ambas condiciones de

humedad.

Los resultados muestran que hay una variacion intra-especifica en la respuesta
del crecimiento y acumulacion de biomasa al déficit hidrico. Las procedencias que
mejor se comportaron en las dos condiciones de humedad fueron Santiago de Anaya
para P. cembroides y El Carmen para P. orizabensis, debido a su buen sistema radical

asociado a su mayor crecimiento.
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CAPITULO Il DANOS POR BAJAS TEMPERATURAS EN Pinus cembroides
ZUCC. Y P. orizabensis D.K. BAILEY Y HAWKSWORTH, EN RESPUESTA AL
DEFICIT HIDRICO.

Resumen

El movimiento de germoplasma a lugares mas secos o frios, fuera de su area de
distribucion natural genera alteraciones en el crecimiento y supervivencia de las
plantas. La falta de agua reduce el vigor de las plantas, las que pueden ser mas
susceptibles al dafio por bajas temperaturas. El objetivo del presente estudio fue
determinar la tolerancia a bajas temperaturas de dos especies de pifioneros con tres
procedencias cada una, cuando se encontraban en los tratamientos de riego (S0) y
sequia (S1). Se realizaron dos pruebas de bajas temperaturas, el 11 de febrero 2018
(invierno) y el 9 de marzo (finales de invierno), para evaluar diferencias entre las
procedencias y especies; y una mas el 22 de marzo (primavera) para evaluar la
tolerancia al frio en plantas con distinta fase fenolégica (sin formacioén de yema, yema
en letargo y yema en elongacién) usando dos poblaciones (una por especie) con
tolerancia contrastante entre ellas. En las dos primeras pruebas el indice de dafio por
el frio fue mayor en el ambiente de sequia (21.6 y 33 en SO vs. 38y 45 en S1) y aumento
de la primera a la segunda evaluacion, lo que se asocia por un lado efecto del estrés
hidrico y, por el otro, al inicio del crecimiento de las plantas. En ambas pruebas no se
encontraron diferencias estadisticas entre especies. En la tercera prueba de baja
temperatura se encontrd también un efecto negativo del estrés hidrico, con diferencias
significativas entre los estados fenolégicos sélo en las plantas bajo riego (55.7 % de
dafio en las plantas en elongacién y 41.6 % en las plantas con yemas en reposo). La
procedencia de Colén de P. cembroides, menos dafiada en las primeras pruebas, fue
igual de sensible que la de Tepeyahualco de P. orizabensis; sin embargo, en sequia,
las plantas de Colén que formaron yema terminal fueron mas tolerantes que las de

Tepeyahualco, pero ocurrid lo contrario en las plantas que no formaron yema.

Palabras clave: fenologia, pifioneros, resistencia a bajas temperaturas, sequia
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Introduccioén

Las heladas, asi como el déficit hidrico son factores que limitan la supervivencia
(Ewers et al., 2003), asi como la distribucién de las especies en los ecosistemas
(Fernandez et al., 2018). Ambos son factores de estrés que afectan los procesos
fisiol6gicos importantes de las plantas (Mayr et al., 2006), particularmente el transporte
de agua dentro de la planta, asi como el intercambio de gases, que generalmente se
ve disminuido por la embolia producida por las heladas y el cierre de estomas
provocado por el déficit hidrico (Willson y Jackson, 2006). Debido a que la hidratacién
se reduce, la planta se puede dafar, reducir su productividad y eventualmente morir
(McDowell, 2011).

El establecimiento de plantas fuera de su area de distribucion altitudinal o
latitudinal, especificamente a lugares mas frios, ocasiona dafios en las plantas por
heladas (Pokman y Sperry, 1997). Debido al embolismo en el xilema por
congelamiento, este proceso ocurre cuando el agua presente en los tejidos celulares
se congela y los gases que se encuentran disueltos en los tejidos son liberados por su
nula solubilidad en el hielo (Sperry y Sullivan, 1992). Por otra parte, cuando ocurre el
descongelamiento incita a la alteracion de las membranas celulares mediante la
deshidratacion celular, que puede provocar la ruptura de las membranas celulares
(Charrier et al., 2015; Wesley et al., 2015), y ocurre la desnaturalizacion de proteinas
(Siddiqui y Cavicchioli, 2006). Esta desnaturalizacion es (til en la evaluacion de dafio,
debido a los electrolitos liberados aumentan la conductividad eléctrica del agua

destilada (Svejgaard y Douglas, 2004).

Las plantas poseen mecanismos de manera natural para resistir las heladas,
como lo es el endurecimiento, que comienza durante el crecimiento a medida que la
temperatura disminuye y la duracion del dia se acorta al acercarse el invierno (Li et al.,
2003). Estas sefales desencadenan una serie de cambios fisiologicos de las plantas,
como el disminuir la cantidad de agua disponible en sus tejidos (Gusta et al., 2004), el
cese de crecimiento, la formacién de yema, la entrada a latencia y como consecuencia,

el inicio de la aclimatacion (Li et al., 2005).
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Ciertas especies son preferidas para las reforestaciones, esto genera que su
germoplasma se mueva indiscriminadamente como es el caso de Pinus cembroides
Zucc., un pino pifionero de amplia distribucion en el territorio mexicano, que crece
naturalmente en los estados de Sonora, Chihuahua, Coahuila, Durango, Zacatecas,
Nuevo Ledn, Tamaulipas, San Luis Potosi, Aguascalientes, Jalisco, Guanajuato,
Querétaro, Hidalgo hasta el noroeste de Veracruz, y a una altitud de 1700-2400 m
(Perry, 1991; Bailey y Hawksworth, 1992; Farjon y Styles, 1997). Este pino es similar a
P. orizabensis D.K. Bailey y Hawksworth, que es endémico de los estados de Puebla,
Tlaxcala y el centro de Veracruz, por debajo de los 20° de latitud norte (Perry, 1991).
Este pino forma parte de la vegetacion de transicién entre los bosques templados y
matorral xeroéfilo (Granados et al., 2015) y habita en una elevacion de 2,300 a 2,700 m
(Bailey y Hawksworth, 1992), mayor a la de P. cembroides.

La diferencia en latitud asi como de los intervalos de elevacion de Pinus
cembroides y P. orizabensis hacen que no sean simpatricas (Bailey, 1983; Bailey y
Hawksworth, 1992); lo anterior, promueve una distinta adaptabilidad o tolerancia a
sequia y heladas (Kreyling et al., 2014). Es importante que se mantengan en sus
intervalos de distribucion altitudinal debido a posibles diferencias en adaptacion a la
exposicién a las heladas y la tolerancia a la misma (Guillaume et al., 2013). Incluso al
establecer reforestaciones con la procedencia incorrecta se alteraria la distribucion
natural de éstas, ademéas de que se afectaria el desarrollo y supervivencia de las
plantas por las diferencias de adaptacion al déficit hidrico o a bajas temperaturas
(Espinoza et al., 2016).

De acuerdo con la lista roja de la [IUCN (2018), P. cembroides se encuentra en la
categoria de preocupacion menor, y P. orizabensis en la categoria de peligro de
extincion. Ambas estan amenazadas por el sobrepastoreo, principalmente caprino, la
sobre explotacién en la cosecha del pifién, y el aumento de la frontera agricola, que
inciden negativamente en su permanencia. Las dos especies son muy similares,
aunque Bailey y Hawksworth (1992) sefialan diferencias en arboles maduros y
Hernandez et al., (2018) a nivel de plantulas. Sin embargo, al estar separados
fisicamente, a estos pifioneros se les confunde. Ambos producen pifiones rosados y se

les recolecta indistintamente para los programas de reforestacion.
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El establecer reforestaciones con germoplasma de un pifionero fuera de la region
alteraria la distribucién geogréfica y por lo tanto su supervivencia. Con base en lo
anterior el objetivo de este trabajo fue determinar las diferencias en la tolerancia a
heladas de plantas de P. cembroides y P. orizabensis, creciendo en dos condiciones
de humedad (riego y sequia). Se incluyeron varias procedencias de ambos pinos para
determinar diferencias geogréficas en el nivel del dafio ocasionado por las bajas

temperaturas.
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Materiales y Métodos
Seleccion de germoplasma

El germoplasma se recolecté en poblaciones naturales de P. cembroides y de P.
orizabensis en los afios 2014 y 2015 (Cuadro 1). Se recolectaron conos de 15 arboles
sanos de buena conformacion de copa, que se encontraran a una distancia minima de
50 m entre ellos. La semilla se sembré el 15 de enero del 2016 en charolas de plastico
de 330 cm?. El sustrato estuvo compuesto de corteza de pino composteada, aserrin y
perlita con una proporcion de 1:1:1, al cual se le agrego fertilizante de liberacion lenta
(nutricote 17-7-12) en una dosis de 7 kg por m2. Posteriormente las plantas se dejaron

bajo condiciones de riego normal, hasta el 30 de mayo del 2017.

Las plantas se obtuvieron de tres procedencias de Pinus cembroides y tres de P.
orizabensis integradas en un experimento de riego y sequia que se establecio el 30 de
mayo del 2017 en un invernadero del Postgrado en Ciencias Forestales, en Texcoco,
Estado de México (Capitulo 1).

Las pruebas de tolerancia a bajas temperaturas se realizaron en tres fechas del
2018, el 11 de febrero, 9 de marzo y 22 de marzo. En las dos primeras fechas se
utilizaron las seis procedencias (Capitulo 1), mientras que en la Ultima prueba se
utilizaron las dos procedencias con dafios extremos en las pruebas anteriores. En la
primera y segunda prueba se seleccionaron cuatro plantas sin formacién de yema de
cada poblacién por tratamiento (riego y sequia), ya que cada poblacién tuvo muy pocas
plantas con yema formada. De cada planta se extrajeron cinco aciculas primarias. En

la segunda prueba se utilizaron las mismas plantas que en la primera.

En la tercera prueba se eligieron dos procedencias de cada tratamiento (riego y
sequia) que cumplieran con dos criterios, que presentaran plantas en tres estados
fenoldgicos distintos (sin formacién de yema, con yema en reposo y con yema en
estado de elongacion) y que fueran diferentes estadisticamente en el indice de dafio
por frio que se calculd en las dos primeras pruebas. Con base en esto se eligieron las
dos procedencias extremas en resistencia a bajas temperaturas: Colén de P.

cembroides, la mas resistente y Tepeyahualco de P. orizabensis, la mas susceptible.
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De estas dos procedencias se selecciond una planta de cada repeticién por estado
fenoldgico y se extrajeron 20 aciculas primarias de cada una de ellas, para las pruebas

de tolerancia a bajas temperaturas y determinar el indice de dafio (ID).

Prueba de dafio por bajas temperaturas

Las aciculas se cortaron con una navaja Gillette®, posteriormente se colocaron
en una bolsa de plastico con papel humedecido para evitar la deshidratacion (Prada,
2015). Cada bolsa se etiquetdé con el nombre de la procedencia, la repeticion y el
tratamiento SO o S1. Posteriormente se lavaron las aciculas con agua destilada para
eliminar cualquier impureza. Una vez lavadas se procedio a cortar cada acicula en tres

secciones de 1 cm (Sutinen et al., 1992), y nuevamente se volvieron a lavar.

En las primeras dos pruebas se incluyeron las dos especies con sus tres
procedencias x 2 tratamientos de humedad x 4 repeticiones. Cada repeticidn incluyé
las cinco aciculas de las cuatro plantas seleccionadas por parcela. La prueba tres
incluyé 2 procedencias x 2 tratamientos de humedad x 3 estados fenolégicos x 4
repeticiones. En este caso, cada repeticion se formé con la muestra de 20 aciculas de

una planta.

En las tres pruebas cada muestra (repeticién) se dividié en dos grupos (sub-
muestras) de diez aciculas. Un grupo se usé como control y el otro en el tratamiento
de exposicion a bajas temperaturas (Guillaume et al., 2013). Cada sub-muestra se
coloco en un tubo de ensayo con su identificacion respectiva. Una de las sub-muestras
de cada par se expuso a una temperatura minima de -20 °C para evaluar la tolerancia
a bajas temperaturas, mientras que la sub-muestra control se mantuvo a 5 °C. La
temperatura minima fue seleccionada con base en pruebas preliminares realizadas con

el mismo material biolégico.

Los tubos de ensayo del tratamiento de tolerancia a bajas temperaturas se
colocaron en una camara de congelamiento controlado donde se configuraron las
siguientes condiciones: temperatura de 5 °C por 30 minutos, posteriormente la
temperatura descendié a una tasa de 5 °C por hora durante 5 horas y cuando alcanzé

la temperatura minima objetivo (-20 °C) se mantuvo en esta durante 1 hora (Figura 2.1),
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periodo de tiempo recomendado para causar dafio en otras especies de coniferas

(Carles et al., 2008). El tiempo total de la prueba fue de seis horas con 30 minutos.

20
®
15

10 ®

100 200 300 400

Temperatura C
o

Minutos transcurridos

Figura 2.1. Descenso paulatino utilizado en el tratamiento de bajas
temperaturas en tres fechas para varias procedencias de

Pinus cembroides y P. orizabensis.
Evaluacion del dafio ocasionado por latemperatura

Después de la exposicidn a bajas temperaturas se dejaron pasar 24 horas para
sacar los tubos de ensayo de la camara y agregarles 35 ml de agua destilada a cada
uno de ellos, al igual que a los tubos control. Los dos grupos de sub-muestras se
dejaron reposar 23 horas para permitir la liberacion de electrolitos. Los tubos se
agitaron durante 10 segundos, cada 10 minutos, durante una hora antes de realizar la
primera medicién de conductividad eléctrica para las sub-muestras del tratamiento (Ct1)
y del control (Cc1).

Tomando como referencia la metodologia de Guillaume et al. (2013), modificada
para el presente estudio, después de la primera medicion las sub-muestras se dejaron
reposar 12 horas y una vez cumplido el tiempo se procedié a colocarlas en bafio maria
en un roto-vapor a una temperatura de 90 °C por 30 minutos. Después se dejaron
reposar dos horas y se procedio a realizar la segunda medicion de conductividad

eléctrica (Cr, Cc2). La fuga de electrolitos para los dos tipos de sub-muestras se midio
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con base en los datos de conductividad relativa, estimada con la siguiente formula,

ejemplificada para CR«:

CRt% «100

t2

Donde CRt= conductividad eléctrica relativa de las sub-muestras sometidas al
tratamiento de bajas temperaturas, Cu= primera medicion de conductividad eléctrica,
Cr= medicion final de conductividad eléctrica, después de someter las sub-muestras al
bafio maria. Con los datos de CR: y CRc (estimada para las sub-muestras control) se

calculo el indice de dafio para cada muestra de follaje (Flint et al., 1967).
CR; — CR

Ip=—t ¢
CR.

1-(p0)

Donde ID= indice de dafio, CRi= conductividad relativa de la sub-muestra
sometida al tratamiento, y CRc= conductividad relativa de la sub-muestra control.

30



Analisis estadistico de los datos

En el andlisis de los datos de las primeras dos pruebas de tolerancia a las bajas
temperaturas se utiliz6 un modelo de medidas repetidas, en donde los factores
ambiente de Sequia (S), Bloques anidados dentro de sequia (B), Especies (E) y
Procedencias dentro de Especies (P), con sus interacciones representan el analisis de
varianza entre sujetos, y el factor fecha de la prueba (F) y las interacciones de este
factor con los anteriores representan el andlisis de varianza dentro de sujetos (las

medidas repetidas en los mismos individuos). De esta manera, el modelo lineal es:

Yikm = | + Si + Bji) + Ek + SEik + BEjik + Pik) + SPik) + BPjgik) + Fm + SFim +EFkm
+ SEFikm + PFigm + SPFikm +€ikim

Donde Yijkm es el valor observado en medicion realizada en la m-ésima fecha en
el individuo de la |-ésima procedencia dentro de la k-ésima especie en el j-ésimo bloque
del i-ésimo ambiente de sequia; 1 es la media poblacional, Si es el efecto fijo del i-
ésimo ambiente de sequia, Bji es el efecto aleatorio de bloque anidado en el nivel de
sequia ~NID (0, 0%g(s)) Ex es el efecto fijo del k-ésima especie, SEi es el efecto fijo de
la interaccion del nivel de sequia por especie, BEjik es el efecto aleatorio de la
interaccion bloque por especie ~NID (0, o%se), Pix es el efecto fijo de la I-ésima
procedencia dentro de la k-ésima especie, SPi) es el efecto fijo de la interaccién nivel
de sequia por procedencia dentro de especie, BPjiik es el efecto aleatorio de la
interaccidon bloque anidado en el nivel de sequia por procedencia dentro de especie
~NID (0, o%sp), también considerado como error entre sujetos de mediciéon. En el
andlisis dentro de sujetos, Fm es el efecto fijo de la m-ésima fecha de medicion y SFim,
EFkm, SEFikm, PFixm, y SPFigm son los efectos de interaccion de la Fecha de medicion
con los otros factores descritos anteriormente, y eikm €s el error experimental ~NID (0,
0%);i=Soy S1;j=1, 2,3y 4 bloques, k = P. cembroides y P. orizabensis; | =1, 2, 3
procedencias por especie; m= 1, 2 fechas de medicion.

En el andlisis de los datos de la tercera prueba, se utilizo el siguiente modelo lineal:

Yik = |+ Si + Bji) + Pk + SPik + BPjik + Fi + SFi + PFk + SPFik + e€ijx
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Donde, Yix es el valor de dafio observado en el individuo del I-ésimo estado
fenoldgico de la k-ésima procedencia en el j-ésimo bloque del i-ésimo nivel de sequia;
i es la media poblacional, Sies el efecto fijo del i-€simo nivel de sequia, Bj es el efecto
aleatorio de blogue anidado en el nivel de sequia ~NID (0, 62%g(s)), Pk es el efecto fijo de
la k-ésima procedencia, SPik es el efecto fijo de la interaccion del nivel de sequia por
procedencia; BPjixk es el efecto aleatorio de la interaccion bloque por procedencia ~NID
(0, o%sp), Fies el efecto fijo del I-ésimo estado fenoldgico, SFi es el efecto fijo de la
interaccion nivel de sequia por estado fenoldgico, PF« es el efecto fijo de la interaccion
procedencia por estado fenologico, SPFi es el efeco fijo de la interaccion nivel de
sequia por procedencia y por estado fenoldgico, y eix es el error experimental ~NID (O,
0%);i=Soy S1;j=1, 2, 3y 4 blogues; k= Colén de P. cembroides, y Tepeyahualco de
P. orizabensis; |= tres estado fenoldgicos: sin yema, yema en letargo y en elongacion;
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Resultados

Efecto del nivel de sequia en la tolerancia a bajas temperaturas

En las primeras dos pruebas de tolerancia a bajas temperaturas se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) en ID entre las condiciones de humedad de las
plantas y la fecha en la que se realiz6 la prueba. En las demas fuentes de variacién no
se encontraron diferencias significativas (Cuadro 2.1).

Cuadro 2.1. Andlisis de varianza con el modelo de medidas repetidas para el indice de
dafo en la pruebas de tolerancia a heladas realizadas el 11 de febrero y
el 9 de marzo en plantas de las procedencias de Pinus cembroides y P.
orizabensis, creciendo en dos condiciones de humedad del suelo.

Fuente de variacion Valor de F Pr>F

Anadlisis entre sujetos:

Tratamiento de humedad 9.58 0.0213
Especie 0.81 0.3752
Tratamiento*Especie 0.87 0.3590
Procedencia(Especie) 0.43 0.7886
Tratamiento*Procedencia(Especie) 0.65 0.6316
Analisis dentro de sujetos:
Fecha 11.98 0.0014
Fecha*Tratamiento 0.73 0.3980
Fecha*Especie 0.69 0.4123
Fecha*Tratamiento*Especie 2.30 0.1382
Fecha*Procedencia(Especie) 0.73 0.5797
Fecha*Tratamiento*Procedencia(Especie) 1.15 0.3488

En la prueba del 11 de febrero, el estrés hidrico impuesto (S1) provoco un
aumento de 16.6 % en ID. En condiciones de sequia el ID aument6 18.1 % en Pinus
cembroides y 15 % P. orizabensis (Figura 4), pero sin diferencias significativas entre
ellas. En la segunda prueba, realizada el 9 de marzo, se observé un efecto similar entre

los tratamientos de humedad; en este caso la diferencia entre SOy S1 en ID fue de 12
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% (Figura 4). Esta fecha puede considerarse como el de una helada tardia. Sin
embargo, ID aumento6 31 % en marzo, con respecto al valor promedio en febrero (Figura
2.2); en riego incrementd 53 %, mientras que en sequia el aumento fue de 18 %. No
hubo diferencias significativas entre procedencias y especies, aunque en la grafica se
muestra un mayor dafio en P. cembroides en la primera fecha de helada tanto en riego
como en sequia.
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Figura 2.2. indice de dafio (%) por bajas temperaturas en plantas de Pinus cembroides
y P. orizabensis creciendo en dos condiciones de humedad en las pruebas
de tolerancia a bajas temperaturas en febrero (primera prueba) y en marzo
(segunda prueba).

Efecto del estado fenoldgico en los dafios por bajas temperaturas
En la tercera prueba de bajas temperaturas se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) en ID por efecto de la condicidon de humedad, asi como en la interaccion de

este factor con el estado fenoldgico y en la interaccién de ambos con las poblaciones
(Cuadro 2.2).
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Cuadro 2.2. Resultados del analisis de varianza realizado en la tercera prueba de bajas
temperaturas (22 de marzo) considerando tres fases fenologicas
presentes en las plantas de dos poblaciones (una de Pinus cembroides y
otra de P. orizabensis) creciendo en dos condiciones de humedad (SO y

S1).

Fuente de Variacion Valorde F Pr>F
Tratamiento 33.36 0.0001
Procedencia 0.40 0.5288
Tratamiento*Procedencia 0.26 0.6145
Fenologia 2.34 0.1109
Tratamiento*Fenologia 6.69 0.0034
Procedencia*Fenologia 0.43 0.6508
Tratamiento*Procedencia*Fenologia 6.06 0.0054

En el caso del nivel de humedad, se encontré que en condiciones de sequia las
plantas son mas susceptibles a las bajas temperaturas (ID = 60 %) que en condiciones
de humedad favorable (ID = 49 %). Sin embargo, en condiciones de riego, las plantas
con un estado fenolégico avanzado (elongacion de yema) fueron mas dafiadas que las
plantas que no formaron yema o que estaban con yema en reposo, mientras que, en
condiciones de sequia, no hubo diferencias entre los estados fenolégicos en ID (Cuadro
2.3). Ademads, en las plantas en condiciones favorables de humedad, las dos
poblaciones se comportaron de manera similar, excepto en las plantas sin formacion
de yema, en donde la poblacion de Tepeyahualco fue mas susceptible al dafio por
helada. En condiciones de sequia, en cambio, las plantas de la poblacién de Colén (P.
cembroides) fueron mas tolerantes que las de Tepeyahualco cuando presentaron
yemas en elongacion o letargo, pero mas susceptibles cuando no formaron yema
(Cuadro 2.4).
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Cuadro 2.3. Valores medios y error estandar del indice de dafio obtenidos en la tercera
prueba de bajas temperaturas (22 de marzo) considerando tres fases
fenologicas de las plantas de dos poblaciones creciendo en condiciones

de riego y sequia.

Indicé de dafio (ID)

Fenologia
Riego (S0) Sequia (S1)
Elongacion 55.74+2.4 a 58.76 £+ 2.4 a
Sin formacién 4942 +2.4Db 60.01+x24a
Letargo 41.68+24c 62.35+24a

Medias en columnas con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05),
comparacion entre estado fenolodgicos dentro de cada nivel de humedad.

Cuadro 2.4. Valores medios y error estdndar del indice de dafio en la tercer prueba a
heladas considerando tres estados fenoldgicos de plantas de Pinus

cembroides y P. orizabensis creciendo bajos dos niveles de humedad.

indice de dafio (ID) por tipo de estado fenoldgico de la yema
Riego (S0) Sequia (S1)

Poblacién
Sin

Elon ion Letar
ongacié etargo yema+

Elongacion Letargo Sin yema*

Colont 59.7+4.1a 42.6+4.1a 44.2+4.1b  56.0+2.5b 58.2+2.5b 63.4+2.5a

Tepeyahualcot 51.7+4.1a 40.8+4.1a 54.7t4.1a 61.5+2.5a 66.4+2.5a 56.5+2.5b

* Sin yema: Sin formacion de yema. TPinus cembroides y *P. orizabensis. Medias en
columnas con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05), comparacién
entre especies dentro de cada estado fenoldgico y nivel de humedad.
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Discusion

El dafio por heladas puede aumentar cuando las plantas estan bajo estrés hidrico
(Medeiros y Pockman, 2010), pero esto difiere de acuerdo a la especie. Se ha
comentado que estas diferencias se deben al didmetro medio del conducto vascular,
ya que entre mayor sea el diametro mayores posibilidades tienen los arboles de sufrir
dafio (Feild y Brodribb, 2001). En la prueba del 11 de febrero (invierno), el tratamiento
de sequia tuvo mayor indice de dafio, 16.6 % mas en relacion al tratamiento de riego
(38.1 vs. 21.5), mientras que en la prueba del 9 de marzo el indice de dafio en
condiciones de sequia fue 36% mas que en humedad favorable (45.1 vs 33.1) y en la
tercera prueba el indice de dafio en sequia amentd 25 % mas en relacion con el dafio
en condiciones de humedad (49 vs 60.3) por lo que fue consistente. Lo anterior
concuerda con lo indicado por Villar et al. (2013) de que las sequias extremas

incrementan el dafio por bajas temperaturas.

La mayoria de las especies entran en letargo en el invierno y salen del mismo en
primavera (Morin et al., 2007). Al comparar las pruebas realizadas en las diferentes
fechas se constatd que el indice de dafio promedio aument6 de 29.8 % en la primera
evaluacion a 39.1 % en la segunda y 54.7 % en la tercera. Aunque en la tercera
evaluacion no se incluyeron todas las poblaciones incluidas en las pruebas anteriores,
si consideramos el dafio promedio en las plantas de las dos procedencias en comun
en todas las pruebas (30.3, 41.7, 54.6 %) se observa el mismo patron. Estos cambios
se pueden deber a que durante el invierno las plantas son menos susceptibles a las
heladas debido al estado de latencia, pero conforme se acerca la primavera son mas
susceptibles por la salida del letargo de los tejidos meristematicos y el aumento de la

actividad metabdlica (Guillaume et al., 2013)

El aumento a la resistencia a heladas comienza cuando se acerca el invierno,
disminuye el fotoperiodo y la temperatura desciende (Li et al., 2003), provocando una
serie de reacciones fisiologicas durante el proceso asociado con la entrada en letargo
de las yemas en las plantas (Li et al., 2005). La importancia del estado fenologico del
brote terminal y su relacibn con el estrés hidrico en la tolerancia a las bajas

temperaturas se constato en la tercera evaluacion, en la que se encontraron diferencias
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debidas al estado fenoldgico de las plantas solo en condiciones de humedad favorable,
pero no en condiciones de sequia. En condiciones favorables de humedad, las plantas
en estado de letargo sufrieron menos dafio por heladas (41.7 %) que las que iniciaron
el crecimiento del brote terminal (55.7 %); al parecer, el efecto negativo del estrés
hidrico sobre la tolerancia al dafio por bajas temperaturas anulé por completo el efecto
de la fenologia del brote terminal, pues el dafio promedio en estas condiciones fue

similar para todos los estadios fenolégicos (de 58.8 a 62.3 %).

Las dos procedencias contrastantes por su resistencia a las bajas temperaturas
en las primeras pruebas continuaron con un comportamiento similar en la prueba
realizada al inicio de la primavera. Sin embargo, en la prueba del 22 de marzo el
comportamiento de las dos procedencias vario en funcion del ambiente de humedad y
del estadio fenologico de las plantas. En humedad favorable, las plantas de Col6n que
no formaron yema fueron menos susceptibles que las de Tepeyahualco, pero en
condiciones de estrés hidrico ocurrio lo contrario. En los otros estadios fenolégicos no
se encontraron diferencias entre las procedencias en ID en condiciones de humedad
favorable, pero en sequia la procedencia de Colon fue menos susceptible. La
procedencia de Colon tiene una rapida respuesta en el mantenimiento de la turgencia
celular lo que permite continuar con los procesos fisioldégicos (Kramer y Boyer, 1995);
tanto en riego como en sequia, como se determind en el capitulo dos de este
documento, en donde esta procedencia acumulé mayor biomasa de tallo y raiz y mayor
incremento en didmetro, en comparacion con Tepeyahualco en condiciones de
humedad favorable. En condiciones de sequia, Colon tuvo mayor incremento en
didmetro pero menor longitud de raiz en comparacion con Tepeyahualco; lo que hace
suponer que Colon es menos susceptible al dafio por bajas temperaturas por el

mantenimiento de la turgencia celular.

Si consideramos como un estado normal el formar yema y continuar su
alargamiento para iniciar el crecimiento del brote terminal durante la primavera, el elegir
procedencias como Colon de P. cembroides aumentarian la supervivencia de las
plantas en climas propensos a heladas. Sin embargo, los resultados obtenidos con esta
prueba no concuerdan con lo esperado por el origen de estas procedencias. Coldn,

Qro. Se encuentra a menor elevacion que Tepeyahualco, Pue., y hay una diferencia de
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temperatura media de 2.2 °C entre ambas (16 vs. 13.8), ademas de diferencias en
precipitacion total anual (626 vs. 491 mm); las plantas de Colon tienen un mejor manejo
de los recursos hidricos de acuerdo al capitulo dos de este documento en donde se
demuestra que tiene un mejor desempefio en crecimiento y en acumulacién de
biomasa en comparacion a la procedencia de Tepeyahualco. Al parecer, las diferencias
entre las especies son mas fuertes que las que pudieran provocar las diferencias

ambientales de sus origenes.
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Conclusiones

El déficit hidrico afectdé de manera negativa la tolerancia a las heladas en invierno
aumentando hasta un 15 % el indice de dafio. En primavera ocurri6 mayor dafio en la
prueba de bajas temperaturas que en invierno, el aumento de dafio al pasar el invierno
resultd mayor en condiciones de riego normal que en la de déficit hidrico, por lo que
posiblemente en sequia se encuentre al limite de su tolerancia a heladas. La tolerancia
a heladas también dependi6 del estado fenoldgico en que se encuentran las plantas,
en interaccion con el ambiente de humedad; en condiciones de humedad favorable, las

plantas con yemas en letargo fueron mas tolerantes.

En las primeras pruebas de dafios por bajas temperaturas no hubo diferencias
entre especies. Sin embargo, en la ultima prueba realizada, las plantas que formaron
yemas en la poblacion de Pinus cembroides fueron menos dafiadas por el frio que las
de la poblacion de P. orizabensis en condiciones de estrés hidrico. El establecer
reforestaciones con el pifionero mas resistente en ambientes propensos a heladas
aumentaria la supervivencia de éstas, debiendo considerar la procedencia del

germoplasma utilizado.
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CAPITULO Il DENSIDAD ESTOMATICA EN ACICULAS DE Pinus cembroides
ZUCC. Y P. orizabensis D.K. BAILEY Y HAWKSWORTH EN RESPUESTA AL
DEFICIT HIDRICO.

Resumen

Un mecanismo para resistir el déficit hidrico es el ajuste osmaotico, que mantiene la
turgencia de las células; sin embargo, este mecanismo limita el crecimiento celular. Al
presentarse una reduccion en la cantidad de biomasa se modifica el niumero de
estomas y de células por unidad de &rea foliar. El objetivo fue determinar diferencias
entre varias procedencias de Pinus cembroides y P. orizabensis en las aciculas
primarias de plantas de 27 meses de edad. Al final de la prueba de sequia se establecio
un experimento de riego y sequia con plantas de 16 meses de edad. Se emplearon
como macetas tubos de PVC de 10 cm de diametro por 100 cm de longitud. La
humedad del sustrato fluctu6 de 45 a 38 % de humedad en SO (riego) y de 36 a 30 %
en S1 (sequia); estas condiciones se mantuvieron por 11 meses. El estrés hidrico
provocé una disminucion de 25 % en la longitud de la acicula, de 12 % en el tamafio
del estoma, el numero de estomas por mm lineal aumento6 14.7 %. Con el tamafio de
muestra utilizado no se encontraron diferencias significativas entre especies en ambos
tratamientos ni entre las procedencias en las variables evaluadas. En condiciones de
humedad favorable, no se encontraron diferencias entre los taxa probados en la
longitud de las aciculas primarias, ni el tamafio y densidad de los estomas en estas

aciculas.

Palabras clave: Aciculas primarias, estomas, estrés hidrico, Pinus cembroides, Pinus

orizabensis, tamafo de acicula.
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Introduccioén

La seleccién de plantas inadecuadas para las condiciones hidricas del lugar
amenaza la supervivencia (Burney et al., 2015), debido a que el déficit hidrico afecta a
los procesos fisioldgicos de las plantas (Teskey y Hinckley, 1986). El agua es esencial
para el crecimiento de las plantas, y el déficit hidrico resulta en una reduccion y
reorganizacion metabolica de la planta, para mantener el metabolismo esencial (Hare
et al., 2002). Los arboles sobreviven en entornos de déficit hidrico mediante diversos
mecanismos de adaptacion (Lubczynski, 2009). La respuesta al déficit hidrico varia
entre especies (Flores et al., 2018; Warren et al., 2011) y procedencias de una especie
(Martinez et al., 2002; Martifion et al., 2010; Aranda et al., 2017). Uno de los
mecanismos por los que las plantas hacen frente al déficit hidrico es el ajuste osmatico,
para mantener la turgencia celular positiva (Kramer y Boyer, 1995) y el crecimiento
celular no se vea afectado (Kramer y Boyer, 1995); sin embargo, cuando el déficit
hidrico no es totalmente compensado por el ajuste osmotico, el crecimiento de la planta
se reduce, el tamafio y densidad de los estomas es afectado debido a que su nimero

esta limitado por el area foliar disponible (Franks y Beerling, 2009).

Los estomas controlan el balance del agua en la planta y el intercambio de gases
en la hoja, mediante el cierre y la apertura del ostiolo (During, 2003). El tamafio y la
densidad de estomas varia en las superficies abaxial y adaxial de la acicula, ademas
su funcién regulatoria de intercambio de gases es afectada por los factores ambientales
como la temperatura, luz, humedad relativa, y la disponibilidad de agua, (Rahnama et
al., 2010). En las plantas existe una considerable variacion en la frecuencia y tamafio
de los estomas (Zarinkamar, 2007). Se ha demostrado que las especies con estomas
grandes y menor densidad tienen una mayor eficiencia en el uso del agua, contrario
con las especies que tienen mayor densidad y estomas de menor tamafio (Drake et al.,
2013). Incluso los estomas son utilizados como indicadores de cambios ambientales
(Case, 2006), ya que su densidad aumenta o disminuye de acuerdo a la disponibilidad
de agua y la fluctuacion de la temperatura, lo que se ha relacionado ademas a su
ubicacion geografica o procedencia de una especie (Edward y Meidner, 1978;
Retallack, 2001).
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Existen especies arboreas que han evolucionado para soportar ciertos niveles de
déficit hidrico, entre ellos los pinos pifioneros, entre los que destacan Pinus cembroides
Zucc. y P. orizabensis D.K. Bailey y Hawksworth, que ademéas producen semillas
comestibles muy apreciados por el valor alimenticio. Ambos pinos forman parte de la
vegetacion de transicion entre bosques templados y matorral xerofilo (Pompay Yerena,
2014; Granados et al., 2015). P. cembroides tiene una amplia distribucién en México,
se localiza a una elevacion de 1700 a 2400 m en los estados de Sonora, Chihuahua,
Coahuila, Durango, Zacatecas, Nuevo Leb6n, Tamaulipas, San Luis Potosi,
Aguascalientes, Jalisco, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo y hasta el noroeste de
Veracruz (Perry, 1991; Bailey y Hawksworth, 1992; Farjon y Styles, 1997). P.
orizabensis habita de 2300 a 2700 m en elevacion, se distribuye por debajo de los 20°
de latitud norte, endémica de los estados de Puebla, Tlaxcala y el centro de Veracruz
(Perry, 1991; Bailey y Hawksworth, 1992). Estos pinos son similares, aunque Bailey y
Hawksworth (1992) sefialan diferencias en arboles maduros mismas que se observan
a nivel de plantulas (Hernandez et al., 2018). Sin embargo, al estar separadas
fisicamente se le confunde, ambos producen pifiones rosados y se les recolecta
indistintamente para los programas de reforestacion. P. cembroides se encuentra en la
lista roja de la (IUCN, 2018) como preocupacion menor, mientras P. orizabensis esta
indicada como en peligro de extincion. Ambas estdn amenazadas por el sobrepastoreo,
el aumento de la frontera agricola y la sobre explotacion del pifidén (Luna et al., 2008;
Granados et al., 2015).

Los efectos del déficit hidrico en las procedencias pueden ser determinados por
cambios en el tamafio y densidad de los estomas. Con base en esta informacion es
factible determinar si es adecuado desplazar las especies y procedencias de su area
de distribucion, ya que se podria afectar el desarrollo y supervivencia de las plantas
(Espinoza et al., 2016). Por lo anteriormente expuesto, el objetivo de este trabajo fue
determinar el efecto del déficit hidrico en el crecimiento de aciculas primarias y el
tamafio y frecuencia de estomas en plantas de diferentes procedencias de P.

cembroides y P. orizabensis.
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Materiales y Métodos

Se recolectd germoplasma en 2014 y 2015 en seis procedencias naturales de P.
cembroides y P. orizabensis (Cuadro 3.1). En cada localidad se recolectaron 15 &rboles
con buena conformacion de copa, sanos y que estuvieran separados a un minimo de
50 m entre ellos. La siembra de la semilla se realizé en tubetes de plastico de 330 cm?
el 15 de enero del 2016. El sustrato que se utilizo tuvo una composicion de corteza de
pino composteada, aserrin y agrolita con una proporciéon 1:1:1 respectivamente, con
fertilizante de liberacién lenta (nutricote 17-7-12) con una proporcién de 7 kg por m2.
Las plantas de mantuvieron en riego normal hasta el 30 de mayo del 2017. Para fines

de esta evaluacion se seleccionaron plantulas de las 6 procedencias.

Cuadro 3.1. Ubicacién de las procedencias de Pinus cembroides y P. orizabensis

utilizadas en el estudio.

Procedencias Latitud N Longitud O Altitud (nfrlr:)'f

Pinus cembroides

El Carrizal, Colén, Qro. 20° 52'40" 100° 05' 07" 2,159 626

La Laja, Cadereyta, Qro. 20° 48'44"  99° 38' 19" 2,831 890

La Florida, Santiago de Anaya, Hgo. 20° 28' 36"  98° 59' 02" 2,002 511
Pinus orizabensis

Tepeyahualco, Tepeyahualco, Pue. 19°30'26" 97° 30' 26" 2,417 491

Rancho Dominguez, El Carmen, Tlax. 19° 24'01"  97° 42' 44" 2,671 565

Las Cuevas, Altzayanca, Tlax. 19° 22' 44" 97° 43' 02" 2,479 573

TDatos obtenidos en cada poblacion con un geoposicionador Garmin® Etrex 10 Datum WGS84.
¥ Temperatura media anual y precipitacion media anual se obtuvo mediante el software
ANUSPLIN, que modela datos en superficies geograficas considerando la latitud (Saenz-
Romero, 2011).

Establecimiento del experimento

El experimento se inicio el 30 de mayo del 2017 en un invernadero en Texcoco,
Estado de México. Se realizé una seleccion de plantas de altura homogénea (Martifion
et al., 2010). Como envases de crecimiento se utilizaron tubos de PVC de 10 cm de
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didmetro y 100 cm de longitud, con la finalidad de no suprimir el crecimiento radical. El
disefio utilizado fue en parcelas divididas, con dos niveles de riego SO (riego) y S1

(sequia), 480 plantas experimentales en total.

El sustrato utilizado se compuso de material de aserrio composteado y tepezil en
una proporcion de 1:1, el cual fue mezclado y esterilizado previamente a una
temperatura de 90 °C por 5 h. El sustrato no incluyé la adiccion de fertilizante debido a
que éste ocasiona interaccion en la tolerancia al estrés (Villar et al., 2013). En el
Laboratorio de Fisica de Suelos en el Colegio de Postgraduados se realiz6 el andlisis
del sustrato. Se determiné la capacidad de campo (0.03 MPa) y el punto de marchites
permanente (1.5 MPa) con la finalidad de determinar los niveles de humedad en cada
nivel de riego. Ademas, se determiné el pH (6.6), conductividad eléctrica (1.5 dSm),
% de materia organica (14.4 %), nitrégeno (0.13 %), fésforo (0.01 mg Kg-1), sodio (0.08
cmol (+) Kg?) y potasio (0.15 cmol (+) Kg).

Para determinar el momento oportuno de riego se utilizé el método gravimétrico.
En SO (riego) se permitio que la humedad fluctuara de 45 a 38 % de humedad, mientras
que en S1 (sequia) fluctio de 36 a 30 % de humedad. El agua se repuso cuando se
alcanzé el minimo de humedad permitido para cada tratamiento, condiciones que se

mantuvieron durante 11 meses.
Evaluacién de caracteristicas anatdmicas

Después de 11 meses de crecimiento bajo los dos niveles de humedad, se
realizaron pruebas preliminares para determinar la zona de muestreo dentro de las
aciculas. Se determin6 que la densidad estomatica se mantenia estable en la parte
media de la superficie adaxial de la acicula, por lo que se defini6 como area a

muestrear.

De cada tratamiento SO (riego) y S1 (sequia) se seleccionaron 24 plantas de
manera aleatoria; cuatro plantas de cada una de las seis poblaciones. De la parte media
de cada planta seleccionada se extrajeron tres aciculas jovenes completamente
desarrolladas. Se midio la longitud de la acicula con una regla graduada en mm y
posteriormente, en la parte media de la superficie adaxial de cada acicula se aplico
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pegamento de secado rapido Kola Loka®, e inmediatamente fueron colocadas sobre
un portaobjetos durante 20 segundos. Al retirar las aciculas queda una impresion de la
epidermis en el portaobjetos.

Densidad y tamafio de estomas

Las mediciones y conteo de células se realizaron con un microscopio 6ptico marca
ZEIZZ®, utilizando el objetivo de 40X. Para obtener el tamafio de los estomas se utilizé
una reglilla ocular que fue posteriormente calibrada en milimetros mediante el uso de
una regla micrométrica. Las mediciones de cada acicula fueron realizadas en tres
campos diferentes y los estomas medidos fueron seleccionados al azar a lo largo y
ancho de la impresién de epidermis, en total de cada impresion se midieron 3 estomas,
0 sea 12 estomas por tratamiento por procedencia; los valores obtenidos se reportaron
en um, tomando como referencia la metodologia de Lopez y Mufioz (1991) modificada

para el precente estudio.

Para obtener la densidad de estomas, se contd el nUmero de estomas de manera lineal
en tres campos por acicula. Posteriormente se midié el diametro del campo para

determinar el nUmero de estomas por mm lineal.
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Analisis

Los valores de los tres campos por acicula y las tres aciculas medidas en cada
planta se promediaron, por lo que se obtuvieron 48 datos por variable. Con estos datos
para cada una de las cuatro variables determinadas (longitud de acicula, tamafio de
estomas, densidad de estomas y numero total de estomas por acicula) se realizé un
analisis de varianza con el procedimiento MIXED de SAS (SAS Institute, 2002). Se

utilizoé el siguiente modelo lineal:
Yik = | + Si + Ej + SEjj + Pxg) + SPik() + €ijk

Donde, Yik es el valor promedio observado en el I-ésimo individuo de la k-ésima
procedencia dentro de la j-ésima especie en el i-ésimo ambiente de humedad; u es la
media poblacional, Si es el efecto fijo del i-ésimo nivel de sequia, Ej es el efecto fijo de
la j-ésima especie, SEjj es el efecto fijo de la interaccion del nivel de sequia por especie,
Pkg) es el efecto fijo de la k-ésima procedencia dentro de la j-ésima especie, SPi() es el
efecto fijo de la interaccion nivel de sequia por procedencia dentro de especie, y €ix €s
el error asociado a dichos efectos ~NID (0, 02%); i = So y S1; j= P. cembroides y P.

orizabensis; k=1, 2, 3 procedencias por especie (6 en total), I= 1, ...4 plantas.
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Resultados

El analisis de varianza mostro solo diferencias significativas (p<0.01, Cuadro 3.2)
entre los tratamientos de riego y sequia para las variables evaluadas (longitud de
acicula, tamafio de estomas y densidad estomatal. Entre especies, procedencias y las
interacciones de ambas con los niveles de humedad no se encontraron diferencias

significativas en ninguna de las variables.

Cuadro 3.2. Valor de significancia (P) del analisis de varianza para las variables de
longitud de acicula, tamafio de estomas y densidad de estomas en
plantas de Pinus cembroides y P. orizabensis en dos condiciones de

humedad del suelo.

Longitud de Tamafio de Densidad

Fuente de variacion . "
acicula (mm) estoma (um) de estomas

Tratamiento de humedad 0.0001 0.0001 0.0003
Especie 0.1522 0.5591 0.7803
Tratamiento*Especie 0.9764 0.6399 0.6305
Procedencia(Especie) 0.5701 0.7986 0.9250
Tratam*Procedencia(Esp) 0.8598 0.4033 0.2563

. No. de estomas por mm lineal.

El estrés hidrico provocé una disminucion de 25 % en la longitud de acicula,

mientras que el tamafio de estomas se redujo en un 12 %, (Cuadro 3.3, Figura 3.1).
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Cuadro 3.3. Medias y error estandar de las variables de longitud de acicula, tamafio de estoma
y densidad de estomas en plantas de Pinus cembroides y P. orizabensis

creciendo en dos condiciones de humedad del suelo.

Longitud de Tamafo de Densidad de
Trat/Esp’ y +
acicula (mm)  estoma (um) estomas
Riego 39.62 +1.03a 33.84 +0.62 a 15.30 £+0.39 b
Sequia 29.58 £1.03 b 29.84 +0.62 b 17.54 +0.39 a
Riego

P. cembroides 40.67 +1.23a 33.37 £0.88 a 15.36 +0.56 a

P. orizabensi  38.58 +1.23a 34.31+0.88 a 15.24 £+0.56 a
Sequia

P. cembroides 30.58 +1.23a 29.79 £0.88 a 17.33 £0.55 a

P. orizabensis 28.58 +1.23a 29.90 +0.88 a 17.75 +0.55 a
T.No. de estomas por mm lineal.
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~
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(6] [e)]
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Figura 3.1. Efecto de los tratamientos de riego y sequia en la longitud de acicula (A), tamafio

de estoma (B) y densidad de estomas (C) en aciculas primarias de plantas de 27
meses de de edad de Pinus cembroides y P. orizabensis en dos condiciones de
humedad (SO y S1).
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En el tratamiento de riego normal, las plantas de Pinus cembroides presentaron
valores promedio de 40.6 mm, 33.3 um y 15.3 en las variables de longitud de acicula,
tamafio de estoma, densidad de estomas, respectivamente, mientras que P.
orizabensis obtuvo 38.5 mm, 34.3 umy 15.2, en las mismas variables. En el tratamiento
de sequia, las plantas de Pinus cembroides presentaron valores promedio de 30.5 mm,
29.7 um y 17.3 en las variables de longitud de acicula, tamafio de estoma y densidad
de estomas, respectivamente, mientras que P. orizabensis obtuvo 28.5 mm, 29.9 um,

y 17.7, en las mismas variables.

No se encontraron diferencias significativas en la variable de densidad de
estomas por mm lineal entre especies en ambas condiciones de humedad SOy S1, por
lo que ambas especies en condiciones de riego normal mantienen la densidad
estomatica, mientras en condiciones de sequia aumenta la densidad, respondiendo de

manera similar al cambio en las condiciones de humedad del suelo (Figura 3.2)

20
17.75

=== 11732

- == P.cembroides
8 | P. orizabensis

Densidad de estomas mm

0 1 1 J
SO Tratamiento S1

Figura 3.2. Cambios en la densidad de estomas en plantas de Pinus cembroides y P.

orizabensis al modificarse las condiciones de humedad del suelo de SO a
S1).
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Discusion

Debido a los cambios climaticos que se han observado en los ultimos afios,
resulta de vital importancia conocer las respuestas fisiolégicas de especies y
procedencias que han sido trasladadas a lugares fuera de su origen de distribucién. En
la presente investigacion se observo que el estrés hidrico provocé una disminucion en
la longitud de las aciculas y tamafio los estomas, asi como un incremento en el nUmero
de estomas por mm lineal; Cuando las plantas se encuentran expuestas a sequia
desencadenan adaptaciones fisiologicas como el ajuste osmotico, que les permita
seguir desarrollando y creciendo normalmente. A medida que el estrés hidrico se hace
mas severo, la planta deja de crecer y el tamafio de las células disminuye, el
crecimiento de una planta en condiciones de estrés deja de ser prioridad y se inician
otros procesos que aseguraran la permanencia de la especie, como la floracion y
formacion de semillas (Grill et al., 2004). Con la reduccion el area foliar se reduce el
tamafio de los estomas, se ha reportado que ésta adaptacion es clave para la
resistencia al déficit hidrico (Aasamaa et al., 2001), debido a que los estomas mas
pequefios limitan la tasa de transpiracion al limitar la difusion de vapor de agua, pero
también limitan la cantidad de CO2 disponible resultando en una menor biomasa total
de la planta en comparacion con aquellas plantas que crecen en condiciones 6ptimas,
(Chaves et al., 2009).

Osakabe et al., (2014) menciona que debido a estas modificaciones morfologicas
producto de una tension ambiental, se afecta la absorcién de carbono y por tanto su
crecimiento, esto es evidente, ya que si el estoma se encuentra parcialmente abierto
para reducir la pérdida de agua por transpiracion, la difusion de co2 al interior de la
planta también disminuye, lo que lleva necesariamente a una reduccion en la
produccion de biomasa segun Carvalho et al. (2017) la reduccion de la longitud de las
aciculas es producto de la reduccién en el tamafio y anchura de las células. Estas
adaptaciones contribuyen a que se aumente la eficiencia del uso del agua en

condiciones de sequia por la reduccion de la pérdida de agua por traspiracion. Lo
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anterior concuerda con lo encontrado, en donde la densidad de estomas por mm

aumento debido a la reduccion del tamafio de los mismos (Osakabe et al., 2014).

Los arboles sobreviven al déficit hidrico mediante diversos mecanismos de
adaptaciéon (Lubczynski, 2009). Esta adaptabilidad varia entre procedencias de una
especie (Aranda et al., 2017). En el presente estudio y bajo el tamafio de muestra
utilizado, no se encontraron diferencias entre las especies, ni entre las procedencias
dentro de cada una de ellas, en las caracteristicas de longitud de la acicula, y en el
tamafo y densidad de estomas de las aciculas primarias, lo que puede indicar que la
sequia impuesta ocasiond el mismo efecto en ambos taxa o que realizan la misma
estrategia para soportar el déficit hidrico. Después de todo, ambos pinos son
morfolégicamente similares y pertenecen al mismo grupo de pinos pifioneros, seccion
Parrya. En los capitulos anteriores si se encontraron diferencias en la resistencia a
sequia de las especies, asi que las diferencias entre ambas especies y sus
procedencias debe involucrar otras caracteristicas del funcionamiento de los estomas,
o la morfolégicas del tallo y las raices como se probd, asi como presumiblemente
caracteristicas fisioldgicas. Otros trabajos con los mismos materiales han mostrado

diferencias entre las especies y estas mismas procedencias (Hernandez et al., 2018).

Mediante la regulacion de la apertura y cierre del ostiolo, los estomas controlan el
balance hidrico de la planta, asi como el intercambio gaseoso (During, 2003). La
reduccion en tamafo de los estomas constituye un mecanismo para hacer frente al
déficit hidrico que, junto con el mantenimiento de la turgencia celular, son importantes

para el crecimiento celular (Kramer y Boyer 1995).
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Conclusiones

El déficit hidrico disminuy6 el tamafio celular por lo que disminuyo el tamafio del
estomay la longitud de las aciculas primarias en cambio, al disminuir el tamafio celular

se aumento la densidad de estomas por mm lineal.

Bajo el tamafio de muestra utilizado no se encontraron diferencias significativas
entre especies ni entre las procedencias en la longitud de aciculas primarias, el tamafio
de estomas y la densidad estomatal en las plantas de 27 meses de edad que crecieron

por 11 meses en dos condiciones de humedad del suelo.
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CONCLUSIONES GENERALES

El déficit hidrico provocé una disminucion en el tamafio del estoma y posiblemente
el de las células, lo que provoco que longitud de acicula se redujera, aumentando la
densidad estomética. A su vez, al parecer hubo una disminucién en la tasa de absorcién
de COg2, por lo que se redujo el crecimiento en altura, diametro, longitud de raiz y
namero total de ramas, disminuyendo las variables de biomasa aérea, del tallo, de las
aciculas, de ramas y de la raiz. Asi mismo, el déficit hidrico afecté de manera negativa
la tolerancia a las heladas obteniendo un 15 % mas de dafio en invierno en
comparacion del tratamiento de riego, mientras que en la transicion de invierno a
primavera en el tratamiento de sequia se mantuvo el mismo efecto en la resistencia al
frio; esto es, el estrés hidrico hace menos resistentes al frio a las plantas de estos

pinos.

Se encontraron diferencias estadisticas significativas entre especies en las
variables de porcentaje de plantas con presencia de hojas secundarias, acumulacién
de biomasa radical y resistencia a heladas para ambos tratamientos SO y S1. Pinus
cembroides en cada una de estas variables obtuvo resultados mayores, por lo que
podriamos aseverar que tendria mas posibilidades de supervivencia en una sequia

mas pronunciada en comparacion con P. orizabensis.

No se encontraron diferencias entre las procedencias probadas en el tamafio de
estomas y densidad estoméatica en ambos tratamientos; esto podria deberse al tamafio
de muestra utilizado por lo que habria que aumentar el tamafio de muestra en estudios
posteriores. Sin embargo en SO los estomas de mayor tamafo fueron de Altzayanca
de P. orizabensis y los mas pequefios de Santiago de Anaya de P. cembroides.
Mientras que en S1 los estomas de mayor tamafio fueron de Tepeyahualco de P.
orizabensis y los de menor tamafio de Altzayanca de P. orizabensis. en SO la mayor
densidad la obtuvo Santiago de Anaya y la de menor densidad la de Colon, ambas de
P. cembroides. En cambio, en el tratamiento de S1 la mayor densidad la obtuvo
Altzayanca de P. orizabensis y la menor Santiago de Anaya de P. cembroides. Por lo
gue esto podria estar relacionado con la productividad de las procedencias, debido a

que las de mejor comportamiento al déficit hidrico, asi como la disponibilidad de agua
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son Santiago de Anaya de P. cembroides y El Carmen de P. orizabensis, esto debido
al parecer a su mayor sistema radical, asociado a una mayor productividad. Para la
resistencia a heladas se concluyé que Coldn es la procedencia mas resistente, y que
la tolerancia a las heladas depende del estado fenoldgico en el que se encuentran las
plantas, cuando se encuentran en letargo son mas resistentes, mientras que cuando
no se presenta formacion de yemas son medianamente resistentes, y cuando se

encuentran en elongacion de brote es cuando son menos resistentes.

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que hay una
variabilidad geografica entre procedencias en respuesta al déficit hidrico en crecimiento
y biomasa, en cambio en la resistencia a heladas hubo diferencias entre especies, de
acuerdo al estado fenolégico en el que se encontraban. Pero no la hubo en las variables
de longitud de las aciculas primarias y de estomas y en la densidad estomatica. Los
capitulos Il y lll demostraron diferencias en resistencia a sequia, asi que las diferencias
entre ambas especies y sus procedencias debe involucrar otras caracteristicas del
funcionamiento de los estomas, ademas de las caracteristicas morfolégicas del tallo y
las raices como se prob6, asi como presumiblemente otras caracteristicas fisioldgicas.
Otros trabajos con los mismos materiales han mostrado diferencias a nivel plantulas

entre las especies y estas procedencias (Hernandez et al., 2018).
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