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RESUMEN

En condiciones de pérdida de suelo extrema, se requieren programas de restauracion ecologica
que garanticen el establecimiento de cobertura vegetal y proteccion de suelos. Este es el caso
de sitios severamente degradados con problemas de erosion a lo largo del Cinturon Volcanico
Trans Mexicano. Debido a la presencia en la zona de los suelos andosoles y acrisoles, aunado
a la erosidon causa numerosas carcavas, niveles extremos de baja fertilidad, sobre todo de
fosforo, que evitan el restablecimiento natural de la vegetacion. Con la finalidad de restaurar
este tipo de sitios, se contribuye con conocimientos para el restablecimiento del ciclo del
fosforo y mejoramiento de la agregacion del suelo, para lo cual se realizaron diversos
experimentos. Inicialmente se realizO un ensayo de cuatro especies de pino: Pinus
cembroides, P. greggii, P. devoniana y P. pseudostrobus para elegir aquella mas sensible y
que por lo tanto pudiera proporcionar mayor informacion sobre la interacciéon con hongos
micorrizicos y el efecto de la fertilizacion. Las especies se plantaron en tres condiciones de
pendientes y tres tratamientos de fertilizacion. Se evalud supervivencia, altura y didmetro
durante seis afios y se analizo la concentracion de clorofila, siendo P. cembroides la especie
de mayor supervivencia pero con menor crecimiento. Y P. pseudostrobus mostré menor
supervivencia. P. greggii con mayor crecimiento, respondio a la fertilizacion incrementando
los niveles de clorofila. P. devoniana mostré una supervivencia del 80% y en general, P.
pseudostrobus resultd ser la especie mas sensible. En un segundo experimento, se estudio el
efecto de la fertilizacion y la asociacion con especies pioneras herbaceas en el desempefio de
P. pseudostrobus, se utilizaron dos herbaceas de sotobosque Lupinus mexicanus y Tithonia
tubiformis con un gradiente de fertilizacion con KH,PO,. Los resultados mostraronque L.
mexicanus puede influencir en el desempefio y supervivencia de P. pseudostrobus, mientras
que la fertilizacion no tuvo efecto. Los resultados sugieren que en acrisoles erosionados se
requiere de agentes biologicos para solubilizar en mayor medida el fosforo y que de ésta
manera sea incorporado a las plantas, lo anterior puede ocurrir con la interaccion con hongos
micorrizicos. Por lo cual, en una tercera etapa se realizd un experimento en condiciones de
mesocosmos con un disefio ortogonal con ocho tratamientos en un sistema en tdndem con
Pinus pseudostrobus-Eysenhardtia polystachya para evaluar el efecto de los hongos

micorrizicos Pisolithus tinctorius y Glomus intraradices, solos o en interaccion, en el
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desempeio de las variables evaluadas. En el experimento de mesocosmos, se presentd mayor
desempeno en las plantas inoculadas con G. intraradices solo o en interaccion con P.
tinctorius. La presencia de E. polystachya es determinante en el tandem, debido a que P.
pseudostrobus, no realiza asociacién simbidtica con G. intraradices. La presencia de HE
promueve la formacion de macroagregados y los HMA promueve la formacién de
microagregados en el tandem Pinus pseudostrobus-Eysenhardtia polystachya. La mayor
concentracion de fosforo se presenta en los pinos asociados a la leguminosa con la presencia
de HMA. La presencia de E. polystachya, se hace indispensable en este sistema para contribuir
con el restablecimiento del ciclo del fosforo por realizar la asociacion simbidtica con los
HMA, que son los que estan contribuyendo a solubilizar el fosforo e incorporarlo a la biomasa
de la planta, lo que podria tener beneficios directos para contribuir a la restauracion de sitios
severamente degradados con problemas de erosion y baja fertilidad de fosforo. En una cuarta
etapa, se establecio otro experimento con P. pseudostrobus y la adicion de fertilizacion con
fosforo, la inoculacion con P. tinctorius, la combinacion de ambos factores mas un control.
Los resultados mostraron que el desempefio de los arboles con presencia de inoculacién y/o
fertilizacion tienen un desempefio significativamente mayor. Las plantas inoculadas solas o
con fertilizacion presentaron la mayor supervivencia, 23 % de diferencia en la supervivencia
entre las plantas inoculadas con P. tinctorius y las control. Finalmente se evalud el
establecimiento de P. pseudostrobus en tres condiciones de propagacion y trasplante in situ.
La primera corresponde a plantas de procedencia conocida, germinadas y propagadas en
condiciones controladas, para contar con un lote de plantas sin in6culo conocido y la segunda
con P. tinctorius, estas fueron trasplantaron a los 15 meses de edad con adicion de sustrato
fértil en las cepas. En otro sitio muy cercano, una tercera condicion, fue una reforestacion
convencional. Los resultados mostraron que los pinos plantados bajo las primeras condiciones
presentaron mejor desempefio y supervivencia que los pinos de la segunda reforestacion. La
supervivencia de los pinos inoculados fue de 86%, sin indculo conocido de 62% y los de la
segunda reforestacion 30%. Lo que corrobora que el esfuerzo adicional al momento de plantar
y controlar las condiciones previas son de vital importancia para el establecimiento de P.

pseudostrobus en sitios severamente degradados.

Palabras clave: fosforo, inoculacion, fertilizacion, Pinus pseudostrobus, Eysenhardtia polystachya, restauracion.
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SUMMARY

Under extreme soil loss conditions, ecological restoration programs are needed to guarantee
the establishment of a vegetation cover and soil protection. This is the case of severely
degraded sites throughout the Trans Mexican Volcanic Belt. Because the presence in the
zone of the soils andosols and acrisols with the erosion causes gullies, extremely low levels of
fertility, particularly of phosphorus, that prevent natural vegetation recovery. With the goal of
restoring this type of sites, the present work provides knowledge on reestablishing the
phosphorus cycle and improvement of soil aggregation through several experiments. Initially,
a essay was done with four pine species: Pinus cembroides, P. greggii, P. devoniana y P.
Pseudostrobus. This for choose the most sensible one that might provide most information
about the interaction with mycorrhizic fungi and the effect of fertilization. This species
species were planted under three slope conditions and three fertilizacion treatments. Survival,
height, and stem diameter were evaluated for six consecutive years, and chlorophyll
concentration was also measured. P. cembroides was the species with the highest survival but
with the lowest growth. And P. pseudostrobus had lower survival than the other species. P.
greggii had higher growth than the other species, and responded to fertilization by increasing
its chlorophyll concentration. P. devoniana, that had a survival of 80%. Overall, P.
pseudostrobus was the most sensitive species. In a second experiment, the effect of
fertilization and of the association with pionner herbaceous species on the performance of P.
pseudostrobus was studied. Two understory herbaceous species were used, Lupinus mexicanus
and Tithonia tubiformis together with a fertilization gradient of KH,PO,. Results show that
there were statistically significant differences among treatments of presence of the herbaceous
species. L. mexicanus had the highest influence on the performance and survival of P.
pseudostrobus, fertilization had no effect. These results suggest that in eroded acrisols,
biological agents are needed to solubilize phosphorus and in this way be available for plants,
this can occur through mycorrhizic interactions. In consequence, in a third stage, an
experiments was carried with a tandem of Pinus pseudostrobus-Eysenhardtia polystachya, for
evaluating the effect of the mycorrhizic fungi Pisolithus tinctorius and Glomus intraradices,
alone and in interaction, in the performance of the evaluated variables. The experiment

consisted an orthogonal design with 8 treatments. In the mesocosm experiment, the highest
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performance was observed in plant inoculated with G. intraradices, alone or in interaction
with P. tinctorius. Precense of E. polystachya was determinant for the tandem, because P.
pseudostrobus, can not make a simbiotic relationship with G. intraradices. Presence of the
HE promotes the formation of macro-aggregates, and HMA promotes the formation of micro-
aggregates within the Pinus psudostrobus-Eysenhardtia polystachya tandem. The highest
concetration of phosphorus was obtained in pines associated with the legume and in the
presence of the HMA. Presence of E. polystachya, was indispensable in the system to
reestablish the phopshorus cycle because it can establish a simbiotic relationship with the
HMA, which are responsible of solubilizing phosphorus that can be asiminalet into the plant
biomass, this might have a direct positive contribution for the restoration of severely degraded
sites with erosion and low phosphorus fertility. In a fourth stage, another experiment was set
with P. pseudostrobus, fertilization with phosphorus and inoculation with P. tinctorius, the
combination of both factors and a control. Results showed that the performance of the trees
that were inoculated and/or fertilized was significantly higher. Inoculated and fertilized plants
had the better survival rate, a 23% difference between inoculated plants with P. tinctorius and
control plants. Lastly, P. pseudostrobus establishment was evaluated under tree propagation
conditions and in situ transplant. The fisrt corresponds to plants of known origin, germinated
and propagated under controlled conditions, to have a lot of plants without inoculation and a
second lot of inoculated plants with P. tinctorius. These plants were transplanted at 15 months
of age with fertile substrate incorporated into the planting sites. In a nearby site, the third
condition, was a conventional reforestation. Results showed that pines planted under the first
conditions had a better performance and survival that the pines of the conventional
reforestation. Survival of inoculated pines was 86%, without inoculation was 62% and those
from the reforestation was 30%. These results corroborate that the additional effort at planting
and the previous conditions are vital for the establishment of P. pseudostrobus in severely

degraded sites.

Key words: phosphorus, inoculation, fertilitation, Pinus pseudostrobus, Eysenhardtia polystachya, restoration.



I. INTRODUCCION GENERAL

La restauracion de ecosistemas es una estrategia de manejo para recuperar la estructura
y funcion de las comunidades naturales y con ello servicios ambientales, y por ello se ha
reconocido la necesidad de abordarla desde una perspectiva ecosistémica (Garcia-Oliva,
2005). La estructura del suelo se ve afectada por diversos tipos de manejo intensivos, como la
deforestacion, debido a que provoca cambios drasticos en la funcion del suelo (Garcia-Oliva,
et al.1999) y pérdida de habitat para muchos organismos (Nebel et al., 1999). Una de las
consecuencias mas graves de la pérdida de esta estructura es la desaparicion de agregados del
suelo. (Tisdall 1994, Six et al. 2000). La agregacion es esencial para mantener la porosidad
del suelo, mantener un buen intercambio de gases, buen drenaje y en general, facilitar los
ciclos biogeoquimicos (Diaz-Zorrita et al., 2002). Ademas, la conservacion de la estructura del
suelo es crucial para la resistencia a la erosion. Como resultado de la experiencia acumulada
en restauracion ecolodgica, se consideran como areas con altos niveles de disturbio a aquellas
que sufrieron tala inmoderada, agricultura intensiva y la consecuente pérdida del suelo
(Hardwick et al.,1997, Lindig- Cisneros et al., 2005) ya que este es el medio de soporte para el
crecimiento vegetal y por lo tanto, la base de todos los ecosistemas terrestres (Smith et al.,
2000), que son particularmente sensibles a la erosion por escorrentia que puede tener como
consecuencia la formacion de carcavas (Wilson et al., 1980). Cuando lo anterior ocurre,
restablecer la cubierta vegetal y la estructura del suelo es de suma importancia para la
rehabilitacion del ecosistema. La mejor opcion utilizada hasta ahora ha sido plantar especies
resistentes al estrés por sequia, capaces de sobrevivir bajo las condiciones de un suelo
degradado (Plancarte-Barrera, 1990), por lo tanto es frecuente que la restauracion inicie con el
establecimiento de pocas especies resistentes que pueden ser tanto herbaceas como arbustivas

o arboreas (Bradshaw, 2000).

La adiciéon de nutrientes ha sido también una estrategia comUn en restauracion,
asociada a la practica anterior (Quoreshi y Timmer, 2000, Oliet et al., 2005). Sin embargo, la
aplicacion de algunos métodos especificos de mejoramiento del suelo puede favorecer otro
tipo de procesos de degradacion. Por ejemplo, fertilizar con nitrégeno puede incrementar la

acidez del suelo, favoreciendo asi la reduccion del fésforo disponible, de modo que es



importante entender la quimica del suelo como un componente del ecosistema antes de aplicar
métodos de restauracion (Garcia-Oliva, 2005). En estudios anteriores se ha demostrado que la
adicion de fosforo, si se realiza durante largos periodos de tiempo, puede ser una estrategia util
para la restauracion (Will et al., 2006), ya que la carencia de fosforo puede limitar el
establecimiento (Oliet et al., 2005) y el desempefio de las plantas (Mc Grath et al., 2001). En
este sentido, las leguminosas juegan un papel importante en la fertilidad del suelo, ya que su
biomasa ha sido reconocida como una fuente importante de nutrientes, principalmente de
fosforo, por descomponerse rapidamente e incorporarse al suelo (Jama et al., 2000). Sin
embargo, la mayoria de los estudios para conocer la dinamica del foésforo se ha realizado para
entender los procesos de eutrofizacion de cuerpos de agua debido a la contaminacion que
causa la lixiviacion desde los campos agricolas (Silvan et al., 2003, Gelbrecht et al., 2005) y
otros estudios se han realizado en bosques tropicales (Barajas-Guzman et al., 2006, Borbor-
Cordova et al., 2006). Sin embargo, no existen estudios sobre el restablecimiento de la
dindmica del fosforo en sitios forestales templados severamente degradados. Nuestra
experiencia sugiere que la deficiencia de fosforo es una limitante importante para el
establecimiento de las plantas en sitios como los antes descritos. En este sentido, es necesario
desarrollar estrategias nuevas que permitan optimizar la dinamica del fosforo en suelos

severamente degradados.

El fosforo es uno de los elementos mas criticos en el suelo, debido a que este elemento
se mueve por difusion, sélo se desplaza por escasos milimetros, todo esto se debe a su intensa
interaccion con la matriz del suelo ( Rubio, 2002). Ademas, hay que considerar que los
nutrimentos, asi como otros compuestos quimicos del suelo, se presentan en un estado
dindmico. De tal forma que son afiadidos o removidos continuamente mediante diversas vias,
y por lo tanto la fertilidad del suelo depende de las tasas relativas de adicion y remocion de

las sustancias quimicas presentes (Bidwell, 1990).

Los procesos que llevan a cabo la formacion y mantienen la dinamica del suelo se
estan viendo afectados por alteraciones de origen humano. La erosion recurrente de la capa
superficial del suelo, la erosion en carcavas como consecuencia de la deforestacion y técnicas
de cultivo inadecuadas, han sido identificadas en mas del 65% de la superficie de los suelos

del pais (Covaleda, 2008) por lo que las consecuencias de la degradacion acelerada ha dado
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como resultado suelos sin capacidad de mantener la vida vegetal. Un ejemplo claro de esta
problematica se presenta en los suelos Acrisoles, segun la FAO-ISRIC (2006) estos suelos han
sido clasificados como suelos evolucionados, que se han desarrollado principalmente sobre
rocas muy acidas o arcillas muy meteorizadas, que sufren posterior degradacion
(principalmente acidificacion). Se caracterizan por presentar un contenido mayor de arcillas en
los horizontes mas profundos (en relacion al horizonte superficial) como resultado de procesos
pedogenéticos (especialmente la destruccion superficial y/o la migracion de arcillas) que
provocan la aparicion de un horizonte argico subsuperficial. Los Acrisoles tienen, a ciertas
profundidades, una baja saturacion de bases y arcillas de baja actividad. Por lo general, estos
suelos son arcillosos y tienden a compactarse cuando carecen de cobertura vegetal, impidiendo

la infiltracion del agua (Covaleda, 2008).

Uno de los principales factores en ecosistemas terrestres, asociados a la sobrevivencia y
crecimiento de la planta, asi como a la conservacion del suelo son los Hongos
Ectomicorrizicos (HE) y los Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA). Estos organismos
tienen la capacidad de establecer asociaciones simbidticas mutualistas llamadas micorrizas, las
cuales pueden contribuir al desarrollo de la planta huésped debido principalmente a un
aumento en la absorcion de nutrientes minerales, especialmente el fosforo (P), ademds de
realizar otras funciones importantes como estimular la formacion y estabilidad de agregados
del suelo a través de su micelio externo (Tisdall, 1994; Bearden, 2001). La utilizacién de estos
organismos asociados a especies nativas fijadoras de nitrégeno y a especies arboreas, tanto
nativas como exaticas, representa una alternativa viable para la rehabilitacion de ecosistemas

degradados.

Se han encontrado registros de HE en pinos desde etapas muy tempranas, hace
aproximadamente 50 m.a. (Axelrod, 1986; Smith y Read, 2000) y esto puede explicar que la
asociacion simbiodtica puede ser la clave tanto para la permanencia como para la longevidad de
este género de plantas. Ademads, se ha documentado que ciertas especies de leguminosas son
capaces de formar asociaciones micorrizicas con ambos tipos de hongos (Smith y Read, 2000)
y esta doble simbiosis contribuye a incrementar significativamente la absorcion de fosforo, el
numero y la biomasa de nodulos en las raices de la planta huésped y a aumentar los niveles de

nitrogeno fijado (André et al., 2005).



El estudio de plantas con el potencial de formar asociaciones simbidticas tanto con
hongos MA como con HE puede contribuir de manera importante a mejorar las estrategias de
restauracion, al aumentar la capacidad de supervivencia y crecimiento de estas especies, asi
como para contribuir a mejorar la estructura del suelo. En este sentido Eysenhardtia
polystachya es una planta nativa de México, abundante en zonas semicalidas con temperaturas
entre 12 y 19 °C y una precipitacion anual de 300 a 1,800 mm. Debido a su capacidad para
prosperar en suelos perturbados y su tolerancia a la sequia, se ha considerado que tiene un
potencial para ser utilizada en programas de conservacién y recuperacion de suelos. No
obstante la importancia de esta especie, la informacién en torno a su biologia, manejo y

capacidad de formar asociaciones simbioticas es sumamente escasa (Vazquez-Yanes, 1999).

Planteamiento del problema

Existen sitios severamente erosionados en la cuenca del Lago de Cuitzeo, dominados
por acrisoles, en donde el fosforo es muy limitante (el fosforo se encuentra en niveles de trazas
de acuerdo al andlisis por el método de Bray). Trabajos previamente desarrollados en esta
zona han logrado el establecimiento de especies nativas fijadoras de nitrogeno (Lupinus
elegans, Crotalaria pumila, Senna hirsuta, entre otras) y arbdreas, tanto nativas como exoticas
(Pinus pseudostrobus, P. michoacana, P. cembroides y P. greggii). Sin embargo, el
desempefio general de las leguminosas es muy pobre a pesar de que cuentan con nodulos
funcionales, lo que se puede atribuir a la falta de fosforo disponible en el suelo, pues se sabe
que la fijacion de nitrogeno se ve limitada por la carencia de este nutriente (Vitousek y
Howarth, 1991, Vitousek, 2004). En el caso de las especies arbdreas, se teme que su
desempefio a largo plazo se vea comprometido por la carencia de fosforo, pues los datos
preliminares obtenidos hasta la fecha indican una reduccion en las tasas de crecimiento no
atribuible a la fenologia de las especies utilizadas en las restauraciones. Por lo anterior se
propone estudiar la respuesta de especies nativas fijadoras de nitrogeno y especies arboreas en
“tandem” inoculadas con HE y HMA solos y en interaccion, y sus efectos en la supervivencia

y crecimiento de la planta asi como en la formacion y estabilidad de agregados en el suelo.
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II. ANTECEDENTES GENERALES

2.1 Generalidades sobre la importancia del fosforo (P)

Los nutrientes que las plantas toman del suelo junto con el agua han sido clasificados
en dos grupos: los macronutrientes que son elementos constituyentes de biomoléculas
estructurales, tales como proteinas, lipidos o carbohidratos, o que actian como osmolitos y
como su nombre lo indica, se necesitan en grandes cantidades; estos son: Nitrégeno (N),
Fosforo (P), Azufre (S), Potasio (K), Calcio (Ca) y Magnesio (Mg). Los micronutrientes,
elementos traza u oligoelementos que corresponden a constituyentes enzimaticos y s6lo son
necesarios en muy pequeias cantidades. Son: Hierro (Fe), Cobre (Cu), Zinc (Zn), Boro (B),
Manganeso (Mn), Molibdeno (Mo) y Cloro (Cl). Dentro de los nutrientes esenciales para las
plantas se encuentra el fosforo que, después del nitrégeno, es el elemento que con mayor
frecuencia resulta limitante en los suelos y sobre el cual hacemos mayor énfasis ya que este
estudio se enfoca principalmente en conocer la dinamica del mismo. El fosforo se encuentra
disponible para las plantas como anién monovalente fosfatado H,PO,4™" en suelos con un pH
inferior a 7 y como anién divalente HPO,? en suelos basicos, con un pH arriba de 7
(Salisbury, 1994). El fosfato se distribuye en la mayoria de las plantas de un 6rgano a otro, se
pierde en las hojas antiguas y se acumula en las hojas jovenes, los sintomas de deficiencia se
presentan en las hojas maduras. Este es parte esencial de muchos glucofosfatos que participan
en la fotosintesis, la respiracion y otros procesos metabodlicos, forma parte de nucleotidos
(RNA y DNA) y de fosfolipidos presentes en las membranas, también es esencial en el
metabolismo energético por su presencia en las moléculas de ATP, ADP, AMP y Pirofosfato

(PPi1).
2.2 Estudios realizados en el sitio de estudio

La existencia de éareas con muy distinto grado de perturbacion, hace sumamente
complicada la decision de seleccionar la especie o especies mas adecuadas para rehabilitar o
restaurar un sitio determinado. La mejor manera es decidir la especie o especies a utilizar en
funcién de los resultados de ensayos en campo. El objetivo de la restauracion ecoldgica es

multiple: tratar de detener la erosion, fomentar la acumulaciéon de materia orgénica para



reponer en parte el suelo organico ya perdido, tener éxito en la reforestacion, entre otros.
Estos objetivos pueden ser incluso de tipo social, como proveer de una fuente de madera a la
poblacion local. En la zona de estudio, Pinus michoacana y P. pseudostrobus se encuentran
distribuidos de manera natural. Cabe mencionar que el segundo presenta mejor forma de fuste
y tasa de crecimiento. Por otro lado, P. cembroides y P. greggii no se distribuyen de manera
natural en Michoacén, la ventaja que presentan es que son especies resistentes a la sequia,
factor importante en un suelo erosionado, siendo el primero un pino pifionero de amplia
distribucion en zonas semidridas de México y el segundo, a pesar de ser una especie resistente
a la sequia, crece relativamente rapido y su forma de fuste es recta. Estas especies fueron
transplantadas en un sitio de restauracion y evaluadas a los 24 meses posteriores a la
plantacion. La especie con mejor supervivencia fue P. cembroides (86 %), y la que presento la
mas baja fue P. pseudostrobus (45%). Para P. michoacana fue de 78% y para P. greggii de 70
%. Las diferencias en porcentaje de supervivencia fueron significativas (P=0.0266) segiin un
analisis de varianza. En cuanto al incremento en altura, P. greggii fue la mejor especie,
alcanzando un incremento de altura promedio de 56 cm, el segundo fue P. pseudostrobus con
35 cm, el tercero P. michoacana con 17 cm y finalmente P. cembroides con 12 ¢cm. con un
valor de P=0.001. (Saenz-Romero y Soto-Correa, 2008).

Por otro lado, Aureoles-Celso (2006) realizo un estudio sobre el efecto de especies de
leguminosas sobre la capacidad de retener el suelo, bajo condiciones de restauracion ecoldgica
y menciona la importancia y utilidad de este grupo de plantas como herramienta en la

restauracion de suelos.

2.3 Estudios realizados con hongos micorrizicos

La micorriza es la simbiosis entre un hongo y las raices de una planta Como en otras
relaciones simbioticas, ambos participantes obtienen beneficios. En este caso la planta recibe
del hongo principalmente nutrientes minerales y agua, y el hongo obtiene de la planta hidratos
de carbono principalmente. La mayoria de las plantas terrestres presentan micorrizas, y lo mas

probable es que las restantes desciendan de plantas micorrizadas que han perdido
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secundariamente esta caracteristica. En el caso de los hongos, la mayor parte de las 5000
especies identificadas en las micorrizas pertenece a la division Basidiomycota mientras que en
casos mas excepcionales se observan integrantes de Ascomycota. La tercera division que se ha
observado formando micorrizas es Glomeromycota, un grupo que, de hecho, s6lo se conoce en
asociacion micorrizogena y cuyos integrantes mueren cuando se les priva de la presencia de
raices. Segun su morfologia, las micorrizas se dividen en distintos grupos entre los que cabe
destacar dos principales: las ectomicorrizas y las endomicorrizas (Smith y Smith, 1990;

Ambriz, 2007).

Las ectomicorrizas se caracterizan porque las hifas del hongo no penetran en el interior de
las células de la raiz, si no que se ubican sobre y entre las separaciones de éstas. Se pueden
observar a simple vista y presentan la llamada Red de Hartig. Este tipo de micorrizacion es el
que predomina entre los arboles de zonas templadas, siendo especialmente caracteristico en
robles, eucaliptos y pinos. Los hongos son tanto Basidiomycota como Ascomycota En las
endomicorrizas, en cambio, no hay manto externo que pueda verse a simple vista. Las hifas se
introducen inicialmente entre las células de la raiz, pero después penetran en el interior de
éstas, formando vesiculas alimenticias y arbusculos. Por ello se las conoce también como
micorrizas VAM o micorrizas vesiculoarbusculares. Los hongos pertenecen a la division
Glomeromycota y se dan en todo tipo de plantas, aunque con predominio de gramineas.
Abundan en suelos pobres como los de las praderas y estepas, la alta montafia y las selvas

tropicales (Ibid).

En condiciones similares de humedad del suelo, la presencia de micorrizas ayuda a las
plantas a mantener un mejor estado hidrico. Estos potenciales hidricos mas altos pueden ser un
efecto indirecto de un mayor crecimiento de la raiz, resultado del mayor acceso al fosforo
proporcionado por las micorrizas. Las plantas con un mayor acceso al fosforo pueden
desarrollar raices mas eficaces en cuanto a extraccion y conduccion del agua (Allen y Allen,

1986; Molles, 2005).

En un experimento Hardie (1985) cultivd trébol rosa (Trifolium pratense) con y sin
micorrizas en condiciones controladas en las que el crecimiento no estaba limitado por la

disponibilidad de nutrientes. Estas condiciones produjeron plantas con superficies foliares y
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proporciones raiz: parte aérea semejantes. Con estas condiciones cuidadosamente controladas,
el trébol rosa con micorrizas mostraba tasas de transpiracion mas altas que las plantas sin
micorrizas. Hardie avanzé en su estudio eliminando las hifas de los hongos micorricicos de la
mitad de los tréboles rosas que las tenian y observd que la eliminacion de las hifas redujo
considerablemente las tasas de transpiracion, lo que indica un papel directo de los hongos
micorricicos en las relaciones hidricas de las plantas. Hardie sugiere que dichos hongos
mejoran las relaciones hidricas de las plantas proporcionandoles un contacto mas extenso con

la humedad en la zona radical y superficie extra para la absorcion del agua (Molles, 2005).

Ambriz (2007). Realizé un estudio sobre el efecto de la interaccion de hongos
micorricicos en el crecimiento de la planta y la formacion de agregados en el suelo y sugiere
que tanto la especie de Fraxinus como la de aile pueden establecer una simbiosis con HMA
(Glomus intraradices) y HE Pisolithus tinctorius). La respuesta en el crecimiento de las
plantas debida a la presencia de P. tinctorius ha sido atribuida a un mayor contenido de
fosforo (Thomson et al. 1994) y nitrogeno (Wullschleger y Reid 1990). Tanto en
angiospermas como en gimnospermas ha sido ampliamente documentada la influencia de P.

tinctorius en el crecimiento de las plantas, especialmente plantas de eucaliptos y de pinos.

El efecto de los hongos micorrizicos en la formacion de agregados del suelo ha sido
abordado preferentemente en sistemas agricolas y de manera mds reducida en sistemas
forestales. Existen muchos trabajos donde se ha encontrado una relacion directa entre la
estabilidad de agregados del suelo y el contenido de una sustancia excretada por el micelio de
hongos micorrizicos arbusculares llamada glomalina asi como la densidad de hifas de los
mismos organismos (Nobrega et al. 2001, Auge et al. 2001, Rillig et al. 2002, Lutgen y Rillig
2004), observando que la resistencia al rompimiento por parte de los agregados a través de los

poros pequefios se debe a la presencia de hifas de hongos micorrizicos (Bearden 2001).

Ademas, es bien conocido el papel que tienen los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) en la nutriciéon mineral de su planta hospedera. Entre los minerales que puede tomar
mas eficientemente en comparacion a la raiz sin hongo se encuentran el fosforo (P), el
nitrégeno (N), zinc (Zn), cobre (Cu), niquel (Ni), azufre (S), manganeso (Mn), boro (B), hierro
(Fe), calcio (Ca) y potasio (K) (Clark y Zeto 2000). La eficiencia en la toma depende en gran
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medida de la mayor exploracion el suelo por parte del micelio (Allen et al. 2003). Una vez que
el HMA toma y transporta los nutrientes de la solucion del suelo hacia su hospedero, se
requiere de una zona de transferencia. Esta zona de transferencia esta representada por la hifa
que crece longitudinalmente dentro de la raiz y se presenta en la mayoria de las asociaciones

con HMA (Smith y Smith 1990).

2.4 La Restauracion Ecologica

La ecologia de la restauracion, es una rama de la ecologia relativamente joven,
que ha cobrado importancia en los ultimos afios por la preocupacion de resolver los problemas
ambientales a los que se enfrentan muchos ecosistemas del planeta y la mayor parte del
territorio nacional. La restauracion ecoldgica es la practica o actividad que da como resultado
de la investigacion de la ecologia de restauracion. La definicion de la restauracion ecologica,
aunque aun se encuentra en debate, se centra en el restablecimiento de la funcidn y estructura
de un ecosistema siendo la maxima prioridad (Hobbs y Norton 1996). Vazquez-Yanes y
colaboradores (1999), hacen notar la importancia de las leguminosas en la restauracion
ecoldgica por resistir condiciones limitantes, como baja fertilidad, sequia, suelos compactados,
pH alto o bajo y salinidad entre otros, por otra parte, favorecen el restablecimiento de la flora
y fauna nativas, proporcionandoles hébitat y alimento. Estas plantas, presentan rapido
crecimiento y buena produccion de materia organica, sin tendencia a propagarse como
malezas invasoras incontrolables, ademds algunas producen lefa, carbon, forraje, vainas

comestibles, néctar, y otros productos.

2.5 Relevancia e impacto del proyecto en el area de estudio

La cuantificacion y determinacion de barreras a la restauracion ecoldgica es
fundamental para entender la dinamica de sitios severamente degradados (Hobbs y Norton
1996, Suding et al., 2004). El papel del fosforo en la dinamica de los ecosistemas terrestres es
fundamental (Vitousek, 2004, Oberson et al., 2001) asi como en los procesos sucesionales y

aquellos que determinan la productividad de los ecosistemas (Tamm, 1991, Vitousek y
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Howarth, 1991). Sin embargo, poca atencion ha recibido la carencia de fésforo como barrera
para la restauracion de ecosistemas terrestres, principalmente porque en muchos casos las
condiciones no estan tan deterioradas como para que este elemento sea la barrera principal

para la restauracion.

Una gran extension del territorio nacional presenta graves problemas de deforestacion
y como consecuencia de erosion. Cuando los suelos son fragiles, el fosforo y los agregados de
suelos se vuelven elementos limitantes importantes. Si se logran técnicas para restablecer tanto
el ciclo del foésforo como la estructura del suelo mediante la adicion de hongos
hectomicorrizicos y hongos micorrizicos arbusculares, en estas condiciones es posible que se

puedan reincorporar grandes extensiones improductivas al manejo sostenible de cuencas.
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III. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

3.1 Localizacion geografica

La microcuenca de Atécuaro se localiza a 15 km al sur de la ciudad de Morelia (Figura
1), entre los paralelos 19° 33* 05’y 19°37° 08’ de latitud norte y los meridianos 101°15° 07’
de longitud al oeste de Greenwich, con una area de 44.4 km® y un perimetro de 30.25 km.

(Cejas, 1998 ).

LOCALIZACION

Republica
Estado de

3% Mexicana
: ich@acan

Cuenca de
Umécuaro

técuaro

Figura 1. Localizacion Geografica del Ejido de Atécuaro municipio de Morelia (Tomado de Ortega,
2004).
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3.2 Clima

Con la clasificacion de Koppen modificado por Garcia (1994), el clima es
C(w2)(w)b(i)g templado subhtimedo con lluvias en verano. Coeficiente p+/t mayor de 55.0.
Lluvias invernales menores del 10% del total anual. Verano fresco y largo, tempera media del
mes mas caliente de menos 22°C. Marcha anual de temperatura tipo Ganges, mes mas caliente
antes de junio (antes del solsticio de verano). Oscilacion térmica entre 5y 7°C La temperatura
media anual es de 13.8° C, el mes mas caliente es mayo con 16.5°C., y el mes mas frié enero
con 11.3°C., presenta una precipitacion media de 1002 mm distribuida de la siguiente manera:
48 mm en el mes de mayo, 182 mm en junio, 224 mm en julio,234 mm en agosto, 172 mm en
septiembre, 55 mm en octubre; el resto de la precipitacion se distribuye en los meses restantes,
teniendo valores menores de 20 mm de lluvia. La evapotranspiracion potencial (ETP) es de
695 mm (69.36% de la precipitacion total); y la evapotranspiracion actual (ETA) es de 615
mm, ocurriendo la mayor magnitud en el mes de junio, con un descenso en los meses
subsecuentes y manteniéndose constante hasta el mes de octubre. El escurrimiento superficial
es 387 mm cuando se alcanza el punto de saturacién para un suelo de tipo andosol. El
escurrimiento se distribuye de la siguiente manera: 104 mm en el mes de junio, 168 mm para

agosto, 114 mm para septiembre y 1 mm en el mes de octubre (Calderas, 1998).

3.3 Geologia

Las rocas sobre la que se encuentra la microcuenca estd constituida por rocas igneas
extrusivas y sedimentarias que a continuacion se describen: Rocas igneas extrusivas.
ignimbritas riodaciticas (Ting), que son de color gris claro, rosaceo y rojizo, por su dureza y
composicion quimica forman suelos poco desarrollados, consideradas como rocas
impermeables que se intemperizan lentamente, presentan un elevado contenido de cuarzo y
baja cantidad de feldespato; que corresponde al terciario superior y ocupa el 63.38% de la
microcuenca. Tobas pumicas (Ttr): son rocas de color beige claro y blanquizco son rocas
fracturadas y ocupan el 5.16% de la area. Derrames fracturados, brechas y tobas basicas e
intermedias (Tpb) son rocas originadas en el terciario superior, se caracterizan por ser de

permeabilidad y dureza baja, y medianamente estable ocupando el 2.86% del 4rea. Derrames
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de lava, brechas y conglomerados (Mpca): tipo basico e intermedia formadas en el
Mioplioceno, se caracteriza por presentar baja dureza, altamente permeable, de estabilidad
media y facilmente erosionable (dan origen a suelos de color rojizo), lo que representa 20.44%
de la microcuenca. Las rocas sedimentarias son aluviones (Qal) compuesto por grava, arena y
limos: se ubican en depresiones, barracas y valles, se originaron en el cuaternario, ocupan el

8.16% del terreno (INEGI, 1982).

3.4 Suelo

Se presentan tres tipos de suelo: Andosol humico (Th), Acrisol ortico (Ao) y Luvisol
cromico (L). El Andosoles: del japonés an oscuro y do, suelo; connotativo de suelos formados
a partir de material rico en vidrios volcénicos y que cominmente tienen un horizonte
superficial oscuro, ocupanl6.7330 km2 (37.69%). Acrisoles: del latin acer, acetum,
fuertemente acido; connotativo de baja saturacion, ocupando 17.5575 km2 (57.23%).
Luvisoles: del latin luere, o lavar; connotativo de acumulaciéon de arcillas, ocupando

2.2555km2 (5.08%), (INEGI, 1982).

3.5 Vegetacion

El tipo de vegetacion que se presenta en la zona sur de la microcuenca es bosque de
pino, pino-encino y bosque de encino. En la parte norte se encuentran areas dedicadas al
pastoreo, uso agricola y con vegetacion arbustiva. La vegetacion que se encuentra mejor
representada es el matorral subtropical, ubicandose en areas de disturbios donde se presentan
especies de diversos géneros como: Acacia, Baccharis, Brickellia, Calliandra, Condalia,
Desmodium, Eupatorium, Opuntia, Salvia, Stevia, Valeriana, etc. Las especies de encino
representativas son: Quercus crassifolia, Q. gentry, Q. rugosa, Q. castanea y Q. obtusata. La
vegetacion del sotobosque es importante para el amortiguamiento de la energia cinética de la
lluvia y para la retencion del suelo por medio de sus raices (Rzedowski y Rzedowski, 1979),
se representa principalmente por especies de los siguientes géneros: Lupinus, Festuca.,

Eupatorium, Senecio. De la vegetacion original asociada a los suelos de Andosol, podemos
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mencionar a Pinus leiophylla, P. pseudostrobus, P. michoacana, P. lawsoni y P. teocote,
(Cejas, 1998; Garcia, 1999).

3.6 Hidrologia

El é4rea de estudio pertenece a la region hidroldgica No. 12 Lerma-Santiago, forma
parte de la subcuenca del Rié grande que a su vez corresponden a la cuenca endorreica de
Cuitzeo. La red de drenaje desacuerdo a la clasificacion de Sanchez (1987) citado por Cejas
(1998), es de tipo dendritico en la parte norte y central del valle, paralelo en la porcion Este y
Oeste de la microcuenca. En diversos sitios, los suelos del sitio se encuentran desprovistos de

vegetacion, con un alto grado de erosion y numerosas carcavas de gran magnitud.
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IV. HIPOTESIS

Las especies de pinos nativas tendran mayor probabilidad de establecimiento en sitios
severamente degradados en condiciones de menor pendiente, presentando mayor desempeio y
eficiencia fotosintética.

Dado que Pinus pseudostrobus es una especie sensible al estrés, la asociacion con
herbaceas pioneras incrementara su desempefio y supervivencia.

Por otro lado, la inoculacion con los hongos micorrizicos Pisolithus tinctorius y Glomus
intraradices, solos o en simbiosis dual incrementara la productividad de los componentes del
tandem “Pinus pseudostrobus-Eysenhardtia polystachya”, incluyendo la acumulacion de
nitrogeno a través del mayor desempefio de las leguminosas, facilitando la retencion del
fosforo ademas de la formacion y estabilidad de agregados en la rizosfera en experimentos de
mesocosmos.

Asi como las plantas de P. pseudostrobus, fertilizadas y/o inoculadas presentaran un
mayor crecimiento y supervivencia comparado con las plantas control y las plantas de una

reforestacion convencional.
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V. OBJETIVOS
5.10BJETIVO GENERAL

Evaluar la contribucion de Pisolithus tinctorius (HE) y Glomus intraradices (HMA)
solos o en interaccion sobre la supervivencia y desarrollo de los componentes del “tandem”
Pinus pseudostrobus — Eysenhardtia polystachya. Asi como la fertilizacion y presencia de
especies del sotobosque en el establecimiento y desempefio de P. pseudostrobus en

condiciones de invernadero y campo.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Seleccionar la mejor especie en términos de sobrevivencia y/o crecimiento en un sitio

con suelo degradado mediante un ensayo de especies de pino.
0 Cuantificar el efecto de la pendiente.
0 Determinar la respuesta en contenido de clorofila a la fertilizacion.

e Evaluar el efecto de la asociacion con pioneras herbaceas Lupinus mexicanus
(Fabaceae) y Tithonia tubiformis (Asteraceae) y la fertilizacion con fosforo en el

desempeno de Pinus pseudostrobus.

e Evaluar la contribucion de Pisolithus tinctorius (HE) y Glomus intraradices (HMA)
solos o en interaccion sobre la supervivencia y desarrollo de los componentes del
“tandem” Pinus pseudostrobus — Eysenhardtia polystachya mediante el desempefio en

condiciones de mesocosmos.

e Evaluar el efecto de Pisolithus tinctorius y la fertilizacion con fosfato de potasio
(KH,POy) en el desempefio y supervivencia de Pinus pseudostrobus en condiciones de
campo para su establecimiento y contribucion a la restauracion de sitios severamente

degradados con altos niveles de erosion y con presencia de numerosas carcavas.
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Evaluar las plantas de Pinus pseudostrobus en un experimento en condiciones de

restauracion ecologica en presencia/ausencia de inoculacion con Pisolithus tinctorius.

0 Comparar las plantas producidas bajo condiciones controladas y plantadas en

una reforestacion

0 Identificar las estrategias que mejoren la supervivencia y desempefio de las

plantas para su establecimiento en un sitio severamente degradado.
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Capitulo 1.

ENSAYO DE ESPECIES DE PINO PARA RESTAURACION DE SITIOS
DEGRADADOS
TEST OF PINE ESPECIES FOR RESTORATION OF DEGRADED SITES

RESUMEN

En condiciones de pérdida de suelo extrema, se requieren programas de restauracion ecoldgica
que garanticen el establecimiento de cobertura vegetal y proteccion de suelos. Un primer paso
es la seleccion de especies que puedan tolerar las condiciones de sitios degradados mediante
ensayos de especies. Con la finalidad de restaurar sitios severamente erosionados con
presencia de carcavas en Atécuaro, municipio de Morelia, Michoacéan, se establecio un ensayo
de especies con Pinus cembroides, P. greggii, P. devoniana y P. pseudostrobus. Se incluyeron
tres condiciones de pendiente: testigo (0-5°), suave (5°-30°) y fuerte (>30°), adicionalmente se
establecieron tres tratamientos de fertilizacion (fosfato de potasio, nitrato de amonio y fosfato
diamonico y un testigo). El disefio experimental fue de bloques completos al azar, con parcelas
divididas, las especies plantadas en cuadro latino. El anélisis estadistico consistio en analisis
de varianza, el modelo estadistico fue simplificado eliminando los términos no significativos
para todas las variables de respuesta. Se evalud supervivencia, altura y didmetro durante seis
afios (2005-2011) y se analizo la clorofila al finalizar el ensayo. Pinus cembroides fue la
especie de mayor supervivencia (81 %) pero menor crecimiento (76 cm). P. pseudostrobus
mostré6 menor supervivencia (38 %) (P < 0.0001). P. greggii con mayor crecimiento (332
cm) (P < 0.0001), vy también respondi6 a la fertilizacion con fosfato diamoénico
incrementando los niveles de clorofila a, b y total. P. devoniana present6 supervivencia del
80%. El analisis de resultados sugiere que una plantacion mixta de P. devonianan y P. greggii
(P. pseudostrobus solo pendiente >30°) podria representar la mejor opcion para restaurar este
tipo de sitios. P. greggii (exoética al area de estudio), se puede utilizar en etapas iniciales de la
restauracion para crear micrositios favorables para el establecimiento de especies nativas,
como P devoniana, creando una cobertura vegetal minimizando la erosion.

Palabras clave: suelos degradados, revegetacion, tepetate, supervivencia, clorofila.
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INTRODUCCION

La deforestacion causa pérdida de suelos debido a la falta de proteccion vegetal y
finalmente ocurre la erosion por viento y agua (Serrano, 2002). La pérdida de suelo depende
también del porcentaje de cobertura vegetal del suelo y de la susceptibilidad a la erosion. En
sitios deforestados, el proceso erosivo continua debido al sobrepastoreo y el dano al suelo
puede ser irreversible (Betancourt-Yanez et al., 2000). Esto es un problema social y
econdomico porque la baja fertilidad de suelos degradados limita la produccion de cultivos
(Acevedo-Sandoval et al., 2003). En México, la actividad forestal se centra principalmente en
el género Pinus, debido a que representa el 60% de las especies maderables comerciales por su
amplia distribucion geografica y su alto valor econémico. La cosecha de madera y celulosa
anual legal, equivale en México a 6.9 millones de m’ de los cuales un 85 % proviene de
especies de pinos. La cosecha anual total de madera (legal o ilegal) representa 43 millones de
m’, de los cuales 66% es cosechado informalmente para lefia combustible (Caballero-Deloya,
2010) causando serios problemas de deforestacion. En el estado de Michoacan, la causa
principal es el cambio del uso de suelo, los incendios forestales y la tala ilegal. La
deforestacion ha provocado pérdidas de 260,000 ha por afio en bosques templados (Séenz-
Romero y Lindig-Cisneros, 2004). El deterioro creciente de los recursos forestales en México
y la erosion, asociados al cambio de uso del suelo y a practicas agropastoriles inadecuadas,
hacen necesario reforestar eficientemente tanto para fines comerciales, como para la
recuperacion de suelos y la restauracion ecologica (Cetina-Alcala et al., 1999); de hecho, la
pérdida de suelo y la formacion de carcavas es un problema global (Nagasaka et al., 2005;
Zhang y Dong, 2010). Sin embargo, una plantacién convencional puede no ser adecuada en
condiciones de pérdida extrema de suelo, en particular si se presentan carcavas. En estas
superficies se requieren programas de restauracion ecoldgica mas complejos, que garanticen el
establecimiento exitoso de la cubierta vegetal y proteccion de suelos. En la gran mayoria de
las superficies muy alteradas no es posible restaurar la vegetacion original, pero es posible
inducir el desarrollo de vegetacidbn protectora que permita conservar e incrementar la
fertilidad del suelo (Vazquez-Yanes et al., 1999). Por ello es necesaria la adicion de

fertilizantes para regresar al suelo al menos una minima parte de los nutrimentos perdidos. Las
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plantas sometidas a condiciones de estrés, tienden a perder capacidad fotosintética y disminuir
el contenido de clorofila de sus hojas (Carter y Knapp, 2001). La clorofila total es la suma de
las clorofilas a y b. La clorofila a es el pigmento principal, su presencia en cantidades
adecuadas en las hojas y otros tejidos fotosintéticos es fundamental para el crecimiento de las
plantas y se considera un pigmento activo. La clorofila b absorbe la luz en diferente longitud
de onda; la luz se transfiere después a la clorofila a, que la transforma en energia, a la clorofila
b se le considera un pigmento accesorio y forma parte de las antenas colectoras (Garcia-Breijo

et al., 2006; Cambron-Sandoval et al., 2011).

Un primer paso en una reforestacion, es la seleccion de especies mediante ensayos de
especies que puedan tolerar las condiciones de los sitios de interés (Zobel y Talbert, 1992),
considerando también las necesidades de las poblaciones humanas locales. Por lo anterior, se
establecid un ensayo de especies de pino (Pinus cembroides, P. greggii, P. devoniana y P.
pseudostrobus) en el Ejido de Atécuaro, Morelia, Michoacan, en un paraje que presenta grave
pérdida de suelo. Las especies ensayadas se seleccionaron para representar un intervalo de
caracteristicas deseables de especies de pino, desde la perspectiva de la capacidad de
sobrevivir en un sitio altamente degradado y de crecer satisfactoriamente para proveer
productos maderables a las poblaciones locales, por ello se ensayaron algunas especies
altamente resistentes a la sequia. Pinus cembroides que se distribuye en regiones semiaridas
(Farjon et al., 1997; Constante-Garcia et al., 2009), puede crecer en suelos pobres y es
altamente resistente al estrés hidrico (Constante-Garcia et al., 2009), este tipo de estrés es
comun en sitios con pérdida de suelo (Ferrari y Wall, 2004); P. greggii var. australis
(Donahue y Loépez-Upton, 1999), que no es endémico de Michoacéan, se distribuye en sitios
con baja precipitacion (Lopez-Upton y Muiloz, 1991; Lopez-Upton et al., 2005), puede crecer
en suelos pobres (Lopez-Upton et al., 2004) y tiene un potencial de crecimiento importante
(Lopez-Upton et al., 2005). En el otro extremo del intervalo, se ensaya P. psedostrobus, que
resistente poco el estrés por sequia, pero en sitios apropiados presenta elevadas tasas de
crecimiento (Lopez-Upton, 2002) y es la especie mas deseada por las comunidades humanas
locales para las reforestaciones. Una especie intermedia en cuanto a resistencia al estrés, seria

P. devoniana (también conocida como P. michoacana), se distribuye localmente en
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Michoacan (SEMARNAP, 2000), y es probablemente menos resistente a sequia que P.
cembroides y que P. greggii, pero mas que P. psedostrobus, con un potencial de crecimiento
superior a P. cembroides pero probablemente inferior a P. greggi y P. psedostrobus en

condiciones normales.

Los objetivos de este estudio trabajo fueron seleccionar la mejor especie en términos
de sobrevivencia y crecimiento en un sitio con suelo degradado, cuantificar el efecto de la
pendiente en relacion a la supervivencia y crecimiento. Ademas determinar la respuesta de las
cuatro especies de pino en contenido de clorofila a la fertilizacion. La hipdtesis fue que Pinus
greggii y P. cembroides que son la especies mas resistente al estrés por sequia, obtendrian
mayor supervivencia que P. devoniana y P. pseudostrobus. En términos de crecimiento se
esperaba que P. greggi y P. psedusotrobus presentaran mayor crecimiento que P. cembroides
y P. devoniana, en el caso de esta tltima especie porque presenta un estado cespitoso que
puede durar varios afios. En general, las especies tendrian un mejor desempeno en pendientes
planas y que el contenido de clorofila seria mayor en las plantas con tratamiento de

fertilizacion dual de fosforo y nitrégeno.

MATERIALES Y METODOS

En junio de 2005 se estableci6 un ensayo de cuatro especies de pinos. Pinus
cembroides (con procedencia de Quechulac, Municipio Ortega Gonzalez, estado de Puebla),
P. greggii (con procedencia de Pueblo Viejo, Municipio de Queréndaro, Michoacan), P.
devoniana (con precedencia de San Miguel Charahuén, Municipio de Patzcuaro, Michoacan) y
P. pseudostrobus (con procedencia de Jeraguaro Municipio de Zinapécuaro, Michoacan). Para
el ensayo, fueron seleccionaron 144 plantas de cada especie, aproximadamente de la misma
edad para cada una (20 meses para cada una, excepto P. greggii con 17 meses). En total fueron
576 plantas mas 120 plantas adicionales de P. devoniana que se usaron como faja de
proteccion. Individuos de las cuatro especies se plantaron en junio de 2005 en un sitio

degradado, en su mayoria desprovisto de vegetacion, con numerosas carcavas, severamente
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erosionado, dominado por acrisoles (acrisol 6crico). El sitio se ubica en el paraje conocido
como Huertitas en el Ejido Atécuaro (19°33° 05> y 19°37° 08> Ny 101° 05° 07 O y altitud
de 2275 m). La zona presenta un clima subhumedo, con lluvias en verano, temperatura media
anual de 13.8° C y precipitacion media anual de 1000 mm (Werner et al., 2007). El area es
muy heterogénea con respecto a las pendientes, por lo que se tomaron en cuenta tres
condiciones de pendiente: 1) sitios planos (0-5°), en donde se conserva parte del suelo y se
encuentra muy compactado por el sobrepastoreo, esta condiciéon puede considerarse como
testigo, 2) pendiente intermedia (5-30°) con pérdida total de suelo orgédnico (carcavas), y 3)
pendiente pronunciada (>30°), con pérdida total de suelo organico (carcavas). Se utilizaron 48

plantas de cada especie por cada pendiente.

Al tercer afio de establecer el experimento (2008), se realizaron tratamientos de
fertilizacion. Utilizando fosfato de potasio [KH,PO4], como fuente de fosforo (P+N-) (15.84
g/afo), nitrato de amonio [NH4NO3] como fuente de nitrogeno (P-N+) (18.12 g/afio) y fosfato
diamonico [(NH4)2HPO4] como fuente de nitrogeno y fosforo (P+N+) (18 g/afio), el testigo
en ausencia de fertilizante (P-N-). La fertilizacion se realizd dividida en cuatro pulsos
mensuales durante la época de lluvias de junio a septiembre, durante tres afios (2008-2010). Se
realizaron evaluaciones anuales a cada planta de las variables supervivencia, altura y diametro
(basal, tomado a 2 cm del suelo), durante seis afios (2005-2011). Al finalizar el experimento
(2011) se realiz6 un analisis de clorofila (a, b y total) para conocer si hubo diferencia en la
eficiencia fotosintética, el analisis se realizdo por el método de Lichtenthaler (1987) entre
especies y entre tratamientos de fertilizacion. La evaluacion de la clorofila en experimentos
sobre establecimiento de especies es util, ya que las plantas sometidas a cualquier tipo de
estrés tienden a perder capacidad fotosintética y disminuir el contenido de clorofila de sus
hojas (Carter y Knapp, 2001). El disefio experimental fue de bloques completos al azar, con
parcelas divididas, en donde las parcelas son los tratamientos de condiciones de suelo. Las
especies estaban arregladas en cuadro latino. Se establecieron un total de 36 parcelas de 3 x 3
m, 12 en cada tipo de pendiente, cada parcela cuenta con 16 plantas, cuatro de cada especie
(Figura 1). Se coloco una de hilera de plantas de P. devoniana como faja de proteccion

alrededor de cada bloque, para contrarrestar el efecto de orilla. Con los datos se realizd un
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analisis de varianza (ANDEVA) y durante el analisis, el modelo estadistico fue simplificado

eliminando los términos no significativos para todas las variables evaluadas (Underwood,

1997; Crowly, 2007; Saenz-Romero et al., 2011). Se utilizo el programa estadistico R (R

Development Core Team, 2011).
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Figural. Disefo experimental indicando la composicion de especies dentro las parcelas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de resultados indica que las plantas de Pinus greggii, fueron las de mayor
crecimiento en altura (Figura 2A) pues llegaron a medir mads de 3 m al finalizar el
experimento, ademds mostraron un crecimiento en didmetro de mas de 6 cm (Figura 2B),
aunque fue la tercera especie en términos de supervivencia (70%, Figura 3). El segundo de
mejor crecimiento en altura fue para P. pseudostrobus con mas de dos metros de altura,
aunque de manera contrastante, esta especie fue la de menor supervivencia (40 %). P.
devoniana presentd una forma cespitosa durante los primeros tres afios posteriores al
trasplante, alcanz6 mas de 1 m de altura, presentd el mejor crecimiento en didmetro y fue el
segundo mejor en supervivencia con un 80%. La especie de menor crecimiento en altura y
diametro fue P. cembroides, pero fue la que presentd la mejor en supervivencia (90%). Los
analisis estadisticos a la edad de seis afos (a partir de la fecha de plantacion) indican que
existen diferencias altamente significativas para las variables altura y didmetro entre especies

p <0. para las diferencias en supervivencia (y~ = 77. p <O0. .
0.0001) y para las diferenci ivencia (x*=77.6 y p <0.0001
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Figura 2. (A) Altura, (B) Diametro basal de Pinus cembroides, P. greggii, P. devoniana y P.

pseudostrobus (2005-2011). Las barras indican el error estandar.
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Figura 3. Supervivencia de Pinus cembroides, P. greggii, P. devoniana y P. pseudostrobus

(2005-2011) en el ensayo de especies.

Efecto de la pendiente en el crecimiento y supervivencia de las especies de pino

Se detectaron efectos de la pendiente en el crecimiento y supervivencia de las plantas,
con diferencias estadisticamente significativas entre pendientes para diametro basal (P <
0.0001), pero no significativas para la altura de las plantas. Debido a que la interaccion
pendiente-especie fue significativa para el didmetro (P = 0.03), se realiz6 un ANOVA por
especie, que confirmd que existe un efecto significativo de la pendiente en todas las especies

(P <0.01), con una tendencia en la que a mayor pendiente menor diametro (Figura 4A).

La supervivencia presentd un patron contrastante y opuesto al didmetro, en donde a mayor
pendiente mayor supervivencia y es estadisticamente significativo (Figura 4B). El andlisis de
las curvas de supervivencia por especie en relacion a la pendiente, indica que la pendiente
tiene un efecto significativo para cada una de las cuatro especies ensayadas (P. cembroides x>
=24.8, P <0.0001; P. greggii x> = 18.3, P = 0.00039; P. devoniana y* = 34.3, P < 0.0001 y
para P. pseudostrobus y* = 74.3, P < 0.0001).
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Por tanto, la pendiente del sitio tiene efectos opuestos en dos caracteristicas del
desempefio: a menor pendiente menor supervivencia, pero mayor crecimiento en diametro
basal de las especies, a mayor pendiente, mayor supervivencia pero menor diametro. En el
caso particular de P. pseudostrobus, fue muy evidente que la mayor mortalidad estuvo
concentrada en sitios planos, y la mejor sobrevivencia se encontrd en los sitios de mayor

pendiente (>30°; Figura 4B).
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Figura 4. Diametro (A) y supervivencia (B) de Pinus cembroides, P. greggii, P. devoniana y

P. pseudostrobus en tres condiciones de pendientes (0-5°, 5-30° y >30°).

Efecto de fertilizacion en el desempeiio de las especies de pino

La fertilizacion tuvo efectos significativos para la altura de las especies (P < 0.0001) y
el diametro basal (P = 0.023). Cuando las especies se analizan individualmente, las plantas de
P.greggii fertilizadas con fosforo presentaron alturas de planta mayores que las fertilizadas
con nitrogeno (Figura 5A), mientras que la fertilizacion con ambos nutrimentos (nitrégeno y
fosforo) incremento significativamente el diametro (Figura 5B). Para P. devoniana, las plantas
control (sin fertilizacién) presentaron tamafo, pero no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos con fertilizacion (P > 0.05) (Figura 5). Para P. pseudostrobus, crecieron mas las
plantas fertilizadas simultaneamente con fosforo. Para P. cembroides, el fertilizante no mostrd

beneficio, incluso para altura, las plantas control presentan alturas ligeramente mayores.
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(Figura 5). Un aspecto importante es que para todas las especies, las plantas fertilizadas con
nitrato de amonio presentaron valores menores de didmetro, en comparacion a los otros dos

tratamientos de fertilizacion (Figura 5B).
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Figura 5. Altura (A) y diametro basal (B) de Pinus cembroides, P. greggii, P. devoniana y P.
pseudostrobus con tratamientos de fertilizacion: P+N- (fosfato de potasio), P-N+ (nitrato de

amonio), P+N+ (fosfato diamdnico) y P-N- (control). Las barras indican el error estandar.

Efecto de fertilizacion en la concentracion de clorofila a, b y total

En cuanto a la clorofila a, el anélisis de los resultados muestran que existen diferencias
estadisticamente significativas para la concentracion de clorofila entre especies (P = 0.043) y
una respuesta positiva, marginalmente significativa al tipo de fertilizante (P = 0.0506). En
general, la mayor concentracion de clorofila a se encontré6 en plantas fertilizadas con
nitrogeno, excepto para Pinus greggii, que presenta mayores concentraciones cuando es
fertilizada de forma dual (nitrogeno y fosforo 115.35 mg/l), mientras que para la mayoria de
las especies, la menor concentracion ocurri6 en plantas no fertilizadas (591.88 - 873.37 mg/l)
(Figura 6A). Para clorofila b también existio diferencia estadisticamente significativa entre los
tratamientos de fertilizacion (P = 0.002), en donde la fertilizacidén incremento la concentracion
en clorofila b, excepto en P. devoniana, que presenta valores similares entre la fertilizacion

dual, nitrégeno y testigo (Figura 6B). La clorofila total (suma de las clorofilas a y b), también
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mostro diferencias estadisticamente significativas por efecto de la fertilizacion (P=0.019). Para
P. cembroides y P. pseudostrobus, les favorece la fertilizacion con nitrogeno tanto en la
clorofila a, b, asi como total. Para P. devoniana la fertilizacion con fosforo y para P. greggii la
fertilizacion dual induce una mayor concentracion de clorofilas (Figura 6C). Los analisis de
los resultados indican que la fertilizacion incrementa la eficiencia fotosintética en los pinos,
siendo su efecto mas evidente en P. greggii incrementando mas del doble cuando se encuentra

fertilizado con fosforo y nitrégeno.
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Figura 6. (a) Clorofila a, (b) Clorofila b y (c) Clorofila total en Pinus cembroides, P. greggii,
P. devoniana y P. pseudostrobus con tratamientos de fertilizacion: P+N- (fosfato de potasio),
P-N+ (nitrato de amonio), P+N+ (fosfato diamonico) y P-N- (control). Las barras indican el

error estandar.
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Pinus greggii fue la especie con mas potencial por presentar la combinacion de un
mejor crecimiento con mas de 3 m de altura y 6.7 cm de didmetro basal al finalizar el ensayo y
supervivencia del 70% después de seis afos de plantacion en campo. Estos resultados son
congruentes con otros estudios que indican que esta especie tiene un gran potencial para
adaptarse a condiciones limitantes (Vargas y Munoz, 1999; Dominguez-Calleros el al., 2001).
Sin embargo, P. greggii no es nativa del sitio de estudio, y es posible que exista oposicion a
que sea usada con fines de restauracion ecoldgica, particularmente si se da prioridad a
restaurar vegetacion endémica. P. devoniana presentd buena supervivencia a los seis afios
después del trasplante (76 %) y es nativa al sitio, pero presentd lento crecimiento,
particularmente durante los primeros afios (Musalem y Sanchez, 2003). De acuerdo con los
resultados, se puede proponer una plantacion mixta en al menos dos etapas: En la primera
etapa, P. greggi para que desarrolle un dosel con rapidez que proteja y forme suelo. En la
segunda etapa (probablemente cuatro afios después) P. devoniana y finalmente, en la tercera
etapa, remover P. greggii, dependiendo del grado de prioridad que tuviera el restablecimieno

unicamente de especies nativas.

P. pseudostrobus mostré6 menor la supervivencia (38 %). Sin embargo, cuando se
planta en pendientes pronunciadas la supervivencia es mejor (68 % en pendientes
pronunciadas y 2 % en sitios planos). Si se desea utilizar esta especie en una reforestacion, se
puede compensar su elevada mortalidad en este sitio y en estas condiciones, plantando a
mayor densidad. Por otro lado, P. cembroides presentd crecimiento mas lento, natural de la
especie, pero la supervivencia mejor (81 %). Esto es debido a la especie presenta un
crecimiento lento de forma natural y también una resistencia alta a la sequia (Dominguez-
Calleros, et. al., 2001). Esta especie es importante comercialmente, por su produccion de
semilla comestible (pifidn) de alto valor nutricional. Su desempefio en este tipo de sitios seria
prometedor ya que abastece con mas del 90 % de los pifiones en el mercado nacional

(CONABIO, 2006).

Los resultados del presente ensayo sugieren que las cuatro especies de pino, podrian

estar un poco mas protegidas en pendientes pronunciadas (>30°) de la insolacion que aquellas
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en sitios planos (pendientes de 0 a 5°), por lo que sobreviven mas pero crecen menos en
diametro basal. Se ha demostrado que la supervivencia de muchas especies de plantas esta
asociada a las variables ambientales del micrositio, entre las que destacan temperatura, luz
disponible, humedad y nutrientes (Price et al., 2001). Por ejemplo en un ensayo de P.
ponderosa se comparo la supervivencia en un sitio plano y una ladera (pendiente de 20° con
exposicion Este), en el sitio plano se presentd muy baja supervivencia (3%), mientras en las
pendientes existid supervivencia y crecimiento mejor hasta 97% (Tejera y Davel, 2004). Una
explicacion a esto, es que las pendientes estdn menos expuestas a los rayos solares (30°), y por
lo tanto son mas humedas y con temperaturas menores (Ramirez-Contreras y Rodriguez-Trejo,
2004). De modo que la baja disponibilidad de agua en el suelo podria representar una
limitante para el desempeinio de los arboles, como ocurre en la temporada de sequia, pues la
falta de agua es un factor limitante del crecimiento y de la productividad de especies de pino
(Flores y Allen, 2004). La disponibilidad de agua tiene un efecto directo sobre las plantas al
disminuir su turgor, e indirectamente limita el incremento de biomasa, por lo que una cantidad
adecuada de agua disponible es esencial para una alta productividad (Shibu et al., 2003). La
disponibilidad de agua durante el primer afio de establecimiento, es el principal factor
responsable de la supervivencia y desarrollo de especies arboreas utilizadas en reforestacion

(Saenz-Romero y Lindig-Cisneros, 2004).

Se puede mejorar el desempefio en crecimiento y supervivencia de las plantas mediante
la fertilizacion, lo que se reflejo en el crecimiento y en la eficiencia fotosintética en este
estudio, evaluada de manera indirecta a través de las concentraciones de clorofila a, b y total y
coincide por lo reportado por Cambron-Sandoval et al. (2011). Se presenta mayor eficiencia
fotosintética cuando las plantas estan fertilizadas con nitrogeno. Sin embargo para P. greggi se
presenta un efecto interesante, con fertilizacion dual (foésforo y nitrogeno) presenta una
eficiencia fotosintética significativamente mayor pero menor crecimiento, lo que sugieren los
analisis de resultados, es que cuando es fertilizado de forma dual, su gasto energético esta

dirigido a mantenerse fotosintéticamente activo y no a crecer.
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CONCLUSIONES

En sitios con problemas severos de erosion y presencia de carcavas, es necesaria la
implementacion de programas de restauracion ecologica que garanticen el establecimiento de
cobertura vegetal y proteccion de suelos, para lo cual, se requiere de la seleccion de especies
tolerantes a condiciones extremas de sitios degradados mediante ensayos de especies que
tengan la capacidad de crear condiciones microambientales que favorezcan estas condiciones
extremas. Una plantaciéon mixta (P. devonianana y P. greggii) podria representar la mejor
opcion para la restauracion de este tipo de sitios. P. greggi (exdtica en el area de estudio), se
puede utilizar en las primeras etapas de la restauracion para crear micrositios favorables para
el establecimiento de especies endémicas como P. devoniana (y P. pseudostrobus solo en
pendiente >30°). Con estas acciones, se podria revertir en parte, el grave problema de erosion
y como consecuencia reducir la pérdida de suelo y la formacion de carcavas al incrementar la

supervivencia y desempefio de las plantas.
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Capitulo I1.

FERTILIZACION Y ASOCIACION CON ESPECIES PIONERAS HERBACEAS EN
EL CRECIMIENTO DE Pinus pseudostrobus

DESEMPENO DE Pinus pseudostrobus, ;fertilizacién o pioneras herbaceas?

Resumen

En condiciones severas de degradacion, como la que presentan muchos acrisoles, se debe de
establecer el papel de las interacciones planta-planta en la su supervivencia y crecimiento. Se
realizd un experimento, con sustrato obtenido de un sitio erosionado (acrisoles con presencia
de carcavas), en condiciones de invernaculo cubierto con maya de sombra del 30%, para
evaluar el efecto de la fertilizacion y la asociacion con especies herbaceas pioneras en el
crecimiento y supervivencia de P. pseudostrobus. Se utilizaron las herbaceas pioneras
Lupinus mexicanus y Tithonia tubiformis en tres tratamientos experimentales y un control.
Para la fertilizacion, se utilizaron cuatro concentraciones de KH,PO4, la combinacion de
ambos factores generd 16 tratamientos. Los resultados indican que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos de presencia de herbaceas pioneras (P <
0.01). La especie que incremento significativamente el crecimiento y supervivencia del pino
fue la leguminosa Lupinus mexicanus, en su presencia los pinos presentaron una mayor
supervivencia que los pinos control (98% contra 78%). Los tratamientos de fertilizacion no
tuvieron efecto en la supervivencia ni en el crecimiento de P. pseudostrobus. Los resultados
sugieren que en acrisoles degradados se requiere restablecer interacciones bioticas para

mejorar el desempefio de especies arboreas.

Palabras clave: Lupinus, erosion, sotobosque, restauracion ecologica, fosforo.
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FERTILIZATION AND THE ASSOCIATION WITH PIONEER HERBACEOUS
SPECIES IN THE PERFORMANCE OF Pinus pseudostrobus

Abstract

When degradation is severe, as seldom occurs in acrisols, it is necessary to test the effect of
plant-plant interactions in their survival and growth. An experiment was conducted, with
substrate from an eroded site (acrisols with gullies), in a shade house to evaluate the effect of
fertilization and the presence of pioneer herbaceous species in the performance of Pinus
pseudostrobus. The pioneer species Lupinus mexicanus and Tithonia tubiformis were used in
three experimental treatments and a control. To fertilize, KH,PO4 was applied in four
concentration levels, for a total of 16 combinations of treatments when considering both
factors. Results showed statistically significant differences among the treatments of presence
of pioneer herbaceous species (P < 0.01). The species that was more influential in the
performance of the pines was the legume Lupinus mexicanus, when present, the pines had a
higher survival 98% than pines under control conditions (78%), being the difference
statistically significant. Fertilization had no effect neither in the survival or the performance of
P. pseudostrobus. These results suggest that in this soils, reestablishing biotic interactions is

necessary for improving the performance of tree species.

Key words: Lupinus, erosion, understory, ecological restoration, phopshorus.
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Introduccion

La erosion es el resultado de perturbaciones naturales o es causada por acciones
humanas como el cultivo intensivo, el pastoreo excesivo y la deforestacion (Nebel et al.,
1999). El agua erosiona el suelo tanto por el impacto de las gotas de lluvia como por la
friccion del escurrimiento superficial (Medina, 2002). La Iluvia que cae sobre un terreno
desnudo golpea directamente sobre su superficie, eliminando la materia organica ligera,
fragmentando los agregados del suelo. Cuando se forman corrientes como consecuencia del
escurrimiento, éstas van subcavando el suelo y forman surcos llamados carcavas. La presencia
de estas carcavas en un terreno indica un grado avanzado de degradacion (Tyler, 1994). Por
otro lado, se sabe que los suelos protegidos por vegetacion, mantienen su integridad y la
vegetacion minimiza la accion del viento y dispersa las gotas de lluvia, reduciendo la fuerza
erosiva, por lo tanto ayuda a la conservacion y formacion del suelo (Smith et al., 2000; Ruiz-
Reyes et al., 2000; Acevedo-Sandoval et al., 2003). La presencia de arboles y arbustos permite
una mayor diversidad estructural en los ecosistemas, y ademés de ofrecer proteccion contra la
erosion del suelo, crea regimenes locales favorables de temperatura y humedad, permite la
reposicion constante de materia organica del suelo y son albergue para gran cantidad de
especies de fauna (Suarez-Pérez et al., 2012). Las poblaciones de P. pseudostrobus han sido
fuertemente afectadas por la deforestacion a todo la largo de su rango de distribucion en
Meéxico, la recuperacion de esta especie es dificil en sitios degradados porque es poco
resistente al estrés por sequia, pero es muy valiosa para los pobladores locales porque en sitios
apropiados presenta elevadas tasas de crecimiento y la madera es de buena calidad
(Rzedowski, 1978; Lopez-Upton, 2002). Por lo anterior es necesario establecer bajo que
condiciones se puede favorecer su desempefio, entendido como supervivencia y crecimiento,

en sitios degradados y para este fin determinar el papel de la asociacidon con otras especies.

En este sentido, las interacciones entre plantas influencian fuertemente la estructura y
dindmica del ecosistema y son responsables de la presencia o ausencia de determinadas
especies (Padilla y Pugnaire, 2006). En las ultimas décadas se ha reconocido el papel
determinante de la facilitacion como una interaccion positiva que afecta directamente el

crecimiento, distribucion y metabolismo de las especies (Bruno et al., 2003). Aun cuando las
42



interacciones negativas como alelopatia o competencia han sido temas centrales en el estudio
de la ecologia y evolucion, es claro también que los organismos pueden mejorar el desarrollo
de sus vecinos al modificar el ambiente de forma que los beneficie por diversos mecanismos
(Callaway, 2007). Se ha documentado que algunas especies arbustivas, pueden funcionar
como nodrizas de especies arboreas facilitando su establecimiento mas que compitiendo por
recurso o espacio. Lupinus elegans puede facilitar el establecimiento de coniferas como Pinus

montezumae y Abies religiosa (Blanco Garcia et al., 2011).

Bajo condiciones severas de degradacion, se requiere de la implementacion de técnicas
de restauracion para recuperar la vegetacion y en consecuencia reducir la erosion de los suelos
y propiciar su recuperacion. Las especies pioneras y del sotobosque son de particular
importancia para la restauracion ecoldgica, especialmente las leguminosas, por su gran
capacidad de fijar nitrogeno (Lindig-Cisneros et al., 2002). Es por ello que, Lupinus
mexicanus presenta caracteristicas para contribuir en la restauracion de sitios degradados, de
hecho, varias especies del género han sido utilizadas con estos fines (Avila y Vargas, 2009;
Blanco-Garcia et al., 2011). En la gran mayoria de las superficies muy alteradas no es posible
restaurar la vegetacion original, pero es posible inducir el desarrollo de una vegetacion
protectora que permita conservar e incrementar la fertilidad del suelo (Vazquez-Yanes et al.,
1999). Por lo que es necesaria la adicion de fertilizantes para regresar al suelo al menos una
minima parte de los nutrientes perdidos. Ademads, las plantas sometidas a estrés por
deficiencias nutricionales, tienden a perder capacidad fotosintética y disminuir el contenido de
clorofila de sus hojas (Carter y Knapp, 2001). En estos términos, el papel del fésforo en la
dinamica de los ecosistemas terrestres es fundamental (Vitousek, 2004; Oberson et al., 2001)
asi como en los procesos sucesionales y aquellos que determinan la productividad de los
ecosistemas (Tamm, 1991; Vitousek y Howarth, 1991). La disponibilidad de fésforo es muy
importante para el establecimiento inicial de la vegetacion (Oliet et al., 2005) y posteriormente
para el desempefio de las plantas (Mc Grath et al., 2001). Por lo tanto, la adicion de nutrientes
ha sido también una estrategia comtn en restauracion (Quoreshi y Timmer 2000, Oliet et al.
2005). Sin embargo, la aplicacion de algunos métodos especificos de mejoramiento del suelo
puede favorecer otro tipo de procesos de degradacion. Por ejemplo, fertilizar con nitrégeno

puede incrementar la acidez del suelo, favoreciendo asi la reduccion del fosforo disponible, de
43



modo que es importante entender la quimica del suelo como un componente del ecosistema
antes de aplicar métodos de restauracion (Garcia-Oliva, 2005).

Para evitar mayores dafios en condiciones de campo, es una alternativa ensayar bajo
condiciones controladas con modelos experimentales donde se puedan controlar las
interacciones entre plantas y estudiar mecanismos como la facilitacion. Con esta estrategia se
decidio estudiar el efecto de dos especies herbaceas pioneras en el crecimiento y supervivencia

de Pinus pseudostrobus.

Lupinus mexicanus Cerv. In Lag. (Fabaceae) y Tithonia tubiformis (Jacq.) Cass.
(Asteraceae) son especies herbaceas pioneras que fueron seleccionadas para estudiar su efecto
y el de la fertilizacion con fosforo en el crecimiento y supervivencia de Pinus pseudostrobus
Lindl. Estas herbaceas se caracterizan por encontrase en sitios con algin grado de disturbio en
bosques de pino y pino-encino en la region central de México. Se han realizado trabajos con T.
diversifolia en sistemas sostenibles de produccion agropecuaria  (Rivera, 2002), lo que
sugiere que especies de este género podrian tener un efecto positivo en el desempefio de
especies arboreas. Ademas, diversas especies de este género, se establecen en sitios altamente
degradados y tienen la capacidad de tolerar la acidez de los suelos y la baja fertilidad (Reyes,
2006; Suarez-Pérez et al., 2012). Tithonia tubiformis es una especie prometedora que se

encuentra en la region occidental de México (Rzedowski y Rzedowski, 2004).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la presencia de Lupinus
mexicanus (Fabaceae), y Tithonia tubiformis (Asteraceae) de forma individual y en conjunto,
asi como la fertilizacion con fosforo, en el crecimiento y supervivencia de Pinus
pseudostrobus en un experimento de invernaculo para contribuir con el desarrollo de
estrategias para restaurar la vegetacion y como consecuencia, la disminucion de la vegetacion

a mediano plazo en el sitio con la problematica planteada.
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Materiales y métodos

El experimento se inicidé en marzo de 2008. Las semillas de pino se estratificaron en
condiciones controladas, fueron esterilizadas previamente con hipoclorito de sodio al 20%
(NaClO 1:5 H;0), y posteriormente se colocaron en cajas de Petri con papel filtro como
sustrato humedecido con 2ml de agua destilada. Las cajas fueron selladas con parafilm (R) y
permanecieron durante 15 dias a una temperatura de 4°C. Una vez transcurrido este tiempo,
se trasladaron a una camara de crecimiento a una temperatura constante de 25°C con 12 horas
luz, manteniendo la humedad durante el proceso de germinacion que fue de 21 dias. Después
de este periodo de tiempo, se realizo el trasplante una vez que la radicula ya estaba emergida,
en el sustrato previamente esterilizado en autoclave. Las plantulas fueron propagadas en
contenedores rigidos de plastico (350 cm’), en condiciones de invernaculo cubierto con maya
del 30% de sombra que reduce la radiacion. Como sustrato se utiliz6 una mezcla comercial a
base de fibra de coco, corteza y agrolita mezclado con arena en combinacién 1:1 y
esterilizado. A los tres meses de edad, los pinos fueron trasplantados a contenedores rigidos
de plastico con capacidad de 4 litros con sustrato obtenido del sitio de estudio y fue
previamente homogeneizado. El sustrato se extrajo de un sitio conocido como Huertitas en el
Ejido de Atécuaro (19° 33° 05’ y 19° 377 08> Ny 101°05°07°°0 vy altitud de 2275 m), en el
Municipio de Morelia, la capital del estado de Michoacan. Es un sitio deforestado que en su
mayoria se encuentra desprovisto de vegetacion, donde existen numerosas carcavas y se
encuentra severamente erosionado, con presencia de acrisoles (acrisol ocrico). Los analisis de
suelo indican que el contenido de fosforo es extremadamente pobre (Tabla 1). La zona
presenta un clima subhumedo, con lluvias en verano, temperatura media anual de 13.8°C y

precipitacion media anual de 1000 mm (Warner et al., 2007).
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Tabla 1. Analisis fisico y quimico del sustrato utilizado en el experimento.

Determinacion
% arcilla 71.80
% limo 16.00
% arena 12.20
Clasificacion Arcilloso
Interpretacion Pesado
Densidad aparente 1.20
Analisis Capacidad de campo (C.C) 43.16
fisico Punto de marchites permanente (P.M.P.) 23.45
% humedad aprovechable total 19.54
% saturacion 56
% humedad aprovechable en funcion al % de saturacién 10.64
% humedad del suelo al momento del analisis N.D.
% humedad aprovechable de la humedad actual N.D.
Color Munsell seco 2.5YR 3/6
Color Munsell himedo 2.5 YR 3/4
pH H,O Q.P. 1:2 54
Clasificacion Moderadamente acido
pH CaCl, 1:2 4.9
Clasificacion Acido
C.E. milimohos 0.06
Clasificacion No salino
% M.O. 0.83
Clasificacion Pobre
Nitrogeno total organico kg/ha 20.88
Clasificacion Pobre
Nitrogeno aprovechable 8.40
Clasificacion Muy pobre
Analisis .
quimico Fosff)ro kg/ha Bray Trazas
Clasificacion Extremadamente pobre
Fosforo asimilable kg/ha Trazas
Clasificacion Extremadamente pobre
Potasio kg/ha 92
Clasificacion Muy pobre
Potasio asimilable kg/ha 36.88

Clasificacion
Cakg/ha
Clasificacion
Mg kg/ha
Clasificacion
C.1C.

Extremadamente pobre
1148.00

Muy pobre

133.00

Medio

28.40
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Se utilizaron dos especies herbaceas pioneras: Lupinus mexicanus y Tithonia
tubiformis. L.mexicanus es una leguminosa herbacea anual o bianual, de 20 a 60 cm de alto
con hojas alternas, palmadamente compuestas, flores dispuestas en racimos terminales de 10 a
30 cm de largo de color generalmente azules o azul-moradas, legumbre de 3 a 4 cm de largo, y
es nativa de México (Calderon y Rzendowski, 2005). T. tubiformis es una herbacea robusta,
llega a medir hasta 4 m de alto, de tallos gruesos, con frecuencia dspera en algunas porciones
por la presencia de pelos rigidos con hojas de disposicion alterna, presenta flores individuales
agrupadas por muchas en cabezuelas que semejan flores sencillas y llegan a medir hasta 15 cm
de diametro. Suele cubrir terrenos baldios, parcelas de cultivo abandonadas, y es frecuente a lo

largo de caminos o canales (Rzedowski y Rzedowski, 2004).

El montaje del experimento se llevo a cabo con 160 contenedores. Todos con una
planta de Pinus pseudostrobus. Cuarenta contenedores tenian una planta de L. mexicanus, 40
T. tubiformis, 40 la combinacion de ambas especies herbaceas y los 40 restantes sin herbaceas
(control). Los contenedores fueron distribuidos en un disefio de 10 bloques completos, 16
plantas en cada bloque, 4 por cada tratamiento de asociacion de herbaceas. Se decidio
fertilizar con fosfato de potasio en un gradiente de fertilizacion con 4 dosis (control, baja,
media y alta de P por contenedor), quedando asi 16 tratamientos. Cada bloque qued6 con una
réplica de cada tratamiento, en total 10 réplicas por tratamiento (Tabla 2). Los bloques no
tuvieron un acomodo especifico de acuerdo a un gradiente de luz, ni de pendiente en el
invernaculo. Las condiciones fueron muy similares entre los bloques de acuerdo a mediciones
de PAR realizadas de manera rutinaria como parte del manejo de las instalaciones
experimentales, solo se separaron para tener el total de tratamientos representados en el grupo

y prever pérdida de réplicas de algun tratamiento especifico.
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Tabla 2. Tratamientos de fertilizacion y presencia de especies pioneras herbaceas en el

desempeno de Pinus pseudostrobus.

Tratamientos Asociacion con especies pioneras Fertilizacion
herbaceas (KH,POy4)

1 Lupinus mexicanus Control

2 Tithonia tubiformis Control

3 Lupinus mexicanus + Tithonia tubiformis Control

4 Control Control

5 Lupinus mexicanus Dosis baja (0.1 g P)

6 Tithonia tubiformis Dosis baja (0.1 g P)

7 Lupinus mexicanus + Tithonia tubiformis Dosis baja (0.1 gr P)

8 Control Dosis baja (0.1 g P)

9 Lupinus mexicanus Dosis media (0.2 g P)
10 Tithonia tubiformis Dosis media (0.2 g P)
11 Lupinus mexicanus + Tithonia tubiformis Dosis media (0.2 g P)
12 Control Dosis media (0.2 g P)
13 Lupinus mexicanus Dosis alta (0.4 g P)
14 Tithonia tubiformis Dosis alta (0.4 g P)
15 Lupinus mexicanus + Tithonia tubiformis Dosis alta (0.4 g P)
16 Control Dosis alta (0.4 g P)

Las semillas de Lupinus mexicanus recibieron un tratamiento pregerminativo de
escarificacion quimica mediante acido sulfurico concentrado (H,SO4) durante 20 minutos. Las

semillas de Tithonia tubiformis no recibieron tratamiento pregerminativo.

Se mantuvo la presencia de una planta de la especie o especies pioneras (dependiendo
del tratamiento), a través del sembrado directo en los contenedores. Para los tratamientos de
fertilizacion, se aplico un gradiente de fertilizacion: ausencia de fertilizante, dosis baja con 0.1
g de P, dosis media con 0.2 g de P y dosis alta con 0.4 g de P. La forma quimica de adicion
del fosforo fue KH,PO,. El fertilizante se disolvio en agua destilada, en diferente
concentracion de soluciones, una para cada tratamiento. Se fertilizé con 30 ml de solucion por
cada contenedor. En el caso del control, se adicionaron 30 ml de agua destilada. La

fertilizacion se llevd a cabo semanalmente durante tres meses (julio-septiembre) por ano
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durante dos afios. El riego se mantuvo constante cada tercer dia durante todo el experimento,
con excepcion de la época de lluvias en la que se suspendi6 el riego. El experimento tuvo una

duracion de dos afios y 4 meses.

Para evaluar el crecimiento de los pinos, se registraron las variables de altura,
diametro a la altura de la base (DAB en el cuello de la planta a un cm del suelo), cobertura
(evaluado mediante la formula de la elipse rir;m con dos radios de la copa para inferir el
dosel), numero de ramas, longitud de las ramas con hojas y supervivencia. La variable de
longitud de ramas con hojas, se tomd como una alternativa para evaluar el area foliar, ya que
debido a la estructura de los pinos resulta muy complicado cuantificar el nimero de aciculas y
su area. Esta variable se relaciona con el area fotosintética de la planta. Todas las variables
fueron evaluadas a los 2 afios y 4 meses. Al finalizar el experimento, se colectaron muestras de
tejido (tres fasciculos al azar del principio del tercio apical de cada planta) para realizar un

analisis de clorofila por el método de Lichtenthaler (1987).

El modelo estadistico fue simplificado eliminando el factor bloque que no fue
significativo  siguiendo la metodologia sugerida por varios autores (Underwood, 1997;
Crowly, 2007; Saenz-Romero et al., 2011). El analisis estadistico consistio en analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias considerando como factores: especie (1. L. mexicanus, 2. T.
tubiformis, 3. L. mexicanus + T. tubiformis y 4. sin planta) y fertilizacion (1. Sin fertilizante,
2. dosis baja 0.1 g de P, 3. dosis media 0.2 g de P y 4. dosis alta 0.4 g de P). Se evaluaron las
variables de altura, didmetro, cobertura, ramas y longitud de plantas con hojas, para la
supervivencia se utilizé6 un Modelo Linear Generalizado (GLM) con distribucion binomial. Se

utiliz6 el paquete R (R Development Core Team, 2011).

Resultados

Los resultados indican que la adicion de fosfato de potasio (KH,PO4) no influye de
manera  significativa en el crecimiento de Pinus pseudostrobus bajo las condiciones
experimentales. Sin embargo, la presencia de la leguminosa Lupinus mexicanus se asocio con

mejor crecimiento del pino, y Tithonia tubiformis, en general no se asocid con un mejor
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crecimiento. La concentracion de clorofila no present6 diferencias entre los tratamientos de

fertilizacion ni de presencia de especies herbaceas.

Por otro lado, la presencia de L. mexicanus increment6 la altura de los pinos ya sea
que la presencia de esta especie era de forma individual (63.13cm + 1.49) o combinada
(63.95cm + 1.84) y las diferencias son significativas (F (3123y=5.51, P =0.001) cuando se les

compara con el control (54.16 + 1.88), la fertilizacion no tuvo efectos detectables (Figura 1A).

Lupinus mexicanus incrementd el didmetro en la base (DAB) causando diferencias
significativas (F (3,123)= 6.55, P = 0.0003), pues los pinos con esta especie presente tuvieron un
diametro de 1.67cm (+ 0.054) y las plantas control de 1.36cm ( + 0.05). Las tendencias de
esta variable, son muy parecidas a lo que ocurre con la altura, presentando un incremento en
el didmetro de las plantas por asociacion con la leguminosa (Figura 1B). La leguminosa
también incrementd la cobertura, presentdndose diferencias estadisticamente significativas
para esta variable (F 3123y = 8.35, P = 0.0004), pues la cobertura fue mayor cuando la
leguminosa estaba presente de forma individual (0.065m” + 0.003) o combinada (0.0594 +
0.003m?%), que en el control (0.0454 + 0.003m?). Los valores mayores corresponden a las
plantas en asociacién con la leguminosa (Figura 1C). También la presencia de esta especie
herbacea increment6 significativamente el nimero de ramas (F (3,123y=8.73, P < 0.0001; L =7
+0.511, T=15.54 +0.334, L+T = 5.86 + 0.37, C = 4.12 + 0.23). En esta variable, las plantas
control presentaron valores menores, donde las plantas cuentan con un eje principal donde se
esta elongando la yema, con escasa ramificacion, por lo que en consecuencia la cobertura
también es menor. La asociacion con L. mexicanus, incrementa la ramificacion del pino, la
influencia de la leguminosa es significativamente mayor que el efecto de T. tubiformis (Figura
1D). Ademas, incrementa significativamente la longitud de ramas con hojas (F 3,123y = 3.76,
P=0.012; L = 69.11 + 3.96, T = 53.21 + 3.032, L+T = 55.97 + 3.62, C = 59.39 + 3.53);
(Figura 1E).

La presencia de especies herbaceas pioneras incrementan significativamente la
supervivencia de Pinus pseudostrobu, (X?=0.09; P = 0.028); (Figura 1F). La supervivencia es
mayor cuando se encuentra en asociacion con L. mexicanus presentando una supervivencia del

98%, con T. tubimormis 90%, con ambas especies 93% y las plantas control, sin herbaceas

50



pioneras 78%. AuUn cuando las herbaceas no crecieron mas de 20 cm, si representaron un

aporte para el crecimiento y supervivencia de los pinos.

Tabla 3. Analisis de Varianza (ANOVA) aplicado a la altura, didmetro a la altura de la base
(DAB), cobertura, nimero de ramas y longitud de ramas con hojas de Pinus pseudostrobus en

presencia de fertilizacion y asociacion con especies herbaceas pioneras Lupinus mexicanus y

Titonia tubaeformis.

Variable Factores G.L. S.C. C.M. Valor F Valor P
Herbaceas 3 2091.19 697.06 5.1 0.001
Fertilizacion 3 112.31 37.44 0.29 0.83

Altura - erb:Fert 9 719.98 79.99 0.63 0.77
Residuales 123 15559.47 126.49
Diametro a Herbaceas 3 2.13 0.71 6.55 0.0003
la altura de Fertilizacion 3 0.06 0.02 0.18 0.91
la base Herb:Fert 9 0.55 0.06 0.57 0.82
(DAB)  Residuales 123 13.33 0.11
Herbaceas 3 0.008 0.0026 8.35 0.00004
Fertilizacion 3 0.0004 0.0001 0.44 0.72
Cobertura 1y - Fert 9 0.0023 0.0003 0.84 0.58
Residuales 123 0.039 0.00031
Herbaceas 3 142.49 47.49 8.73 0.00002
Numero de  Fertilizacion 3 10.03 3.34 0.61 0.61
ramas Herb:Fert 9 42.99 4.78 0.88 0.54
Residuales 123 668.97 5.44
. Herbaceas 3 5269.77 1756.59 3.76 0.012
Longitudde o irizacion 3 801.50 267.17 0.57 0.63
plaﬁlt?‘ N Herb:Fert 9 2566.90 28521 0.61 0.79
ojas Residuales 123 57427.70 466.89
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Figura 1 A. Altura, B. Didmetro a la altura de la base (DAB), C. Cobertura, D. Numero de
ramas, E. Longitud de ramas con hojas y F. Supervivencia de Pinus pseudostrobus en
asociacion con especies pioneras herbaceas Lupinus mexicanus y Tithonia tubiformis. Las
barras indican el error estandar y las letras grupos de acuerdo a la prueba de Tukey.
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Discusion

Generalmente el proceso de revegetacion de sitios severamente degradados se ha
concentrado en el uso de pastos y en menor medida de herbaceas pero ignorando casi en su
totalidad a arbustos y arboles (Suarez, 1998; Rivera-Posada y Sinisterra-Reyes, 2005), pues
el cubrimiento del suelo con vegetacion herbacea, ha demostrado ser la practica mas eficiente
en la prevencion de la erosion en las zonas de ladera (Federacafé, 1982). Pero la vegetacion
arborea y arbustiva permite que se presenten sistemas radicales de anclaje mayor, aumentando
la resistencia del suelo a la ruptura, fracturacion o fallamiento (Waldron, 1977; Rivera-Posada
y Sinisterra-Reyes, 2005). El refuerzo mecanico se manifiesta en un aumento considerable en
el componente cohesivo, debido al peso de la vegetacion y a la interaccion entre el suelo y las
raices (O’Loughlin y Ziemer, 1982). La vegetacion al remover cantidades considerables de

agua del suelo por transpiracion, disminuye la presion de agua en los poros (Ziemer, 1981).

El suelo del sitio de estudio, acrisol 6crico, presenta condiciones que dificultan el
desarrollo de las plantas, pues el fosforo se encuentra unido a minerales de Al y Fe lo que lo
hace insoluble y por lo tanto no disponible para las plantas. El fosforo es uno de los nutrientes
esenciales para las plantas, pero también, es uno de los elementos que con mayor frecuencia
resulta limitante por su alta interaccion con la matriz del suelo (Oliet et al., 2005). Cuando este
elemento se encuentra en cantidades minimas, la adicidn se tiene que realizar por periodos
prolongados de tiempo (McGrath et al. 2001). En el sistema estudiado, la fertilizaciéon no tuvo
efecto en el crecimiento del pino. Una hipdtesis a explorar, es que el fosforo quedo retenido en
el suelo y la planta no pudo tomarlo, lo que se sugiere que la adicion de otros agentes
biologicos, como son los hongos micorrizicos, podria mejorar la disponibilidad de este
nutriente para las plantas. Atn cuando no se descarta la opcion de que las herbaceas tomaron
fosforo, no se observd competencia entre el pino con las herbaceas, que se esperaba como
valores medios de las variables evaluadas, menores en presencia de las herbaceas que en el
control. Cada herbacea presentd altura menor a los 20 cm, al senecer, la biomasa era
incorporada a los contenedores y se realizaba la siembra posterior, debido a que ambas son
especies anuales, este proceso podria explicar que no se detectara un efecto de competencia y

si un efecto positivo de la presencia de las herbaceas.
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Pinus pseudostrobus puede mejorar su crecimiento y supervivencia en presencia de
Lupinus mexicanus, efecto que se observo en todas las variables evaluadas: altura, diametro,
cobertura, numero de ramas y longitud de ramas con hojas. Esta tltima variable relacionada
con el area fotosintética, es fundamental para el establecimiento de las plantas, ya que las
plantas con mayor longitud de ramas con hojas pueden tener una mayor area fotosintética. La
variable cobertura, puede ser muy importante para crear condiciones de microambiente, lo
que podria representar el establecimiento de otras especies del sotobosque, debido a que puede
amortiguar los cambios drasticos de temperatura, por otro lado, puede influir de manera

significativa en disminuir la erosion por efecto de lluvia, al incrementar la cobertura del suelo.

El uso del fertilizante no mostrd ningun efecto. Esto se puede deber a que fueron las
herbaceas del sotobosque, sobre todo la leguminosa, las que podrian haber asimilado la mayor
parte del fosforo debido a su capacidad de absorber este nutriente (Corona Mora, 2010) sin

ayuda de micorrizas.

Sin embargo, independientemente del mecanismo que operd en el experimento y que
debe ser estudiado a detalle, lo que es posible afirmar, es que la presencia de L. mexicanus
puede representar una opcidon para incrementar la supervivencia y el crecimiento de P.
pseudostrobus en campo. Esto tiene implicaciones directas en la restauracion de sitios
altamente degradados con fuertes problemas de erosion y presencia de numerosas carcavas.
Las leguminosas son de gran importancia en la restauracion ecologica por resistir condiciones
limitantes, como baja fertilidad (Vazquez-Yanes et al., 1999), por la ventaja de la fijacion de

nitrogeno. En este sentido, L. mexicanus puede presentar ventajas adicionales.

Se sugiere que suelos como los acrisoles Ocricos, se requiere de aprovechar
interacciones entre plantas como las descritas en este estudio para mejorar el crecimiento de
especies herbaceas, y que es necesario explorar mecanismos para que las plantas puedan
incorporar el fosforo de manera mas eficiente como puede ser la utilizacion de hongos

micorrizicos (Clark y Zeto, 2000).

54



Referencias

Acevedo-Sandoval, O., L. Ortiz-Hernandez, D. Flores-Roman, A. Velasquez-Rodriguez y K.
Flores-Castro. 2003. Caracterizacion fisica y quimica de los horizontes endurecidos
(tepetates) en suelos de origen volcanico del Estado de México. Agrociencia. 37 (5):
435-449.

Avila, L. y O. Vargas. 2009. Formaciéon de niicleos de restauracion de Lupinus bogotensis
dentro de claros en plantaciones de Pinus patula y Cupressus lusitanica. p. 234-262.
En: O. Vargas, O., Ledn and A. Diaz-Espinosa, editores. Restauracion ecoldgica en
zonas invadidas por retamo espinoso y plantaciones forestales de especies exodticas.

Bogota. Facultad de Ciencias. Universidad Nacional de Colombia.

Blanco-Garcia, A., C. Sdenz-Romero, C. Martorel, P. Alvarado-Sosa y R. Lindig-Cisneros.
2011. Nurse-plant and mulching effects on three conifer species in a Mexican

temperate forest. Ecological Engineering. 37: 994-998.

Bruno, J., J. Stachowicz y M. Bertness. (2003). Inclusion of facilitation into ecological theory.

Trends in Ecology and Evolution 28 (3): 119-125.

Calderon de Rzedowsky, G. y J. Rzedowsky. 2004. Manual de malezas de la region de
Salvatierra, Guanajuato. Flora del Bajio y Regiones Adyacentes. Instituto de Ecologia,

A. C. Patzcuaro, Michoacéan, México. 313 p.
Callaway, R. (2007). Positive interactions and Interdependence in plant communities.
Netherlands. Springer.

Carter, G. y A. Knapp. 2001. Leaf optical properties in higher plants: linking spectral
characteristics to stress and chlorophyll concentration. American Journal of Botany. 88
(4): 677-684.

Clark, R. B. y S. K. Zeto. 2000. Mineral acquisition by arbuscular mycorrhizal plants. Journal
of Plant Nutrition. 23: 867-902.

55



Corona-Mora, A. Estudio de la dinamica del fosforo en el desempefio de Lupinus mexicanus
en condiciones controladas en suelos intemperizados. 2010. Tesis profesional. Facultad

de Biologia. UMSNH. México. 48 p.

Crawley, M. 2007. The R Book. John Wiley &Sons Ltd, The Atrium, Southern Gate,
Chichester, West Sussex PO19 8SQ, England. 949 p.

Federacion Nacional de Cafeteros de Colombia. Centro Nacional de Investigaciones de Café.
1982. Chinchiné (Colombia). Cuarenta afios de investigacion en Cenicafé. Suelos Vol

1. Chinchina (Colombia) Cenicafé 74 p.

Garcia-Oliva, F. 2005. Algunas bases del enfoque ecosistémico para la rstauracion. En
Sanchez, O, E. Peters, R. Marquez-Huitzil, E. Vega, G. Portales, M. Valdés y D.
Azuara eds. Temas sobre restauracion ecolodgica. Secretaria de medio Ambiente y
Recursos Naturales, Instituto de Ecologia, U.S. Fish and Wildlife Service, Unidos para
la conservacion A. C. México. p. 101-111.

Lichtenthaler, H. K. 1987. Chlorophylls and carotenoids: pigments of photosynthetic
membranes. In: Packer, L. Douce, R. (Eds.), Methds in Enzymology, Plant Cell
Membranes, Vol. 148. Academec Press, San Diego, California, E.U.A. p. 350-382.

Lindig-Cisneros, R., C. Saenz-Romero, N. Alejandre-Melena, E. Aureoles-Celso, S. Galindo-
Vallejo, M. Gémez-Romero y E. Medina-Sanchez. 2002. Efecto de la profundidad de
los depositos de arena volcénica en el establecimiento de la vegetacion nativa en las

inmediaciones del Volcan Paricutin, México. Ciencia Nicolaita 13: 47-54.

Lopez-Upton, J. 2002. Pinus pseudostrobus Lindl. In: Tropical Tree Seed Manual. J. A.
Vozzo (ed). USDA Forest Service. p. 636-638.

McGrath, D., M. L. Duryea y W.P. Cropper. 2001. Soil phosphorus availability and fine root
proliferation in Amazonian agroforests 6 years following forest conversion.

Agriculture, Ecosystems and Environment 83:271-284.

56



Medina, L. E. 2002. Erosion hidrica y transporte de sedimentos en la microcuenca de Atécuaro

Mich. Tesis profesional. Facultad de Biologia UMSNH. México. 58 p.

Nebel, B. J. y R. T. Wright. 1999. Ciencias Ambientales. 6° edicion. Editorial Pearson.
Educacion Prentice Hill. México. 148 p.

Oberson, A., D. K. Friesen, I. M. Rao, S. Buehler y E. Frossard. 2001. Phosphorus
transformations in an oxisol under contrasting land-use systems: the role of the soil

microbial biomass. Plant Soil. 237: 197-210.

O’Loughlin, C. y Ziemer, R.R. 1982. The importance of root strength and deterioration rates
upon edaphic stability in steepland forests. Proceedings of L.U.F.R.O. Workshop
P.1.07-00 Ecology of Subalpine Ecosystems a Key to Management. p. 70-78.

Oliet J.A, R. Planelles, F.A. Douglass y F. Jacobs. 2005. Nursery fertilization and tree shelters
affect long-term field response of Acacia salicina Lindl. planted in Mediterranean

semiarid conditions. Forest Ecology and Management 215: 339-351.

Padilla, F. y F. Pugnaire. (2006). The role of nurse plants in the restoration of degraded
environments. Front. Ecol. Environ 4 (4): 196-202.

Quoreshi, A. M. y V. R. Timmer. 2000. Early outplanting performance of nutrient-loaded
containerized black spruce seedlings inoculated with Loccaria bicilor a biossay study.

Canadian Journal Forest Restoration. 30: 744-752.

R Development Core Team, 2011. R: A Language and Environment for Statistical Computing.
R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0. URL.:

http://www.R-project.org.

57



Rivera, J. H. 2002. Utilizacion del Nacedero Trichanthera gigantea (H.& B.) Nees. para la
prevencion y recuperacion de areas degradadas por erosion y remociones masales en
suelos de ladera Colombiana. IN: Seminario Taller Tres Especies Vegetales
Promisorias para Sistemas Sostenibles de Producciéon Agropecuaria: Nacedero
Trichanthera gigantea, Boton de oro Tithonia diversifolia y Bore Alocasia
macrorrhiza. Fundacion Centro para la Investigacion en Sistemas Sostenibles de

Produccion Agropecuaria CIPAV. Cali, Colombia. p. 54-62.

Rivera-Posada, J. H. 'y J. A. Sinisterra Reyes. 2005. Restauracion Social de Suelos
Degradados por Erosion y Remociones Masales en Laderas Andinas del Valle del
Cauca Colombia con la utilizacion de obras de Bioingenieria. Quinto congreso

Nacional de Cuencas Hidrograficas, Santiago de Cali. 35 p.

Ruiz-Reyes, C., M. Gémez-Romero y R. Lindig-Cisneros. Desempefio de Lupinus elegans y

Senna hirsuta bajo condiciones de restauracion ecologica. 2009. Bioldgicas 11: 10-15.

Rzedowski, G. y J. Rzedowski. 2005. Flora Fanerogamica del Valle de México. Instituto de
Ecologia, A.C. Centro regional del Bajio, Patzcuaro, Michoacan. CONABIO. 1406 p.

Rzedowski, J. 1978. Vegetacion de México. Ed. Limusa. México. 432 p.

Saenz-Romero, C., J. Beaulieu y G. E. Rehfeldt. 2011. Variacion genética altitudinal entre
poblaciones de Pinus patula de Oaxaca, México, en camaras de crecimiento simulando

temperaturas de calentamiento global. Agrociencia. 45 (3): 399-411.

Smith, R. L. y T. M. Smith. 2000. Ecologia. 4° edicion. Editorial Addison Wesley. Espaia.
458 p.

Sudrez, D. J. 1998. Deslizamientos y estabilizacion de laderas en zonas tropicales.
Corporacion para la Defensa de la Meseta de Bucaramanga (CDMB). Bucaramanga.
548 p.

Suérez Pérez, C., I. Orrantia Cardenas, A. Diaz Medina y R. Hurtado Escalante. 2012. El
manejo de la flora para la restauracion ecoldgica en areas protegidas de Tope de
Collantes. Desarrollo Local Sostenible. 5 (14): 1-13.

58



Tamm, C. O. 1991. Nitrogen in terrestrial ecosystem. Ecological Studies 81: 1-15.

Tyler, G. 1994. Ecologia y Medio ambiente. 7° Ed. Grupo Editorial Iberoamericana, S.A. de
C.V. México. 865 p.

Underwood, A. J. 1997. Experiments in ecology: Their logical design and interpretation using

analysis of variance. Cambridge Unyversity Press. 504 p.

Viézquez-Yanes, C. y A. 1. Batis-Mufoz. 1996. Adaptacion de arboles nativos valiosos para la

Restauracion ecologica y la reforestacion. Centro de Ecologia. UNAM. México 75 p.

Viézquez-Yanes, C., A. L. Batis-Mufioz, M. I Alcocer Silva, M. Gual Diaz y C. Sanchez-
Dirzo. 1999. Arboles y arbustos potencialmente valiosos para la restauracion ecoldgica
y reforestacion. Reporte técnico del proyecto 1084 CONABIO. Instituto de Ecologia
UNAM. México. 38 p.

Vitousek, P. M. 2004. Nutrient Cycling and limitation. Princeton University press. Oxford and
Princeton. E.U.A. 233 p.

Vitousek, P.M. y R. Howarth. 1991. Nitrogen limitation on land and in the sea: how can it

occur? Biogeochemistry. 13: 87-115.

Waldron, L. J. 1977. The shear resistance of root -permeated homogeneous and stratified soil.

Soil Science Society of American Journal. 4: 843-849.

Warner, G., M. Bravo, J. Frchevers, J. F. Gallrdo, M. Haulon, M. Mazzoncaini, L. Padilla, C.
Prat, J. Queitsch, A. Vera Vidal y E. Zapata. 2007. Alternative Agriculture for
sustainable rehabilitation of deteriorated volcanic soils in Meéxico and Chile
(REVOLSO) 2002-2006; INCO-DEV (International Cooperation with Developing
Countries 1998-2002). Final report. Univ. Giessen Giessen, Alemania. p. 123-128.

Ziemer, R. R. 1981. The role of vegetation in the stability of rooted slopes. In: Proceedings of
the International Union of Forestry Research, XVII World Congress. Kyoto, Japan. p.
297-308.

59



Capitulo II1.

DESEMPENO DEL tandem Pinus pseudostrobus-Eysenhardtia polystachya en
ACRISOLES MEDIADO POR HONGOS MICORRIZICOS

RESUMEN

Se realizd un experimento en condiciones de mesocosmos con el tindem Pinus
pseudostrobus-Eysenhardtia polystachya para evaluar el efecto de los hongos micorrizicos
Pisolithus tinctorius y Glomus intraradices en el desempefio de las plantas y diversas
propiedades del suelo. Esto, para contribuir al conocimiento sobre la restauracion de suelos de
tipo acrisol con problemas de erosion, presencia de cdrcavas y que como consecuencia
presentan niveles extremos de baja fertilidad, sobre todo de fosforo (en general se encuentra
en trazas y secuestrado por las altas concentraciones de hierro). El experimento consistié en un
disefio ortogonal con ocho tratamientos. Los resultados muestran que se presentd un mayor
desempefio para la mayoria de las variables, en las plantas con inoculaciéon dual de los
hongos micorrizicos Pisolithus tinctorius y Glomus intraradices, para que los Hongos
Micorrizicos Arbusculares (HMA) tengan efecto en otras variables, se hace determinante la
presencia de Eysenhardtia polystachya en tandem con el pino, debido a que P. pseudostrobus
no realiza asociacion simbidtica con Glomus intraradices. La presencia de Hongos
Ectomicorrizicos (HE) promueve la formacién de macroagregados, mientras que la presencia
de HMA promueve la formacion de microagregados en el tandem Pinus pseudostrobus-
Eysenhardtia polystachya. La mayor concentracion de fosforo se presenta en los pinos
asociados a la leguminosa con la presencia de HMA. Adicionalmente, la presencia de
Eysenhardtia polystachya es indispensable para contribuir con el restablecimiento del ciclo del
fosforo por su capacidad para realizar la asociacion simbidtica con los HMA. Los HMA son
los que contribuyen a solubilizar el fésforo e incorporarlo a la biomasa de la planta. Esto
podria tener beneficios directos para la restauracion de sitios severamente degradados con

problemas de erosion y baja fertilidad de fésforo.

Palabras clave: fosforo, hongos micorrizicos, leguminosa, pino, restauracion ecologica.
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INTRODUCCION

La estructura del suelo se ve afectada por diversos tipos de manejo intensivos,
como la deforestacion, debido a que provoca cambios drasticos en la funcion del suelo
(Garcia-Oliva, et al 1999; Garcia-Oliva, et al., 2005) y pérdida de habitat para muchos
organismos (Nebel et al., 1999). Una de las consecuencias mas graves de la pérdida de esta
estructura es la ausencia o disminucion de agregados del suelo (Tisdall, 1994; Six et al.,
2000). Restablecer la cubierta vegetal y la estructura del suelo es de suma importancia
para la rehabilitacion de ecosistemas, paralo que la mejor opcion hasta ahora disponible
ha sido plantar especies resistentes al estrés por sequia, que sean capaces de sobrevivir
en suelo degradado (Bradshaw, 2000). En este sentido, las leguminosas juegan un
papel importante al mejorar la fertilidad del suelo, ya que su biomasa al descomponerse
rapidamente e incorporarse al suelo constituye una fuente importante de nutrientes,
principalmente de nitrégeno y fosforo, por (Jama et al., 2000). Sin embargo, hasta donde
sabemos, no existen estudios sobre el restablecimiento de la dinamica del fosforo en sitios
forestales templados severamente degradados. Uno de los principales factores en
ecosistemas terrestres que estd asociado a la supervivencia y crecimiento de las plantas,
asi como a la conservacion del suelo, es la presencia de hongos ectomicorrizicos (HE) y
de hongos micorrizicos arbusculares (HMA). Estos organismos tienen la capacidad de
establecer asociaciones simbioticas mutualistas llamadas micorrizas, las cuales pueden
contribuir al desarrollo de la planta huésped debido principalmente a un aumento en la
absorcion de nutrientes minerales, especialmente el fosforo (P), ademas de realizar
otras funciones importantes, como estimular la formacion y estabilidad de agregados
del suelo a través de su micelio externo. La formacion y estabilidad de agregados es un
aspecto importante que hay que tomar en cuenta, para tratar la degradacion del suelo que es un
grave problema a nivel global y cada dia se va intensificando a medida que se incrementa el
aclareo de los bosques (Sivakumar 2007), trayendo como consecuencia la degradacion del
suelo por la pérdida de los agregados (Six et al., 2000). En este sentido, los hongos
micorrizicos influyen en el ambiente edafico al prevenir la formacion de claros entre las raices
y el suelo, lo que mantiene la continuidad del liquido a través de la interfase suelo-raiz (Reid,

1984; Miller y Jastrow, 1992).
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Ademas, la asociacion micorrizica otorga ventajas para el establecimiento de las
plantas ante condiciones estresantes, como la habilidad de la planta hospedera para resistir a
condiciones de sequia (Haselwandter, 1997; Alvarez 2009). Los hongos ectomicorrizicos
pueden proporcionar estos beneficios, dentro de este grupo se encuentra Pisolithus tinctorius,
que se utiliza para inocular plantas forestales. Las plantas con las que P. tinctorius establece
simbiosis ectomicorrizica incluyen mas de veinte géneros de gimnospermas y angiospermas
incluyendo especies forestales de la familia Pinaceae (Pérez-Moreno y Read, 2004; Ambriz et
al., 2010). El cuerpo fructifero suele medir entre 5 y 20 cm de altura y hasta 10 cm de
diametro, es fibroso de color pardo amarillento, las esporas son de color marrén canela,
globosas de 7 a 12 p y presentan espinas de hasta 2 p de largo. Fructifica al comienzo del
otono. Un aspecto muy importante es que puede sobrevivir en suelos empobrecidos o terrenos
perturbados, asi como en suelos de alta acidez, o con altas concentraciones de metales pesados
y resiste periodos de estrés por sequia (Garcia-Rodriguez et al., 2009). Especificamente para el
caso de Glomus, que es un HMA que presenta una alta colonizacion y rapido crecimiento, se
hacen maés abundantes en condiciones de estrés ambiental (por ejemplo, los ecosistemas
agricolas) (Helgason et al., 1998; Ochl et al., 2004). Sin embargo, existen factores ambientales
limitantes para la simbiosis de los Hongos micorrizicos (HM) como son la temperatura, la

disponibilidad de agua y de elementos minerales.

Por otro lado, Pinus pseudostrobus Lindl. ademas de ser una especie nativa, resultd ser
la especie mas sensible al estrés y se eligi6 como modelo de estudio. Esta especie es un arbol
de 15 a 25 m, se encuentra en laderas con elevaciones de 1 600 a 3 200 msnm con
temperatura de 9 a 40 °C con media de 14 °C, con precipitaciones de 600 a 2000 mm y
media de 1000 mm (Cruz de Leon, 1991) y se le utiliza extensivamente para reforestacion

(CONAFOR, 2006).

El estudio de plantas con potencial de formar asociaciones simbidticas tanto
con HMA como con HE puede contribuir de manera importante a mejorar  las
estrategias de restauracion, al aumentar la capacidad de sobrevivencia y crecimiento de
estas especies, asi como contribuir a mejorar la estructura del suelo. En este sentido
Eysenhardtia polystachya es una planta nativa de México, abundante en zonas

semicalidas a templadas con temperaturas entre 12 y 19 °C y una precipitacion anual
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de 300 a 1,800 mm Debido a su capacidad para prosperar en suelos perturbados y su
tolerancia a la sequia, tiene potencial para ser utilizada en programas de conservacion y
recuperacion de suelos. Por lo anterior se propone estudiar la respuesta de especies
nativas fijadoras de nitrogeno y especies arboreas en “tandem” Eysenhardtia
polystachya - Pinus pseudostrobus inoculadas con HE y HMA solos y en interaccion,

ademas de evaluar sus efectos en la sobrevivencia y crecimiento de la planta.

HIPOTESIS

La inoculacion con los hongos micorrizicos Pisolithus tinctorius y Glomus
intraradices, solos o en simbiosis dual incrementara la productividad del tindem “Pinus
pseudostrobus-Eysenhardtia polystachya”, incluyendo la acumulacion de nitrégeno a través
del mejor desempefio de las leguminosas, facilitando la retencion del fosforo ademas de la

formacion y estabilidad de agregados en la rizosfera.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar la contribucion de Pisolithus tinctorius (HE) y Glomus intraradices (HMA)
solos o en interaccion sobre la supervivencia y desarrollo de los componentes del
“tandem” Pinus pseudostrobus — Eysenhardtia polystachya mediante el desempeio in

situ y en condiciones de mesocosmos.
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OBJETIVOS PARTICULARES

o Conocer el efecto de Pisolithus tinctorius y Glomus intraradices solos o en
interaccion en el desempefio (altura, diametro, cobertura, ramas y hojas) en el
“tandem” Pinus pseudostrobus - Eysenhardtia polystachya en condiciones de

meSoCoSmos.

o Evaluar la contribucion de Pisolithus tinctorius y Glomus intraradices solos o en
interaccion sobre el contenido de fosforo de los componentes del “tandem” Pinus

pseudostrobus — Eysenhardtia polystachya en condiciones de mesocosmos.

o Evaluar el efecto de Pisolithus tinctorius y Glomus intraradices solos o en
interaccion en el “tandem” Pinus pseudostrobus - Eysenhardtia polystachya y su
contribucion en la formacion y estabilidad de agregados del suelo, en condiciones de

meSoCosSmos.

MATERIALES Y METODOS

De manera preliminar se realizaron experimentos de laboratorio e invernadero para
determinar la cantidad de fosforo que es necesario adicionar a las plantas para permitir que
este elemento se encuentre disponible como pulsos de fertilizacion, debido a que las altas

concentraciones de hierro en estos suelos inmovilizan a este elemento.
Experimento de Mesocosmos

El experimento, consistié en un sistema de mesocosmos (condiciones que simulan las
condiciones naturales al sitio de establecimiento de una especie, como contenedores grandes
para cantidades altas de sustrato; sin controlar la mayoria de las variables como insolacion,
herbivoria, etc.) con el tandem de Pinus pseudostrobus y Eysenhardtia polystachya, se

sometid a 8 tratamientos experimentales distintos (Tabla 1).
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Cuadrol. Tratamientos de inoculacion para los experimentos en tdndem.

Tratamientos pino leguminosa

1 Pue Enma

2 Pue Ene

3 Pue  E uma+nE

4 Pur E

5 P E ama

6 P E ur

7 P E 1ma + HE

8 P E (control)

P=Pinus pseudostrobus, E=Eysenhardtia polystachya,

HMA=Glomus intraradices, HE= Pisolithus tinctorius

Para establecer el experimento de mesocosmos, se utilizaron macetas de plastico
rigido con capacidad de 20 litros, como sustrato se utilizo el material edafico del sitio de
estudio. En este experimento se evalud el desempefio de las plantas del tandem Pinus
pseudostrobus - Eysenhardtia polystachya y su respuesta a la inoculacion con HM y HMA

mediante un disefio ortogonal, Utilizando una planta de cada especie por contenedor.

Las semillas de Pinus pseudostrobus procedentes de la region se estratificaron en
condiciones controladas, fueron esterilizadas con hipoclorito de sodio al 20% (NaClO 1:5
H,0) sumergiéndolas durante un minuto y posteriormente se colocaron en cajas de Petri con
papel filtro como sustrato humedecido con 2 ml de agua destilada. Las cajas fueron selladas
con parafilm (R) y permanecieron durante 15 dias a una temperatura de 4°C. Posteriormente,
se mantuvieron durante el proceso de germinacion, que fue de 21 dias en una camara de
crecimiento a una temperatura constante de 25°C con 12 horas luz, manteniendo la humedad
constante. Después de este periodo de tiempo, se realizé el trasplante una vez que la radicula
ya habia emergido. En el caso de Eysenhardtia polystachya, las semillas fueron colectadas en
la Cd. De Morelia, éstas fueron retiradas de la vaina y germinadas también en condiciones

controladas como en el caso de P. pseudostrobus.

Las plantulas fueron propagadas en casa de sombra en contenedores rigidos de

plastico (350 cm®), se utilizé un sustrato comercial a base de fibra de coco, corteza de arbol y
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agrolita (creci-root) mezclado con arena esterilizado en combinacion 1:1. A las cuatro
semanas, las plantas fueron inoculadas con su tratamiento respectivo de Glomus intraradices
(30 propagulos por planta) y Pisolithus tinctorius (500 000 esporas) y a los tres meses de
edad, ambas especies fueron trasplantadas en tandem al mesocosmos. El montaje del
experimento se llevo a cabo con 19 réplicas por cada tratamiento en un disefio completamente
al azar. El experimento se mantuvo durante tres afios (2008-2011) incluyendo la preparacion

del material, propagacion, montaje, evaluacion y cosecha.

Cada maceta contaba con una charola del mismo material de las macetas y una
proteccion de plastico para reducir la probabilidad de contaminacidén por contacto del suelo o
salpicaduras en tiempo de lluvia en la parte inferior. Las macetas estuvieron expuestas a las
condiciones ambientales sin control de la insolaciéon temperatura o lluvia, para simular las
condiciones naturales. Durante la época de secas, se mantuvo el riego constante cada tercer
dia. Se llevaron a cabo evaluaciones de altura de forma mensual y las variables de diametro a
la altura de la base (DAB), cobertura, ramas y hojas de forma semestral para ambas especies

(en el pino se evalud la longitud de ramas con hojas).

Se tomaron muestras de tejido para realizar el analisis de clorofila (Lichtenthaler,
1987) con el proposito de conocer la respuesta a los tratamientos experimentales. Al finalizar
el experimento, se cosecharon cinco réplicas de cada tratamiento y se evaluaron variables de
biomasa como peso fresco aéreo, peso seco aéreo, peso fresco radical, peso seco radical,
longitud, volumen y densidad radical. Las plantas fueron secadas en horno de secado durante
72 horas a 60° C. Posteriormente, se tom¢ una muestra de las plantas y fueron trituraras en un
molino de tejido para realizar el andlisis de fosforo, tanto de la biomasa aérea como de la
biomasa radical. El analisis se realizo por medio de fluorescencia de rayos X con muestras de
2.5 gr de tejido. Ademas se tomaron muestras de suelo de la rizésfera para la determinacion
de agregados estables en humedo (Kemper y Rosenau, 1986). A los 22 meses de edad
(evaluacion 19) se fertilizaron ocho réplicas de cada tratamiento con seis dosis quincenales de

4.22 gr de KH,PO4 (0.996 gr de P) por maceta.
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RESULTADOS
Crecimiento en altura
Pinus pseudostrobus

En cuanto a las plantas de Pinus pseudostrobus del tandem, en el experimento de
mesocosmos, al finalizar no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas para el
crecimiento entre los tratamientos. Se puede observar (Figura 1) que en la época de secas
(meses 4 a 7) se presenta una tendencia a que las plantas inoculadas tienen un mayor
crecimiento. El efecto mas notable en el tratamiento 1, es cuando los pinos estan asociados a la

leguminosa (Eysenhardtia polystachya) con presencia de HMA.

Crecimiento de Pinus pseudostrobus en el experimento de mesocosmos

08 7 e m - m - H - }
06
°
S
E
& 04
(&) —+— T1=PHE +EHVA
—— T2=PHE +EHE
0= T3 =P HE +E HMA+HE
02 —— T4=PHE +E
wwige- T5=P +EHMA
--e-- T6E=P+EHE
wsskees TT =P +E HMA+HE
o --#-- T8=P +E (control)

0 5 10 15 20 25 30
Meses después del trasplante

Figura 1. Crecimiento en altura de Pinus pseudostrobus en el experimento de mesocosmos a partir del
trasplante a los 3 meses de edad.
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Eysenhardtia polystachya

Para el caso de Eysenhardtia polystachya si se observa diferencia entre los tratamientos
(Figura 2) a lo largo del experimento, los tratamientos se separan en forma mas notable que
en los pinos. Los tratamientos que presentan mayor crecimiento son los inoculados de forma
dual HMA + HE, aun cuando el pino no esta inoculado, como es el caso del tratamiento 7 y en
segundo lugar el tratamiento 3; donde ambos presentan la inoculacion dual, solo que en este
ultimo caso estd asociado al pino no micorrizado. En tercer lugar, el tratamiento 5 de
inoculacion con HMA asociado a un pino no inoculado, que durante la época de secas esta por
encima del tratamiento 1 que posteriormente pasa a un cuarto lugar alterndndose finalmente
con el tratamiento 1 que presenta la misma inoculacion, solo que en este caso, la leguminosa
estd asociada al pino inoculado. Al final, los tratamientos que reflejan un mayor crecimiento
en altura, son el 7 y 3. Los que presentaron un menor crecimiento son los que presentan solo
HE o ausencia de inoculacioén independientemente de si estan asociados a pinos con presencia
o ausencia de HE. Lo que sugiere que lo que estd dando mayor aporte a las leguminosas es la
presencia de HMA y si se encuentra asociado directamente con HE se ve incrementado el
crecimiento, pero cuando el pino se encuentra inoculado, no hay aporte de los HE para el

crecimiento de las leguminosas.

De modo que tomando en cuenta los tratamientos de inoculacion de las leguminosas,
independientemente si el pino estd inoculado o no con los HMA, se presentan diferencias
estadisticamente significativas (Tabla 1) con un mayor crecimiento, los tratamientos que
presentan la inoculacion dual de HMA + HE, posteriormente los inoculados con HMA y

finalmente los no inoculados o los que tienen solo presencia de HE (Figuras 3).
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Crecimento de Fysanharctia polystachya en el expanimento de mesconsmos
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Figura 2. Crecimiento de Eysenhardtia polystachya en el experimento de mesocosmos a partir del

trasplante a los 3 meses de edad.

Tabla 1. Analisis de varianza aplicado al crecimiento de Eysenhardtia polystachya del experimento de

mesocosmos.
gl S.C. C.M. Valor de F P
Leguminosa (lluvias) 3 30.14 0.046 8.051 0.00005
residuales 147 148 0.847 0.005
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Crecimiento de Eysenhardtia polystachya (secas)
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Figura 3. Crecimiento de Eysenhardtia polystachya en el experimento de mesocosmos con respecto a
los tratamientos de inoculacién de la leguminosa. Las barras indican el error estandar y las letras
grupos de acuerdo a la prueba de Tukey.

Crecimiento en diametro
Pinus pseudostrobus

Para el didmetro de los pinos, no se presentaron diferencias estadisticamente

significativas entre los tratamientos de inoculacion del tandem.

Eysenhardtia polystachya

Para la leguminosa se muestran diferencias estadisticamente significativas por efecto
de los hongos micorrizicos solos o en inoculacion dual (Tabla 2). Lo que indica que las plantas

en ausencia de inoculacion son las que ensanchan menos (Figura 4).
70



Tabla 2. Analisis de varianza aplicado al crecimiento en diametro de Eysenhardtia polystachya del
experimento de mesocosmos con respecto a sus tratamientos de inoculacion.

gl S.C. C.M. Valor de F P
Leguminosa 3 0.38 0.127 3.783 0.011
residuales 147 4.93 0.034

Diametro de Bisenhardtia polystachya

10 A A

HVIA HE HVAHHE Control

Figura 4. Diametro de Eysenhardtia polystachya en el experimento de mesocosmos con respecto a los
tratamientos de inoculacion de la leguminosa. Las barras indican el error estandar, las letras grupos de
acuerdo a la prueba de Tukey.

Cobertura
Pinus pseudostrobus

Para Pinus pseudostrobus, si se presentaron diferencias estadisticamente significativas
para la cobertura (Tabla 3). En el andlisis de varianza se observa que para esta especie si es

importante la presencia de HE, para el desarrollo de mayor cobetura (Figura 5).
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Tabla 3. Analisis de varianza aplicado a la cobertura de Pinus pseudostrobus del experimento de
mesocosmos.

gl S.C. C.M. Valor de F P
PHE 1 0.011 0.011 7.122 0.008
E 3 0.001 0.0001 0.122 0.947
PHE:E 3 0.005 0.002 1.089 0.356
residuales 144 0.23 0.002

Un aspecto muy relevante es que Pinus pseudostrobus responde a la presencia de las
especies de hongos en los tratamientos de Eysenhardtia polystachya a los cuales se encuentra
asociado. Esto significa que las plantas de pino asociados a las plantas de leguminosa en
presencia de HMA (Glomus intraradices) (tratamiento 1) o la inoculacion dual HMA + HE
(Pisolithus tinctorius) (tratamiento 3) responden presentando una mayor cobertura que los que
estan asociados a la leguminosa, s6lo con HE o en ausencia de inoculacion. Esto sugiere que
P. pseudostrobus recibe un aporte indirecto por la presencia de los HMA la leguminosa, aun
cuando los pinos no sean capaces de establecer las asociaciones simbidticas con este tipo de

hongos micorrizicos.
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Figura 5. Cobertura de Pinus pseudostrobus en el experimento de mesocosmos con respecto a los

tratamientos del tandem. Las barras indican el error estandar.

Es interesante notar, que aun cuando para otras variables como crecimiento o didmetro,

no se observan diferencias estadisticamente significativas, en el caso de cobertura si es

importante la presencia de los hongos micorrizicos (Figura 6).
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Figura 6. Cobertura de Pinus pseudostrobus en el experimento de mesocosmos con respecto a los
tratamientos de inoculacion del pino. Las barras indican el error estandar, las letras grupos de acuerdo a

la prueba de Tukey.

Eysenhardtia polystachya
Para Eysenhardtia polystachya las diferencias de cobertura entre tratamientos también

muestra diferencias marginalmente significativas (Tabla 4). Los HE en tratamiento 6 y la

inoculacion dual en los tratamientos 3 y 7 presentan valores mayores (Figura 7).

Tabla 4. Analisis de varianza aplicado a la cobertura de Eysenhardtia polystachya del experimento de
mesocosmos con respecto a los tratamientos del tandem.

gl. S.C. CM. ValordeF P

E HMA 1 3.87 3.86 4.79 0.40

E HE 1 0.0002 0.0001 0.0002 0.07

P HE 1 0.39 0.39 0.48 0.08

E HMA:E HE 1 0.37 0.38 0.47 0.49

E HMA:P HE 1 094 094 1.16 0.28

E HE:P HE 1 1.05 1.05 1.31 0.25

E HMA:E HE:P HE 1 0.87 0.87 1.07 0.01
Residuales 144 116.22 0.81
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Cobertura de Eysenhardtia polystachya
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Figura 7. Cobertura de Eysenhardtia polystachya en el experimento de mesocosmos con respecto a los
tratamientos del tandem. Las barras indican el error estandar.

Mediante un analisis de varianza aplicado a las plantas de Eysenhardtia polystachya
con respecto a los tratamientos de inoculacidon, se presentan diferencias estadisticamente
significativas (Tabla 5). Los tratamientos con presencia de HMA en asociacion dual con HE

presentan valores mayores (Figura 8).

Tabla 5. Analisis de varianza aplicado a la cobertura de Eysenhardtia polystachya del
experimento de mesocosmos con respecto a sus tratamientos de inoculacion.

gl S.C. C.M. Valor de F P
Leguminosa 3 0.09 0.03 3.552 0.016
residuales 148 1.242 0.008
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Cobertura de Eysenhardtia polystachya (secas)
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Figura 8. Cobertura de Eysenhardtia polystachya en el experimento de mesocosmos con respecto a los
tratamientos de inoculacion de la leguminosa. Las barras indican el error estdndar, las letras grupos de
acuerdo a la prueba de Tukey.

NUmero de ramas
Pinus pseudostrobus

En cuanto al nimero de ramas, se presenta una ramificacion menor para las plantas que
se encuentran en ausencia de inoculacion o con inoculacién individual de HE (Figura 9). Las
plantas con mayor ramificacion son las plantas que estan asociadas a las leguminosas con
presencia de HMA solos o en inoculacion dual como ocurre con el tratamiento 3. Es
importante mencionar que existe un patron, cuando los pinos estan inoculados ramifican mas,

aun cuando las diferencias nos son significativas (Figura 10).
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Numero de ramas de Pinus pseudostrobus
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Figura 9. Numero de ramas de Pinus pseudostrobus en el experimento de mesocosmos con respecto a
los tratamientos del tindem. Las barras indican el error estandar.

NUmero de ramas de Pinus pseudostrobus (secas)

NUmero de ramas

HE Control

Figura 10. Numero de ramas de Pinus pseudostrobus en el experimento de mesocosmos con respecto a
los tratamientos de inoculacion del pino. Las barras indican el error estandar.
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Eysenhardtia polystachya

Para Eysenhardtia polystachya, se observa una mayor cantidad de ramas en los
tratamientos inoculados (Figura 11), presentandose diferencia estadisticamente significativa
(Tabla 6). Es importante sefialar que para esta especie es importante la presencia de hongos
micorrizicos para incrementar la ramificacion (Figura 12).

NUmero de ramas de Eysenhardtia polystachya

L
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NUmero de ramas
N
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mm T1=PEH+E HM
s 12 =P HE = E HE
T3 =PFHE + E HMA=HE

mmm T4 =FPHE+E

m T5=P = E HNA

s 10 =F « EHE

6 3 T¥F =P + E HWA+HE
Tratamientos mmm T8 = F « E (control )

Figura 11. Numero de ramas de Eysenhardtia polystachya en el experimento de mesocosmos con
respecto a los tratamientos del tandem. Las barras indican el error estandar.

Tabla 6. Analisis de varianza aplicado a la cobertura de Eysenhardtia polystachya del experimento de
mesocosmos con respecto a sus tratamientos de inoculacion.

g.l. S.C. C.M. Valor de F P
Leguminosa 3 709.851 236.617 5.837 0.001
residuales 82 3323.882 40.535
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Numero de ramas Eysenhardtia polystachya (secas)
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Figura 12. Numero de ramas de Eysenhardtia polystachya en el experimento de mesocosmos con
respecto a los tratamientos de inoculacion de la leguminosa. Las barras indican el error estandar, las
letras grupos de acuerdo a la prueba de Tukey.

Hojas
Pinus pseudostrobus

Aun cuando no se presentan diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos del tandem en P. pseudostrobus, se observa que el mayor aporte para incrementar

las hojas se encuentra relacionado a los HMA por medio de la legumninosa (Figura 13).
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Hojas de Pinus pseudostrobus

Hojas

T1 =P EH+E HMA
TZ =P HE + EHE
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Figura 13. Numero de hojas de Pinus pseudostrobus en el experimento de mesocosmos con respecto a

los tratamientos del tindem. Las barras indican el error estandar.

Eysenhardtia polystachya

Para Eysenhardtia polystachya, en cuanto al numero de hojas, se presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (Tabla 7), la mayor cantidad de
hojas corresponde a los tratamientos con presencia de HMA solos o en inoculacion dual con
HE, posteriormente el tratamiento con HE y finalmente, el tratamiento en ausencia de
inoculacion (Figura 14). Los HMA son los que estan haciendo aportaciones importantes para

la presencia en mayor cantidad de hojas para E. polystachya (Figura 15).
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Tabla 7. Analisis de varianza aplicado al numero de hojas de Eysenhardtia polystachya del
experimento de mesocosmos.

gl. S.C. CM. ValordeF P

E HMA 1 111.06 111.06 11.73  0.0009
E HE 1 051 0.51 0.05  0.81
P HE 1 2376 23.76 2.51 0.11

E HMA:E HE 1 3537 3537 373 0.05

E HMA:E HE 1 039 039 0.041 0.83

E HMA:P HE 1 428 428 045 050

E HE:P HE 1 760 7.60 0.80  0.37

E HMA:E HE:P HE 78 738.38 9.46

Numero de hojas de Eysenhardtia polystachya

l

120 7 l

Numero de hojas

m T1=PEH+E HM
mmm T2 =P HE +E HE

T3 =P HE + E HWMA+HE
mmm T4 =PHE+E
- T5=P =+ EHMNA
mms T8 =P « EHE

TT =P + E HMA+HE
s T& =P o« E (contnol)

1 5 2 6 3 7 4 8
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Figura 14. Numero de hojas de Eysenhardtia polystachya en el experimento de mesocosmos con
respecto a los tratamientos del tdndem. Las barras indican el error estandar.
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NUmero de hojas de Eysenhardtia polystachya (secas)
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Figura 15. Namero de hojas de Eysenhardtia polystachya en el experimento de mesocosmos con
respecto a los tratamientos de inoculacion de la leguminosa. Las barras indican el error estandar, las
letras grupos de acuerdo a la prueba de Tukey.

Los anadlisis de clorofila no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos

de inoculacion.

Biomasa
Pinus pseudostrobus

En lo que respecta a la biomasa de Pinus pseudostrobus, se presentaron diferencias
estadisticamente significativas en las variables de peso seco tanto de la parte aérea como de la
raiz, en el peso fresco radical y en el volumen de la raiz. Los resultados presentan valores
mayores en los pinos que se encuentran asociados a la leguminosa con inoculacion dual. En el
caso de biomasa aérea en peso seco, con valores altos también para las plantas que estan
asociados a las plantas con la presencia de HMA, lo que indica, que P. pseudostrobus esta
recibiendo un aporte indirecto de Glomus intraradices por parte de Eysenhardtia polystachya

(Tabla 8). En estas variables, resaltan claramente la importancia de la leguminosa en este
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sistema. Aun cuando en longitud de la raiz, no existe diferencia significativa, el patron se

mantiene ya que se obtienen los valores mayores en las plantas con inoculaciéon completa.

Tabla 8. Analisis de Varianza (ANOVA) aplicado a las variables evaluadas posteriores a la cosecha de

Pinus pseudostrobus en el experimento de mesocosmos.

Pinus pseudostrobus

Peso Peso Peso Peso seco | Longitud | Volumen | Densidad
fresco seco fresco biomasa | radical radical radical
Tratamiento biomasa | biomasa | biomasa | radical (cm) (ml) (gr/ml)
aérea aérea radical (gr)
(gr) (gr) (gr)
1. PygtEnma 107.8 + 53.24 + 55.06 + 22.12 + 108.6 + 74 + 14 0.31 +
10.89 6.23 (a) 9.12 (b) 3.64 (b) 46.88 (b) 0.027
2. PygtEnpg 83.86 + 43.7 + 76.56 + 18.7 + 1024 + 102.0 + 0.207 +
15.64 7.52(b) | 26.69 (b) | 3.73 (b) 24.77 27.46 (ab) | 00.027
3. PygtEpmane | 142.85+ | 81.2 + 139.1 + 52.43 + 162.25+ | 2025+ 0.26 +
5.49 3.58 (a) 6.09 (a) 4.31 (a) 26.22 17.02 (a) | 0.014
4. Py tE 86 459 + 92.8 + 293 + 144.6 + 152 + 0.23 +
+17.74 9.23 (a) 12.46 (b) | 2.5 (b) 45.69 39.67 (ab) | 0.043
5. P+Epma 109.72 58.08 + 106.78 + | 28.95 + 136.5 + 162.5 0.178 +
+17.47 6.87 (a) | 24.48(b) | 7.04 (ab) | 15.05 +37.5 (ab) | 0.013
6. P+Eyg 72.6 372 + 72.3 + 23.98 + 80.6 + 94 + 0.28 +
+13.94 6.35(b) | 22.89(b) | 5.63 (b) 9.59 28.04 (ab) | 0.051
7. P+Epma+ue 90.72 + 46.4 + 93.2 + 32.56 + 108.4 + 128 + 0.25 +
20.71 9.82 (b) 19.77 (b) | 6.78 (ab) | 14.19 22.23 (ab) | 0.022
8. P+E 68.74 + 42.78 + 53.18 + 20.86 + 79 + 84 +8.12 | 0.25+
15.93 6.96 (b) 5.09 (b) 2.32 (b) 15.65 (ab) 0.042
Valor de P P=0.06 | P=0.016 | P=0.048 | P=0.001 | P=043 | P=0.026 | P=0.3l1

Eysenhardtia polystachya

En la leguminosa se mantiene la misma tendencia que ocurre con las plantas en

presencia de inoculacion dual. Se presentaron diferencias estadisticamente significativas en las

variables de peso fresco y seco de la parte aérea, biomasa en peso seco radical, longitud y

volumen de raiz. Las plantas con mayor longitud y volumen tienen la capacidad de explorar

mayor cantidad de suelo, lo que tendria beneficios directos en la toma de nutrientes, por lo

tanto en el desarrollo de la planta, esto a su vez realizaria un aporte de materia organica al

suelo lo que también podria reflejarse en el desarrollo y establecimiento del pino (Tabla 9).
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Tabla 9. Analisis de Varianza (ANOVA) aplicado a las variables evaluadas posteriores a la cosecha de
Eysenhardtia polystachya en el experimento de mesocosmos.

Eysenhardtia polystachya

Peso Peso seco Peso Peso seco Longitud Volumen Densidad
fresco biomasa fresco biomasa radical radical radical
Tratamiento biomasa | aérea (gr) | biomasa | radical (gr) (cm) (ml) (gr/ml)
aérea (gr) radical
(gr)
1. PurtEuma 109.86 + | 652+ 15534 + 75.64+13.3 | 68.8 + 190 + 0.405 +
12.27 (ab) | 7.78 (ab) | 34.12 (ab) 5.093 (b) 33.16 (ab) | 0.042
2. PuptEng 91.2 + 64.76 + 148.66 + 52.1+13.05 | 60.8 +7.05 | 154 + 0.46 +
21.17 (ab) | 1236 (ab) | 36.64 (b) (b) 37.63 (b) 0.047
3. PuptEpvame | 17128+ | 113.33 + | 285.88 + 115.68 + 115+ 6.14 | 255 + 0.46 +
7.93 (a) 4.59 (a) 28.42 10.96 (a) (a) 18.48 (ab) | 0.047
4. PyrtE 76.38 + 54.92 + 179.66 + 67.48 +9.02 | 60 + 3.48 188 + 0.36 +
22.36(b) | 13.67 (b) | 24.96 (ab) (b) 22.45 (ab) | 0.017
5. P+Exgma 132.8 + 87.85+ 204.5 + 81.73 + 99.75 + 218.75 + 0.37 +
27.53 (ab) | 12.57 (ab) | 53.96 14.02 (ab) 18.97 (ab) | 37.33 (ab) | 0.005
6. P+Eyg 114.7 + 81.84 + 217.32 + 78.56 + 6.22 | 68.6 +8.81 | 280 + 20 0.29 +
13.21 (ab) | 10.11 (ab) | 23.69 (ab) (b) (a) 0.031
7. P+Euva+ue 102 + 66.2 + 219.34 + 98.26 + 644+29 |218+ 0.45+0.08
24.19 (ab) | 14.97 (ab) | 37.84 18.47 (ab) (b) 11.14 (ab)
8. P+E 64.1 + 43.44 + 161.2 + 59.3+825 | 72+8.1 190 + 10 0.32 +
8.12 (b) 5.67 (b) 17.94 (ab) (b) (ab) 0.045
Valor de P P=0.014 | P=0.006 | P=0.125 | P=0.026 P=0.0007 | P=0.035 | P=0.298

Concentracion de fosforo en biomasa aérea de Pinus pseudostrobus

El andlisis de fosforo por medio de fluorescencia de rayos X, muestra que en la

biomasa aérea de Pinus pseudostrobus, es significativamente mas abundante en las plantas que

tienen el indculo individual (P = 0.014). Los valores de los pinos asociados a la leguminosa

con inoculacion del HMA presentan valores ligeramente mayores a los que se encuentran con

HE, estos dos diferentes a las concentraciones en los pinos con inoculacion dual y el control

(Figura 16 A y B). Esto podria sugerir que en los pinos asociados a las leguminosas con

inoculacion dual, el fosforo que estdn logrando extraer del sustrato, lo estan aprovechando

energéticamente para lograr un mayor desarrollo, ya que son las plantas que tienen mayor

crecimiento en diferentes variables.
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Figura 16. Concentracion de fosforo en biomasa aérea de Pinus pseudostrobus en el experimento de
mesocosmos. A) Tratamientos del tdndem. B) Tratamientos de inoculacion de la leguminosa en el
tandem. Las barras indican el error estandar, las letras grupos de acuerdo a la prueba de Tukey.

Concentracion de fosforo en biomasa radical de Pinus pseudostrobus

En biomasa radical se presentan diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos de inoculacion del tindem, claramente el mayor contenido de fosforo se presenta
en los pinos asociados a la leguminosa con la presencia de HMA existiendo diferencias
estadisticamente significativas (P = 0.04). Los pinos control (ausencia total de inoculacion)
presentan la menor concentracion de fosforo (Figura 17A). La presencia de Eysenhardtia
polystachya, se hace indispensable en este sistema para contribuir con el restablecimiento del
ciclo del fosforo (Figura 17B) ya que es la especie que realiza la asociacion simbidtica con los
HMA, que son los que estan contribuyendo a solubilizar el fésforo e incorporarlo a la biomasa
de la planta, lo que podria tener beneficios directos para contribuir a la restauracion de sitios

severamente degradados con problemas de erosion y baja fertilidad de fosforo.
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Figura 17. Concentracion de fosforo en biomasa radical de Pinus pseudostrobus en el experimento de
mesocosmos. A) Tratamientos del tdndem. B) Tratamientos de inoculacion de la leguminosa en el
tandem. Las barras indican el error estandar, las letras grupos de acuerdo a la prueba de Tukey.

Agregados estables

Los resultados sobre los agregados del suelo resistentes al agua, muestran que se
presenta una formacion de macroagregados de 1 mm en los tratamientos asociados a los HE,
existiendo diferencias estadisticamente significativas, ya que los tratamientos con mayor
formacion de macroagregados son los tratamientos donde la leguminosa presenta la
inoculacion con HE con el pino en presencia de inoculacion. En los microagregados de 0.5
mm, existen diferencias estadisticamente significativas en los tratamientos en presencia de
HMA solos o en interaccion con los HE. Los microagregados menores a 0.25 mm presentan
valores mayores en los tratamientos en presencia de HMA solos o en inoculacién dual con HE,
en el tratamiento 6 solo con HE no es diferente. En general el patrén que se muestra es que la
presencia de HE promueve la formacién de macroagregados y la presencia de HMA promueve
la formacion de microagregados en el tandem Pinus pseudostrobus-Eysenhardtia polystachya
(Tabla 10).

86



Tabla 10. Analisis de Varianza (ANOV A) aplicado a los agregados del experimento de mesocosmos.

Macroagregados Microagregados Material no
consolidado
2 mm Imm 0.5 mm 0.25mm | 0.125 mm | <0.125 mm
Tratamiento (2000 (1000 mics) | (500 mics) | (250 mics) (125 (<125 mics)
mics) mics)
1. Pur+Emva 3.82+049 | 515+0.82 | 21.28+0.43 | 11.25+1.86 | 1.33+0.43 | 7.17+2.46
() (@) (abc) (b)
2. PygtEye 58+237 | 21.7+538 | 11.73+098 | 493+1.74 | 0.7+021 | 6.13+3.49
(a) (b) (cd) (b)
3. PuptEuviasue | 623 +0.74 | 928 +2 141+ 1.44 | 13.45+2.07 [ 2.15+0.44 | 4.8 +2.02
(bo) (b) (a) (b)
4. PygtE 381+042 | 16.46+1.78 | 13.24+1.07 | 5.18+0.89 | 2.44+0.63 8.86 +0.46
(ab) (b) (d) (b)
5. P+Expma 3.16+ 0.6 6.78 +1.51 19.42 +1.09 | 12.42+0.81 | 2.04+0.64 | 6.18+2.27
() (a) (ab) (b)
6. P+Eqg 5.36 +0.61 9.24 +1.74 13.60 + 1.1 8.94 +1.23 254+04 10.32+ 1.51
(be) (b) (abcd) (b)
7. P+Epmacne 324+038 | 85+0.94 | 21.64+0.61 | 7.24+0.48 |2.06+0.19 | 7.32+1.42
(bo) (a) (bed) (b)
8. P+E 4.22+0.71 6.1 +£0.82 12.64 + 0.37 5.68 +1.8 2.34+031 | 18.94+0.84
(c) (b) (cd) ()
Sustrato (valor 0.73+0.68 | 1.967 +0.37 9.57+0.88 34+0.21 1.53+0.28 | 32.84+1.09
de referencia)
Valor de P P=0.062 P <0.0001 P <0.0001 P <0.0001 P=0.21 P=0.0001

Fertilizacion en mesocosmos

Los resultados indican que cuando se adiciona fertilizacion en forma de fosfato de

potasio al tandem se presentan diferencias estadisticamente significativas entre las plantas que

fueron fertilizadas, a diferencia de las que no se fertilizaron (Tabla 11). Adicionalmente, la

fertilizacion inhibid la cobertura de P. pseudostrobus (Figura 18).

Tabla 11. Analisis de varianza aplicado a la cobertura de Pinus pseudostrobus fertilizados con fosforo.

gl S.C. C.M. ValordeF P
Trat 1 0.0001 0.0001 0.21 0.65
Fert 1 0.0165 0.016 32.33 0.0000001
Trat:Fert 1 0.001 0.0014 2.82 0.095
Residuales 147 0.075 0.0005
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Figura 18. Cobertura de Pinus pseudostrobus en el experimento de mesocosmos con respecto a los
tratamientos de fertilizacion con foésforo.

Para la variable cobertura de la leguminosa en el experimento de mesocosmos en
presencia/ausencia de fertilizacion, se presenta diferencias estadisticamente significativas
(Tabla 12), aunque para algunos tratamientos no representa diferencia, pero para otros si existe
incremento como en los tratamientos 1, 5 y 7 que es donde las plantas se encuentran

inoculadas con HMA (Figura 19).

Tabla 12. Analisis de varianza aplicado a la cobertura de Eysenhardtia polystachya fertilizadas con
fosforo.

gl S.C. C.M. Valor F P

Trat 1 0.07 0.07 0.64 0.42

Fert 1 0.46 0.46 4.29 0.039
Trat:Fert 1 0.08 0.087 0.80 0.37
Residuals 148 15.99 0.10
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Figura 19. Cobertura de Eysenhardtia polystachya en el experimento de con respecto a los tratamientos
de fertilizacion con fosforo.

Para el niimero de hojas en la leguminosa, se presentan diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos por las plantas fertilizadas con fosforo (Tabla 13). Las
plantas fertilizadas presentan un incremento en el nimero de hojas cuando estan fertilizadas en

todas las variables (Figura 20).

Tabla 13. Analisis de varianza aplicado al nimero de hojas de Eysehardtia polystachya del
experimento de mesocosmos (junio y diciembre 2010) fertilizado con fosforo.

gl. S.C. CM. ValordeF P

Trat 1 3108 3107.6  0.33 0.56

Fert 1 738217 738217.1 79.59 0.000001
Trat:Fert 1 2464 2464.3 0.26 0.607
Residuales 146 1354157  9275.0
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Figura 20. Numero de hojas de Eysenhardtia polystachya en el experimento de mesocosmos
(diciembre 2010) con respecto a los tratamientos de fertilizacion con fosforo.

Ademas se realizoé un analisis para determinar si existe diferencia de la biomasa en
peso seco de las semillas de Eysenhardtia polystachya, entre las plantas con
presencia/ausencia de fertilizacion (Figura 21), se obtienen diferencias estadisticamente
significativas (Tabla 14), cuando las plantas estan fertilizadas presentan una mayor produccion

de semillas.

Tabla 14. Analisis de varianza aplicado a la biomasa de semillas de Eysenhardtia polystachya del
experimento de mesocosmos fertilizado con fosforo.

gl. S.C. CM. ValordeF P

Trat 1 3472 347 0.12 0.72

Fert 1 807.91 807.90 27.99 0.00005
Trat:Fert 1 13.074 13.07 0.45 0.50
Residuales 138  3981.89 28.85
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Figura 21. Semilla (gr) de Eysenhardtia polystachya en el experimento de mesocosmos con respecto a
los tratamientos de fertilizacion con fosforo.

DISCUSION

El fésforo que se encuentra disponible para ser absorbido es el que se encuentra muy
cerca de las raices, dentro de los limites de la rizésfera, y a los fines de proceso de absorcion
se encuentra fuera de la zona de interaccion con factores propios de la masa circundante de
suelo, los cuales afectan la dindmica de suministro del fosforo y no los mecanismos de
absorcion y de acceso al fosforo por las raices de las plantas (Junk et al., 1993). Sin embargo,
en condiciones donde este elemento es una limitante, se requiere de interacciones biodticas que
puedan mejorar estas condiciones. Se sabe que es un elemento no movil, por lo que hace mas

dificil la incorporacion a las plantas cuando este se encuentra extremadamente limitado.

La movilizacién del fosforo dentro de la planta, desde las raices hacia la parte aérea, se
ocasiona en parte por la presion del crecimiento. Esto también incide sobre el crecimiento
diferencial de raices y el tallo, al no producirse un flujo de asimilados adecuados desde el tallo

hacia las raices, se origina una descompensacion debido a deficiencia de fosforo en la planta

91



por lo que se reduce el crecimiento, y en la medida en que una especie tenga mayor capacidad
de acceder al fosforo (solubilizado en forma de Pi), la deficiencia interna del fosforo sera
menor y el crecimiento mayor. La absorcion de fosforo por las raices se explica mejor
tomando como referencia la longitud total y no el peso seco de las raices, que es una variable
explicativa débil del proceso de absorcion de nutrientes por las raices, cuando la deficiencia
interna del fosforo en la planta produce una disminucion en la longitud de las raices, se podria
observar un aumento en la eficiencia de absorcion (Asencio y Lazo 2001). Nuestros resultados
coinciden con este estudio, ya que los tratamientos con inoculacion individual, presentan
valores menores de longitud de raiz aun cuando las diferencias no son significativas, pero en el
analisis de fosforo, se detectaron los valores mayores significativamente a diferencia de los
tratamientos con inoculacion dual que presenta menor concentracion de fosforo en raiz,
especificamente en el tratamiento con la inoculacion con HMA. En el caso de la concentracion

de fosforo en la biomasa aérea, también con HE.

Cuando la planta detecta carencia de fosforo en el suelo al no subir suficiente por el
tallo, se incrementa el transporte de azlcar hacia la raiz, lo cual es una sefal para la
produccion de acidos que solubilicen el fosforo. Se incrementa el numero de transportadores
de fosforo. Esto hace que se detenga la produccion de citoquininas. Como consecuencia, las
auxinas aumentan en la raiz (lo cual incrementa la produccion de raices laterales) al igual que
el etileno (que promueve la formacion de pelos absorbentes). Como resultado de todo esto, la
raiz aumenta considerablemente a costa de una disminucidon del crecimiento del tallo
(Hammond y White, 2008). Esto podria ser mas evidente en condiciones de campo, donde
ademds existe una combinacién de estrategias, ya que los primero afios durante el
establecimiento, algunas plantas ademas tienden a desarrollar un sistema de anclaje y destinar
menor cantidad de recurso al desarrollo aéreo y si a esto sumamos la deficiencia de fosforo, el

efecto se puede ver potencializado.

Las interacciones bidticas, pueden ser una estrategia para amortiguar cambios drasticos
tanto de factores bidticos como abidticos. Se ha reportado que los hongos micorrizicos
promueven la resistencia a deficiencias hidricas en la planta hospedera, lo cual es
consecuencia de diferentes mecanismos, que van desde una respuesta fisica hasta una

respuesta a nivel bioquimico (Augé, 2001). Por otro lado, cuando se incrementa la biomasa en
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las plantas inoculadas, es principalmente debido a la acumulacion de fosforo. Farahani et al.,
(2008), documentaron que los HMA son capaces de incrementar la biomasa de plantas de
Coriandrum sativum sometidos a estrés hidrico y estos incrementos fueron atribuidos a un
aumento en la adquisicion del fésforo por parte de los HMA. Varios mecanismos han sido
sugeridos a través de los cuales, las plantas micorrizadas pueden incrementar su crecimiento y
la adquisicion de nutrientes (Miyasaka y Habte, 2001). Esto coincide con nuestros resultados,
ya que las plantas en presencia de hongos micorrizicos presentan valores significativamente
mayores que las plantas en ausencia de inoculacion.

Otro estudio que confirma esta tendencia, es el reportado con plantas de Alnus
colonizadas con Glomus intraradices y observaron que la colonizacion micorrizica ademas de
incrementar la biomasa de las plantas, incrementa la absorcion y utilizacion del fésforo. En
plantas de trigo (Triticum aestivum) la micorriza incrementa la concentracion de foésforo (Zhu

y Smith, 2001).

Por otro lado, microorganismos del suelo como los HMA y HE estan involucrados en
los procesos de agregacion (Six et al., 2004), que es de vital importancia para la estructura del
suelo, esta es una propiedad fisica fundamental de los ecosistemas terrestres (Simard et al.,
2003), lo cual involucra particulas organicas e inorganicas en un arreglo gerarquico (Tisdall y
Oades, 1982). Los agregados estables al agua pueden mejorar la retencion del agua, el
intercambio de gases y la fertilidad del suelo, ademas son componentes esenciales para
prevenir la erosion (Oades y Waters, 1991). La materia orgénica es incorporada al suelo y
tiene efectos directos en la formacion y estabilidad de agregados. Los carbohidratos
principalmente estan formando los microagregados (Spaccini et al., 2002) y componentes

organicos menos humificados estan formando los macroagregados (Denef et al., 2001).

En este sentido, los HMA estan involucrados también en la conservacion de suelos al
mejorar la estructura, sin embargo, el efecto de los hongos ectomicorrizicos solos o
interaccion con los HMA ha sido mucho menos estudiado. Nuestros resultados coinciden con
los reportados por Ambriz et al., (2010) en un estudio donde trabajo con Fraxinus uhdei
inoculado con el HMA Glomus intraradices y el HE Pisolithus tinctorius y encontraron que

estos hongos micorrizicos incrementan la cantidad de agregados estables al agua. Los HMA
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estan involucrados principalmente en la formacion de agregados de menor tamano y los HE
solos o en interaccion con los HE esta involucrados principalmente en la formacion de
agregados mayores a 0.5 mm de didmetro. En el presente estudio se encontrd que los HMA se
encuentran asociados a la formacion de microagregados (menores a Imm de diametro) y los

HE se encuentran asociados a los macroagregados (mayores a Imm de didmetro).

Por otro lado, se sabe que las plantas requieren fosforo desde las etapas mas tempranas
del crecimiento. Sin embargo, la fertilizacion puede ser una alternativa para mejorar las
condiciones de nutricion de las plantas. Sin embargo, otra alternativa mejor es la utilizacion de
los HMA y el efecto puede ser mayor en suelos pobres en fosforo, debido a que un excedente
en el suministro, puede restringir el desarrollo de micorrizas (Grant, 2004). En este estudio, la
fertilizaciébn no tuvo mayor efecto en el pino, incluso se inhibi6 la cobertura. Presento
incrementos en la leguminosa en cobertura, nimero de hojas y cantidad de semillas, por los

que en estas condiciones, se considera mejor opcion la inoculacién con hongos micorrizicos.

La combinacion de estrategias ecofisiologicas con la eficiencia de absorcion y
utilizacion de fosforo podria ampliar las posibilidades de restaurar sitios con deficiencia de
fosforo, donde este elemento es una barrera para la restauracion de sitios severamente
degradados como lo menciona Asencio y Lazo (2001). Al ser los HMA los que contribuyen
en meyor medida a incorcorar el fosforo del suelo a su biomasa de la planta, se hace muy
importante la presencia de la leguminosa Eysenhardia polystachya en el tindem para llevar a
cabo este mecanismo, ya que esta especie es la que hace la asociacion simbiotica con Glomus
intraradices y Pinus pseudostrobus recibe el aporte indirecto de este hongo por medio de la

leguminosa.

CONCLUSIONES

Los resultados del experimento con las plantas en tandem Pinus pseudostrobus-
Eysenhardtia polystachya, muestra que hay un aporte de los hongos micorrizicos Pisolithus
tinctorius y Glomus intraradices solos o en interaccion en el desempeio de las variables

evaluadas en el experimento en condiciones de mesocosmos.
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En el experimento de mesocosmos, que es una escala intermedia, ya que la cantidad
de sustrato que tienen disponible es mayor y por lo tanto la duracién del experimento también
puede serlo, la exposicion a la insolacion es la misma que en campo, también estan expuestos
a cambios bruscos de temperatura, y a la lluvia. Cuando se presentan fuertes lluvias, las
plantas estan totalmente expuestas a sufrir dafios, por otro lado, en temporada de sequia, las
plantas son regadas de manera continua. En este sentido, es posible entender la dinamica del

sistema de manera realista.

Se presenta mayor desempeiio en las plantas que cuentan la inoculacién dual, los
hongos micorrizicos Pisolithus tinctorius y Glomus intraradices (tratamiento 3), en la
mayoria de las variables se observa esta tendencia. En otras variables la presencia de HMA se
hace determinante; aqui radica la principal importancia de la presencia de Eysenhardtia
polystachya en tindem con el pino, ya que el pino, no realiza asociacion simbidtica con estos
hongos, sin embargo, estd recibiendo el aporte por parte de la leguminosa que es la que

establece la relacion simbidtica con Glomus intraradices.

Esto se explica en parte por las bajas condiciones de fertilidad del sustrato en el cual
las plantas se encuentran creciendo. La asociacion con hongos micorrizicos incrementa la
posibilidad de establecimiento. La mayor produccion de biomasa de las plantas, representa un
aporte importante de materia orgénica al suelo. La reactivacion de los ciclos biogeoquimicos

podria estar en mejores posibilidades.

La fertilizacion con fosfato de potasio inhibe la cobertura de P. pseudostrobus y

promueve la de E. polystachya, asi como las hojas y frutos.

El patron que se muestra es que la presencia de HE promueve la formacion de
macroagregados y la presencia de HMA promueve la formacion de microagregados en el

tandem Pinus pseudostrobus-Eysenhardtia polystachya.

La mayor concentracion de fosforo se presenta en los pinos asociados a la leguminosa
con la presencia de HMA. Los pinos control presentan la menor concentracion de fosforo. La
presencia de Eysenhardtia polystachya, se hace indispensable en este sistema para contribuir

con el restablecimiento del ciclo del fosforo ya que es la especie que realiza la asociacion
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simbiotica con los HMA, que son los que estan contribuyendo a solubilizar el fosforo e
incorporarlo a la biomasa de la planta, lo que podria tener beneficios directos para contribuir a
la restauracion de sitios severamente degradados con problemas de erosion y baja fertilidad de

fosforo.
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Capitulo IV.

Aporte de hongos ectomicorrizicos y fertilizacion en el establecimiento de Pinus

pseudostrobus en sitios degradados
Resumen

En un area con una larga historia de degradacion ambiental, que en consecuencia presenta
suelos severamente erosionados y con graves problemas de fertilidad (deficiencia de fosforo),
se establecio un experimento en un sitio desprovistos de vegetacion y con numerosas carcavas
plantando Pinus pseudostrobus Lindl. en el cual se probd el efecto de la adicion de fosforo en
forma de KH,PO, durante dos afios, la inoculacion con el hongo ectomicorrizico Pisolithus
tinctorius (Pers.) Coker et Couch., y la combinacion de ambos factores. Los resultados
mostraron que el desempefio de los arboles con presencia de inoculacion y/o fertilizacion es
significativamente mayor para la altura, el didmetro y longitud de las ramas con hojas. Las
variables de cobertura y nimero de ramas presentan un patrén similar a las variables ya
mencionadas. Las plantas inoculadas y fertilizadas presentan un 88% de supervivencia, las
plantas inoculadas presentan 85% de supervivencia, las plantas que uUnicamente fueron
fertilizadas un 75% y las plantas control un 62%. Es un 23 % de diferencia en la supervivencia
entre las plantas que fueron inoculadas con P. tinctorius. Lo que sugiere que se necesita de un
agente bioldgico que pueda ayudar a solubilizar el fosforo y éste pueda ser incorporado a los

pinos.

Palabras clave fosforo, acrisol, supervivencia, plantacion, restauracion ecologica.

100



Contribution of ectomicorrhizal fungi and fertilization in the establishment of Pinus

pseudostrobus in degraded sites
Summary

In an area with a long history of environmental degradation, that as a consequence has
severely eroded soils with serious fertility problems (phosphorus deficiency). An experiment
was set up in a site that lacks vegetation cover and has numerous gullies, planting Pinus
pseudostrobus Lindl., to test the effect of adding phosphorus as KH,PO, for two years,
inoculation with the ectomycorrhizal fungi Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker et Couch. And
both factors together. Results show that performance of the inoculated and/or fertilized trees
was significantly higher for height, diameter and the length of the branches covered with
leaves. Cover and number of branches had a similar trend. Plants that were inoculated and
fertilized had 88% survival, inoculated plants 85%, fertilized plants 75%, and control plants
62%. The difference in survival between with P. tinctorius inoculated plants and control plants
was 23%. These results suggest that a biological agent that can facilitate phosphorus

solubilization is needed in order for this element to be incorporated into the pines.

Key words: phosphorus, acrisol, survival, plantation, ecological restoration.

Introduccion

La degradacion del suelo es un problema grave a nivel global y cada dia se va
intensificando a medida que se incrementa el aclareo de los bosques (Sivakumar 2007). Las
consecuencias de esta degradacion ambiental son suelos improductivos, entre otras cosas, por
la pérdida de los agregados (Six et al. 2000). A escala del paisaje, la deforestacion da paso
a la desertizacion, que acelera los procesos de erosion de los suelos por viento y agua
(Serrano 2002). En sitios con suelos expuestos, el proceso erosivo continia debido al manejo

inadecuado, muchas veces el sobrepastoreo, o a la aplicacion de medidas de reforestacion
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inadecuadas (Sdenz-Romero y Lindig-Cisneros 2004), a tal grado que el dafio a las
condiciones edaficas se hace irreversible (Betancourt-Yafez 2000). Lo anterior constituyen

un problema ambiental, social y econdmico (Acevedo- Sandoval et al. 2003).

La erosion recurrente de la capa superficial del suelo y la erosion en carcavas como
consecuencia de la deforestacion y técnicas de cultivo inadecuadas han sido identificadas en
mas del 65% de la superficie de los suelos (Covaleda 2008) por lo que las consecuencias de la
degradacion acelerada ha dado como resultado suelos sin capacidad de mantener la vida
vegetal. Un ejemplo claro de esta problematica se presenta en los suelos Acrisoles, segin la
FAO-ISRIC (2006) estos suelos han sido clasificados como suelos evolucionados, que se han
desarrollado principalmente sobre rocas muy acidas o arcillas muy meteorizadas, que sufren
posterior degradacion (principalmente acidificacion). Se caracterizan por presentar un
contenido mayor de arcillas en los horizontes mas profundos (en relacion al horizonte
superficial) como resultado de procesos pedogenéticos (especialmente la destruccion
superficial y/o la migracion de arcillas) que provocan la apariciéon de un horizonte argico
subsuperficial (Corona-Mora 2010). En estas condiciones, la fertilidad es muy baja y limita el
establecimiento de las plantas. La disponibilidad de fosforo es relativamente mas importante
para el establecimiento inicial en sitios de baja fertilidad (Oliet et al. 2005), es uno de los
elementos mas criticos en el suelo, debido a que este elemento se mueve por difusion, solo se
desplaza por escasos milimetros, todo esto se debe a su intensa interaccion con la matriz del
suelo (Rubio 2002). La presencia de fertilizantes podria incrementar la concentracion de
fosforo en el suelo, sin embargo, agentes bioldgicos como los hongos micorrizicos podria

contribuir a incrementar la movilidad de este elemento.

La adicion de nutrientes ha sido también una estrategia comuin en rehabilitacion y
restauracion ecologica (Quoreshi y Timmer 2000, Oliet et al. 2005). Sin embargo, la
aplicacion de algunos métodos especificos de mejoramiento del suelo puede favorecer otro
tipo de procesos de degradacion. Por ejemplo, fertilizar con nitrégeno puede incrementar la
acidez del suelo, favoreciendo asi la reduccion del fésforo disponible, de modo que es
importante entender la quimica del suelo como un componente del ecosistema antes de aplicar
métodos de restauracion (Garcia-Oliva 2005). En estudios anteriores se ha demostrado que la

adicion de fosforo, si se realiza durante largos periodos de tiempo, puede ser una estrategia 1til
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para la restauracion (Will et al. 2006) al mejorar el desempefio de las plantas (Mc Grath et al,

2001), aunque puede ser costosa.

Por otro lado, se ha reportado que cuando las plantas se encuentran micorrizadas, el
micelio se encuentra extensamente distribuido por el suelo y contribuyen al reciclaje y
absorcion de nutrimentos en los ecosistemas forestales (Pérez-Moreno y Read 2000, Pérez-
Moreno y Read 2004). Este micelio funciona como un sistema radical complementario,
fundamental también para la absorcion de agua por la planta, ya que explora microhébitats del
suelo inaccesible para las raices (Agerer 2001). Las raices de plantas con presencia de los
hongos ectomicorrizicos, se caracterizan por la presencia de un manto de hifas que cubren las
puntas de las raices mas finas y una red de hifas entre las células epidérmicas o células
corticales conocida como red de Hartig. La presencia del hongo ectomicorrizico en las raices
modifica su morfologia, promueven su bifurcacion, ramificacion, ensanchamiento y aumenta
con ello su superficie de absorcion (Smith y Read 2000). Por la presencia de hifas, es posible
explorar un mayor volumen de suelo. Algunas especies pueden formar cordones miceliales o
rizomorfos, los cuales tienen una mayor capacidad exploratoria y pueden tolerar condiciones
adversas mas facilmente, tal es el caso de Pisolithus tinctorius, el cual se ha reportado como
una especie capaz de persistir bajo condiciones adversas y superviven en suelos empobrecidos
o terrenos perturbados (Garcia-Rodriguez et al. 2009). Por otro lado, se ha reportado que
microorganismos del suelo como hongos ectomicorrizicos, también estan involucrados en el
proceso de agregacion del suelo (Tisdall 1994, Six et al. 2004, Rilling 2005, Rilling y
Mummey 2006), Pisolithus tinctorius incrementa la formacion de macroagregados estables al
agua (Ambriz et al. 2010).

Este fenomeno de degradacion del suelo se presenta gravemente en la microcuenca de
Atécuaro, Michoacén, estado que se encuentra al occidente de México. Esta es una zona de
accidentada topografia, que aunado a sus caracteristicas morfométricas, favorecen la erosion
hidrica manifestandose en carcavas que estdn ganando terreno a las areas agricolas. El sitio
conocido como Huertitas en el Ejido Atécuaro (19° 33 05 y 19° 377 08’ Ny 101°05°07°°O
y altitud de 2275 m) es un sitio que en su mayoria se encuentra desprovisto de vegetacion,
donde existen numerosas carcavas y se encuentra severamente erosionado, dominado por

acrisoles (acrisol ocrico). Los andlisis de suelo, reportan el contenido de fosforo en trazas, lo
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cual no esté4 disponible para las plantas. La zona presenta un clima subhumedo, con lluvias en
verano, temperatura media anual de 13.8°C y precipitaciéon media anual de 1000 mm (Warner
et al. 2007). Sitio con estas caracteristicas, requieren de la implementacion de estrategias
adecuadas que puedan contribuir con la restauracion de condiciones severas de erosion con el
establecimiento de Pinus pseudostrobus, aun cuando es poco resistente al estrés por sequia,
cuando logra su establecimiento, presenta elevadas tasas de crecimiento (Lopez-Upton 2002) y

es la especie mas deseada por las comunidades locales.

En el presente trabajo se plante6 evaluar el efecto del hongo ectomicorrizico Pisolithus
tinctorius 'y la fertilizacion con fosfato de potasio (KH,PO4) en el desempeio y supervivencia
de Pinus pseudostrobus en condiciones de campo para su establecimiento y contribucion a la
restauracion de sitios severamente degradados con altos niveles de erosion y con presencia de

numerosas carcavas.

Meétodos

Se establecio un experimento con fines de restauracion con Pinus pseudostrobus (2009-
2012). Las semillas procedentes de la region se estratificaron en condiciones controladas,
fueron esterilizadas previamente con hipoclorito de sodio al 20% (NaClO 1:5 H,0), y
posteriormente se colocaron en cajas Petri con papel filtro como sustrato humedecido con 2ml
de agua destilada. Las cajas fueron selladas con Parafilm (R) y permanecieron durante 15 dias
a una temperatura de 4°C. Una vez transcurrido este tiempo, se trasladaron a una cadmara de
crecimiento a una temperatura constante de 25°C con 12 horas luz, manteniendo la humedad
constante durante el proceso de germinacion que fue de 21 dias. Después de este periodo de
tiempo, se realizo el trasplante una vez que la radicula ya estaba emergida. Las plantulas
fueron propagadas en condiciones de casa de sombra en contenedores rigidos de plastico
medianos (350 cm®), como sustrato se utilizé una mezcla comercial a base de fibra de coco,
corteza de arbol y agrolita mezclado con arena en combinacién 1:1 y esterilizado. A las
cuatro semanas de edad, las plantas de pinos con tratamiento de micorrizas, fueron
inoculadas con 500,000 esporas del hongo ectomicorrizico Pisolithus tinctorius por cada

planta. Posteriormente a los tres meses de edad, se realizd un trasplante a bolsa de vivero de
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3 . .
600 cm” con mayor cantidad de sustrato y se mantuvieron en casa de sombra durante once
meses mas con riego constante cada tercer dia. Posteriormente las plantas se sacaron de la casa

de sombra para su endurecimiento durante quince dias antes de ser llevadas a campo.

Una vez que inicid la época de lluvias, las plantas fueron transportadas a campo, donde
permanecieron durante un dia antes de ser trasplantadas in situ. En la cepa se adiciono % litro
del medio de cultivo antes descrito y se realizo el trasplante a los 15 meses de edad de las
plantas con el cuidado suficiente para que las raices no quedaran dobladas o expuestas y se

cubrio bien la cepa con sustrato del sitio.

Se realizaron tratamientos de fertilizacion con fosfato de potasio [KH,PO4], como fuente
de fosforo (15.84 gr/afo). La fertilizacion se realizd dividida en cuatro pulsos mensuales
durante la época de lluvias de junio a septiembre, durante dos anos (2009-2011). Los
tratamientos que se establecieron fueron inoculacioén y fertilizacion, cada uno de los factores
independientes y un control. El disefio se realizé completamente al azar con 160 plantas, 40

por cada tratamiento (Tabla 1).

Se evaluaron las variables de altura, didmetro a la altura de la base (DAB), cobertura
(evaluado mediante la formula de la elipse [riro]), numero de ramas, longitud de las ramas
con hojas y supervivencia. El andlisis estadistico consistio en andlisis de varianza (ANOVA)
de una via para las variables de altura, didmetro, cobertura, ramas y longitud de ramas con
hojas (medida indirecta del area foliar que podria aproximar para conocer el area fotosintética
de los arboles) y para la supervivencia un Modelo Linear Generalizado (GLM) con

distribucion binomial. Se utilizé R (R Development Core Team, 2011) y S-Plus 2000.

Tabla 1. Tratamientos de Pinus pseudostrobus en presencia/ausencia de Pisolithus tinctorius y

fertilizacion con fosforo.

Tratamientos Pisolithus tinctorius Fertilizacion KH,POy,
(M) (¥)

1. Pinus pseudostrobus + +

2. Pinus pseudostrobus + -

3. Pinus pseudostrobus - +

4. Pinus pseudostrobus - -
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Resultados

Los resultados muestran que cuando las plantas se encuentran fertilizadas con fosfato de
potasio o inoculadas con Pisolithus tinctorius, presentan diferencias estadisticamente
significativas en las variables evaluadas cuando se comparan con las plantas control. Cuando
las plantas se encuentran inoculadas y fertilizadas, presentan valores mayores, lo que indica

que en suelo como el del sitio de estudio es importante tomar medidas adicionales al simple

plantado de los arboles.

Los resultados muestran que para la altura, hay diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes tratamientos (F 3 120= 3.67; P = 0.014). Los pinos inoculados
con Pisolithus tinctorius y fertilizados con fosfato de potasio presentaron alturas mayores que

los pinos control, cuando sélo se inoculan o se fertilizan las alturas son intermedias (Figura 1).

Altura de Pinus pseudostrobus

A
AB
120 B
B
407 I I
0~
F-M+ F+M- F-M-

F+M+
Figura 1. Altura de Pinus pseudostrobus en presencia/ausencia de Pisolithus tinctorius y

@
o
I

Altura (cm)

fertilizacion con fosforo. Las barras indican el error estandar y las letras grupos de acuerdo a

la prueba de Tukey.

El diametro es una de las variables que pueden reflejar mejor el desempefio de las plantas

lefiosas con un tallo definido. En este estudio, se presenta un aspecto muy interesante, existen
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diferencias estadisticamente significativas (F 120)= 5.83; P = 0.0009) entre los tratamientos,
que forman dos grupos, uno de las plantas que presentan inoculacion y/o fertilizacion y el otro
en de las plantas control (Figura 2). Esto sugiere que las plantas por si solas en este tipo de
suelo, donde la baja fertilidad es muy limitante, dependen ya sea de una interaccion bidtica o

de la adicion artificial de fosforo para tener un desempefio adecuado.

Diametro de Pinus pseudostrobus

A
I B AB
| I I ‘
C
1
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F+M+
Figura 2. Diametro a la altura de la base (DAB) de Pinus pseudostrobus en presencia/ausencia

Diametro (cm)
N
L

de Pisolithus tinctorius y fertilizacion con fosforo. Las barras indican el error estandar y las

letras grupos de acuerdo a la prueba de Tukey.

En el caso de la cobertura, aun cuando no se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos (F3,120)=2.009; P = 0.11), se sugiere un patrén similar a lo
que ocurre con el diametro (Figura 3), donde se reflejan los valores mayores con la adicion
dual de los factores y con valores intermedios la presencia de fertilizacién o inoculacion de

forma individual. Las plantas control con valores menores.
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Cobertura de Pinus pseudostrobus
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Figura 3. Cobertura de Pinus pseudostrobus en presencia/ausencia de Pisolithus tinctorius y
fertilizacion con fosforo. Las barras indican el error estandar y las letras grupos de acuerdo a

la prueba de Tukey.

Al igual que la cobertura, el nimero de ramas no presenta diferencias significativas entre
los tratamientos (F(3,120=1.96; P = 0.12), sin embargo, es notable que ramifica mas cuando las

plantas esta inoculadas y fertilizadas (Figura 4).
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Ramas de Pinus pseudostrobus
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Figura 4. Numero de ramas de Pinus pseudostrobus en presencia/ausencia de Pisolithus
tinctorius y fertilizacion con fosforo. Las barras indican el error estandar y las letras grupos de

acuerdo a la prueba de Tukey.

La variable de longitud de las ramas con hojas, muestra diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes tratamientos (F3,120= 2.27; P = 0.048), con una tendencia
muy similar a lo que ocurre con la altura (Figura 5). Las plantas control son significativamente
menores en el area fotosintética de la planta (que se evaltia de manera indirecta considerando
la longitud de las ramas que tienen hojas). Esta variable puede reflejar de manera indirecta el
aporte de materia organica que los arboles puedan incorporar al suelo para mejorar sus
condiciones de microambiente para el establecimiento de otras especies al mejorar las

condiciones nutrimentales, asi como de temperatura y humedad del sitio.
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Hojas de Pinus pseudostrobus
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Figura 5. Longitud de ramas con hojas de Pinus pseudostrobus en presencia/ausencia de
Pisolithus tinctorius y fertilizacion con fosforo. Las barras indican el error estandar y las letras

grupos de acuerdo a la prueba de Tukey.

La supervivencia puede reflejar de mejor manera el importante aporte que estan
realizando los hongos micorrizicos (X*=8.33, P = 0.0316), para el adecuado desempefio de P.
pseudostrobus en el sitio de estudio. Las plantas inoculadas y fertilizadas presentaron un 88%
de supervivencia, la plantas micorrizadas presentaron 85% de supervivencia, las plantas que
unicamente fueron fertilizadas un 75% y las plantas control un 62% (Figura 6). Es un 23 % de
diferencia en la supervivencia entre las plantas que fueron inoculadas con el hongo
ectomicorrizico Pisolithus tinctorius y las plantas control, en cambio fertilizar ademas de
inocular solo incrementa la supervivencia en un 3%. Lo que sugiere que se necesita de un
agente bioldgico que pueda ayudar a solubilizar el fosforo y éste pueda ser incorporado a los

pinos.
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Supervivencia de Pinus pseudostrobus
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Figura 6. Supervivencia de Pinus pseudostrobus en presencia/ausencia de Pisolithus tinctorius

y fertilizacion con fosforo.

Discusion

El fosforo es uno de los elementos mas criticos para el desarrollo de la vegetacion por su
relativa escasez edafica, la elevada retencion por parte de la matriz del suelo, la falta de
reposicion natural y la progresiva escasez de sus fuentes naturales (Rubio 2002), dificulta de
manera importante el establecimiento de especies nativas. En la mayoria de las ocasiones en
las que el fosforo se encuentra en cantidades minimas, la adicion, se tiene que realizar por
periodos prolongados de tiempo como lo reporta McGrath et al. (2001), donde compararon la
disponibilidad de fosforo para las plantas en un sistema agroforestal y un sistema de cultivo
tradicional, agregando fosforo durante 6 afios, encontraron que la dinamica del fosforo se
mantiene cuando se trata de un sistema menos impactado en comparacion con un cultivo
tradicional, ya que la productividad se incrementa al mantener menos alterada la dindmica del
fosforo en condiciones de manejo mas conservadoras. En este caso, el suelo se caracteriza por
ser muy pobre en nutrientes y donde los fosfatos (presencia solo en trazas) se encuentran

secuestrados por minerales de Al y Fe, por lo cual, se encuentran de forma insoluble. Por otro
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lado, la mayoria de los estudios para conocer la dinamica del fosforo se ha realizado para
entender los procesos de eutrofizacion de cuerpos de agua debido a la contaminacion que
causa la lixiviacion desde los campos agricolas (Silvan et al. 2003, Gelbrecht et al. 2005). Por
lo que en sitios en condiciones como se han mencionado, la fertilizacion por tiempos
prolongados no es una opcién viable, debido a que al intentar solucionar un problema, puede
incrementarse contribuir con la eutrofizacion de los cuerpos de agua cercanos. Por otro lado,
se ha reportado que las hifas de los hogos micorrizicos pueden asimilar fosforo y nitrégeno de
fuentes inorganicas y organicas (Wallander 2002) y muy probable es por ello el incremento de
supervivencia de los pinos en presencia de hongos micorrizicos, comparativamente con los
que no fueron inoculados. En sitios degradados, es imprescindible elaborar y ejecutar un
programa para el establecimiento de  vegetacion que pueda madurar en el sitio,
reintroduciendo especies clave de los diferentes estadios sucesionales (Bradshaw 1997, Hobbs
y Harris 2001), que puedan promover a su vez, la colonizacién natural de otras especies
vegetales y animales, que permitan en conjunto, reconstruir un ecosistema parecido al que
existié antes del disturbio. Sin embargo, nada se puede llevar a cabo si el disturbio es de tal
magnitud que se hayan alterado las propiedades fisicas, quimicas y biologicas de suelo, debido
a que este es un factor critico para el desarrollo de las plantas y el funcionamiento del
ecosistema en general (Bradshaw 1997, Haselwandter 1997, Ghose y Nand 2004). Cuando el
dafio se extiende a la microbiota edafica, que incluye los hongos micorrizicos, cualquier
esfuerzo para recuperar la vegetacion de este sistema, serd inltil si no se recupera la
comunidad de organismos edaficos antes o a la par de la regeneracion vegetal (Haselwandter

1997, Rillig 2004, Sanchez-Gallen et al. 2009).

Con la utilizacion de hongos micorrizicos, el establecimiento de los pinos se incrementa
de manera significativa como lo muestra el presente estudio a los tres afios posteriores. Esto
puede representar el futuro establecimiento de muchas otra especies al crear condiciones
microambientales propicias, ya que se ha demostrado que la supervivencia de muchas
especies de plantas estd asociada a las variables ambientales del micrositio, entre las que
destacan la temperatura, luz disponible, humedad y nutrientes (Price et al. 2001). Por lo que la

utilizacion de fertilizantes quimicos, puede utilizarse s6lo durante los primeros afios del
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trasplante para el establecimiento de los pinos y no prolongar los tiempos de adicion, para

evitar dafios mayores.

Se ha documentado que P. pseudostrobus, es poco resistente al estrés por sequia pero en
sitios apropiados presenta elevadas tasas de crecimiento (Lopez-Upton 2002) y es la especie
mas deseada por las comunidades locales. Sin embargo, en una plantacion convencional (sin el
conjunto de estrategias mencionadas de germinacion, propagacion y plantacion) resultaria
practicamente imposible el establecimiento de esta especie en condiciones de fertilidad tan
limitantes como es el caso del sitio de estudio. Por lo cual se plantea la implementacion de
estrategias que pudieran incrementar la supervivencia y el desempefio de esta especie come es
la utilizacion de Pisolithus tincorius. La falta de nutrientes en estos suelos, también podria
superarse mediante la adicion de fosforo en forma de fosfato de potasio, lo que tiene el efecto
de incrementar el crecimiento de los pinos, sobre todo en las primeras etapas de su
establecimiento, sin embargo, la adicion constante de fertilizante podria traer consecuencias a
los cuerpos de agua a donde llegan los escurrimientos como se ha mencionado, por lo que la
inoculacién con hongos micorrizicos puede utilizarse para que la adicion de fertilizante sea

menor.

Conclusiones

La deforestacion asi como las técnicas de cultivo inadecuadas en México han dado
como consecuencia la erosion de las capas superficiales del suelo resultando de ello la
formacion de carcavas, afectando asi el 80% del territorio nacional. Como consecuencia, la
fertilidad de los suelos es baja. En concentraciones tan bajas de fertilidad y sobre todo en lo
que se refiere a fosforo, que en este caso se encuentra solo en trazas en el sitio de estudio, se
hace necesario un suministro que le permita a los pinos incrementar la supervivencia y mejorar
su desempeno. La adicion de fosforo es una alternativa que puede reducir el problema de
inicio, sin embargo, la utilizacion de hongos micorrizicos aunado a la forma de germinacion,
propagacion y plantacion mencionadas, podria representar una mejor estrategia para la
restauracion de este sitio; se sugiere que para mejorar los resultados se puede utilizar la

fertilizacion solo los dos o tres primeros anos de la plantacion en presencia de Pisolithus
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tinctorius para facilitar el establecimiento de Pinus pseudostrobus en sitios altamente
degradados, ya que con esta estrategia podria mejorarse la supervivencia en un 23%, lo que es

de enorme importancia para la restauracion ecoldgica de sitios con estas caracteristicas.
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Capitulo V.

ESTABLECIMIENTO DE Pinus pseudostrobus Lindl. EN DOS CONDICIONES DE
REFORESTACION EN CARCAVAS

Resumen

Se evalu6 el establecimiento de Pinus pseudostrobus Lindl. en tres condiciones de
propagacion y trasplante en carcavas desprovistas de vegetacion en la localidad de Atécuaro,
Municipio de Morelia, Michoacan. La primera condicion corresponde a plantas de
procedencia conocida, germinadas y propagadas en condiciones controladas, para contar con
un lote de plantas sin inoculo conocido y con el hongo ectomicorrizico Pisolithus tinctorius
(Pers.) Coker et Couch. Como una segunda condicion, ambos lotes trasplantados a los 15
meses de edad con adicion de sustrato fértil en las cepas. En otro sitio muy cercano, una
tercera condicion, fue una reforestacion convencional con plantas de la misma especie pero sin
controlar las variables antes descritas. Los resultados muestran que los pinos que fueron
plantados bajo las primeras condiciones presentaron un mejor desempefio y supervivencia que
los pinos de la segunda reforestacion (tercera condicion) (P < 000.1). La supervivencia de los
pinos inoculados fue de 86%, los de la misma plantacion sin in6culo conocido de 62% y los
de la segunda reforestacion de 30%. Lo que corrobora que el esfuerzo adicional al momento
de plantar y controlar las condiciones previas (procedencia, germinacion y propagacion) son
de vital importancia para el establecimiento de P. pseudostrobus en sitios severamente

degradados.

Palabras clave: Pinus pseudostrobus, Pisolithus tinctorius, erosion, propagacion, sustrato,

restauracion ecoldgica.
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Summary

The establishment of Pinus pseudostrobus Lindl. was evaluated in three conditions of
propagation and transplantation in gullies devoid of vegetation in the locality of Atécuaro,
Municipality of Morelia, Michoacan. The first condition correspond to plants of known
provenance, germinated and propagated under controlled conditions, with the aim of having
plants without mycorrhizae and with the ectomycorrhizal fungus Pisolithus tinctorius (Pers.)
Coker et Couch. A second condition, both groups where transplanted at 15 months of age with
the addition of a fertile substrate. In another site, a third condition was a reforestation with
plants of the same species but without controlling the aformentioned variables. The results
show that the pine trees that were planted in the first condition performed better and had a
higher survival than plants in the second reforestation (third condition) (P <000.1). The
survival of inoculated pines was 86%, in the absence of the fungus was 62% and 30% in the
second reforestation. This confirms that the additional planting effort and controlling the
preconditions (origin, germination and propagation), are of vital importance for the

establishment of P. Pseudostrobus in severely degraded sites.

Key Words: Pinus pseudostrobus, Pisolithus tinctorius, erosion, propagation, sustrate,

ecological restoration.

Introduccion

Por el creciente deterioro de los recursos forestales en México, existe la necesidad
de reforestar y restaurar eficientemente, tanto con fines comerciales como para recuperacion
de suelos (Cetina-Alcala et al., 1999). El Estado de Michoacan posee importantes recursos
forestales por su cantidad, diversidad e importancia econdmica. Ocupa el tercer lugar nacional
en produccion de madera (aproximadamente 1 millon m 3 /afio, después de Chihuahua y
Durango) y el primer lugar nacional en produccion de resina (35 mil ton/afio), no obstante que
ocupa el sexto lugar nacional en existencias maderables (COFOM, 2001). En cuanto a riqueza
de especies, Michoacan tiene el quinto lugar nacional en biodiversidad (COFOM, 2001).

Destaca entre otros el género Pinus. Se ha reportado que Pinus pseudostrobus Lindl., es una
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de las especies forestales de mayor importancia en México. Sin embargo, en el estado existe
serios problemas de deforestacion, se calcula que se pierden entre 30,000 y 40,000 ha/afo. Las
principales causas de la deforestacion son: cambio de uso del suelo, incendios forestales y tala
ilegal (COFOM, 2001). En un estudio realizado (Sdenz-Romero y Lindig-Cisneros, 2004), se
menciona que existen serios problemas en cuanto al proceso de plantaciéon y mantenimiento de
las reforestaciones (Lindig-Cisneros et al., 2004), disminuyendo significativamente la
supervivencia de las plantas. Entre los principales problemas detectados se encuentran la
técnica de plantacion (falta de capacitacion del personal de campo, falta de herramientas
adecuadas y falta de preparacion del terreno previo a la plantacion), fecha inadecuada de
plantacion (temporada de lluvias avanzada, limitando a las plantas para establecer un sistema
radical suficiente, antes del inicio de la temporada de sequia) y a la pobre calidad de la planta,
que representa hasta el 15% de la mortalidad (Nienstaedt, 1994, Sdenz-Romero y Martinez-
Palacios, 2000).

Por otro lado, se ha documentado que en la restauracion ecologica se debe dirigir al
ecosistema a través de una serie de fases hasta recuperar su estructura, la composicion de
especies y su funcién (Martinez, 1996). En las estrategias de restauracion de suelos
degradados, es determinante el uso de la microbiota del suelo (Haselwandter, 1997; Requena
et al., 2001; Alvarez, 2009), en especial de hongos formadores de micorrizas, ya que
previenen la erosion del suelo al ser un factor en la formaciéon de agregados y en la
acumulacion de materia organica. De esta manera le dan estructura al suelo y reducen o evitan
el efecto de la erosion tanto hidrica o edlica con la consecuente pérdida de nutrientes. Ademas,
la asociacidon micorrizica otorga ventajas para el establecimiento de las plantas ante
condiciones estresantes, como la habilidad de la planta hospedera para resistir a las
condiciones de sequia (Haselwandter, 1997; Alvarez 2009). Los hongos ectomicorrizicos
pueden proporcionar estos beneficios y dentro de este grupo se encuentra Pisolithus tinctorius.
El interés en utilizar esta especie se deriva de su éxito en la inoculacion de plantas forestales
en paises de los cinco continentes. Las plantas con las que P. tinctorius establece simbiosis
ectomicorrizica incluyen mas de veinte géneros de gimnospermas y angiospermas con
distribucion mundial; incluyendo especies forestales de las familias Casuarinaceae,

Dipterocarpaceae, Pinaceae, Myrtaceae y Oleaceae (Pérez-Moreno y Read, 2004; Ambriz et
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al., 2010). El cuerpo fructifero suele medir entre 5 y 20 cm de altura y hasta 10 cm de
diametro, fibroso de color pardo amarillento, esporas son de color marrén canela, globosas de
7 a 12 p y espinas de hasta 2 u de largo. Fructifica al comienzo del otofio. Un aspecto muy
importante es que puede sobrevivir en suelos empobrecidos o terrenos perturbados, asi como
en suelos de alta acidez, o con altas concentraciones de metales pesados y resiste periodos de
estrés por sequia (Garcia-Rodriguez et al., 2009). Por otro lado, Pinus pseudostrobus Lindl. es
un arbol de 15 a 25 m, se encuentra en laderas con elevaciones de 1 600 a 3 200 msnm con
temperatura de 9 a 40 °C con media de 14 °C, con precipitaciones de 500 a 2000 mm con
media de 1000 mm (Cruz de Ledn, 1991). Se utiliza para la restauracion de suelos degradado
(CONAFOR, 2006). Es buen productor de resina, ampliamente aprovechada en los estados del
centro y sur del pais. La madera es de buena calidad. Es una especie recomendable para

plantaciones comerciales, también para su uso ornamental (Eguiluz, 1978).

Objetivos

Evaluar las plantas de Pinus pseudostrobus en un experimento en condiciones de
restauracion ecoldgica en presencia/ausencia de inoculacion con Pisolithus tinctorius.
Comparar las plantas producidas bajo condiciones controladas y plantadas en una
reforestacion en donde se aplicaron medidas adicionales con plantas de una reforestacion
convencional, con la finalidad de identificar las estrategias que mejoren la supervivencia y

desempefio de las plantas para su establecimiento en un sitio severamente degradado.

Metodologia

El area de estudio se ubica en el paraje conocido como Huertitas, Ejido de Atécuaro,
municipio de Morelia en Michoacén, lugar en donde se dan altas tasas de erosion en acrisoles
(acrisol Ocrico), y existen numerosas carcavas. La zona presenta un clima subhimedo, con
lluvias en verano, temperatura media anual de 13.8°C y precipitacion media anual de 1000

mm, y una altitud de 2275 msnm.
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Condiciones de restauracion ecologica (plantacion sitio A)

En el afio 2009 se estableci6 un experimento con fines de restauracion con Pinus
pseudostrobus. Las semillas procedentes de la region (Nuevo San Juan Parangaricutiro) se
estratificaron en condiciones controladas, fueron esterilizadas previamente con hipoclorito de
sodio al 20% (NaClO 1:5 H,0), y posteriormente se colocaron en cajas de Petri con papel
filtro como sustrato humedecido con 2ml de agua destilada. Las cajas fueron selladas con
parafilm (R) y permanecieron durante 15 dias a una temperatura de 4°C. Una vez transcurrido
este tiempo, se trasladaron a una camara de crecimiento a una temperatura constante de 25°C
con 12 horas luz, manteniendo la humedad constante durante el proceso de germinacion que
fue de 21 dias. Después de este periodo de tiempo, se realizo el trasplante una vez que la
radicula ya estaba emergida. Las plantulas fueron propagadas en una casa de sombra en
contenedores rigidos de pléstico medianos (350 cm’), como sustrato se utilizd un sustrato
comercial a base de fibra de coco, corteza de arbol y agrolita mezclado con arena en
combinacion 1:1 y esterilizado. A las cuatro semanas de edad, la mitad de las plantas de
pinos fueron inoculadas con 500,000 esporas del hongo ectomicorrizico Pisolithus tinctorius
por cada planta. Formando dos tratamientos, uno de plantas inoculadas y otro de plantas sin
inoculacion, se consideraron 90 plantas por cada tratamiento. Posteriormente a los tres meses
de edad, se realizé un trasplante a bolsa de vivero de 600 cm® con mayor cantidad de sustrato
y se mantuvieron en casa de sombra durante once meses mas con riego constante cada tercer
dia. Posteriormente las plantas se sacaron de la casa de sombra para su endurecimiento durante

quince dias antes de ser llevadas a campo.

Una vez que inicid la época de lluvias, las plantas fueron transportadas a campo en
cajas perforadas de plastico para facilitar el traslado hasta el sitio de estudio, donde
permanecieron durante un dia antes de ser trasplantadas. En la cepa se adicion6 7 litro del
medio de cultivo antes descrito y se realizé el trasplante a los 15 meses de edad de las plantas
con el cuidado suficiente para que las raices no quedaran dobladas o expuestas y se cubrid

bien la cepa con sustrato del sitio.
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Condiciones de la reforestacion de comparacion (sitio B)

En el mismo afio, se localiz6 otra plantacion en una carcava aledafia muy cercana (177
m) con condiciones muy similares de pendientes y en el mismo tipo de sustrato (Figura 1). La
plantacion con Pinus pseudostrobus se trataba de una reforestacion convencional, de las que se
hacen anualmente en la region. Sin embargo, la edad de las plantas al tiempo del trasplante es
desconocida, asi como las condiciones de almacenamiento, germinacidén, propagacion o
endurecimiento a previas a la reforestacion, incluso, la procedencia de las semillas (mismas
condiciones de los programas de reforestacion anuales). Se evaluaron también 90 plantas para
que fueran comparables con las del experimento de restauracion. Se sabe que, dadas las
condiciones de las plantaciones en dos sitios diferentes, ocurre que si se consideraran todos
los datos como un s6lo experimento, un tratamiento completo (Sitio B) se encuentra en un
sitio diferente, lo que corresponde a una pseudoréplica sensu Hurlbert (1984). A pesar de lo
anterior se incluyeron los datos del sitio B por ser una comparacion util, pero se debe
reconocer que las diferencias pueden deberse a factores inherentes a los dos sitios y no a otras

diferencias.
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Figura 1. Sitios de estudio en la localidad de Atécuaro, Mich. Mpio. Morelia. A) Sitio donde
se encuentran los experimentos de restauracion. B) Sitio a 177 m de distancia donde se

encuentra la reforestacion convencional.

Evaluaciones

Se realizaron evaluaciones de altura, didmetro a la altura de la base (DAB), cobertura,
nimero de ramas y supervivencia durante el tercer afio de edad de las plantaciones tanto a las
plantas del experimento de restauracion en presencia/ausencia de inoculacion con Pisolithus

tinctorius (sitio A), y a las plantas de la reforestacion convencional (sitio B). Los datos fueron
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analizados mediante Andlisis de Varianza (ANOVA) en el paquete estadistico R (R
Development Core Team 2011) para las variables mencionadas. El andlisis se realiz6 tomando
en cuenta inicialmente solo los datos del experimento del sitio A, al ser este un disefio
estadisticamente robusto, y de manera adicional, en un segundo analisis, se incluyeron los
datos de la reforestacion convencional. Para analizar la supervivencia se siguié la misma
estrategia pero a través de analisis de modelos lineales generalizados (GLM) para datos con

distribucion binomial.

Resultados

Las plantas se desempenaron de manera diferente dependiendo de la forma en que
fueron propagadas y trasplantadas en el sitio. Al comparar las plantas de la reforestacion en el
sitio A en funcidon de la presencia/ausencia de inoculacién con el hongo ectomicorrizico
Pisolithus tinctorius, no se obtuvieron diferencias significativas para variables de crecimiento
(altura, DAB, cobertura y ramas). Sin embargo, para la supervivencia si se presenta un
incremento significativo en las plantas inoculadas (86% contra 62%). Por otro lado, tomando
con reservas la comparacion con las plantas que se encuentran en el sitio B, sabiendo que
pudiera tener algunas diferencias por efecto del sitio, en todas las variables de crecimiento se
presentaron diferencias estadisticamente significativas. Al analizar la supervivencia, también

son significativas las diferencias entre los diferentes tratamientos.

En términos de la altura, cuando se analizan sélo los tratamientos del experimento de
inoculacién como ya se menciond no hay diferencias significativas, pero cuando se incluyen
los datos de las plantas de la reforestacion convencional (sitio B), si se presentan diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.0001) entre los tratamientos de restauracion en
presencia / ausencia de hongos micorrizicos con (80 cm), contrastantemente con las plantas

de la reforestacion convencional (40 cm) (Figura 2).
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Figura 2. Altura de Pinus pseudostrobus en condiciones de restauracion ecoldgica con
inoculacion de hongos ectomicorrizicos (Pisolithus tinctorius), restauracion y reforestacion

convencional. Las barras muestran el error estandar.

Para el Didmetro a la Altura de la Base (DAB) se presentd un patron similar, entre
tratamientos de inoculacion no se presentaron diferencias, pero si entre las plantas del sitio A 'y
las del sitio B (P < 0.00001). Los valores de las plantas de la restauracion son de alrededor de

3 cm, mientras que para las de la reforestacion es menor a 1 cm (Figura 3).
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Figura 3. Diametro de Pinus pseudostrobus en condiciones de restauracion ecoldgica con
inoculacion de hongos ectomicorrizicos (Pisolithus tinctorius), restauracion y reforestacion

convencional. Las barras muestran el error estandar.

Para la cobertura, se presentan diferencias altamente significativas entre los
tratamientos del experimento de inoculacion con los de la reforestacion en el sitio B (P <
0.0001), con tendencias muy similares a las de la altura, con valores similares entre las plantas
de los tratamientos de restauracion (40 cm”) pero muy diferentes a las plantas de la

reforestacion (10cm?) (Figura 4).
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Restauracion Reforestacion
Figura 4. Cobertura de Pinus pseudostrobus en condiciones de restauracion ecologica con

inoculacion de hongos ectomicorrizicos (Pisolithus tinctorius), restauracion y reforestacion
convencional. Las barras muestran el error estandar.

Para el nimero de ramas, se presentan tendencias muy similares, presentando valores

mayores las plantas del experimento en el sitio A en ausencia de hongos micorrizicos, no

siendo diferente de los que se encuentran en presencia de hongos micorrizicos, pero si estos

dos de las plantas de la reforestacion en el sitio B (P < 0.0001) (Figura 5).
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Figura 5. Numero de ramas de Pinus pseudostrobus en condiciones de restauracion ecologica
con inoculacion de hongos ectomicorrizicos (Pisolithus tinctorius), restauracion vy

reforestacion convencional. Las barras muestran el error estandar.

El resultado mas interesante se da en términos de los porcentajes de supervivencia,
para el experimento de inoculacidon, las plantas inoculadas presentaron un 86% de
supervivencia, en ausencia de inoculo un 62%, siendo una diferencia en supervivencia
estadisticamente significativa (X*=13.053, g.l.=1; P=0.0003). Si incluimos en el analisis a las
plantas presentes en el sitio B correspondientes a las de una reforestacion convencional, éstas
presentaron un 30% de supervivencia al tercer ano del trasplante, al comparar con los
tratamientos de inoculacion, existe una diferencia altamente significativa entre los tres

(X*=61.366, g.1.=2; P<0.0001; Figura 6).
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Figura 6. Supervivencia de Pinus pseudostrobus en condiciones de restauracion ecologica con
inoculacion de hongos ectomicorrizicos (Pisolithus tinctorius), restauracion y reforestacion

convencional.

Discusion

Los resultados del experimento de inoculacion y de la comparacién con una
reforestacion convencional sugieren que, como es sabido, aun cuando la asociacion simbidtica
puede representar un gasto energético para los pinos debido a que tienen que intercambiar
hidratos de carbono (Choi et al., 2005), la relacion es positiva, ya que los hongos micorricicos
proveen de nutrientes y agua a la planta, ademés de que les ayudan a amortiguar cambios
bruscos de temperatura (Smith y Read, 2000). La disponibilidad de agua tiene el efecto
directo de disminuir la turgencia, e indirectamente limita el incremento de biomasa, por lo que
una cantidad adecuada de agua disponible es esencial para mantener la productividad de las
plantas (Montoya, 2000), de modo que la presencia de micorrizas puede influir de manera
importante para tener disponibilidad de agua e incrementar la biomasa, sobre todo en la parte
radical. El sustrato rico en materia organica que se adicion6 a las plantas del experimento de

inoculacion, muy probablemente también contribuyd a generar los patrones observados, ya
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que las plantas de la reforestacion convencional no se les suministra ninglin sustrato adicional,

y la materia orgénica del suelo contribuye a un mejor desempefio de las micorrizas.

Por otro lado, no fue posible detectar diferencias entre las condiciones ambientales de
los sitios tanto de los tratamientos de inoculacion (sitio A), asi como las plantas de la
reforestacion convencional (sitio B). Ambos sitios forman parte de la misma ladera y del
mismo sistema de carcavas, y se encuentran a una corta distancia (177m en linea recta). Lo
anterior sugiere que las diferencias entre las plantas del sitio A, el experimento de inoculacion,
y del sitio B se deben, al menos en parte, a los tratamientos aplicados, aunque es posible que
se deban a diferencias microambientales que no fue posible medir en el presente estudio como

la temperatura, la luz disponible o la humedad (Price et al., 2001).

Tomar en cuenta todos los aspectos que se mencionan tanto para la germinacién como
para la propagacion, implica una inversion adicional de recursos econémicos, que sin embargo
se compensa por la mejor supervivencia y desempeinio general de la plantacion y que incluso
puede ser calculado (Garcia-Frapolli y Lindig-Cisneros, 2011). Si no se cuenta con recursos
adicionales, se puede reducir el area reforestada y asignar los recursos ahorrados a estas
medidas adicionales, esta estrategia incluso permitiria contar con una mayor area reforestada

en el largo plazo (Sdenz-Romero y Lindig-Cisneros, 2004).

Arias (1992), menciona que P. pseudostrobus plantado bajo buenas condiciones
presenta alta tasa de crecimiento, pero también se ha reportado que no puede prosperar en
sitios con condiciones edaficas adversas (Dominguez, 2001). El presente estudio sugiere que
implementando estrategias adecuadas, esta especie puede mostrar un buen desempefio

temprano aun sobre carcavas.

Conclusiones

El conjunto de condiciones a las que son sometidas las plantas durante la germinacion
(tratamientos pregerminativos), propagacion (sustrato, endurecimiento) y trasplante (edad de
las plantas, fecha y método de plantacidon) son de vital importancia para su establecimiento,

supervivencia y crecimiento. El desempeiio de las plantas (altura, didmetro, cobertura y
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nimero de ramas) del ensayo de inoculacidn, independientemente de si las plantas fueron
inoculadas o no, fue superior a las de la reforestacion convencional. Lo més sobresaliente del
presente ensayo fue que las plantas inoculadas con el hongo ectomicorrizico Pisolithus
tinctorius, presentaron un porcentaje de supervivencia mayor, seguidas de las plantas no
inoculadas pero propagadas bajo las mismas condiciones que las primeras y muy por debajo
los pinos de la reforestacion convencional. Pinus pseudostrobus inoculado con Pisolithus
tinctorius tiene potencial para reforestar sitios severamente degradados con problemas de
erosion y formacion de carcavas como es el caso este sitio de estudio. Estas reforestaciones
tienen el potencial de ser una herramienta de restauracion ecoldgica y, si las tasas de
crecimiento a mediano plazo fueran satisfactorias, para el establecimiento de plantaciones con

fines de produccion.
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VI. DISCUSION GENERAL

A diferencia con el nitrégeno, los procesos que regulan el ciclo del fosforo (a
excepcion de la mineralizacion) son de naturaleza mas bien quimica. En consecuencia, son
especialmente importantes los mecanismos de adsorcion y absorcion de fosforo en la fase
mineral solida del suelo, en particular en 6xidos de hierro y aluminio y en particulas de arcilla,
ya que éstos regulan la disponibilidad de fosforo en la rizosfera como lo menciona Hekstra
(1996). En pocas ocasiones, el fosforo representa una barrera a la restauracion. En este
sistema, se explord el mecanismo para el establecimiento de especies de plantas nativas en un
sitio severamente degradado, con problemas de erosion, presencia de carcavas y un suelo
extremadamente pobre en contenido de fosforo y secuestrado por las alatas concentraciones de

hierro.

Las raices de algunas especies de plantas, tienen la capacidad de producir exudados de
muy variada naturaleza quimica y bioldgica que contribuyen al proceso de solubilizacion del
fosforo unido al hierro o al aluminio, aumentando la disponibilidad del fésforo que puede ser
aprovechado por las plantas para su crecimiento (Bar-Josef, 1996). Se ha podido demostrar
que algunas especies producen compuestos organicos especificos que pueden formar
complejos quimicos estables con estos cationes (quelatos) liberando el fosforo. El caso mejor
estudiado es la produccion de 4cido p-hidroxibencil-tartarico (acido piscidico) y su derivado p-
o-metil por las raices de Cajanus cajan (Ae et al., 1990; Ae et al., 1991). En el presente
estudio no se explord la formacion de complejos quimicos, mas bien se enfocd a conocer la
respuesta de las plantas en un sistema en tandem Pinus psuudostobus-Eysenhardia
polystachya con la inoculacion del HMA Glomus intraradices y el HE Pisolithus tinctorius
solos y en inoculacion dual. La eleccion de la especie del pino, resultd del primer experimento
en el que se establecio un ensayo de especies con Pinus cembroides, P. greggii, P. devoniana
y P. pseudostrobus. Se incluyeron tres condiciones de pendiente y tres tratamientos de
fertilizacion con fosforo y nitrogeno. En este experimento, se obtuvo que P. pseudostrobus es
la especie mas sensible, ya que presentd el segundo mayor crecimiento, pero la menor
supervivencia y se concentrd en sitios planos. Posteriormente se probo ya con esta especie la

asociacion con herbaceas pioneras del sotobosque Lupinus mexicanus y Titonia tubiformis y la

137



fertilizacion. Como resultados se obtuvo que fertilizacion no tuvo efecto en el crecimiento, ni
tampoco en la supervivencia, pero la leguminosa (L. mexicanus) tuvo un efecto significativo.
Pensando en que una leguminosa podria afectar positivamente el desarrollo de una planta, se
decidi6 buscar una especie con las caracteristicas observadas, pero que estructuralmente fuera
de mayores dimensiones para que pudiera fungir como nodriza del pino con interés a
establecer, es por ello que se eligio E. polystachya y se prob6 en el tandem en el experimento

en tandem.

El mecanismo que probablemente se presentd en el experimento de mesocosmos, en
parte puede deberse a que las raices de especies de plantas que liberan acidos orgénicos de
bajo peso molecular pueden acidificar la rizoésfera hasta valores tan bajos de pH como 4.8. Sin
embargo, las condiciones del suelo ya presentan un pH moderadamente acido (5.4). Sin
embargo, se ha documentado que este podria ser un mecanismo muy importante para la
adquisicion de fosforo en condiciones de deficiencia en suelos calcéareos, al menos en algunos
cultivos de dicotiledoneas, especialmente leguminosas, y a la vez, explicaria la tolerancia de
algunas especies a ciertos tipos de suelo. El proceso de absorcion de nutrimentos esta
directamente asociado con algunas caracteristicas de la morfologia radical como la longitud
total y la superficie promedio, las cuales determinan en gran parte la eficiencia de las raices
para de explorar la masa de suelo en condiciones naturales. Dado que la capacidad de
acidificacion de la rizosfera mediante la excrecidon de protones y acidos organicos de bajo peso
molecular desde el citoplasma al apoplasto, tiene importantes implicaciones agronomicas
pudiéndose obtener en la rizésfera valores de hasta tres unidades de pH por debajo de la masa

del selo adyacente (Junk et al., 1993).

En el presente estudio, se confirma la importancia de los hongos micorrizicos, tanto
HMA como los HE, ya que sugiere ser una estrategia importante para la recuperacion de sitios
severamente degradados donde el fosforo se encuentra como un elemento limitante para el
establecimiento delas plantas y como resultado, el desarrollo de una cubierta vegetal. Se ha
documentado que los hongos micorrizicos estimulan el crecimiento de la planta hospedera al
obtener nutrientes del suelo, particularmente de fosforo, este efecto ha sido atribuido
principalmente a: 1) un incremento en la superficie de absorcion por explotacion de un mayor

volumen de suelo debido al micelio extrarradical; 2) las hifas de menor didmetro incrementan
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la superficie y el area de absorcion del fosforo comparativamente con las raices no
micorrizadas, tazas de flujo de fosforo mayores por unidad de area; 3) la formacion de
polifosfatos y 4) la produccion de acidos organicos y fosfatasas, las cuales catalizan la

liberacion del fosforo de los complejos orgdnicos (Marschner y Dell, 1994; Biicking, 2004).

Los hongos micorrizcos arbusculares son componentes fundamentales de los
ecosistemas terrestres (Schiissler et al., 2001). El efecto a escala individual en las plantas
puede influir en los procesos a escala de los ecosistemas y su habilidad de agregar suelos
(Rillig, 2004). La agregacion del suelo, es un proceso jerarquico complejo, mediado por
factores tanto bidticos como abidticos (Tisdall y Oades, 1982). La agregacion es esencial para
mantener la porosidad del suelo, para la infiltracion del agua, permitir el intercambio de gases
y la facilitacion de los ciclos biogeoquimicos (Diaz-Zorita et al., 2002). La estructura del
suelo es muy importante para la resistencia a la erosion. En este sentido, los hongos
micorrizicos, también contribuyen con la estructura del suelo, ya que los resultados indican
que los HMA contribuyen en la formacion de microagregados y los HE con la formacion de

macroagregados estables al agua.

Adicionalmente, en un experimento de campo, se probd el efecto de la adicion de
fosforo, la inoculacion con el HE Pisolithus tinctorius y la combinacion de ambos factores.
Los resultados mostraron que el desempefio de los arboles con presencia de inoculacidon y/o
fertilizacion es significativamente mayor para la altura, el didmetro y longitud de las ramas
con hojas. Las plantas inoculadas solas o fertilizadas, presentan mayor supervivencia que las
plantas que fueron fertilizadas unicamente. La diferencia es de un 23 % de en supervivencia
entre las plantas que fueron inoculadas con P. tinctorius. Lo que sugiere que se necesita de un
agente bioldgico que pueda ayudar a solubilizar el fosforo y éste pueda ser incorporado a los
pinos. Por otro lado, se estudido también el establecimiento de P. pseudostrobus en tres
condiciones de propagacion y trasplante. La primera con plantas de procedencia conocida,
germinadas y propagadas en condiciones controladas, factores que se toman en cuenta en la
restauracion ecologica, la segunda condicion, similar a la primera pero con el HE P. tinctorius.
Estos fueron comparados con, una tercera condicidn, representada por una reforestacion

convencional. Como resultado se obtuvo que la supervivencia de los pinos inoculados fue la

139



mejor, casi al triple que los de la reforestacion convencional. Lo que corrobora que el esfuerzo
adicional al momento de plantar y controlar las condiciones previas como son la procedencia,
germinacion y propagacion, son muy importantes como lo mencionan Saenz- Romero y
Lindig-Cisneros (2004), en este sistema, para el establecimiento de P. pseudostrobus en sitios

severamente degradados.

Como se mostr6 con el presente estudio, si adicionalmente se incluye Eysenhardtia
polystachya inoculada con el HMA Glomus intraradices en tandem con Pinus pseudostrobus.
La absorcion del fésforo podria incrementarse y de esta manera contribuir con la reactivacion

del ciclo biogeoquimico y sitios con altos niveles de degradacion.
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VII. CONCLUSIONES GENERALES

En sitios con problemas severos de erosion y presencia de carcavas, es necesario
implementar programas de restauracion ecoldgica que garanticen el establecimiento de
cobertura vegetal y proteccion de suelos, para lo cual, se requiere de la seleccion de especies
tolerantes a condiciones extremas de sitios degradados mediante ensayos de especies que
tengan la capacidad de crear condiciones microambientales que favorezcan la recuperacion del
sitio. Incluso, especies mas susceptibles como Pinus pseudostrobus pueden ser utiles pues se
puede mejorar su desempefio si se les acompana de leguminosas como la ensayada en esta
tesis. Es interesante que fertilizar no mostré un efecto considerable, lo que habla de la
importancia de las interacciones bidticas para la restauracion de sitios muy degradados. En el
caso de la presente investigacion lo que puede ocurrir es que las herbaceas pioneras del
sotobosque, sean mas eficientes para asimilar los macronutrientes y que lleguen al pino a
través de procesos relacionados con los ciclos de nutrientes que son restablecidos, al menos

parcialmente, por la presencia de varias especies vegetales que interactuan.

El experimento de mosocosmos en tandem Pinus pseudostrobus-Eysenhardtia
polystachya muestra que hay un aporte de los hongos micorrizicos Pisolithus tinctorius vy
Glomus intraradices solos o en interaccion en el desempeiio de las variables evaluadas, y que
cada tipo de hongo tiene efectos diferentes pero complementarios. Con este experimento, es

posible entender la dindmica del sistema de manera realista.

Se presenta mayor desempefio en las plantas con la inoculacion dual con los hongos
micorrizicos Pisolithus tinctorius y Glomus intraradices, en la mayoria de las variables se
observa esta tendencia. En otras variables la presencia de HMA se hace determinante; aqui
radica la principal importancia de la presencia de Eysenhardtia polystachya en tandem con el
pino, ya que el pino, no realiza asociacion simbidtica con estos hongos, sin embargo, esta
recibiendo el aporte por parte de la leguminosa que es la que establece la relacion simbidtica

con Glomus intraradices.

Esto se explica en parte por las bajas condiciones de fertilidad del sustrato en el cual

las plantas se encuentran creciendo. La asociacion con hongos micorrizicos incrementa la
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posibilidad de establecimiento. La mayor produccion de biomasa de las plantas, representa un
aporte importante de materia organica al suelo. La reactivacion de los ciclos biogeoquimicos

podria estar en mejores posibilidades.

El patrén que se muestra es que la presencia de HE promueve la formacion de
macroagregados y la presencia de HMA promueve la formacion de microagregados en el

tandem Pinus pseudostrobus-Eysenhardtia polystachya.

La mayor concentracion de fosforo se presenta en los pinos asociados a la leguminosa
con la presencia de HMA. Los pinos control presentan la menor concentracion de fosforo. La
presencia de Eysenhardtia polystachya, se hace indispensable en este sistema para contribuir
con el restablecimiento del ciclo del fosforo ya que es la especie que realiza la asociacion
simbidtica con los HMA, que son los que estan contribuyendo a solubilizar el fosforo e
incorporarlo a la biomasa de la planta, lo que podria tener beneficios directos para contribuir a
la restauracion de sitios severamente degradados con problemas de erosion y baja fertilidad de

fosforo.

Finalmente, se pudo identificar que el conjunto de condiciones a las que son sometidas
las plantas durante la germinacion, propagacion y trasplante son de vital importancia para su
establecimiento, supervivencia y crecimiento. El desempefio de las plantas en condiciones de
restauracion, fue superior a las de la reforestacion convencional. Pinus pseudostrobus tiene
potencial para reforestar sitios severamente degradados con problemas de erosion y formacion
de céarcavas como es el caso este sitio de estudio. Estas reforestaciones tienen el potencial de

ser una herramienta de restauracion ecoldgica.

El sistema en tandem Pinus pseudostrobus-Eysenhardtia polystachya en presencia del
HE Pisolithus tinctorius, pero sobre todo del HMA Glomus intraradices representa una
estrategia para mejorar las condiciones de suelos altamente degradados, contribuyendo a
mejorar la estructura del suelo mediante la agregacion y restablecimiento del ciclo del
fosforo, como consecuencia, un incremento de la productividad forestal y la restauracion de la

biodiversidad al crear condiciones propicias para el establecimiento de especies.
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