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Resumen

Albizia occidentalis (Fabaceae) conocida como Palo blanco. Es una especie con
potencial para ser utilizada en programas de restauracion ecologica. Sin embargo, esta
enlistada en la Nom-059-SEMARNAT-2010 (Amenazada) y en la Lista roja de especies
en riesgo de la IUCN (En Peligro). Al haber poca informacion sobre esta especie, se
desconoce el tiempo en el que puede conservar la viabilidad de sus semillas en
condiciones de almacenamiento (bancos de germoplasma), informacion indispensable
para la conservacion de las especies. Por otra parte, la busqueda de estrategias que
puedan ayudar a incrementar el establecimiento de esta especie y con ello incrementar
la tolerancia al estrés hidrico como el uso de hongos micorricicos y/o nhanoparticulas,
abren la pauta para explorar este tipo de estrategias para el establecimiento de
especies nativas y en riesgo ante las nuevas condiciones que trae consigo el cambio
climatico. El estudio presenta dos experimentos. Primero, se enfocd en determinar el
tiempo en el que las semillas de A. occidentalis pueden conservar la viabilidad
germinativa en condiciones de almacenamiento (banco de germoplasma). Se comparé
la germinacion de cuatro lotes de semillas con diferentes afios de almacenamiento
(diez, ocho, cinco y colecta reciente); entre los lotes de semillas, el de cinco afios de
almacenamiento no fue conservado en las condiciones recomendadas, sirviendo como
referencia del tiempo en el que se mantiene la viabilidad sin el almacenamiento
adecuado. Se prepararon ocho cajas de Petri (replicas) con 50 semillas cada una por
lote de semillas, con una gasa estéril como sustrato y humedecida con captan al 2%,
todas las cajas. Se mantuvieron en una camara crecimiento a temperatura constante
de 25°Cy a 12 hrs luz/obscuridad. Finalmente se encontrd que esta especie comienza
a perder la viabilidad de las semillas después de los diez afios de almacenamiento,
perdiendo hasta un 40% a los 50 dias y un 30% a los 300 dias. Mientras que las
semillas de cinco afos y no almacenadas adecuadamente perdieron mas del 50% de
la viabilidad y perdiéndose toda la semilla a los 24 dias. Ademas, se observo que a
partir de los ocho afios de almacenamiento las semillas comienzan a mostrar un estado

de latencia con una respuesta de germinacion mas lenta, en comparacioén con las



semillas de colecta reciente. El segundo capitulo estuvo enfocado a la tolerancia al
estrés hidrico de A. occidentalis comparando la supervivencia y crecimiento de las
plantas al ser inoculadas con los hongos micorricicos Pisolithus tinctorius y
Rhizophagus intraradices (ausencia, inoculacion individual y dual) combinados con
tres concentraciones de nanotubos de carbono (Opg/mL; 20 pg/mL y 40 pg/mL). Cada
tratamiento fue duplicado completando un total de 24 tratamientos, la mitad fueron
sometidos a un riego control de cada tres dias (capacidad de campo) y a un nivel medio
de estrés cada siete dias durante cinco meses. Mensualmente se tomaron las medidas
de crecimiento: altura y didmetro a la altura de la base (DAB) y bimestralmente la
cobertura. Al finalizar el experimento, se realiz6 la cosecha de cinco plantas por
tratamiento, se lavaron y la parte aérea (tallo y hojas) fue separada para ser escaneada
y poder analizar la arquitectura de raiz. Por método destructivo se evaluo la biomasa
tomando tanto el peso fresco como el peso seco de la parte aérea de la planta 'y de la
raiz. La supervivencia de las plantas fue alta en los tratamientos sometidos a estrés.
Ademas, las plantas que fueron sometidas a estrés hidrico tuvieron tendencia a
disminuir su crecimiento en comparacién con las no estresadas. La inoculacién con el
hongo micorricio P. tinctorius sin nanotubos de carbono y con la concentracion media
(20 ug/mL) presentaron el mayor crecimiento en la parte aérea de las plantas. Mientras
que en la parte radical la inoculacién con R. intraradices con la concentracién alta de
nanotubos (40 ug/mL) fue la que presentd mayor efecto en las variables de arquitectura
de raiz y biomasa. El analisis estadistico ANOVA mostro diferencias significativas
(P<0.05) en la mayoria de las variables evaluadas, en cambio el andlisis factorial en la
parte aérea mostré valores de significancia (P<0.05) por el factor de estrés. En la parte
radical los factores que tuvieron valor de significancia en varias de las variables
evaluadas fueron por el tipo de micorriza y la presencia de nanotubos. Por ultimo se
sugiere una estrategia ecofisioldgica que podria funcionar en condiciones de campo
para tolerar el estrés hidrico y potencializar el crecimiento de esta especie.

Palabras clave: Estrategias de restauracion, especie nativa, sequia, interaccion,

tratamiento.



Abstract

Albizia occidentalis (Fabaceae) is well known as Palo Blanco in México. It is
commonly used for ecological restoration for natural habitats. However, it is cataloged
as “threatened” by the Nom-059-SEMARNAT-2010 and “Endangered” by the red list of
the IUCN (International Union for Conservation of Nature). Moreover, there is few
information about how long its seeds preserve their viability under storage conditions
(germplasm banks), essential information for the conservation of species. In this sense,
the research about the effect of mycorrhizal fungi and/or nanoparticles on the hydric
stress tolerance of this tree generate information for its survival under new

environmental conditions generated by climate change.

This investigation studied the time that for sets of A. occidentalis seeds conserve
their germination viability under storage conditions (germplasm banks) of ten, eight and
five years and were compared with the results obtained of a recent harvest. Among the
seed sets, the five years set was conserved under incorrect storage conditions
(temperature 0-5 C° and humidity 4-8%) and it was used as reference to determinate
the viability time under improper storage conditions. For the experiments, fifty seeds
from each of the sets were placed inside a Petri dish with a sterile gauze as substrate
moistened with captan at 2%. Each Petri dish was incubated at 25 °C at 12 hour of light
followed by 12 hours of darkness. All experiments were performed eight times. Results
showed that this specie begin to loss viability after ten years of storage, losing up to 40
% and 30 % for 50 and 300 days, respectively. While, the seed storage for 5 year under
importer conditions loosed more than the 50% of viability and after 24 days all seeds
were loose. Moreover, it was observed that at eight years of storage the seed got a
dormancy state with a slower germination response when compared with the recent

harvest seeds.

The hydric stress of A. occidentalis has also been examined by comparing the
growth and survival of the plants inoculated with micorricicos fungi such as Pisolithus

tinctorius y Rhizophagus intraradices mixed with carbon nanotubes (CNT) at 0, 20 and



40 pg/mL (individual and mixed inoculation) and compared with a plant without fungi
inoculation. Each treatment was made by duplicate for a total of 24 treatments. The
haft was watered every tree days (forest capacity) and under a middle stress every
seven days for five months. Growth control were monitored by recording monthly the
height, diameter at the base height (DAB) and bimonthly the cover. At the end of the
experiment, five plants for treatment were studied by separating the aerial part (stem
and leaves) and the root was washed to analyze its architecture using a scanner. The
biomass was analyzed by weighting the fresh and dry aerial part and root. The results
demonstrated a high survival of the plants under hydric stress showing a minor growth
when compared to the growth of the plants without hydric stress. The inoculation with
P. tinctorius without CNT and with CNT at 20 pg/mL showed the highest growth in the
aerial part of the plants. While, the biggest biomass and root variation were obtained
by the inoculation with R. intraradices with 40 pg/mL of CNT. The statistical analysis by
ANOVA software showed significance differences (P<0.05) in most of the evaluated
variables. On the contrary, the factorial analysis for the aerial part showed significance
differences less than 0.05 by the stress factor. Furthermore, in the radical part, the
factors that presented a significance values of the variables were by the mycorrhiza
type and the presence of CNT. Finally, it was suggested an ecophysiological strategy
that could work at natural forest conditions to tolerate hydric stress and favor the growth

of this species.

Key words: Restauration strategies, native species, drought, interaction, treatment.



l. Introduccion

El cambio climético en el planeta se ha convertido en una de las problematicas
principales para la conservacion de la vida silvestre. Evidencia de ello es el aumento
de la temperatura ambiente; la cual en particular provoca diversos efectos secundarios
en el planeta, prueba de lo anterior son las condiciones ambientales tan cambiantes y
el aumento de eventos climéticos extremos (Sequias, Huracanes, Olas de calor,
heladas, etc.). Los organismos al enfrentarse ante este tipo de eventos climaticos se
ven afectados reduciendo las probabilidades de supervivencia (Hansen 2009;
Compant et al. 2010; Sturrock et al. 2011; Hansen et al. 2012; Koleff et al. 2016;
Langley et al. 2018).

Si sumamos a lo anterior la pérdida de ecosistemas silvestres por distintos
factores antropogénicos tales como: la deforestacién, cambio de uso de suelo
(actividades agricolas), introduccion de especies exoticas, urbanizacion, incendios
forestales, entre otras (Gomez-Romero et al. 2013; Ceccon y Martinez-Garza 2016;
Tobon et al. 2016). Las consecuencias al medio ambiente como: la pérdida de
biodiversidad, contaminacion, perdida de suelos y la pérdida de servicios
ecosistémicos (filtracion y produccion de agua, calidad del aire, fijacion de COq, etc.)
pueden ser desastrosas (Vargas 2011; Ripple et al. 2019). Ademas, México no es la
excepcion ante esta problemética. A pesar de ser un pais catalogado como mega
diverso, desafortunadamente pierde grandes hectareas de bosques anualmente por
obra del hombre (cambio de uso de suelo y deforestacion) (Jiménez et al. 2014; Tobon
et al. 2016). Lo cual aumenta la necesidad de crear estrategias que puedan mitigar el

impacto en el medio ambiente que esto lleva consigo.

Teniendo en cuenta la crisis actual a la que se enfrenta la vida silvestre. La
restauracion ecoldgica puede ser una alternativa para mitigar el impacto que se ha
tenido sobre los ecosistemas, ya que es definida como el proceso que se emplea para
recuperar las areas naturales dafiadas por actividades humanas, las cuales han sido

alteradas y modificadas de manera critica (Ceccon y Martinez-Garza 2016). Para



poder tener una restauracion exitosa es importante tener en cuenta distintos aspectos;
para que las especies de plantas que se planean utilizar con este fin estén adaptadas
a las nuevas condiciones ambientales a las que se enfrentaran y puedan sobrevivir

(Ceccon y Martinez-Garza 2016; Timpane-Padgham et al. 2017).

Para conservacion de especies con fines de restauracion es importante tener
en cuenta la informacién sobre la biologia de las especies y la formacion de bancos de
germoplasma para este fin (Forte et al.2017). Lo cual implica la necesidad de conocer
el tiempo en el que las semillas de las especies se conservan y las condiciones en las
que pueden mantener la viabilidad germinativa para futuros programas de restauracion
(Merrit y Dixon 2011). El conocimiento sobre estos aspectos y la biologia de las
especies en riesgo, requiere de investigacion que pueda tener impacto para su

conservacion.

Por otra parte, es importante la creacion de estrategias que ayuden a disminuir
el impacto de las condiciones ambientales derivadas del cambio climéatico en las
plantas de interés para restauracion, como la sequia (Sturrock et al. 2011; Burney et
al. 2015). Las altas temperaturas y la variacion de la precipitacion (escasez) afectan
directamente a las plantas provocando el estrés hidrico, manifestandose de manera
negativa en el crecimiento (altura, tallo, raices, follaje y biomasa) y en un estadio
prolongado en que se provoca la muerte de la misma (Ruiz et al. 2004; Valladares
2004; Luna-Flores et al. 2013; Gémez-Romero et al. 2015). Actualmente, se han
realizado estudios enfocados en desarrollar estrategias con el objetivo de incrementar
el porcentaje de supervivencia, de las plantas en zonas restauradas utilizando como
alternativa interacciones bioticas como lo son las micorrizas (hongos asociados a la
raiz de las plantas). La inoculaciéon con hongos micorricicos en plantulas de especies
de interés forestal, ha demostrado que en su mayoria proporcionan una mayor tasa de
supervivencia, tolerancia a la sequia (estrés hidrico), asi como un mejor desarrollo
morfologico y fisioldégico en comparacién con plantas sin la interaccion (Hoeksema et
al. 2010; Gomez-Romero et al. 2013; Baez-Pérez et al. 2015; GOmez-Romero et al.
2015).



Mientras, el uso de las nanoparticulas en plantas, es una técnica relativamente
nueva y poco estudiada, en la que la inoculacién de nanotubos ha demostrado que
promueven la germinacion y el crecimiento de las plantas (Lara-Romero et al. 2017),
sobre todo, de aquellas con lotes donde los porcentajes de germinacion son muy bajos.
Las nanoparticulas se han utilizado en diversas &reas tecnolégicas, y en aspectos
relacionados a la productividad de sistemas agricolas. Sin embargo, su uso en
aspectos forestales es relativamente nuevo. Aun cuando se ha mencionado en la
literatura su probable toxicidad, el estudio de Lara-Romero y colaboradores en el 2017,
sugiere la existencia de nanotubos de carbono de pared multiple en la naturaleza,
como consecuencia de los incendios forestales, desde antes de la existencia del

humano en la tierra.

Por otro lado, se ha documentado que especies de la familia Fabaceae, son
idoneas para la restauraciéon ecologica, ya que, varias especies de ésta familia, son
fijadoras de Nitrégeno por la asociacion simbidtica con bacterias y son resistentes para
establecerse en suelos perturbados (Vazquez et al. 2001; Ruiz-Reyes et al. 2009). Una
especie de esta familia es Albizia occidentalis conocida con el nombre comun de palo
blanco, es un arbol que tiene una poblacién limitada, la cual estd distribuida en
pequefios remanentes y sin conectividad entre ellos. Esta especie se encuentra en la
categoria A (amenazada) dentro de la NOM-059-SEMARNAT-2010 (Norma Oficial
Mexicana), mientras que en la lista roja de especies amenazadas de la IUCN por sus
siglas en inglés (Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza) se
encuentra en la categoria EN (en peligro) (Gonzalez-Espinoza 1998; Rico et al. 2008).
A lo anterior le sumamos que es una especie nativa de México, y forma parte de la
composicion floristica del bosque tropical caducifolio el cual se ha visto reducido hasta
un 4% de su distribucion original, haciéndola una especie idonea para fines de
conservacion y restauracion (Rzendowski 2006; Arce et al 2008; Rezendowski &
Rezendowski 2013). Es importante conocer mas sobre la biologia de esta especie, ya
gue en un ensayo de restauracion hecho por Encino-Ruiz y colaboradores en el 2013
utilizo tres especies arboreas entre ellas A. occidentalis, en este estudio se demostro

gue esta especie tiene una baja supervivencia (26%). Por lo anterior, el desarrollo de



estrategias para incrementar la supervivencia y el establecimiento de esta especie
como resultado de la interaccion con microorganismos y/o nanoparticulas puede ser

crucial para el éxito en el establecimiento de A. occidentalis en campo.

Este trabajo tiene como finalidad conocer la viabilidad de germinacion en las
semillas de A. occidentalis en condiciones de almacenamiento y como esta se va
reduciendo con el paso del tiempo (afios). Ademas, ver la respuesta de plantas de esta
especie al ser sometidas a estrés hidrico cuando son inoculadas dualmente con dos
hongos micorricicos Pisolithus tinctorius (ectomicorriza) y Rhizophagus intraradices
(endomicorriza) y / o nanoparticulas. Con el propésito de identificar una estrategia
ecofisiolégica que tenga un efecto positivo en la supervivencia y / o crecimiento de A.
occidentalis (especie en la Nom-059) en sitios degradados ante la problematica de

perdida de ecosistemas y cambio climatico.



lI. Hipdbtesis

Las semillas pierden su viabilidad germinativa después de estar almacenadas
durante largos periodos de tiempo. Por lo que se espera que los lotes de semillas de
colectas recientes tendran un mayor porcentaje de germinacion que los de colectas de
afios anteriores. Por otro lado, se ha reportado que la inoculacion de plantulas con
micorrizas tiene un efecto positivo en la supervivenciay el crecimiento. En este sentido,
Albizia occidentalis puede obtener una mayor supervivencia y crecimiento en plantulas
inoculadas con hongos micorricicos y nanotubos de carbono en condiciones de estrés

hidrico.
lll.  Objetivos

a. Objetivo general

Conocer la viabilidad de las semillas de Albizia occidentalis a través del tiempo,
asi como la supervivencia y crecimiento en plantas inoculadas dualmente con los
hongos micorricicos Pisolithus tinctorius (ectomicorriza) y Rhizophagus irregularis

(endomicorriza) y/o nanoparticulas en condiciones de estrés hidrico.
b. Objetivos particulares

e Evaluar la velocidad y porcentaje de germinacion de semillas de A.
occidentalis a través del tiempo.

e Determinar la supervivencia y crecimiento de plantulas de A. occidentalis
utilizando la inoculacion dual de los hongos micorricicos Pisolithus tinctorius
(ectomicorriza) y Rhizophagus irregularis (endomicorriza) en condiciones de estrés
hidrico.

e Determinar la supervivencia y crecimiento de plantulas de A. occidentalis

en presencia de nanoparticulas.



e Identificar la estrategia ecofisiologica que tenga efecto en la
supervivencia y el crecimiento de A. occidentalis para la restauracion ecoldgica de

sitios degradados ante condiciones de cambio climatico.
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Capitulo I.- Viabilidad de semillas de Albizia occidentalis

a traveés del tiempo en condiciones de almacenamiento

Resumen

La conservacion ex situ de especies de plantas silvestres requiere de los bancos
de semillas encargados en la conservacion del germoplasma. Los cuales requieren de
la informacion sobre la germinacion y el tiempo en el que las especies pueden
mantener la viabilidad germinativa. Con el deterioro en el medio ambiente ha
aumentado la necesidad de generar este tipo de informacion para aquellas especies
amenazadas y dentro de categorias de riesgo por el deterioro ambiental como A.
occidentalis. Se comparé la germinacion de cinco lotes de colecta de semillas con
diferentes afios de almacenamiento: 2009 (10 afos), 2011 (Ocho afios), 2014 (Cinco
afos) y 2019 (Colecta reciente). El lote colectado en el 2014 es el Unico que no fue
almacenado en las condiciones de temperatura y humedad requeridas. Por cada lote
se prepararon ocho cajas de Petri; con 50 semillas cada una. Se depositaron en
camara de crecimiento a 25°C y a 12 hrs luz/obscuridad. La germinacion se monitore6
cada tercer dia durante 300 dias. Los resultados obtenidos demostraron que esta
especie comienza a perder su viabilidad germinativa después de los 10 afios de
almacenamiento, con un declive del 40% a los 50 dias y 30% a los 300 dias. Las
semillas que no fueron almacenadas adecuadamente tuvieron una pérdida mayor al
50%. Mientras que las de colecta reciente y con ocho afios de almacenamiento
registraron germinacion mayor al 90%. Los analisis estadisticos ANOVA, GLM y de
supervivencia mostraron diferencias estadisticamente significativas de P<0.05 entre
los grupos de semillas; complementado con la prueba de Tukey en la que se
diferenciaron por grupos. Ademas, se encontré que esta especie entra en un estado
de latencia a partir de los ocho afios de almacenamiento, con una respuesta mas lenta
en su germinacion. Concluyendo que las semillas de A. occidentalis pueden ser
almacenadas durante 10 afios en condiciones de 4°C y humedad controlada,
conservando mas del 50% de su viabilidad. Lo que hace a esta especie ideal para
almacenar durante periodos largos de tiempo en bancos de germoplasma.

Palabras clave: Germinacién, tiempo de almacenamiento, condiciones de
almacenamiento, especie nativa, restauracion.
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Abstract

Ex-situ conservation of wild plant species requires seed banks in charge of
germplasm conservation. These require information on germination and the time in
which the species can maintain germination viability. The environmental deterioration
supports the need to generate this kind of information, it has increased for threatened
species and under risk categories due to environmental deterioration such as A.
occidentalis. This experiment compared the germination of five seed batches with
different storage years: 2009 (10 years), 2011 (eight years), 2014 (five years), and 2019
(Resent collection). The batch collected in 2014 is the only one that was not stored in
the required temperature and humidity conditions (0-5°C y 4-8%). For each batch were
prepared eight Petri dishes with 50 seed each one. They were placed in a growth
chamber at 25°C and 12 hrs light/dark. The germination was monitored every third day
for 300 days. The results obtained showed that this species begins to lose its
germination viability after 10 years of storage, it declines of 40% to 30% at 50 and 300
days respectively. The seeds that were not stored properly have a loss greater than
50%. While those of recent collection and with eight years of storage registered
germination greater than 90%. The statistical analyzes of ANOVA, GLM, and survival
showed significant differences of P<0.05 between the seed groups, complemented with
Tukey test they were differentiated by groups. Also, it was found that this species enters
in a dormancy state after eight years of storage, with a slower response in its
germination. Concluding that the seeds of A. occidentalis can be stored for 10 years in
conditions of 4°C and controlled humidity, conserving more than 50% of their viability.
That makes this species ideal for long-term storage in germplasm banks.

Key words: Germination, storage time, storage conditions, native species, restoration.
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Introduccion

La semilla es conocida como el 6rgano de establecimiento de las plantas
vasculares, cuando esta alcanza su estado de madurez, al encontrar las condiciones
ambientales adecuadas (temperatura y humedad) da inicio al proceso de germinacion,
el cual da origen a un nuevo individuo (planta) (Baskin y Baskin 1998;Matilla 2008;
Doria 2010).

Al hablar sobre la viabilidad de las semillas, se refiere al periodo de tiempo en el
que las semillas mantienen su capacidad germinativa (Matilla 2008), esta puede
disminuir con el paso del tiempo y las condiciones de almacenamiento en las que se
encuentran (Forte et al. 2017). Por ejemplo, se ha documentado que, algunas especies
de la Familia Fabaceae poseen un tiempo largo de viabilidad, debido a que la mayoria
de las especies de esta familia presentan semillas con testas duras e impermeables,
sin embargo, hay otras especies que su cubierta es mas delgada y permeable (Doria
2010; Gonzalez-Salvatierra et al. 2013) como la de A. occidentalis. El tiempo de
viabilidad en las semillas esta relacionado con la tolerancia que tiene la semilla a la
desecacion y en base a esto existe una clasificacién: semillas recalcitrantes (se
mantienen viables durante un tiempo corto) y ortodoxas (se mantienen viables durante
un tiempo largo). Después de cierto tiempo de almacén las semillas pueden entrar en
un estado de latencia, el cual impide la germinacion de estas a pesar de que la semilla
se encuentre en condiciones optimas para su germinacion y el embrion adn sano. De
acuerdo a Baskin y Baskin 2004 la latencia se puede clasificar de acuerdo a la
fisiologia, caracteristicas fisicas y morfolégicas de la semilla, Sin embargo, el estado
de latencia a la hora de hacer pruebas de germinacién en semillas almacenadas en
periodos largos de tiempo, puede presentar una baja en el porcentaje de germinacion
total de un lote (Godefroid et al. 2010).

Para que el periodo de viabilidad se prolongue en condiciones de
almacenamiento. Las semillas deben de encontrarse bajo condiciones de temperatura
y humedad controladas, de acuerdo con Doria 2010 las semillas deben contenerse en

refrigeradores con temperatura constante de 4°C aproximadamente.
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Los bancos de semillas son una alternativa para la conservacion de especies
de plantas en riesgo de forma ex-situ, esto con fines de restauracion de ecosistemas
a los que pertenecen que han sido degradados, ya que juegan un papel clave para el
funcionamiento del mismo (Merrit et al 2011). Lo cual hace necesario el conocimiento
de las caracteristicas germinativas de las plantas, ya que esta informacion puede
promover el entendimiento de las estrategias fisiolégicas y de adaptacion de estas
(Baskin y Baskin 1998). Se han realizado trabajos en los que se ha demostrado que
las semillas disminuyen su viabilidad con el paso de tiempo, incluso si estas se
encuentran en condiciones controladas de temperatura y humedad. Sin embargo, el
periodo de tiempo va a variar segun la especie; este conocimiento es de suma
importancia ya que en los bancos se semillas se debe tener control sobre las semillas
almacenadas y que puedan ser utilizadas para fines de conservacion (Doria 2010;
Forte et al. 2017).

Es poca o practicamente nula la informacion que existe sobre la viabilidad de
las semillas de A. occidentalis, ya que no hay datos sobre el tiempo en el que estas
pueden mantener su viabilidad en condiciones controladas y de almacenamiento en
bancos de semillas. Lo que se ha visto sobre esta especie es que sus semillas son
diferentes a las de la mayoria de las leguminosas, ya que tiene una testa mas
permeable y menos dura; lo que la hace mas vulnerable a perder su viabilidad en un
periodo de tiempo cortd, aunque de acuerdo a Arce y colaboradores en el 2008
reportan que las semillas de A. occidentalis son del tipo ortodoxo y se pueden
mantener viables durante periodos de tiempo largos a temperatura ambiente. Lo que
lleva al objetivo de este capitulo generar conocimiento sobre del tiempo en el que las
semillas de A. occidentalis pueden mantener su viabilidad en condiciones de
almacenamiento a través del tiempo, con fines de almacén en bancos de

germoplasma.
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Materiales y Métodos

Colecta de semillas

La colecta fue en el Municipio de Copandaro Michoacan, ubicado cerca de una
poblacion grande de individuos silvestres y de la rivera del Lago de Cuitzeo el 18 de
Diciembre del 2018.

Las vainas fueron colectadas con la ayuda de una garrocha (Figura 1A) y se
transportaron en tela de algoddn para evitar humedad (Figura 1B). Posteriormente, se
llevé a cabo la extraccion de semillas de la vaina de manera manual (Figura 1C) y la
limpieza de: basura, semillas depredadas y con infeccion fungica (Figura 1D).
Finalmente se almacenaron en recipientes previamente etiquetados en un banco de

germoplasma a una temperatura de 4°C.

/
£

Figura 1. Colecta y limpieza de semillas. A) Ejemplar de A. occidentalis durante la colecta de semilla; B) Vainas
colectadas en una de las bolsas de transporte; C) Extraccién de semillas de las vainas; D) Limpieza de semillas.
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Experimento de germinacion

Para comparacion de lotes de semillas de A. occidentalis almacenadas con
distintos afios de antigiiedad, se utilizaron semillas almacenadas dentro del banco de
germoplasma del Laboratorio de Restauracion Ambiental de la Universidad Auténoma
de México (UNAM) campus Morelia. Finalmente se seleccionaron cuatro fechas de
colecta de los afos: 2009, 2011, 2014 y 2018-2019 (medio silvestre; semi-urbano y
totalmente Urbano). Por cada lote de afio de colecta se hicieron ocho réplicas en cajas
de Petri con 50 semillas cada uno, cubriendo lo sugerido por el ISTA y Baskin y Baskin
(1998), las semillas fueron distribuidas en la caja de la manera mas uniforme posible
(Figura 2). En cada réplica se utilizé una gasa como sustrato humedecida con 2 ml de
solucion con captan (2g/l), para disminuir el riesgo de contaminacion fungica y
etiquetadas con el afio de colecta. Posteriormente, las réplicas fueron colocadas en
camara de crecimiento, programada con 12 horas de luz y 12 horas oscuridad con
temperatura constante de 25°C.

Una vez montado el experimento, se registré la germinacion acumulada cada
tercer dia hasta llegar al 100% de germinacion, que las semillas dejaran de germinar
y/o comenzaran a descomponerse (Figura 3). Se adicion6 agua destilada a las cajas
Petri secas o con poca humedad. Durante el experimento, se extrajeron las semillas

germinadas y se registro el porcentaje de semillas con invasion por hongos.
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Figura 2. Montaje de experimento y monitoreo de germinacion. A) Materiales utilizados para la preparacion de
réplicas; B) Acomodo de semillas en la caja de Petri; C) Réplicas depositadas en camara de crecimiento; D) Réplica
con semillas germinadas.

Analisis de datos

Los datos de germinacién fueron analizados mediante un analisis de
supervivencia, un Modelo Linear Generalizado (GLM) y un ANOVA para encontrar la
diferencia germinativa entre los lotes de semillas. En el caso del ANOVA se tomaron
dos tiempos a los 50 y 300 dias en camara de crecimiento. Como un comparativo de
la velocidad de germinacion. Los andlisis se realizaron con los programas estadisticos

R, JMP Version 8 y S-Plus 2000 con ayuda de Excel para la captura de datos.
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Resultados

Los resultados obtenidos demostraron que los lotes de semillas de A.
occidentalis comienzan a perder la viabilidad a partir de los 10 afios de
almacenamiento (Figura 4), esto si excluimos el lote de semillas de afio 2014, que fue
un caso especial debido a que este lote no llego al 50% de germinacién (Tabla 1) y
esto fue a causa de que no estuvo almacenado en condiciones controladas de
temperatura (4°C); teniendo como consecuencia la disminucién temprana de la
viabilidad de las semillas (Figura 3B). Sin embargo, los demés lotes que fueron
almacenados en condiciones adecuadas para la conservacion de la semilla
demostraron que la viabilidad se mantiene hasta los ocho afios de almacenamiento.
Es importante destacar que en el caso del lote con 10 afios de almacenamiento registro
la pérdida de viabilidad pero también las semillas mostraron un estado de latencia en
el que después de un afio de monitoreo estas siguieron germinando de manera
esporadica (Tabla 1).

Tabla 1. Resumen de la germinacion obtenida por lote de semillas.

Lote Afios de Total Porcentaje Porcentaje Porcentaje Ultima
Afno de almacén semillas Germinacion| Germinacion Invasion germinacién
colecta germinadas dia 50 dia 300 fungica (Dia)

2009 10 278 58.25% 69.5% 3.5% 279

2011 8 394 87.75% 98.5% 1.5% 72

2014 5 169 42.25% 42.25% 75% 21

2019 0 377 93.5% 94.25% 29.25% 207

La velocidad de germinacion de esta especie se pudo observar con la respuesta
rapida del lote de colecta reciente, teniendo como una referencia a los 50 dias de
incubacion, estas ya estaban cerca de su numero maximo de germinacion (Figura 5);
incluso desde los primeros 20 dias. Los lotes de colecta 2009 y 2011 presentaron un
tipo de latencia en sus semillas, ya que estas tuvieron una velocidad de germinacién
mas lenta (Figura 4). Sin embargo, las semillas del 2011 a pesar de presentar al inicio
latencia y su respuesta fue un poco mas lenta tuvo un porcentaje alto del 98.5% incluso

mayor que del lote de colecta reciente (Tabla 1).
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Figura 3. Réplicas del experimento representadas en distintas etapas. A) Conjunto de todas las réplicas con
semillas germinadas; B) Semillas del lote del 2014 en proceso de descomposicion e invasion fungica; C) Réplica
con alta germinacion.

Los andlisis estadisticos demostraron que si hubo una diferencia significativa
entre los diferentes afios de colecta. El analisis de riesgos de Cox (analisis de
supervivencia) aplicado a la germinacion arrojo o un valor de significancia de x?=
900.4643 y P<0.0001 a los 50 dias y a los 300 dias x?= 807.1777 y P<0.0001 al igual
en el modelo linear generalizado (P<0.001). Mediante el andlisis de ANOVA se
obtuvieron valores con diferencias significativas de P<0.05 tanto a los 50 como a los
300 dias (50 Dias: F=55.758; P<0.0001; 300 Dias: F=114.0353; P<0.0001). En la
prueba de Tukey se pudieron representar tres grupos, los cuales fueron representados
con la letra “A” a los que tuvieron la mayor germinacién (2011 y 2019), “B” germinacién
media (2009) y “C” baja germinacién (2014) (Figura 5).
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Curvas de germinacion acumulada
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Figura 4. Comparacion del porcentaje de la germinacion acumulada por afio de colecta a los 50 y 300 dias en
camara de crecimiento.
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Discusion

La pérdida de viabilidad de las semillas con el paso del tiempo varia de acuerdo
a la especie. En el caso de las semillas de A. occidentalis se pudo determinar que bajo
condiciones adecuadas de temperatura (0-5°C) y humedad (4-8%), como Ilo
recomienda Doria 2010, esta especie puede conservar la viabilidad practicamente
intacta después de los ocho afios de almacenamiento. Mientras que después de los
diez afos se registra una pérdida entre el 30 y 40% dependiendo del tiempo dentro de

la cAmara de crecimiento.

Si comparamos el comportamiento del lote de semillas colectadas en el 2014
(cinco afos de almacenamiento) con los demas, a causa de no haber sido almacenado
en las condiciones recomendadas de temperatura y humedad, su viabilidad disminuyé
mas del 50%. En particular con este lote se puede visualizar el tiempo en el que las
semillas de esta especie se pueden conservar viables cuando son almacenadas en
condiciones de temperatura ambiente. Trabajos como en el de Orantes-Garcia et al.
2013, quienes al explorar como iba disminuyendo la viabilidad de las semillas de tres
especies de arboles nativos de la selva lacandona Cordia alliodora, Terminalia
amazonia y Bursera bipinnata en el lapso de un afio en condiciones de temperatura
ambiente practicamente la viabilidad se redujo bastante conservando del 14% a un
35% dependiendo de la especie. Asi mismo Forte et al. 2017, reporta que las
condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente, influyo en la reduccién del
tiempo de viabilidad en las semillas de diferentes especies y familias que fueron
testeadas. Lo que da la pauta a la importancia de las condiciones de temperatura y
humedad controladas, lo cual contribuye a la conservacion de las semillas viables por

periodos de tiempo mas largos.

Es importante destacar que las semillas de esta especie mostraron un estado
de latencia o dormicion en los lotes de ocho y diez afios de almacenamiento, al tener
una respuesta de germinacion mas lenta en comparacion con el de colecta reciente y
una prolongacién en el tiempo de germinacion (hasta 300 dias). El estado de latencia

o dormicion se ha presentado en otras especies en condiciones de almacenamiento,
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como en el estudio de Goefroid et al. 2010 al probar la germinacion de varias especies
de plantas pertenecientes a diferentes familias dentro de bancos de semillas y
compararon la viabilidad germinativa entre lotes de semillas colectadas en diferentes
afos, encontraron que parte de la baja germinacion que presentaron los lotes con mas
tiempo de almacenamiento de debia a que las semillas entraban en un grado de
latencia arrojando un porcentaje de germinacion mas bajo. Por otra parte, Galindez et
al. 2010 exploraron formas de romper este estado por medio de tratamientos pre-
germinativos en dos especies: Collaea argentina (Fabaceae) y Abutilon pauciflorum
(Malvaceae), destacando la importancia de conocer este tipo de técnicas para romper
este estado y maximizar la tasa de germinacion de semillas con un grado de

antigiiedad.

La capacidad germinativa de A. occidentalis muestra un comportamiento
eficiente, ya que no requiere de un tratamiento pre-germinativo y presenta germinacion
a partir del dia 3 de incubacion en la camara de crecimiento. Ademas, una velocidad
relativamente alta a comparacion de otras especies de Leguminosas; las cuales para
poder germinar requieren de tratamientos y llegan a presentar la primera germinacion
en periodos de tiempo mas largos. Trabajos como el de Vargas et al. 2003; Walters et
al. 2005; Probert et al. 2009; Galindez et al. 2010 y Goefroid et al. 2010 documentan
el éxito de germinacion de esta familia, asi como la viabilidad por especie. Al ser una
de las familias mas diversas de plantas y con ello al distribuirse en diferentes tipos de
ecosistemas, existe una variabilidad en la capacidad de conservar la viabilidad de las

semillas a nivel Familia.

Se ha sugerido en trabajos como el de Walters et al. 2005 que la viabilidad de
las semillas esté influenciada por el area geografica de distribucién. Complementando
la idea anterior en el trabajo de Probert et al. 2009 retoma parte de esta idea al
proponer que el clima en el que crece la especie puede definir la longevidad de las
semillas. Estimando que las especies de plantas que tienen una distribucion en zonas
con climas mas secos y calidos tienden a mantener su viabilidad germinativa por

periodos de tiempo mas largos, ya que al pertenecer en condiciones climaticas
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estacionales estas quedan latentes en la espera de las condiciones adecuadas para
la germinacion en comparacion con especies distribuidas en zonas templadas y
hamedas las cuales pueden encontrar las condiciones adecuadas con mayor
frecuencia. En el caso de A. occidentalis podria entrar en esta teoria ya que esta
especie tiende a distribuirse en climas mas calidos como en el bosque tropical
caducifolio 0 en vegetacion secundaria derivada de los bosques tropicales perennes
(Rzendowski 2006; Arce 2008) y la longevidad de las semillas es prolongada. Esto
podria tener un respaldo de acuerdo a la tolerancia a la desecacion de la semilla,
viéndose la humedad de esta reducida el embridon no se ve afectado sobre todo en
semillas de tipo ortodoxas, en cambio para las recalcitrantes son mas susceptibles a
la desecacion (Doria 2010; Jayasuriya et al. 2012).

Finalmente, la generacién de informaciébn con respecto a la germinacion
(tratamientos pre-germinativos) y la viabilidad de semillas, es una herramienta
fundamental para los programas de restauracion ecoldgica (Merrit y Dixon 2011). Ante
la crisis en el medio ambiente, perdida acelerada de los recursos naturales y la
necesidad de conservar a las especies de plantas. Los bancos de germoplasma
enfocados para la conservacion de especies en riesgo, requieren de este tipo de
informacion para un mejor manejo de las especies (Galindez et al. 2010; Goefroid et
al. 2010; Gonzalez-Salvatierra et al. 2013). Sobre todo para la conservacion y

produccion de plantas para reintroduccion en el medio silvestre.
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Conclusiones

La viabilidad de las semillas de A. occidentalis con el paso del tiempo se llega
a mantener hasta ocho afios, teniendo porcentajes de germinacion por encima del
90%. Lo anterior siempre y cuando estas sean almacenadas en condiciones de
temperatura a 4°C. De lo contrario después de los cinco afios se pierde méas del 50 %
y la semilla presenta a los pocos dias de incubacién un estado de descomposicion

acelerado.

Teniendo en cuenta lo anterior, las semillas de esta especie se pueden clasificar
como de tipo ortodoxas, informacién importante dentro de los bancos de semillas con

fines de conservacion de especies.

Los resultados obtenidos demuestran que A. occidentalis presenta potencial
para ser utilizada en programas de restauracion ecolégica, al no requerir tratamientos
pre-germinativos y presentar alta germinacion facilita su manejo. Ademas, de que
puede conservarse en bancos de germoplasma durante periodos de tiempo largos.
Afadiendo que al tener una respuesta rapida para germinar esta es facil de propagar,

caracteristica que se recomienda para produccion de plantas con este fin.
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Capitulo Il.- Supervivencia de Albizia occidentalis como
factor de tolerancia al estrés hidrico con inoculacién de

hongos micorricicos y nanoparticulas de carbono

Resumen

El cambio climatico y la degradacion de ecosistemas, han vuelto crucial la
necesidad de encontrar estrategias que puedan asegurar el establecimiento de
especies en riesgo y con potencial para restauracion ecoldgica. Se realizé un
experimento en vivero con plantas de A. occidentalis. Se conformaron 24 tratamientos.
La mitad fue sometida a un riego control (cada tres dias) y la otra mitad a estrés hidrico
(cada siete dias). En cada grupo de riego se inocularon los hongos P. tinctorius y R.
intraradices (inoculacion individual y dual) y un control (ausencia de micorrizas).
Posteriormente, se adiciono una concentracion de nanotubos de carbono (NTC): (0;
20 y 40pg/mL). Las plantas fueron sometidas a estrés hidrico durante cinco meses en
los que se tomaron variables de crecimiento aéreo (altura, diametro a la altura de la
base y cobertura). Al finalizar el experimento, se hizo la cosecha de cinco plantas por
tratamiento; la raiz fue separada y lavada para ser escaneada. La biomasa se evalu6
por método destructivo, tomando el peso fresco y seco de la parte aérea y radical. Los
resultados demostraron que en las variables de crecimiento si hubo efecto entre
tratamientos, como la diminucién del crecimiento de plantas estresadas. Las variables
de altura y cobertura mediante un andlisis factorial se presentaron valores significativos
de acuerdo al tipo de riego (P<0.005), el ANOVA presento en la altura y cobertura
(P=0.0002 y P<0.0001). En la parte radical el analisis factorial hubo variables que
mostraron valores de significancia de acuerdo a la micorriza, respaldado con el
ANOVA (P<0.05). Los tratamientos inoculados con P. tinctorius en concentracion de 0
pug/mLy 20 pg/mL de NTC, destacaron en crecimiento aéreo. Mientras, que en la parte
radical fue el de R. intraradices con 40 pg/mL NTC. La biomasa seca de la parte aérea
y radical fue mayor en los tratamientos inoculados con los hongos micorricicos.
Finalmente, el comportamiento de A. occidentalis en este experimento. Abre un
panorama sobre los tratamientos que podrian favorecer el establecimiento de esta
especie en campo.

Palabras clave: Interaccion, tratamiento, especie nativa, estrategia de restauracion,
sequia.
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Abstract

Climate change and the degradation of ecosystems have made crucial the need
to find strategies that can ensure the establishment of threatened species and with
potential for ecological restoration. This experiment was carried out in a nursery with
Albizia occidentalis plants. 24 treatments were conformed, the half was subjected to
irrigation control (every three days) and the other half to water stress (every seven
days). In each irrigation group was a control (absence of mycorrhizae) and the fungi
Pisolithus tinctorius and Rhizophagus intraradices were inoculated (individual and
dual). Subsequently, a concentration of carbon nanotubes (CNT) was added (0, 20 and
40 ug/mL). The plants were subjected to water stress for five months in which air grow
variables were taken (height, diameter at the height of the base and coverage). At the
end of the experiment, five plants were harvested per treatment; the root was separated
and washed to be scanned. The biomass was evaluated by the destructive method,
taking the fresh and dry weight of the aerial and root part. The height and coverage
variables through a factorial analysis showed significant values according to the type
of irrigation (P<0.005), the ANOVA presented significance values in the height and
coverage too (P=0.0002 and P<0.0001). While in the radical part, factorial analysis
there were variables that showed significance values according to the mycorrhiza,
supported by the ANOVA (P<0.05). The treatments inoculated with P. tinctorius without
CNT concentration and 20 pg/mL, stood pout in aerial growth. Meanwhile, in the root
part, it was R. intraradices with CNT concentration of 40 pg/mL. The dry biomass of the
aerial and root part was higher in the treatments inoculated with mycorrhizal fungi.
Finally, the behavior of A. occidentalis in this experiment. Opens an overview of the
treatments that could favor the establishment of this species in the field.

Key words: Interaction, treatment, native species, restoration strategie, drought.
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Introduccion

El estrés hidrico también conocido como estrés por sequia, es un estado en el
que las plantas al enfrentarse a altas temperaturas ambientales y con ello a la baja
humedad del suelo, se ven directamente afectadas en su desarrollo morfolégico
(crecimiento aéreo y radicular; perdida de hojas; falta de follaje) y fisioldgico (capacidad
fotosintética). Ademas, al tener una baja tolerancia a este tipo condiciones la
supervivencia disminuye (Shao et al. 2008; Luna-Flores et al. 2012). Se han realizado
diversos estudios sobre como el estrés hidrico puede afectar el crecimiento de las
plantas al ser sometidas a niveles sequia. En los cuales, se ha visto la disminucion del
crecimiento de las plantas sometidas a estrés, en variables morfolégicas tanto en la
parte aérea como radical; sumado a lo anterior incluso la biomasa se reporta con
valores bajos en plantas sometidas a estrés hidrico (Prieto et al. 2004; Shao et al.
2008; Luna-Flores et al. 2012; Gbmez-Romero et al. 2015).

Se ha documentado sobre la limitante que puede ser el estrés hidrico para el
establecimiento de las plantas utilizadas en reforestaciones, sobre todo en sitios
desprovistos de vegetacion (North et al. 2017). Sin embargo, las plantas llegan a tener
un mejor establecimiento cuando estas son inoculadas con hongos micorricicos.
(Baez-Pérez et al. 2015; Gomez- Romero et al. 2015; Neunkamp et al. 2017).

Al hablar de hongos micorricicos hay que tener en cuenta que las plantas tienen
diversas interacciones con microorganismos (bacterias y hongos del suelo), incluso se
ha propuesto que evolutivamente han co-evolucionado asegurando la supervivencia
mutua (Goltapeh et al. 2008). Los hongos micorricicos hacen una relacion simbidtica
con las plantas, asociandose a las raices ya sea de manera externa (ectomicorrizas)
o interna (endomicorrizas). (Hoeksema et al. 2010; Neunkamp et al. 2017). De acuerdo
con la revision bibliografica de Wu y Zou en el 2017, mas del 80% de las plantas
dependen de esta relacion para sobrevivir, sobre todo en edades tempranas. Las
micorrizas proveen varios beneficios a las plantas como la tolerancia a patégenos,
fijacion de nutrientes (Fosforo, Potasio y Nitrdgeno), mejor nutricion, tolerancia a la

sequia, un mejor desarrollo morfolégico (incremento de biomasa), y un mejor
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funcionamiento fisioldgico de la planta (fotosintesis) (Garcia y Zimmerman 2014;
Neukamp et al. 2018). Dados los beneficios que proporcionan las micorrizas, se han
hecho diferentes estudios que abordan como las plantas pueden cambiar tanto en su
desarrollo morfolégico como fisioldgico. Poniendo incluso a prueba la tolerancia a
condiciones de sequia, sobre todo en especies con potencial para restauracion
ecologica (Gémez-Romero et al. 2013; Gomez-Romero et al. 2015; Neukamp et al.
2018). Lo anterior, se debe a que los hongos micorricicos, pueden incluso desarrollar
estrategias para evitar los dafios que factores abiéticos como la sequia, salinidad del
suelo y la contaminacion; factores que pueden causar estrés y limitaciones en la

colonizacion de las raices de las plantas (Lenoir et al. 2016).

Uno de los hongos micorricicos mas utilizados en estudios sobre la interaccion
planta-micorriza es Pisolithus tinctorius, este hongo ectomicorricico tiene la ventaja de
ser una especie cosmopolita y tiene un éxito de asociacion alto con diversas especies
(Garcia-Rodriguez et al. 2006; Gémez-Romero et al. 2013; Gomez-Romero et al.
2015). De igual forma, el hongo endomicorricico Rhizophagus intraradices al igual que
P. tinctorius tiene un efecto positivo al asociarse con distintas especies de plantas, esta
especie de micorriza ha sido utilizada principalmente con fines agricolas que en
plantas forestales. Aln asi, se ha documentado que R. intraradices tiende a tolerar las
condiciones de sequia y promueve la tolerancia al estrés hidrico en plantas. (Lenoir et
al. 2016) El uso de ambos hongos en diferentes investigaciones han demostrado que
ayudan a las plantas a desarrollar una mejor tolerancia al estrés hidrico, asi también
fomentan los cambios tanto fisiolégicos como morfolégicos p.ej: el aumento de pelos
radicales y mayor capacidad fotosintética (Shao et al. 2008; Goméz-Romero et al.
2013; Li et al. 2014; Goméz-Romero et al. 2015; Wu y Zou 2017).

Por otra parte, el uso de materiales nanotecnoldgicos en plantas ha tenido un
auge relativamente reciente, su aplicacion en plantas ha sido enfocada mas hacia fines
agricolas. Se ha documentado que las nanoparticulas al ser afiadidas en los cultivos:
pueden promover la germinacion y el crecimiento de las plantas. Su uso también ha

demostrado un cambio fisiolégico en las plantas, el cual se refleja en el aumento en la
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produccion de estas (Servin y White 2015; Lira et al. 2018). A pesar de los beneficios
del uso de nanoparticulas en plantas existe un debate sobre qué tan benéficas pueden
ser, ya que representan un panorama de posible toxicidad tanto para las plantas como
para los ecosistemas (Ruffini y Cremonini 2009; Medina et al. 2025; Tripathi et al.
2017). Sin embargo, esto se enfoca sobre todo en aquellas de origen sintético e
inorganico, teniendo en cuenta que el tipo de nanoparticulas utilizadas en el area
agricola son mayormente de elementos inorganicos (6xido de zinc, derivados de plata,
oro, etc.) (Khan et al. 2019). Dando una pauta e interés en aquellas derivadas del
carbono y de origen natural presentes en la naturaleza. Evidencia de ello lo reporta
Lara Romero y colaboradores en el 2017 sobre la existencia de nanoparticulas
(nanotubos de carbono), originados a partir de las altas temperaturas que pueden
generar los incendios forestales. Hecho que podria facilitar el uso de nano materiales
de origen natural para el mejoramiento de plantas forestales, sin tener que afadir
componentes como fertilizantes de origen quimico e inorganico que puedan afectar a
los ecosistemas. El uso de este tipo de materiales para programas de restauracion es

nuevo y poco estudiado.

La busqueda de estrategias enfocadas a fortalecer plantas con fines de
restauracion es crucial. Con ello el objetivo del capitulo es encontrar una respuesta
ecofisiolégica de A. occidentalis al ser sometida a niveles de estrés hidrico y como esta
puede ser favorecida al ser inoculada con hongos micorricicos como P. tinctorius, R.
intraradices o una inoculacion dual de ambos hongos, asi como la implementacion de
nanoparticulas podrian ayudar a fomentar tanto la supervivencia y el crecimiento de

plantas en edades tempranas.
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Materiales y Métodos

Montaje de experimento

Para realizar el montaje del experimento previamente se hizo la preparacion del
material requerido de la siguiente manera: Los tubetes fueron lavados con cloro y
jabon, remojados durante 24 hrs. El sustrato fue preparado con una proporcion del
70% de fibra de coco y 30% agrolita; el cual fue esterilizado posteriormente de su
preparacion. Ademas, se hizo la preparacion del inoculo de P. tinctorius, en el que se
hizo una mezcla de esporas con turba micronizada: a 250 gr de turba se le afiadieron
cuatro gramos de esporas, esto porgque el inéculo adquirido contenia 250 millones de
esporas por gramo, asegurando 4 millones de esporas por gramo; posteriormente en
una bascula semianalitica se pesaron 0.5 gramos (2 millones de esporas) de la mezcla
y posteriormente depositado en bolsitas de plastico para agregar la misma cantidad a
cada planta (Figura 6).

Previamente a la siembra, las semillas fueron lavadas con cloro al 10%
(dejandolas un minuto) y enjuagadas con agua destilada. La semilla fue germinada en
contenedores rigidos de plastico con una capacidad de 350 cm? con el sustrato de

fibra de coco al 70% y agrolita al 30% (Figura 6).
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Figura 6. Preparacion del material para el experimento. A) In6culo ya pesado y separado en bolsa de plastico; B)
Lavado de tubetes; C) Preparacion de sustrato y llenado de tubetes y D) Colocacion de semillas para la germinacion
de plantas.

La inoculacion de hongos micorricicos se realizé al cumplir las plantas entre 21y
12 dias. Siendo inoculados de la siguiente manera: a cada planta se le descubrio
sustrato hasta encontrar las raices. P. tinctorius se afiadié en seco 0.5 gramos de la
mezcla preparada con turba micronizada con dos millones de esporas; mientras, que
R. intraradices como era en liquido se afiadié un mililitro con la ayuda de una jeringa,
el cual proporciono 100 propagulos por mililitro. Los tratamientos se identificaron por
el tipo de micorriza que se adiciono: control (micorriza ausente); ectomicorriza (P.
tinctorius); endomicorriza (R. intraradices); inoculacion dual (P. tinctorius y R.
intraradices).

Los nanotubos de carbono fueron adicionados tres semanas después de la
inoculacioén de los hongos micorricicos, con el fin de dar tiempo al hongo y a la planta
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de realizar la interaccion. Los tratamientos de hongos micorricicos fueron subdivididos
en tres grupos de acuerdo a la concentracion de nanotubos: ausencia (Opg/mL),
concentracion media (20ug/mL) y concentracion alta (40ug/mL). La inoculacion se
realiz6 con una jeringa adicionando a la planta tres mililitros de la sustancia con
nanotubos de carbono sin necesidad de escarbar el sustrato. Ademas, para asegurar
la presencia de los nanotubos mensualmente las plantas fueron re-inoculadas con la

concentracion requerida por tratamiento.

Figura 7. Inoculacién de hongos micorricicos. A) Phisolitus tinctorius B) Rhizophagus intraradices.

Las plantas fueron aleatorizadas y se rotaron de lugar cada dos semanas para
contrarrestar efectos de diferencia de luz, humedad relativa y temperatura que se
encuentren en el sitio del experimento.
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El estrés hidrico se evalu6 mediante un gradiente de riego cada 3 (capacidad de
campo) y 7 dias (estrés medio). El disefio del experimento fue ortogonal con un
acomodo de bloques al azar con 24 tratamientos y 20 réplicas por cada uno (Tabla 4).

Tabla 2. Tratamientos de A. occidentalis en condiciones de vivero para evaluar el efecto de los hongos micorricicos
y nanoparticulas como factor de tolerancia al estrés hidrico.

Tratamientos de A. | Nivel de | Periodo | P.tinctorius | R.irregularis Nanotubos
occidentalis. estrés de riego (ug/mL)
1.- - 3 dias - - 0
2.- - 3 dias + - 0
3.- - 3 dias - + 0
4.- - 3 dias + + 0
5.- - 3 dias - - 20
6.- - 3 dias + - 20
7.- - 3 dias - + 20
8.- - 3 dias + + 20
9.- - 3 dias - - 40
10.- - 3 dias + - 40
11.- - 3 dias - + 40
12.- - 3 dias + + 40
13.- + 7 dias - - 0
14 .- + 7 dias + - 0
15.- + 7 dias - + 0
16.- + 7 dias + + 0
17.- + 7 dias - - 20
18.- + 7 dias + - 20
19.- + 7 dias - + 20
20.- + 7 dias + + 20
21.- + 7 dias - - 40
22.- + 7 dias + - 40
23.- + 7 dias - + 40
24 .- + 7 dias + + 40
Monitoreo

La supervivencia de las plantas una vez iniciado el experimento se evalué cada
tercer dia. Para evaluar el crecimiento de la planta se tomaron medidas de altura con
la ayuda de una regla de madera y el diametro a la altura de la base (DAB) con un
vernier electronico ambos mensualmente (Figura 8). Mientras que la cobertura fue

determinada mediante dos diametros con la formula de la elipse (rr;r,) (Figura 8), de
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forma bimestral. El experimento tuvo una duracion de cinco meses a partir de que las

plantas fueron sometidas a los niveles de estrés hidrico al que fueron designadas.

Figura 8. Toma de medidas de crecimiento de A. occidentalis. A) Altura, B) Diametro a la altura de la base y C)
Cobertura.

La evaluacion del crecimiento radicular se hizo al terminar el periodo de
experimentacién, se tomd una muestra al azar de cinco plantas por tratamiento. Cada
planta fue extraida del tubete para poder extraer la raiz del sustrato y ser limpiada
(Figura 9). El tallo y las hojas fueron separados de la raiz. Una vez que las raices
fueron limpiadas, estas fueron escaneadas (Figura 9) y con la ayuda del software
WinRhizo se evalué la arquitectura de raiz mediante las variables: longitud de raiz,
namero de ramificaciones, nimero de puntas, diametro de raiz, densidad y volumen

de raiz.
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La biomasa fue evaluada por método destructivo en la parte aérea y radical
consistiendo en la separacion de las hojas, corte de tallo y raiz para ser pesados con
una balanza semiandlitica en la que se tomo el peso fresco y seco (Figura 9). Para la
variable de peso seco las estructuras de la planta fueron depositadas en un horno para
ser secadas a una temperatura de 65°C durante 4-5 dias para eliminar en su totalidad
el agua (Figura 9).

Figura 9. Procedimiento para el andlisis de biomasa y arquitectura de raiz. A) Lavado de raiz; B) Escaneo de raiz;
C) Pesado.

Una vez obtenidos todos los datos de biomasa y arquitectura de raiz, se

Longitud de raiz

calcularon las variables de longitud de raiz especifica ( ) y de ratio

Peso seco de raiz

Peso seco de raiz
)

Peso seco aereo
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Analisis de datos

Al finalizar el experimento, todos los datos obtenidos se capturaron en bases de

datos de Excel para posteriormente ser sometidos a analisis estadisticos.

Los datos de crecimiento, biomasa y arquitectura de raiz, fueron analizados
mediante un analisis factorial, analisis de varianza (ANOVA) en el que se sometieron
los datos obtenidos por factores (estrés, micorriza y nanotubos) y para conocer los
grupos entre los tratamientos, se realiz0 una prueba de comparaciones multiples por
medio de Tukey, con ,la finalidad de desglosar por grupos aquellos tratamientos que
tuvieron un mayor y menor desempefio en el crecimiento por efecto de los hongos
micorricicos en los niveles de estrés planteados. Los analisis fueron realizados
mediante los programas estadisticos R, JMP Versién 8 y S-Plus 2000 con ayuda de

Excel para la captura de datos.
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Resultados

Supervivencia

La supervivencia de A. occidentalis en las plantas sometidas a estrés hidrico
durante cinco meses fue alta. Como se puede observar en la Tabla 3, la tasa de
supervivencia entre los tratamientos sometidos a estrés hidrico fue similar a la de los

tratamientos con el riego control.

Tabla 3. Porcentaje de supervivencia de plantas de A. occidentalis deacuerdo al tratamiento inoculado y el tipo de
riego al que fueron sometidas.

Tratamiento Control | Estrés
TO1. Sin micorriza [-] 90% 85%
TO2. P. tinctorius [-] 100% 100%
TO3. R. intraradices [-] 100% 100%
TO4. Inoculacién dual [-] 90% 100%
TO05. Sin micorriza [+] 90% 85%
TO6. P. tinctorius [+] 100% 90%
TO7. R. intraradices [+] 95% 100%
TO8. Inoculaciéon dual [+] 100% 95%
T09. Sin micorriza [++] 100% 85%
T10. P. tinctorius [++] 100% 90%
T11. R. intraradices [++] 100% 100%
T12. Inoculacién dual [++] 100% 90%

Crecimiento aéreo

Con respecto a las variables de crecimiento en la parte aérea de manera
general, se pudo observar que los tratamientos sometidos al riego de estrés tuvieron
un menor crecimiento en comparacién con los tratamientos de riego control. En el
analisis factorial presento diferencia estadisticamente significativa de entre el factor de
estrés en las variables de altura (P=0.004) y cobertura (P<0.001); de acuerdo al tipo
de micorriza inoculada y la concentracion de nanotubos de carbono no se encontraron
diferencias significativas entre si (P>0.05) (Tabla 4). Asi mismo la variable de diametro
a la altura de la base no presento diferencias significativas (P>0.05) en todos los

factores (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados del analisis factorial de las medidas aéreas de A. occidentalis en el quinto mes.

Altura
Factor G.L | S.C C.M VALORF | P
Estrés 1 935.55 935.55 8.38 0.004
P. tinctorius 1 122.65 122.65 1.10 0.30
R. intraradices | 1 277.27 277.27 2.48 0.12
Nanotubos 2 340.46 170.23 1.52 0.22
Residuos 462 | 51597.68 | 111.68
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DAB

Factor G.L | S.C C.M VALORF | P
Estrés 1 0.004 0.004 0.04 0.84
P. tinctorius 1 0.02 0.02 0.22 0.64
R. intraradices | 1 0.004 0.004 0.04 0.85
Nanotubos 2 0.08 0.04 0.40 0.67
Residuos 460 | 47.86 0.10

Cobertura
Factor G.L | S.C C.M VALORF | P
Estrés 1 9582.06 9582.06 | 114.82 <0.001
P. tinctorius 1 0.29 0.29 0.004 0.95
R. intraradices | 1 0.4 0.4 0.005 0.94
Nanotubos 2 223.38 111.69 1.34 0.26
Residuos 462 | 38555.35 | 83.45

Complementando lo anterior, el andlisis de varianza (ANOVA) (Tabla 7)
presenta valores significativos para la variable de altura (F= 2.14, P=0.004) y cobertura
(F= 7.30, P<0.0001). Los tratamientos inoculados con P. tinctorius sin y con una
concentracion media de nanotubos de carbono (Figura 10), tanto en el tratamiento de
riego control, como en el estresado, presentaron el mayor crecimiento en comparacion
con los demas tanto en la variable de altura como en la cobertura (Figura 10). En el
caso del DAB, al igual que con el andlisis factorial no presento diferencias significativas

(F=0.72, P=0.83), mostrando un patron de crecimiento similar entre tratamientos.
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Figura 10. Altura y cobertura de A. occidentalis. TO1, 05y 09 (Sin micorriza); T02, 06 y 10 (P. tinctorius); T03, 07 y
11 (R. intraradices) y T04, 08 y 12 (Inoculacién dual); C: Riego control; E: Riego estrés.
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Arquitectura de raiz

En el andlisis factorial se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(P<0.05) en diferentes variables (Tabla 6). Respecto al factor de estrés hidrico la
variable de diametro de raiz tuvo diferencias significativas. En los factores del tipo de
micorriza inoculada (P. tinctorius y R. intraradices) las variables que tuvieron valores
de significancia fueron: longitud de raiz, diametro de raiz, nimero de puntas y niumero
de ramificaciones. Para las nanoparticulas, las variables de longitud de raiz especifica
y nimero de ramificaciones presentaron valores significativos (P<0.001) (Tabla 5).
Mientras que r:s ratio, la densidad de raiz y el volumen de raiz no tuvieron diferencias
entre tratamientos (Tabla 5).

Tabla 5. Analisis factorial de la arquitectura de raiz de A. occidentalis.

Longitud de raiz

Factor G.L | S.C C.M VALORF | P
Estrés 1 1633.1 1633.07 0.20 0.65
P. tinctorius 1 50542.1 50542.11 6.26 0.01
R. intraradices 1 49036.9 49036.87 6.08 0.02
Nanoparticulas 1 13645.4 13645.41 1.69 0.20
Residuos 115 927949.5 8069.13

Longitud de raiz especifica
Factor G.L | S.C C.M VALORF | P
Estrés 1 4590675 4590675 | 0.30488 0.58
P. tinctorius 1 10817021 10817021 | 0.71838 0.3984
R. intraradices 1 20194997 20194997 | 1.34119 0.25
Nanoparticulas 1 | 1454636342 | 1454636342 | 96.6054 <0.001
Residuos 115 | 1731613146 15057506

R:S Ratio
Factor G.L | S.C C.M VALORF | P
Estrés 1 0.15 0.15 2.03 0.16
P. tinctorius 1 0.06 0.06 0.86 0.35
R. intraradices 1 0.19 0.19 2.60 0.11
Nanoparticulas 1 0.02 0.02 0.28 0.60
Residuos 115 8.59 0.07
Densidad
Factor G.L | S.C C.M VALORF | P
Estrés 1 0.0002 0.0002 0.01 0.91
P. tinctorius 1 0.03 0.03 2.67 0.10
R. intraradices 1 0.001 0.001 0.05 0.82
Nanoparticulas 1 0.0003 0.0003 0.03 0.87
Residuos 115 1.32 0.01
Diametro de raiz
Factor G.L | S.C C.M VALORF | P
Estrés 1 0.02 0.02 8.57 0.004
P. tinctorius 1 0.02 0.02 12.33 0.001
R. intraradices 1 0.03 0.03 15.41 0.0001
Nanoparticulas 1 0.0007 0.0007 0.41 0.5252
Residuos 115 0.20 0.002
Numero de puntas

Factor G.L | S.C C.M VALORF | P
Estrés 1 330 330 0.06 0.80
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P. tinctorius 1 71296.9 71296.9 13.49 0.0004
R. intraradices 1 111891.7 111891.7 21.17 | 0.00001
Nanoparticulas 1 9466.3 9466.3 1.79 0.18
Residuos 115 607804.2 5285.3

Ramificaciones
Factor G.L | S.C C.M VALORF | P
Estrés 1 11564 11564 0.25 0.62
P. tinctorius 1 18501 18500.8 0.40 0.53
R. intraradices 1 180216 180215.6 3.91 0.05
Nanoparticulas 1 153327 153327.2 3.33 0.07
Residuos 115 5297716 46067.1

Volumen de raiz
Factor G.L | S.C C.M VALORF | P
Estrés 1 0.06 0.06 1.69 0.20
P. tinctorius 1 0.06 0.06 1.55 0.22
R. intraradices 1 0.01 0.01 0.20 0.66
Nanoparticulas 1 0.003 0.003 0.07 0.79
Residuos 115 4.18 0.04

En el analisis ANOVA las variables de longitud de raiz, diAmetro de raiz, el
namero de puntas, ramificaciones y el volumen mostraron valores de significancia
(P<0.001) entre los tratamientos (Tabla 7). Entre los tratamientos que tuvieron el mayor
crecimiento radical fueron los tratamientos inoculados con R. intraradices en su
mayoria en la combinacién con la concentracion alta de nanotubos de carbono
(40pg/mL) (Figura 14), seguido de los tres tratamientos de inoculacién dual con las
tres concentraciones inoculadas de nanotubos de carbono, en la mayoria de las

variables analizadas de la arquitectura de raiz (Figuras 11, 12y 13).
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Figura 11. Longitud de raiz de A. occidentalis. TO1, 05y 09 (Sin micorriza); T02, 06 y 10 (P. tinctorius); T03, 07 y

11 (R. intraradices) y T04, 08 y 12 (Inoculacién dual); C: Riego control; E: Riego estrés.
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Sin Micorriza P. tinctorius R. intraradices P, tinctorius + R. intraradices
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Figura 14. Arquitectura de raiz de A. occidentalis. De acuerdo al tipo de riego. (-) Sin nanoparticulas; (+)
concentracion media de nanoparticulas; (++) concentracién alta de nanoparticulas.
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Biomasa

El andlisis factorial de biomasa en las dos variables de peso fresco y seco, no
hubo diferencias significativas entre los factores de acuerdo a los tratamientos
inoculados (Tabla 6). Por otra parte, para el analisis ANOVA si se encontraron
diferencias significativas en la biomasa en peso seco entre los tratamientos, tanto en
la parte aérea (F=1.96; P=0.01) como la parte radical (F= 1.84; P=0.02), en la biomasa
de peso fresco se encontr6 en la parte aérea diferencia entre tratamientos (P=0.04) tal
y como se puede observar en la Tabla 7.

Tabla 6. Analisis factorial de biomasa aérea y radical de A. occidentalis.

Peso fresco aéreo

Factor G.L S.C C.M VALOR F P
Estrés 1 0.02 0.02 1.23 0.27
P. tinctorius 1 0.0004 0.0004 0.02 0.87
R. intraradices 1 0.01 0.01 0.46 0.50
Nanoparticulas 1 0.003 0.003 0.19 0.66
Residuos 115 1.87 0.01

Peso seco aéreo

Estrés 1 0.0002 0.0002 0.10 0.76
P. tinctorius 1 0.00003 | 0.00003 0.01 0.91
R. intraradices 1 0.0009 0.0009 0.40 0.53
Nanoparticulas 2 0.0007 0.0007 0.29 0.59
Residuos 104 0.26 0.002

Peso fresco radical
Estrés 1 0.03 0.03 0.28 0.60
P. tinctorius 1 0.005 0.005 0.05 0.82
R. intraradices 1 0.03 0.03 0.32 0.57
Nanoparticulas 1 0.003 0.003 0.03 0.85
Residuos 115 10.38 0.09

Peso seco radical
Estrés 1 0.0001 0.0001 0.06 0.81
P. tinctorius 1 0.0019 0.0019 0.90 0.34
R. intraradices 1 0.00004 | 0.00004 0.02 0.89
Nanoparticulas 2 0.0002 0.0002 0.07 0.79
Residuos 104 | 0.2467 0.0021

49



0.057

0.00-

0.254

0.20+

0.15-

Gramos

0.10+

0.05+

0.00-

Peso Seco Aéreo

\

0 pg/mL

20 pg/mL

Peso Seco Raiz

40 pg/mL

\TOl T02 TO3 T04}1 \T05 TO6 TO7 TOE}B ;I'OQ T10 T11 Tl%

TO1 TO2 TO3 TO4 \T05 TO6 TO7 TO? TO9 T10 T11 T12
J (

J

0 pg/mL

20 pg/mL
Tratamientos

40 pg/mL

T01

T02

TO03

T04

T05

T06

T07

T08

T09

T10

T1ll1

T12

T01

T02

T03

T04

TO5

T06

T07

T08

T09

T10

Til

T12

Tukey

Control
AB

AB
AB
AB
B

AB
AB
AB
AB
AB
AB
AB

Tukey

Control
B

AB
AB
AB
B

AB
AB
AB
AB
AB
AB
AB

Estrés
AB

AB
AB
AB
AB
AB
AB
AB
AB
AB
A

AB

Estrés
AB

AB
AB
AB
AB
AB
AB
AB
AB
AB
A

AB

Figura 15. Biomasa seca aérea y radical de A. occidentalis. TO1, 05y 09 (Sin micorriza); T02, 06 y 10 (P.
tinctorius); T03, 07 y 11 (R. intraradices) y T04, 08 y 12 (Inoculacién dual); C: Riego control; E: Riego estrés.

50



Tabla 7. Resumen del ANOVA en las variables de A. occidentalis. Alt (altura); DAB (diametro a la altura de la base);

Cob (Cobertura); BFA (Biomasa fresca aérea); BFR (Biomasa fresca raiz); BSF (Biomasa seca aérea); BSR
(Biomasa seca raiz); Long R (longitud de raiz); Long RE (longitud de raiz especifica); DR (Diametro de raiz); Pun

(Puntas); Ram (ramificaciones); Vol (Volumen de raiz); Den (Densidad de raiz). Tratamientos control y estrés del

1-6.
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Tabla 7. Continuacion Tratamientos control y estrés del 7-12
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Discusion

La respuesta en la supervivencia de A. occidentalis al ser sometida a un nivel
de estrés hidrico, fue que no se encontraron diferencias con los grupos no estresados;
teniendo como referencia los grupos control (sin micorriza y nanoparticulas). Esto
podria deberse a dos posibles respuestas; la primera es que los tratamientos
inoculados con hongos micorricicos y nanoparticulas incrementaron un mejor
rendimiento de la planta, promoviendo la tolerancia al estrés hidrico. Mientras que la
segunda, respaldada por la baja mortalidad de los grupos control, puede ser que el
nivel de estrés utilizado fue bajo, como para determinar si los tratamientos tenian

respuesta positiva ante un escenario de estrés hidrico prolongado.

Las plantas evolutivamente han desarrollado estrategias para evitar el estrés
por sequia: entre ellas estdn los mecanismos de tolerancia y evasion a la
deshidratacion (Valladares 2004). Las plantas presentan cambios en su morfologia,
siendo esto evidente en la disminucion del crecimiento aéreo y radical (Shao et al.
2008). Evidencia de lo anterior, lo reporta el estudio de Luna-Flores et al. 2012 al
someter plantas de tres especies caducifolias (Leucaena leucocephala, Cordia
dodecandra y Piscidia piscipula) a estrés hidrico, tomando como referencia el potencial
hidrico de las plantas; reportaron que las plantas al ser sometidas a niveles de estrés
disminuyen la tasa de crecimiento, en este caso la cobertura disminuyd
significativamente en las plantas estresadas. Comportamiento similar al que presenté
A. occidentalis en este trabajo, ya que en la parte aérea en las medidas de altura y

cobertura diferian significativamente de las no estresadas.

Se ha documentado que la inoculacion de hongos micorricicos en plantas,
aumentan la tolerancia al estrés hidrico y el crecimiento, ejemplo de ello es el aumento
del area radical impulsado por las hifas de los hongos (Wu y Zou 2017). Se ha
reportado sobre la inoculacién de P. tinctorius y los efectos positivos en el crecimiento
de las plantas de otras especies en condiciones de vivero. El estudio de Gomez-
Romero et al. 2015, ejemplifica el incremento de la tolerancia al estrés hidrico, en Pinus

pseudostrobus al ser inoculado con P. tinctorius. El experimento en vivero consistié en
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someter a las plantas a tres niveles de riego (tres, siete y 15 dias); descubrieron que
la tasa de supervivencia tuvo un efecto positivo en las plantas inoculadas en
comparacion con las no inoculadas, dado que en el nivel mas alto encontraron que las
plantas inoculadas sobrevivieron el 30% en comparacion con el 0% de las no
inoculadas. Ademas, esta asociacion micorricica favorecio el crecimiento en la parte
aérea y radical de esta especie. Por otra parte, Bompadre et al. 2013 reporta efectos
similares sobre el incremento en la tolerancia al estrés hidrico y el crecimiento en
plantas de Olivo (Olea europea) pero inoculadas con R. intraradices. En el trabajo de
Ponce 2019, exploraron el comportamiento en el crecimiento de A. occidentalis junto
con Pseudombobax ellipticum, realizaron la inoculaciébn con los dos hongos
micorricicos utilizados en este experimento (P. tincotorius y R. intraradices) de forma
individual, dual (ambas especies de hongos) y un grupo control (micorriza ausente).
Para P. ellipticum la inoculacién con P. tinctorius fue favorable mientras que para A.
occidentalis fue la inoculacion dual, en este caso en las variables aéreas como en las
radicales fue mayor el efecto en la inoculaciéon de ambos hongos. Resultados que
difieren con los obtenidos en este trabajo, siendo la interaccién de P. tinctorius en
ausencia y en concentracion media de nanotubos de carbono (20/L) los tratamientos
que mas destacaron en la parte aérea. Mientras que en la parte radical, las variables
obtenidas de la arquitectura de raiz el tratamiento inoculado con R. intraradices en
combinacién con una concentracion alta de nanotubos de carbono (40ug/mL) tuvo un
mejor desarrollo radicular, incluyendo la biomasa en peso seco, seguido de la

inoculacion dual (P+R) y P. tinctorius.

En complemento con lo anterior, trabajos como el de Herndndez-Cuevas et al
2011 promueven el uso de los hongos micorricicos para programas de restauracion de
especies nativas; quienes demostraron un alto indice en el crecimiento de las plantas
inoculadas y con ello en la tasa de supervivencia. Mientras que Lenoir et al. 2016, en
su investigacion bibliografica menciona como las poblaciones de hongos silvestres
pueden verse afectadas por factores abi6ticos como: sequia, contaminacion, salinidad
y fungicidas. Al verse disminuida la diversidad de hongos, hay predominancia en los

suelos afectados de hongos de la familia Glomeraceae. Estas especies se adaptan a
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las nuevas condiciones se suelo con una estrategia de produccién rapida de
propagulos y la colonizacion de las raices de las plantas. Como ejemplo menciona a
R. intraradices, lo que puede dar a las plantas inoculadas con esta especie potencial
para tolerar las condiciones de sequia, como se pudo observar en este estudio al

presentar el mejor desarrollo radicular.

Por otra parte, Hoeksema et al. 2010, sugiere que los beneficios que aportan
las micorrizas a las plantas puede variar de acuerdo a distintos factores bioticos y
abidticos, sobre todo en condiciones de campo. Sugiere como un factor la
disponibilidad de nutrientes en el suelo, siendo estos los que podrian influir en la
respuesta favorable o no favorable de la interaccion y con ello el incremento del
crecimiento de las plantas. Teoria que se respalda con el trabajo de Holste y Kobe
2016, donde evaluaron el crecimiento de diferentes especies en una reforestacion de
un sitio tropical, encontraron que la disponibilidad de nutrientes en este sitio era el

factor que influia en el crecimiento de las plantas mas que la presencia de la micorriza.

No obstante, trabajos como el de Gbmez-Romero et al. 2013 y el de Baez-Pérez
et al. 2015 demuestran el éxito en el establecimiento de las plantas arbéreas en sitios
perturbados. Las plantas en ambos experimentos al ser inoculadas con hongos
micorricicos, se observéd el aumentd en la tasa de supervivencia y el crecimiento de
las plantas en comparacion con las no inoculadas. Cabe destacar que Baez-Peréz et
al. 2015 utilizé un fertilizante nitrogenado en las plantas, en este caso provoco efectos
negativos en las plantas. Lo cual puede sugerir que las micorrizas son las que proveen
el beneficio 6ptimo en establecimiento y crecimiento de las plantas. Retomando en
parte la idea sobre la disponibilidad de nutrientes, se ha sugerido que las micorrizas
ayudan a fijar estos elementos, dejandolos a disposicién para que las plantas puedan
absorberlos con facilidad. Nutrientes como el nitrégeno y el fosforo son los mas
mencionados (Read et al. 2003; Vosatka y Patten 2008; Saia et al. 2020).

Si tomamos en cuento a las redes de hongos ecto-micorricicos, las cuales se
sugiere que contribuyen al equilibrio de los ecosistemas, a partir de la exploracién de

hifas extra-radicales, quienes colonizan plantas cercanas a su hospedero principal (Wu
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y Zou 2017). Estas redes de micorrizas establecen hifas en las que ocurre un
intercambio de recursos y una forma de comunicacion entre plantas (Egerton-
Warburton et al. 2007; Simard 2018). Alaux et al. 2020 menciona que la mayoria de
los hongos ecto-micorricos pueden formar este tipo de redes; lo cual crea una red de
interacciones multitroficas, promoviendo el establecimiento de plantas, defensa,
nutricion, productividad y distribucion. Aunque, se sugiere tomar en cuenta este tipo
de redes para la administracion sustentable del suelo; no asegura del todo que las
redes de micorrizas sean realmente benéficas para las plantas, esto desde un enfoque
agricola y de produccién. Pero en el caso de plantas en medio silvestre, Egerton-
Warburton et al. 2007 responde parte de la incognita sobre la funcionalidad de este
tipo de redes. En €l estudié que hicieron para ver las vias de comunicacion entre redes
de micorrizas. Encontraron que no todas las hifas extra-radicales, son las que
participan en el intercambio de nutrientes y son pocas las que cumplen esta funcion.
Se sugiere que esto es importante ya que gran parte del intercambio de recursos fue
de agua al someter a las plantas a un tipo de sequia. Lo que puede ser una respuesta
del porque las plantas en campo, al ser inoculadas con micorrizas toleran mas el estrés

hidrico a partir de la comunicacion por medio de este tipo de redes.

La inoculacién de materiales nanotecnolégicos en plantas es relativamente
nuevo. Gran parte de la informacion sobre los efectos positivos en las plantas, como
el incremento en el aprovechamiento de los recursos (agua y nutrientes) y el
crecimiento; son estudios en el area agricola con especies de interés comercial
(Triphati et al. 2017; Lira et al. 2018; Khan et al. 2019). Para A. occidentalis los
tratamientos sin inoculacion de micorrizas con las tres concentraciones utilizadas de
nanotubos (0 pg/mL; 20 pg/mL y 40 pg/mL), aunque no destacaron en crecimiento en
comparacion con los inoculados con los hongos micorricicos. La concentracion alta
tuvo el mayor crecimiento. En trabajos previos se ha documentado que las
concentraciones ideales en el uso de este tipo de materiales van a variar de acuerdo

a la especie. (Khan et al. 2019).
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Por otra parte, en el trabajo de Lara-Romero y colaboradores en el 2017 quienes
demostraron la formacion de nanotubos de carbono a partir de los incendios forestales,
en un bosque donde se distribuyen las especies de Pinus oocarpa y P. pseudostrobus.
Junto con las pruebas en la quema de madera de estas especies, las cuales por los
compuestos que contienen en las resinas favorecen la formacion de los nanotubos de
manera natural. Complementando lo anterior, Juarez-Cisneros et al. 2020 evalué la
respuesta en el crecimiento de Eysenhardtia polystachya al ser inoculada con
nanotubos de carbono naturales y sintéticos junto con un grupo control. Este estudio,
demostré6 como las plantas tienen una mejor respuesta de crecimiento con los
nanotubos naturales y el incremento de la biomasa seca. En comparacion los
nanotubos sintéticos provocaron un efecto negativo en las plantas. Al igual que con A.
occidentalis esta especie tuvo el mejor desempeiio en el crecimiento con la

concentracion de nanotubos de 40 pg/mL.

La combinacién de los hongos micorricicos con los nanotubos de carbono en
este estudid, demuestra que ambos elementos en el caso de A. occidentalis es
favorable. Se observé que de acuerdo a la especie de hongo también la concentracion
de nanotubos va a variar (P. tinctorius 20 pg/mL y R. intraradices 40ug/mL). Con el
antecedente de la presencia de los nanotubos de carbono originados en la naturaleza
y su respuesta favorable en la germinacion y crecimiento (Lara-Romero et al. 2017;
Juarez-Cisneros et al. 2020). En un escenario de un ecosistema afectado por un
incendio forestal, este tipo de combinaciones con los hongos micorricicos y los
nanotubos podria darse naturalmente. Aunque, no hay evidencia que respalde teoria,
se puede sugerir por la regeneracion de las comunidades de hongos micorricicos
después de un incendio. De acuerdo con Duran et al. 2017 reportaron la regeneracion
de las comunidades de hongos nativos de los sitios con quemas controladas. La
regeneracion de las comunidades se empezaba a observar a partir de los 15 dias
posteriores del incendio y a los 60 dias se habia regenerado la comunidad de hongos

por completo.
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El comportamiento de A. occidentalis, durante los cinco meses que fue sometida
a estrés hidrico. Demostré que al ser inoculada con los hongos micorricicos en
combinacion con los nanotubos de carbono le resulta favorable en la supervivencia y
crecimiento. Los resultados obtenidos, ayudan a visualizar los posibles tratamientos
gue pueden desempefiar el establecimiento exitoso a esta planta en condiciones de
campo. Lo ideal seria hacer una réplica de este experimento en un ensayo de
restauracion, para asi poder evaluar el desempeiio de esta especie con los

tratamientos probados en este estudio y en un periodo de tiempo mayor.
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Conclusiones

El comportamiento de A. occidentalis al ser inoculada con hongos micorricicos
y nanotubos de carbono fue favorable. La tasa de mortalidad fue muy baja entre
tratamientos sometidos a estrés hidrico en comparacion con los no sometidos al
estrés. El crecimiento de esta especie se vio favorecido en la parte aérea con la
inoculacién de P. tinctorius sin nanotubos de carbono y en combinacién con la
concentracion media (20 pg/mL). Mientras que en la parte radical la inoculacién de R.
intraradices en combinacion de nanotubos alta (40 pug/mL) fue la presento un efecto
mayor en el desarrollo de la raiz. Con respecto a la biomasa tanto aérea como radical
fue mayor en los tratamientos de P. tinctorius y R. intraradices sin nanotubos y con la
concentracion alta respectivamente. Aunque no destacaron como el mayor crecimiento
la inoculacion alta de nanotubos sin la micorriza favorecio el crecimiento de esta

especie en comparacion con la concentracion media y en ausencia.

Con los resultados obtenidos se sugiere que el uso de los hongos micorricicos
P. tinctorius (nanotubos ausentes y concentracibn media) y R. intraradices
(concentracion alta de nanotubos) podrian ayudar al establecimiento de A. occidentalis
en campo y con las nuevas condiciones que trae consigo el cambio climatico.
Proyectando una estrategia ecofisiol6gica para programas de restauracion ecoldgica

enfocados en el uso de plantas nativas en sitios perturbados.
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Discusién general

Los resultados obtenidos en el presente estudio, demuestran el potencial que
Albizia occidentalis podria tener en programas de restauracion ecoldgica, con la
perspectiva del uso de especies nativas y dentro de categorias de riesgo; para su
conservacion. De acuerdo a la NOM-059-SEMARNAT-2010 se encuentra catalogada
como “Amenazada” y en la lista roja de especies en riesgo de la Union Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN por sus siglas en inglés) “En Peligro”.
Con la capacidad de almacenamiento prolongado de las semillas de esta especie y el
incremento a la tolerancia al estrés hidrico con tratamientos de hongos micorricicos
(P. tinctorius y R. intraradices) y/o nanoparticulas (nanotubos de carbono), podria ser
una estrategia Uutil, visualizando las condiciones ambientales que causa el cambio

climatico en el medio ambiente.

La viabilidad de las semillas, puede ser una limitante para la conservacion de
especies de plantas silvestres; almacenadas ex situ en bancos de germoplasma. Esto
se debe a que solamente las especies con semillas del tipo ortodoxas, se pueden
mantener almacenadas durante periodos de tiempo largos (Probert et al. 2009;
Godefroid et al. 2010; Merrit y Dixon 2011; Forte Gil et al. 2017). En el caso de A.
occidentalis, de acuerdo a Arce et al. 2008 posee semillas de este tipo. Los resultados
obtenidos con este experimento, se encontré que la viabilidad germinativa de las
semillas de esta especie; se mantiene practicamente intacta hasta los ocho afios de
almacenamiento. Siempre y cuando el almacenamiento se encuentre bajo condiciones
de temperatura y humedad controladas (0-5°C; 4-8%) como lo propone Doria 2010; en
este caso a partir de los 10 afios esta se vera reducida un 40-30%. Mientras, en el
caso de no ser almacenada en las condiciones de temperatura y humedad

recomendadas; después de cinco afios, pierde mas del 50% de la viabilidad.

La velocidad de germinacion de A. occidentalis, la hace ideal para propagacion;
la germinacion inicia a partir del tercer dia. Una de las caracteristicas para que las

especies nativas tengan un valor alto para reforestacion, es la facil propagacion de
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estas (Vazquez et al. 2001; Vanegas 2016). Cumpliendo en parte este requisito al no
necesitar un tratamiento pre-germinativo y una tasa de germinacion alta mayor del

90%, en comparacion con otras especies.

El deterioro en el medio ambiente, por diversas practicas antropogénicas y con
ello el cambio climético presente, ha impuesto nuevo retos a las plantas para su
supervivencia (Tylianakis et al. 2008; Jiménez-Sierra et al. 2014). Los programas de
restauracion ecoldgica, recomiendan utilizar especies que puedan establecerse en
suelos perturbados y sean capaces de tolerar las condiciones ambientales, que
enfrentaran en sitios desprovistos de vegetacion. En este caso, el uso de especies
pertenecientes a la familia Fabaceae son recomendadas porque tienen la capacidad
de establecimiento en suelos perturbados, toleran mas la sequia, ayudan a fijar
nutrientes como el Nitrégeno y pueden cumplir el papel nodrizas (Vazquez et al. 2001,
Harris et al. 2006; Vanegas 2016). A. occidentalis al ser miembro de esta familia
cumple gran parte de los requerimientos. Sin embargo, su baja tolerancia al estrés
hidrico limita su establecimiento en campo. Encino-Ruiz et al. 2013 lo demostrd en su
ensayo de restauracién ecoldgica; en el que A. occidentalis tuvo una tasa de

supervivencia baja del 26%, registrando la mayor mortalidad en la época de sequia.

Teniendo en cuenta la problematica que en la actualidad enfrentan las plantas
ante las condiciones cambiantes como resultado de los efectos del cambio climatico,
el cual surge a partir del aumento de la temperatura ambiente, causa periodos de
sequia mas prolongados. Al hablar de reforestaciones, la baja tolerancia a la sequia
de las plantas utilizadas en este tipo de programas; es una limitante para su
establecimiento. Es por ello, que la busqueda de estrategias que puedan ayudar a
enfrentar el cambio climatico es crucial. Desde la migracidén asistida de especies a
altitudes que en un futuro alcanzaran condiciones de temperatura ideales para las
plantas; de acuerdo a Saenz-Romero et al. 2016, las plantas deben de elevarse 300
mts, con la perspectiva de que por década hay un aumento de la temperatura de 1.5°C

y con ello cada 100 metros disminuye 0.5°C.
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Por otra parte, el uso de hongos micorricicos para incrementan la tolerancia al
estrés hidrico y el crecimiento de las plantas (Compant et al. 2010; Godmez-Romero et
al. 2015). En este caso, la inoculacion de hongos micorricicos en combinacién con los
nanotubos de carbono (NTC) causaron un efecto positivo en A. occidentalis en
condiciones de vivero. Esto se vio reflejado mas en el crecimiento, que en la
supervivencia. Con respecto a la supervivencia, el nivel de estrés hidrico no presentd
diferencias significativas entre tratamientos con el riego control. Probablemente, en
condiciones de campo el efecto podria ser mas evidente con respecto a la
supervivencia como en los trabajos de Gdmez-Romero et al. 2013; GoOmez-Romero et
al. 2015y Baez-Pérez et al. 2015, donde la tasa de supervivencia fue mayor en plantas

inoculadas con hongos micorricicos, en comparacion con las no inoculadas.

El crecimiento de A. occidentalis, con los tratamientos inoculados con P.
tinctorius sin y 20 pg/mL de NTC fueron los tratamientos que mayor efecto presentaron
en la parte aérea. Mientras que, en la parte radical, el tratamiento inoculado con R.
intraradices con 40 pg/mL de NTC fue el que mostr6 mayor efecto en el crecimiento
de la mayoria de las variables de arquitectura de raiz. Ademas, la biomasa fue mayor
en las plantas con los tratamientos inoculados con los hongos micorricicos que en los
no inoculados. Esto muestra que incluso la productividad de las plantas se vio
favorecida con la presencia de las micorrizas. Los resultados obtenidos en este
experimento, nos muestra un panorama sobre que tratamientos podrian incrementar
las posibilidades de supervivencia, establecimiento y crecimiento de esta especie en
condiciones de campo.

Una de las ventajas, sobre el crecimiento de las plantas en programas de
restauracion; es el incremento en la parte radical tanto para anclaje de la planta como
en la cobertura. Por ejemplo, Ruiz-Reyes et al. 2009 quien, menciona que el desarrollo
radicular es importante para el establecimiento de especies en sitios perturbados,
demostrando esto con Senna hirsuta (Fabaceae) al establecerse en un sitio perturbado
y con un alto grado de erosion del suelo en comparacion con Lupinus elegans

(Fabaceae); debido a que S. hirsuta tiene un mejor desarrollo radical que L. elegans.
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Efecto que promovié un mejor anclaje de la especie en el suelo y tolerancia a las

condiciones ambientales del sitio degradado.

Por otra parte, aun es escasa la informacion en cuestion forestal sobre los
efectos positivos de las nanoparticulas. Sin embargo, en el area agricola se ha
reportado que las plantas inoculadas con este tipo de elementos fomentan el
crecimiento y la tolerancia a la sequia (Lira et al. 2018; Khan et al. 2019). Pero a pesar
de los debates que existen sobre la posible toxicidad que podrian ejercer en los
ecosistemas; por el hecho de que se utilizan en sector nanoparticulas de origen
inorganico, lo que podria atribuir en este sentido un efecto negativo en el medio
ambiente (Ruffini y Cremonini 2009; Medina et al. 2015; Tripathi et al. 2017). Sin
embargo, en el trabajo de Juérez-Cisneros et al. 2020, determiné que los nanotubos
de carbono de origen natural ejercen un efecto positivo en el crecimiento en
Eysenhardtia polystachya en comparacién con los de origen sintético. En conjunto con
Lara-Romero et al. 2017, quienes abren el panorama sobre la formacién de nanotubos
de carbono a partir de los incendios forestales y su efecto positivo en la germinacion y
crecimiento de las plantas inoculadas con este tipo de nano materiales. Con los
resultados en este estudio en el caso de A. occidentalis la concentracion alta (40
pug/mL) en ausencia de micorrizas, fue la que favorecio el crecimiento en comparacion

con la concentracion media (20 pg/mL).

Ante el panorama de cambio climatico, la conservacion de las especies
silvestres es necesaria. El conocimiento sobre la viabilidad y germinacién son aspectos
de la biologia de las especies poco estudiados. Se detectd que las semillas de A.
occidentalis conservan un porcentaje alto de viabilidad después de 10 afios de
almacenamiento, lo cual contribuiria a desarrollar planes de conservacion de sus
poblaciones y la haria candidato idoneo para emplearse en proyectos de restauracion.
En este sentido, en escenarios de perturbacion y degradacion de los ecosistemas, el
uso de estrategias como lo son la inoculacion con hongos micorricicos y

nanoparticulas, podrian promuevan la restauracion de estos sitios con plantas nativas
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de la regiéon, lo que contribuiria a regenerar de manera funcional, ecosistemas

degradados al tolerar las condiciones de sequia y altas temperaturas.

69



Recomendaciones de manejo

Los resultados obtenidos en este trabajo proyectan el potencial que puede tener
A. occidentalis para programas de restauracion ecologica. Desde la facilidad para
propagar esta especie con tasas altas de germinacion y con ello la capacidad de las
semillas de mantener la viabilidad de las semillas durante periodos de tiempo largos.;
siempre y cuando estas sean almacenadas en condiciones adecuadas de temperatura

y humedad. Informacién indispensable para los bancos de germoplasma.

La tolerancia al estrés hidrico con la inoculacion de los hongos micorricicos P.
tinctorius y R. intraradices y/o nanotubos de carbono pueden potencializar la tolerancia
de esta especie, asi como fomentar su crecimiento tanto aéreo como radical. Cabe
mencionar que este efecto se observd en condiciones de vivero y aun falta hacer
pruebas de este tipo en condiciones de campo, donde esta especie podria tener un
comportamiento distinto al que se vio en vivero. Sin embargo, con los resultados
obtenidos se puede sugerir el uso del hongo P. tinctorius sin nanotubos o
complementado con una concentracion media (20 pug/mL) o en caso de R. intraradices
en combinacion de nanotubos alta (40 ug/mL), son tratamientos que incrementan el

crecimiento y la tolerancia al estrés hidrico de esta especie.
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