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RESUMEN GENERAL

El oyamel (Abies religiosa) es una especie de gran importancia, tanto econémica como
ecoldgica, pues juega un rol muy importante para numerosas especies, entre ellas la
mariposa monarca. Desafortunadamente, el cambio climatico complica cada vez mas
la situacion de los recursos forestales. Las proyecciones indican que en las préximas
décadas habra temperaturas mas calidas y menor precipitacion. Ya se estan reflejando
las consecuencias del cambio climéatico en bosques de todo el mundo, donde se ha
registrado la muerte masiva de numerosas especies forestales. Las poblaciones de
arboles ubicadas en el limite inferior de la distribucion natural de una especie (limite
Xeérico) son las que ya estan sufriendo un creciente estrés debido a los efectos del
cambio climético. Por ello se considerd importante evaluar si las poblaciones ubicadas
en el limite xérico responden de manera diferenciada en comparacion con poblaciones
de otras altitudes ante el estrés hidrico. Para ello se utilizaron la prolina y el
polietilenglicol (PEG). En lo que se refiere a la prolina, se evaluo el contenido de este
aminoacido en plantas de A. religiosa expuestas a estrés hidrico y en plantas que
tuvieron suministro normal de agua. Con el polietilenglicol se indujo la sequia a la mitad
de las plantas utilizadas y se midié la evapotranspiracion para de esta forma ver el
efecto que tiene el PEG sobre las plantas de oyamel, también se midié el estrés por
sequia en una escala visual del 1 al 6. En ambos casos (prolina y PEG) no hubo
diferencia genética significativa entre procedencias, Unicamente entre tratamientos. En
conclusién, las plantas responden al estrés hidrico produciendo mayor cantidad de
prolina que las plantas con riego normal; y las plantas con polietilenglicol bajaron su
evapotranspiraciéon en relacion con las plantas sin PEG; pero tal respuesta no es
diferencial entre procedencias. En lo que se refiere al indice de sequia, las plantas con
PEG mostraron valores mas altos en dicho indice, es decir, sufrieron mas dafios que

las plantas sin polietilenglicol.

Palabras clave: oyamel, limite xérico, procedencias, prolina, polietilenglicol.



SUMMARY

Abies religiosa is a specie of great importance, both economic and ecological, because
it plays a very important role for many species, including the Monarch butterfly.
Unfortunately, climate change is complicating the situation of forest resources.
Projections indicate that in the coming decades there will be warmer temperatures and
less precipitation. The consequences of climate change are already being reflected in
forests around the world, where numerous forest species have been died massively.
Tree populations located at the lower limit of the natural distribution of a species (xeric
limit) are already suffering increasing stress due to the effects of climate change.
Therefore, it was important to assess whether populations located at the xeric limit
respond differently compared to populations of other altitudes in response to water
stress. Proline and polyethylene glycol (PEG) were used for this purpose. As far as
proline is concerned, the content of this amino acid was evaluated in plants of A.
religiosa exposed to water stress and in plants that had normal water supply. With
polyethylene glycol, drought was induced to half of the plants used and the other half
served as a control lot; evapotranspiration was measured to see the effect that PEG
has on this plants and also assessed drought stress on a visual scale of 1 to 6. In both
cases (proline and PEG) there was no significant genetic difference between
provenances, only between treatments. In conclusion. plants respond to water stress
producing more proline than plants with normal irrigation, although such response is
not different among provenances; and plants with polyethylene glycol reduced their

evapotranspiration in relation to PEG-free plants.



INTRODUCCION GENERAL

Durante las ultimas décadas, se han manifestado con mayor frecuencia los efectos del
cambio climético en los bosques de todo el mundo, debido al estrés hidrico y a las
temperaturas cada vez mas calidas. Se han encontrado ya afectaciones en Africa,
donde la mayor mortalidad de arboles relacionada con la sequia y el calor incluye
bosques humedos tropicales y arboles de sabana mésicos, entre otros. En Asia la
mortalidad de los bosques incluye los bosques humedos tropicales de Borneo, tanto
en Malasia como en Indonesia (algunas especies son Abies koreana y Abies cilicica,
entre otras) (Allen et al. 2010). En Australia se ha desencadenado la muerte
generalizada de Eucalyptus y Corymbia, mientras que en Europa aumenté la
mortalidad de las especies de encinos, abetos, hayas y pinos después de la ola de calor
extremo y la sequia durante el verano de 2003. La sequia y el calor en el oeste de
Ameérica del Norte han provocado extensos brotes de insectos y mortalidad, afectando
a 20 millones de hectareas y muchas especies de arboles desde 1997, desde Alaska
hasta México. En el suroeste de los EE. UU., la desaparicion de Pinus edulis en mas
de un millén de hectareas se vincul6 especificamente con la sequia relacionada al
cambio climatico (Allen et al. 2010). Recientemente en Australia han sucedido
incendios catastroéficos, donde se puede observar el creciente peligro de habitar en los
bosques a medida que el cambio climético hace que los incendios forestales sean mas
frecuentes e intensos (Albeck-Ripka 2020).

La mortalidad de arboles involucra mdultiples factores interactivos, que van desde
estrés climatico e historias de vida, hasta plagas y enfermedades de insectos. La
sequia puede actuar como un desencadenante ("factor de incitacién") que conduce a
la mortalidad en arboles que ya estan bajo estrés (por vejez, las malas condiciones del
sitio y la contaminacién del aire) y sucumben a dafios posteriores por agentes biéticos

(insectos perforadores de la madera y patégenos fungicos) en el tallo y la raiz.

Ningun tipo de bosque o zona climatica es invulnerable al cambio climatico
antropogeénico, incluso en ambientes que normalmente no se consideran limitados por
el agua. Si se produce una gran mortalidad de arboles inducida por el clima, se pueden

esperar consecuencias ecoldgicas y sociales negativas sustanciales, ya que la
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mortalidad de los arboles adultos puede provocar cambios en el ecosistema mucho
mas rapidamente que una transicion gradual impulsada por la regeneracion y el

crecimiento de los arboles (Allen et al. 2010).

Con todos estos cambios en el ambiente, la sensibilidad de la mortalidad de los &arboles
a la temperatura depende de cual de los dos mecanismos no mutuamente excluyentes
predomina: (a) los arboles cierran los estomas para mantener niveles seguros de
presion de xilema deteniendo la mayoria de la fotosintesis; bajo estas circunstancias,
dependen de los carbohidratos almacenados para soportar los costos metabdlicos de
mantener el tejido y se corre el riesgo de inaniciéon de carbono; o (b) los arboles
mantienen la conductancia estomatica durante la sequia para continuar la fotosintesis,
pero corren el riesgo de que las presiones del xilema excedan repentinamente los
umbrales de cavitacion mas allad de los cuales las burbujas de aire bloquean el
transporte del agua del tallo y se produce una falla hidraulica catastréfica (McDowell
2008).

Debido a los aumentos generalizados de temperatura proyectados, se auguran
aumentos en el alcance y la frecuencia de la extirpacion de la vegetacion. Los efectos
consecuentes de la extincion regional de los arboles podrian incluir la reduccién del
hébitat para la vida silvestre, mayores oportunidades para la invasién de especies
exoticas, formacion de comunidades nuevas, alteraciones del ciclo hidrologico y
alteraciones temporales en los bienes y servicios del ecosistema (Breshears et al.
2005; Engelbrecht 2007; Williams 2007).

Las poblaciones de arboles dependen de tres mecanismos de interaccion para
responder al cambio ambiental: adaptacion, plasticidad fenotipica y migracion (Davis y
Shaw 2001; Jump y Pefiuelas 2005). Las adaptaciones genéticas que hacen que una
poblacién sea mas adecuada para la supervivencia se logran a través de cambios en
la frecuencia genética a través de varias generaciones (Koski et al. 1997). La
plasticidad fenotipica se define como la capacidad de un genotipo particular para
expresar diferentes fenotipos en diferentes condiciones ambientales (Jonhsen et al.
2005; Pigliucci y Murren 2003). Y finalmente, la migracion asistida implica el

movimiento humano de semillas y plantulas de arboles desde ubicaciones actuales a
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sitios en los que se proyecta experimentardn condiciones ambientales analogas en el
futuro (Guariguata et al. 2008, McLachlan et al. 2007).

En este estudio se considerd la necesidad de evaluar la diferenciacion genética entre
procedencias de Abies religiosa, originadas a lo largo de un transecto altitudinal en
respuesta al estrés por sequia, mediante mecanismos como la produccion de prolina
y la modificacion de la tasa de evapotranspiracion, para de esta forma ver que tan
adaptadas estan estas procedencias a la sequia, y asi tener una herramienta mas ante

las proyecciones de cambio climatico.



HIPOTESIS

Se espera que las procedencias originadas a menor altitud, cercanas al limite xérico
de la distribucién natural de la especie, toleren mejor el estrés hidrico. Y que las plantas
sometidas a estrés por sequia produzcan mayor cantidad de prolina, asi como las que
estuvieron expuestas a polietilenglicol consuman menos cantidad de agua y muestren

valores mas altos en el indice de estrés por sequia.



OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar la variacidon genética en Abies religiosa a lo largo de un gradiente

altitudinal en respuesta al estrés por sequia.

Objetivos particulares

e Determinar si existen diferencias genéticas entre procedencias para la

produccion de prolina en respuesta al estrés por sequia.

e Determinar si existen diferencias genéticas entre procedencias en la demanda
evapotranspirativa en respuesta al estrés por sequia inducido por polietilenglicol
(PEG 8000).



CAPITULO |

“Variaciéon genética en Abies religiosa (kunth) schltdl. & cham. a lo largo de un
gradiente altitudinal para la produccion de prolina como respuesta al estrés por

sequia en camaras de crecimiento y campo”.

RESUMEN

Abies religiosa es una especie forestal de suma importancia. Desafortunadamente,
debido al cambio climatico, se encuentra amenazada. Las poblaciones en el limite
altitudinal inferior de la distribucion altitudinal de una especie, son las que ya estan
sufriendo estrés debido al cambio climatico. En este sentido, la prolina esta relacionada
con la tolerancia de las plantas a condiciones de estrés, actuando como osmoprotector.
En este proyecto se evalud si plantulas de Abies religiosa incrementan sus niveles de
prolina como respuesta al estrés por sequia, y si esa repuesta difiere entre
procedencias, dependiendo de su origen altitudinal, ademas de observar el papel de las
plantas nodriza. Este experimento se llevd a cabo en campo y en laboratorio (camaras
de crecimiento). En campo se colectaron tres aciculas por individuo, de un ensayo de
procedencias establecido en el 2017 (sitio los Ailes, 3360 m de altitud en el area ndcleo
dentro de la Reserva de la Biosfera Mariposa Monarca), donde se seleccionaron al
azar 30 bloques bajo nodriza y 20 a cielo abierto (300 individuos en total). Se realizaron
dos colectas, en la temporada de lluvias (septiembre 2017) y en la de secas (principios
de mayo 2018). En las camaras de crecimiento se colocaron 259 individuos de A.
religiosa provenientes de seis diferentes altitudes (mismas procedencias que del
experimento en campo), asignados al azar a dos camaras de crecimiento, con dos
tratamientos cada camara: supresion de riego y riego normal (testigo) a la mitad de los
individuos; con un fotoperiodo de 14 horas de dia y 10 horas de noche. Dos, cuatro,
seis y once semanas después de la supresion del riego, se colectaron tres aciculas de
cada individuo para la determinacion de prolina. En lo que se refiere a las procedencias
no hubo diferencias genéticas significativas entre ellas, Unicamente entre tratamientos,

donde las aciculas colectadas en temporada de lluvias



y las que no tenian riego produjeron mayor cantidad de prolina respecto a las aciculas
colectadas en temporada de lluvias y las que tuvieron riego normal, respectivamente.
También se comprobo la importancia de los arbustos como planta nodriza, ya que las
aciculas colectadas bajo la sombra de arbusto produjeron menos prolina que las
colectadas a cielo abierto.



ABSTRACT
Abies religiosa is a very important forest specie. Unfortunately, due to climate change,

it is threatened. Populations in the lower altitude limit of the altitude distribution of a
species are already suffering stress due to climate change. In this sense, proline is
related to the tolerance of plants to stress conditions, acting as osmoprotective. This
project assessed whether Abies religiosa seedlings increase their proline levels in
response to drought stress, and if that response differs between provenances,
depending on their altitude origin, in addition to observing the role of the nurse plants.
This experiment was conducted in field and in the laboratory (growth chambers). In
field, three needles were collected per individual, from a provenance trial established
in 2017 (site Los Ailes, 3360 m altitude in the core area within the Monarch Butterfly
Biosphere Reserve), where 30 blocks were randomly selected under nurse plants and
20 without nurse plants (300 individuals in total). Two collections were made, in the
rainy season (September 2017) and in the dry season (early May 2018). In the growth
chambers were placed 259 individuals from A. religiosa from six different altitudes
(same provenances as the field experiment), randomly assigned to two growth
chambers, with two treatments each chamber: suppression of irrigation and normal
irrigation (witness lot) to half of individuals; with a photoperiod of 14 hours of day and
10 hours of night. Two, four, six and eleven weeks after irrigation suppression, three
needles were collected from each individual for proline determination. As far as
provenances were concerned, there were no significant genetic differences between
them, only between treatments, where the needles collected in dry season and those
without irrigation produced more proline compared to the needles collected in rainy
season and those that had normal irrigation, respectively. The importance of shrubs as
a nurse plant was also tested, the needles collected under the shrub shadow produced

less proline than those collected in open areas.
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INTRODUCCION

El oyamel (Abies religiosa) se distribuye principalmente en el Cinturén Volcanico
Transmexicano (Eje Neovolcanico mexicano), generalmente en altitudes entre 2400 y
3600 metros de altitud (Rzedowski 1978); casi siempre sobre suelos profundos, bien
drenados, ricos en materia organica y humedos durante la mayor parte del afio
(SEMARNAT 2014). Econbmicamente también es muy importante, ya que su madera
se usa para la fabricacion de papel, vigas para la construccion y de tejamanil para
techar habitaciones rusticas, entre otras cosas (Martinez 1963). Desafortunadamente,
el cambio de uso de suelo y la tala ilegal constituyen las mayores amenazas para los
bosques de Abies religiosa. Aunado a esto, el cambio climatico complica la situaciéon
de los recursos forestales ya que, se espera que, a finales del siglo, ecosistemas
enteros estén disociados del clima para el cual estan adaptados, y numerosas
especies de arboles y poblaciones desaparezcan, a menos que se adapten o emigren
(S4enz-Romero et al. 2016). En México, la temperatura media anual podria aumentar
en 1.5 °C para el afio 2030, 2.3 °C en 2060 y 3.7 °C para el 2090; la precipitaciéon anual
disminuira un 6.7% en el afio 2030, un 9% en 2060, y 18.2% para el afio 2090 (en
comparacion al periodo de referencia 1961-1960) (Sdenz-Romero et al. 2010), por lo
cual las proyecciones sugieren que los biomas de climas aridos se expandiran, y los
de pino-encino y coniferas disminuirdn (Rehfeldt et al. 2012). Especies y poblaciones
de arboles forestales han evolucionado para adaptarse al entorno en el cual crecen
(Rehfeldt 1988).

Por ello, las poblaciones de especies de arboles forestales ampliamente distribuidas,
se diferencian genéticamente a lo largo de gradientes altitudinales con el fin de
adaptarse a un intervalo especifico del clima que les es propicio (Rehfeldt et al. 2002),
y a los disturbios ecologicos locales que enfrentan (Alfaro et al. 2014). La diferenciacion
genética quiere decir, que las poblaciones de la misma especie pueden diferir entre si
en uno 0 Mas rasgos que les permiten sobrevivir, crecer, competir y reproducirse en
un entorno determinado, como lo es la resistencia al dafio por heladas o al estrés por

sequia (Rehfeldt 1988). En Abies religiosa Ortiz-Bibian y colaboradores
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(2017) encontraron diferencias genéticas entre poblaciones a lo largo del clin ambiental
(de elevacion y climatico) y diferencia significativa entre las poblaciones en términos
de caracteres cuantitativos, esto probablemente como resultado de una presion de
seleccion diferencial a lo largo de un gradiente altitudinal.

Existe evidencia de que las poblaciones en el limite altitudinal inferior de la distribucion
altitudinal de una especie, que se ha llamado limite xérico, son las que primero sufriran
0 ya estan sufriendo un creciente estrés debido al cambio climatico. Estas poblaciones
deben conservarse, ya que probablemente se adaptan mejor al estrés hidrico y, por lo
tanto, son genéticamente valiosas (Matyas 2010). Seria importante determinar Si
individuos de esas poblaciones son mas resistentes a sequia que los de poblaciones

ubicadas en la parte media o en la parte superior de la distribucion altitudinal.

La prolina es un aminoacido que se encuentra en las plantas en cantidades muy
pequefias, en condiciones adecuadas para el desarrollo y crecimiento. Bajo estrés
ambiental, se ha reportado que el contenido de prolina libre puede aumentar con el fin
de proteger a la planta contra algunos tipos de estrés. Se ha propuesto que la prolina
participa con multiples funciones y que esta relacionada con la expresion de genes de
tolerancia de las plantas a diferentes condiciones de estrés, particularmente de
temperaturas extremas, actuando como osmoprotector (Moreno 2010).

En este sentido, estudios en diversas especies, tales como cebada (Hanson et al.
1979), embriones de encino (Prewein 2004), remolacha (Monreal et al. 2005), tomate
(Claussen 2005), frijol (Cardenas-Avila 2006) y garbanzo (Mafakheri et al. 2010), entre
otras, confirman la presencia de la prolina en respuesta al estrés hidrico. Asi mismo,
en coniferas, entre las especies estudiadas para la produccion de prolina como
respuesta al estrés hidrico, se encuentra Pinus ponderosa (Vance y Zaerr 1990), Pinus
patula (Ortiz 2006) y Pinus radiata (De Diego-Sanchez 2012). En Abies religiosa,
Cruzado-Vargas (2017) realiz6 un ensayo con plantulas de oyamel en condiciones de
casa de sombra con exclusion de lluvia y supresion de riego, para establecer las
diferencias en produccion de prolina entre procedencias, mediante la determinacion
del contenido de prolina; sus resultados indican que las plantas produjeron en

promedio el doble del amino&cido en el tratamiento de sequia (en comparacion a un
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control), pero no se encontraron diferencias significativas entre procedencias para la

concentracion de prolina (datos no publicados).
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MATERIALES Y METODOS

El experimento consta de dos partes, una en campo (ensayos de procedencias Los
Ailes y Las Palomas, dentro de la zona nucleo de la Reserva de la Biosfera Mariposa
Monarca, en el Ejido La Mesa, Municipio de San José del Rincon, Estado de México)
y otra en camaras de crecimiento (en el Instituto de Investigaciones en Ecosistemas y

Sustentabilidad de la Universidad Nacional Autbnoma de México, campus Morelia).

CAMPO
Colecta de material:

Los Ailes

Previo al presente trabajo, las plantas utilizadas se obtuvieron por rescate de plantulas
de regeneracion natural a lo largo de un gradiente altitudinal, dentro del area de la
Reserva de la Biosfera Mariposa Monarca (RBMM) en el Estado de Meéxico,
diferenciando seis procedencias colectadas a lo largo de un gradiente altitudinal: 2960,
3052, 3157, 3239, 3350 y 3450 msnm (Cruzado-Vargas et al. 2020). El método de
colecta se realizé mediante una busqueda dentro de cada sitio altitudinal, escogiendo
las plantulas recién emergidas (aun con la semilla de la cual germinaron), con
presencia de hojas cotiledonares (sin hojas primarias), a modo de asegurar que la
plantula es de la época de germinacion inmediata anterior a la colecta (inicio de
temporada de lluvias del afio 2015); es decir, de reciente germinacion en condiciones

naturales de campo, con tallo delgado y rosado, vigorosas y altura menor a 5 cm.

Las plantulas se trasplantaron en bolsa de polietileno para vivero de 8 x 7 x 17 cm, con
tierra de monte como sustrato. Las procedencias se conservaron identificadas,
etiquetandolas individualmente. Las plantas se mantuvieron por dos afios en un vivero
comunitario en la casa de un ejidatario, Sr. Francisco Ramirez Cruz, muy cercano al
sitio de origen de la poblacion numero seis (2960 msnm), en el Ejido La Mesa,
municipio de San José del Rincon, Estado de México. Las plantas se acomodaron bajo
un diseiio experimental de blogues completos al azar, en seis bloques con las seis

procedencias distribuidas al azar en parcelas de 36 individuos (acomodadas en tres

hileras de 12 plantas cada una de la misma procedencia). En el lugar se eliminé la
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maleza y se cubrié con una casa de malla sombra al 50%, para evitar la depredacion
por animales, asi como evitar la desecacion de las plantas por la exposicion excesiva

directa al sol, vientos fuertes y dafios por granizo (Cruzado-Vargas et al. 2020).

En julio del 2017 se establecié un ensayo de procedencias en campo (Los Ailes) con
bloques ubicados bajo plantas nodrizas y a cielo abierto (Carbajal-Navarro et al. 2019).
De este ensayo, se seleccionaron al azar 30 bloques bajo nodriza y 20 a cielo abierto
(300 individuos en total); cada bloque contiene seis individuos que representan las seis
procedencias antes mencionadas (una planta por procedencia por bloque). Se
colectaron tres aciculas de cada individuo en la temporada de lluvias (septiembre

2017) y nuevamente tres aciculas en la de secas (principios de mayo 2018) (Fig. 1).

Las Palomas

Se realizé la colecta de aciculas de un ensayo de procedencias establecido en campo
en el 2015 (Carbajal-Navarro et al. 2019), del cual se seleccionaron cinco bloques
ubicados bajo planta nodriza. Cada bloque contiene 36 individuos que representan 10
procedencias colectadas a lo largo de un gradiente altitudinal, entre 3000 y 3450
msnm; de igual forma, se colectaron tres aciculas en temporada de lluvias (septiembre

2017) y tres en la de secas (mayo 2018).
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Figura 1. Colecta de aciculas en el sitio Los Ailes.

LABORATORIO (CAMARAS DE CRECIMIENTO)

De plantulas derivadas del rescate de plantulas de regeneracion natural y producidas
en vivero (Cruzado-Vargas et al. 2020), se colocaron 259 individuos representando las
seis procedencias altitudinales (mismas que se utilizaron en Los Ailes), en dos
camaras de crecimiento controlando la temperatura (25 °C) y dos tratamientos de riego
(riego a capacidad de campo y suspension del mismo, a la mitad de los individuos por
un periodo de 75 dias), con fotoperiodo de 14 horas luz y 10 horas de oscuridad. Se
realizaron cuatro colectas de aciculas, a las 2, 4, 6 y 11 semanas después de la
suspension de riego. Un subgrupo de plantas se mantuvo con riego como lote testigo,

a las cuales también se les determiné el nivel de prolina (Fig. 2).
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Figura 2. Acomodo de la planta en las camaras de crecimiento.

Extraccion de prolina:

Las aciculas colectadas se pesaron y se colocaron en el congelador por algunos dias
para después llevar a cabo la determinacion de prolina de acuerdo con Bates et al.
(1973).

El primer paso fue macerar las aciculas de cada individuo por separado, agregando 2
ml de acido sulfosalicilico al 3%. La mezcla se coloc6 en un tubo de ensaye
previamente etiquetado, al cual se le agregé 1 ml de &cido de ninhidrina (su
preparacion se indica mas adelante) y 1 ml de 4cido acético glacial (PM 60.05) (Fig. 3).
En seguida los tubos de ensaye se colocaron en bafio Maria a 100°C durante una

hora, para después suspender la reacciéon poniendo los tubos en hielo.
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T _
Figura 3. Tubos de ensaye con las aciculas maceradas junto con el &cido sulfosalicilico, acido de ninhidrina y

acido acético glacial.

Después a cada tubo se le agregd 2 ml de tolueno (PM 92.14), y se paso6 a un embudo
de separacion donde se agitd vigorosamente y después se dejé reposar para que se
separara la muestra (Fig. 4a). La fase acuosa del embudo de separacion se regresa al
tubo de ensaye, y el resto se pone en una celda limpia para después centrifugar las
muestras a 2.5 revoluciones por 5 minutos. (Fig. 4b). Posteriormente, se realizé la
lectura de cada celda en un espectrofotometro con una absorbancia de 520

nanometros (Fig. 4c), usando tolueno como blanco para calibrar.
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Figura 4. c)

Figura 4. a) Embudo de separacion con la muestra. b) Centrifugacion de las muestras. ¢) Espectrofotémetro para hacer

las lecturas.

La concentracion de prolina se determiné mediante una curva de calibracién, la cual
segun Dosal y Villanueva (2008), es la representacion grafica de una sefial que se
mide en funcién de la concentracién de un analito (de concentracion conocida). Para
ello se prepararon 5 tubos de ensaye con las siguientes concentraciones de prolina y

otros reactivos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Reactivos y cantidades usadas en cada tubo de ensaye para la determinacién de prolina.

Tubo de Prolina Agua Acido de Acido acético
(ml) (ml) o .
ensaye ninhidrina glacial (ml)
(ml)
1 2.0 0.0 2 2
2 1.5 0.5 2 2
3 1.0 1.0 2 2
4 0.5 15 2 2
5 0.0 2.0 2 2
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Para la preparacion del &cido de ninhidrina se colocaron 6.25 gramos de ninhidrina
(PM 178.14) por cada 150 ml de acido acético glacial y 100 ml de acido fosforico (PM
98) con agitacion y calentamiento hasta disolverse. Para la prolina se pesaron 0.001
gramos de prolina (PM 115.13) y se le agregaron 10 ml de agua destilada.

Los tubos de la curva de calibracion tuvieron el mismo proceso que para las aciculas,
con la diferencia que en lugar de agregar 2 ml de tolueno antes de ponerlo en el
embudo de separacion, se le agregd 4 ml de tolueno (Fig. 5). Y se continué con el
mismo proceso de separacion (Fig. 6) para después hacer la lectura en el

espectrofotometro.

Figura 5. Tubos de ensaye para la curva de calibracién.
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Figura 6. Separacion del contenido de un tubo de ensaye para la curva de calibracion.

La curva de calibracion se realizo a través del ajuste de una regresion lineal, donde la
variable independiente esta representada por la concentracion conocida de prolina y
la variable dependiente por la lectura en nanémetros obtenida del espectrofotdmetro
(Cuadro 2). La recta esta definida por una ordenada al origen y una pendiente,

Analisis estadistico:

mediante la ecuacion y = b + mx (Fig. 7).

Cuadro 2. Absorbancias de la curva de calibracion.

Tubo de ensaye Prolina Absorbancia

1

0.100

0.075

0.050

0.025

0.000

0.568

0.337

0.222

0.135

0.033
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Figura 7. Curva de calibracion para determinar el contenido de prolina.

Para determinar el contenido de prolina por gramo de tejido, se hacen los célculos que
a continuacion se describen:
Teniendo las absorbancias y los resultados de la ecuacion y = b + mx, se procede a

sacar la concentracion de prolina con la siguiente formula:

P] = Abs — b
m
Donde:
[P] = Concentracion de prolina b = Ordenada al origen
Abs = Absorbancia en nanémetros m = Pendiente

Lo anterior se obtuvo mediante el despeje de la variable x, que en este caso es la

concentracion de prolina.

El resultado de la ecuacion anterior se multiplicoé por 2, debido a que se utilizaron 2 ml
de tolueno para extraer el material que se uso6 para determinar la absorbancia de cada

una de las muestras. El resultado de multiplicar por 2, se divide entre los gramos de

tejido de cada muestra para poder obtener la concentracion en mg/g (Cruzado-Vargas
2017).
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Los siguientes andlisis se realizaron mediante Proc GLM del paquete estadistico SAS.
s Campo

Para las muestras de ambos sitios se realiz6 un analisis de varianza, comparando las
muestras colectadas en el periodo de lluvias y de secas, el tratamiento (plantas de
Abies religiosa plantadas bajo la sombra de arbustos utilizados como planta nodriza y
plantas a cielo abierto, unicamente de Los Ailes), asi como las diferencias entre

procedencias.
« Camaras de crecimiento

Se realiz6 un analisis de varianza, comparando el efecto del riego normal contra la

suspension del mismo y se contrastaron las diferencias entre procedencias.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Campo

Se encontrd diferencia significativa para la produccién de prolina entre temporadas
(lluvias y secas), donde las aciculas colectadas en periodo de secas produjeron mayor

cantidad de dicho aminoacido (Fig. 8 y 9) en ambos sitios (Los Ailes y Las Palomas).

Acumulacion de prolina por temporadas

P =<.0001
0.9

0.8

/g

od 0.6 .
M Lluvias
0.5

M Secas
0.4

Prolina (m

0.3
0.2
0.1

0

Figura 8. Acumulacion de prolina por temporadas en el sitio Los Ailes.
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Acumulacion de prolina portemporadas
(Las Palomas)
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Figura 9. Produccidn de prolina por temporadas en Las Palomas.

En Los Ailes se tomaron en cuenta los tratamientos bajo nodriza y cielo abierto, donde
las aciculas colectadas de bloques a cielo abierto presentaron mayor cantidad de
prolina (Fig. 10), indicando un mayor estrés por sequia. Las plantas ubicadas en
bloques bajo nodriza produjeron menos prolina que las ubicadas a cielo abierto, sobre

todo, en temporada de lluvias.

Acumulacion de prolina por tratamiento
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

M Lluvias

M Secas

Prolina (mg/g)

Nodriza Abierto

Tratamiento

Figura 10. Acumulacién de prolina por tratamiento (nodriza y a cielo abierto).
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Para el sitio de Las Palomas con los promedios de prolina por procedencia se realizo
una relacion de la temporada de lluvias respecto a la de secas ((secas-lluvias) /lluvias)
y se realizd una regresion para ver el comportamiento de las diferentes procedencias
(Fig. 11), donde las procedencias de la parte media son las que producen mayor

cantidad de prolina.

Relacidén de prolina de la temporada de lluvias respecto a la de secas

y =-2E-05x?+ 0.1088x -177.21
R?=0.5745

==
o ®

P =0.05026

Prolina (proporcién)
©c o o =P
> (o)) [o0] = N Y

©
N

0

0 22950 3000 3050 3100 3150 3200 3250 3300 3350 3400 3450

Altitud de origen (msnm)

Figura 11. Regresion de la proporcién del incremento de prolina durante la temporada de secas respecto a la de
lluvias. El valor 0 indica que se produjo la misma cantidad de prolina en ambas temporadas; el 1, indica que se
produjo lo doble de prolina en la temporada de secas respecto a la de lluvias.

Camaras de crecimiento

De manera similar a los resultados de campo en el experimento llevado a cabo en las
camaras de crecimiento, se produjo mayor cantidad de prolina en las plantas sin riego.
La cantidad de prolina disminuy6 de la primera evaluacion de las aciculas (a los 15

dias después de suspender riego) hasta la tercera evaluacién de las muestras (45 dias
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después de la suspension de riego), mientras que para la cuarta evaluacion (75 dias

después) la cantidad de prolina aumenta considerablemente en las plantas sometidas

al tratamiento de sequia (Fig. 12).

Cantidad de prolina
35 P =0.0026
3 Sequia
@ 25 -i- Riego
o
£ 2
©
£ 15
©
a 1
0.5
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Dias del experimento

Figura 12. Cantidad de prolina por tratamiento en camaras de crecimiento.

En lo que se refiere a la supervivencia, inicialmente eran 130 individuos sometidos a
riego y 129 a sequia. Al término del experimento, el numero de individuos sometidos a
riego sobrevivieron en su totalidad, mientras que los individuos que no tuvieron
suministro de agua tuvieron mortalidad a partir del dia 30 (Fig. 13), quedando para el
final del experimento solo el 22.5% del total. No hubo diferencia significativa en la

supervivencia entre procedencias (Fig. 14).
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Figura 13. Porcentaje de supervivencia de individuos durante el experimento.
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Figura 14. Porcentaje de la supervivencia por procedencia.
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De nuevo, de manera similar a los ensayos de campo, en el experimento de camaras
de crecimiento, no se encontraron diferencias genéticas significativas entre
procedencias para la produccién de prolina como respuesta a la sequia. Sin embargo,
al igual que en campo, todas las procedencias producen mayor cantidad de prolina
cuando hay escasez de agua, pero no hay un patrén de diferenciacion debido a su

origen altitudinal.
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DISCUSION

El establecimiento de las plantas en camaras de crecimiento permitio tener un control
sobre la temperatura, fotoperiodo y el riego, y a su vez observar los sintomas de estrés
gue se fueron dando gradualmente en las plantas sometidas a sequia y ver como
fueron muriendo en su mayoria al transcurrir los dias que estuvieron sin riego. Esto
muestra los efectos que la sequia tiene en las especies forestales, tal como lo ha
reportado Allen (2010), donde menciona que la mortalidad de la vegetacion en
asociacion con una mayor frecuencia e intensidad de sequias y un aumento de la
temperatura ha sido reportada en todos los continentes. Cuando estas observaciones
se combinan con las proyecciones de aumento de la temperatura y disminucién de la
precipitacion (Sdenz-Romero et al. 2010), surge un panorama en el cual numerosas
especies de arboles y poblaciones muy probablemente decaeran (Sdenz-Romero et
al. 2016).

En las camaras de crecimiento la supresion de riego aumenta practicamente al doble
el contenido de prolina al final del experimento en comparacion con las plantas que si

tuvieron riego, de manera similar a lo reportado por Parra et al. (1999) en la zarzamora.

En campo, las plantas responden a la falta de agua, produciendo mas prolina en la
temporada de secas (de manera similar al experimento de cadmaras de crecimiento).
Esto seguramente como un mecanismo de proteccién ante el estrés generado en dicha
temporada por la falta de agua. El aumento de produccion de prolina es un sintoma de
estrés hidrico interno severo en Abies religiosa, como también ha sido reportado en
cebada (Hanson et al. 1979), garbanzo (Mafakheri 2010), frijol (Cardenas-Avila 2006),
remolacha (Monreal 2005), tomate (Claussen 2005), Pinus patula, P. gregii (Ortiz
2006), P. radiata (Diego-Sanchez 2012), P. ponderosa (Vance 1990) y embriones de
encino, donde un efecto de deshidratacién débil induce una acumulacion de prolina
(Prewein 2004).

Los arbustos que sirven como planta nodriza dan proteccion a plantulas de otras
especies en un ambiente dificil, mientras estas Ultimas crecen lo suficiente para

enfrentar las condiciones del medio (Cavieres et al. 2006; Carbajal-Navarro et al.
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2019). En Los Ailes, las plantas bajo nodriza produjeron menos prolina que las
expuestas a cielo abierto en ambas temporadas, ya que las plantas nodriza brindan
mejor proteccidn contra variaciones extremas en el clima a lo largo del dia (Carbajal-
Navarro et al. 2019). Con ello se confirma la importancia que tienen los arbustos al
momento de establecer reforestaciones de Abies religiosa (Blanco-Garcia 2011;
Carbajal-Navarro et al. 2019). Considerando que las procedencias de Abies religiosa
aparentemente no tienen una adaptacion diferenciada a la sequia mediante la
produccién de prolina, la plantacion de arbustos como planta nodriza junto con
plantulas de A. religiosa, ayudarian a aminorar el estrés por sequia derivado del

cambio climético.

Respecto a las procedencias, los resultados coinciden con los de Cruzado-Vargas
(2017) donde no se obtuvieron diferencias significativas entre procedencias para la
concentracion de prolina en un ensayo de casa sombra, pero si entre tratamientos
(sequia y riego). Esto sugiere la posible susceptibilidad de todas las procedencias a lo
largo de gradientes altitudinales a los efectos de un creciente estrés hidrico inducido

por el cambio climatico.

Una explicacion tentativa a la falta de diferenciacién genética entre procedencias en la
produccion de prolina, es que las poblaciones de A. religiosa no han sido expuestas
de manera importante a una presion de seleccion por sequia, debido a que en general
no ocupan sitios del extremo altitudinal inferior de su habitat climatico, lo cual es
evidente si comparamos la distribuciébn contemporanea de las poblaciones en la
Reserva de la Biésfera Mariposa Monarca, en relacion a su habitat climatico propicio
proyectado bajo un clima contemporaneo de referencia (1961-1990) (Sdenz-Romero
et al. 2012). Es decir, aparentemente, las poblaciones de A. religiosa podrian ocupar
sitios a altitudes menores de donde estan. Esto podria deberse a que, en su limite
climatico inferior, aparentemente son desplazadas por exclusion competitiva por
poblaciones de Pinus pseudostrobus, que tienen una tasa de crecimiento mucho mas
rapida que Abies religiosa, y menores restricciones para ocupar sitios perturbados (a
diferencia de A. religiosa, P. pseudostrobus es intolerante a la sombra). Esta exclusion

competitiva no ocurre en el limite altitudinal superior de A. religiosa (aproximadamente
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a 3500 m de altitud), en donde esta especie cohabita con Pinus hartwegii, una especie
con crecimiento muy lento, que usualmente forma poblaciones con baja densidad de

individuos, al menos entre los 3000 y los 3500 metros de altitud (observacion personal).
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CONCLUSIONES

Las plantas producen mas prolina en respuesta al estrés por sequia, pero no se
comprobd la hipotesis de que las originadas a menor altitud respondieran produciendo
mas prolina que las de mayor altitud.

Unicamente hay diferencia entre tratamientos (riego vs. sequia en camaras de
crecimiento; temporada de lluvias vs. temporada de secas en campo), donde la
cantidad de prolina es superior en las plantas sometidas a sequia inducida en camaras
de crecimiento respecto a las que estuvieron bajo riego normal. En el caso del
experimento en campo, durante la temporada de secas, las plantas produjeron mas

prolina en comparacion con las mismas plantas en la temporada de lluvias.

Lo anterior indica que al menos en lo que respecta a la produccion de prolina, las
procedencias del limite inferior de Abies religiosa no estan diferenciadas
genéticamente del resto de las procedencias a lo largo del gradiente altitudinal, para
una mayor resistencia al estrés por sequia. Ello reduce las capacidades adaptativas

de A. religiosa ante el cambio climético, en particular en el limite xérico.

Los arbustos que sirven como planta nodriza le proveen a la planta un ambiente mas
favorable, por lo cual las plantas bajo nodriza produjeron menos prolina que las
expuestas a cielo abierto en ambas temporadas (lluvias y secas), lo cual indica que la
sombra de las plantas nodriza disminuye el estrés por sequia en las plantulas de A.

religiosa.

Dado que no hay diferencias genéticas entre procedencias en lo referente a la prolina,
seria importante establecer las reforestaciones de Abies religiosa bajo la sombra de
arbustos. En caso de que no haya arbustos en el lugar, se recomienda su plantacion
dos afios antes de la reforestacion. Para ello es indispensable la produccién de plantas
de especies locales de arbustos en viveros de la Reserva de la Biosfera Mariposa

Monarca.
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CAPITULO I

“Demanda evapotranspirativa en siete procedencias de Abies religiosa de la
Reserva de la Biosfera Mariposa Monarca utilizando polietilenglicol (PEG 8000)

como inductor de sequia”

RESUMEN

De acuerdo con las proyecciones de cambio climatico que indican una disminucién en
la precipitacion y un aumento de la temperatura, se espera que en las proximas
décadas los climas aridos se expandan. Por lo anterior, se estudio el desempefio de
plantas de Abies religiosa de siete procedencias colectadas en un transecto altitudinal
entre 3143 y 3491 msnm; estas plantas fueron sometidas a un doble estrés hidrico: se
colocaron bajo un ventilador para incrementar la demanda evapotranspirativa, y bajo
estas condiciones se aplicaron concentraciones crecientes de polietilenglicol (PEG
8000) a la solucion del suelo. Las plantas fueron colocadas en tubetes de plastico de
380 cm?, que fueron a su vez colocados en vasos de 510 ml parcialmente llenos de
agua para humedecerlos. Después de un periodo de aclimatacion bajo el efecto del
ventilador, se aplico PEG a una concentracion creciente de 2.5% hasta llegar al 20%;
se tuvo un lote control sin PEG. Se evalué el dafio por sequia en una escala visual del
1 al 6. Las plantas sometidas a PEG consumieron menos agua y mostraron dafos
evidentes de sequia a una concentracion del 10% de PEG, mientras que el aumento
de demanda evapotranspirativa por el ventilador no causé sintomas de estrés en
ninguna planta. Esto sugiere que no hay diferenciacion genética significativa entre
procedencias en respuesta al estrés por sequia inducido por PEG, ni en la demanda

evapotranspirativa.
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ABSTRACT

According to climate change projections indicating a decrease in precipitation and an
increase in temperature, arid climates are expected to expand in the coming decades.
Therefore, the performance of Abies religiosa from seven seed sources collected in an
altitude transect between 3143 and 3491 meters above sea level was studied; these
plants were subjected to double water stress: were placed under a fan to increase
evapotranspirative demand, and under these conditions increased concentrations of
polyethylene glycol (PEG 8000) that were applied to the soil solution. The plants were
placed in 380 cm? plastic pots, which were in turn placed in 510 ml cups partially filled
with water to moisten them. After a period of acclimatization under the effect of the fan,
PEG was applied to an increasing concentration of 2.5% to 20%; there was a control
lot without PEG. Drought damage was assessed on a visual scale of 1 to 6. Plants with
PEG consumed less water and showed obvious damage from drought at a
concentration of 10% PEG, while the increased evapotranspirative demand for the fan
did not cause symptoms of stress at any plant. This suggests that there is no significant
genetic differentiation between provenances in response to PEG-induced drought

stress, or evapotranspirative demand.
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INTRODUCCION

El incremento de la temperatura global del planeta como consecuencia del cambio
climatico esta provocando sequias cada vez més intensas y la mortalidad de &rboles
en los bosques de todo el mundo. Sin duda, esto pone en riesgo a numerosas especies
forestales, entre ellas, especies del género Abies, del cual, en Asia se report6 la muerte
masiva de Abies koreana y A. cilicicia entre muchas otras especies de arboles. Este
aumento de temperatura aumenta el déficit de presion de vapor y la evaporacion a la
atmosfera (Allen et al. 2010). En el caso de México, las proyecciones indican que
ademas del aumento de temperatura, la precipitacion disminuira gradualmente hasta
un 9% para el afio 2060 (Saenz-Romero et al. 2010). Durante la sequia, las
temperaturas mas célidas pueden aumentar el estrés y el riesgo de mortalidad para
los arboles (McDowell et al. 2008), directamente a través de los impactos fisiol6gicos
(Adams et al. 2009) o indirectamente a través del debilitamiento del arbolado, seguido
por un aumento de ataques de plagas y patdogenos (Weed et al. 2013; Alfaro et al.
2014).

La evaporacion es el proceso por el cual el agua liquida se convierte en vapor de agua
(vaporizacién) y se retira de la superficie evaporante (remocién de vapor). A medida
gue ocurre la evaporacion, el aire circundante se satura gradualmente y el proceso se
vuelve cada vez mas lento hasta detenerse completamente si el aire humedo
circundante no se transfiere a la atmésfera o en otras palabras no se retira de alrededor
de la hoja. El reemplazo del aire saturado por un aire mas seco depende grandemente
de la velocidad del viento. En zonas en las que el suelo es capaz de proveer agua con
velocidad suficiente para satisfacer la demanda de la evaporacion del suelo, este
proceso esta determinado solamente por las condiciones meteoroldgicas. Sin
embargo, en casos en que el intervalo entre la lluvia y el riego es grande y la capacidad
del suelo de conducir la humedad cerca de la superficie es reducida, el contenido en
agua en los horizontes superiores disminuye y la superficie del suelo se seca. Bajo
estas circunstancias, la disponibilidad limitada del agua ejerce un control sobre la
evaporacion del suelo. En ausencia de cualquier fuente de reabastecimiento de agua

a la superficie del suelo, la evaporacion disminuye rapidamente y puede cesar casi
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totalmente en un corto lapso de tiempo (FAO 2006).

Para simular esta ausencia de abastecimiento de agua y pensando también en las
proyecciones de cambio climatico, se utilizé polietilenglicol (PEG) 8000, que es
un polimero de peso molecular elevado, capaz de inducir o simular el estrés
hidrico. El

PEG da la posibilidad de variar con mayor rapidez el estatus hidrico del ambiente en
el que se desarrollan las raices, de tal manera que la sequia inducida es mas rapida y

homogénea (Lopez-Rodriguez et al. 2008).

En este sentido, se ha utilizado en diversos estudios el PEG para inducir la sequia en
algunas especies de plantas como en Musa sp. donde el uso del polietilenglicol como
agente inductor de estrés hidrico permitio seleccionar plantas de banano tolerantes a
la sequia (Moreno-Bermudez et al. 2014). Posteriormente, ese mismo autor y
colaboradores (Moreno-Bermudez et al. 2017) determinaron la minima concentracion
de polietilenglicol a la cual se afectan variables morfo-fisioldgicas en plantas in vitro de
los cultivares Musa spp, utilizando diferentes concentraciones de PEG, encontrando
asi diferencias entre cultivares a la tolerancia a la sequia. Gamez-Gonzalez y otros
(2005) analizaron dos variedades de maiz para evaluar el efecto de la sequia, donde
una de las dos variedades resulto ser tolerante a dicho efecto. De la misma forma,
Rangel-Fajardo et al. (2019) comprob¢ tal efecto comparando diferentes variedades
de maiz. También Bogado-Villalba y colaboradores (2016) determinaron el efecto del
estrés hidrico inducido con PEG sobre el crecimiento in vitro de plantas de Stevia
rebaudiana donde se demostré la baja tolerancia al estrés hidrico que tiene esta
especie. En lo que se refiere a especies forestales, Lopez-Rodriguez y otros (2008)
evaluaron la respuesta de dos procedencias de Pinus canariensis y una de Pinus
pinaster a tres tratamientos: control estrés hidrico moderado y estrés fuerte, donde

encontré diferencias entre especies y también entre tratamientos.

Como bien Matyas (2010) menciona, poblaciones de arboles que estan cerca de los
limites xéricos (limite altitudinal inferior o sur —en el Hemisferio Norte- de la distribucion
natural de una especie), deben conservarse, ya que probablemente se adaptan mejor

al estrés hidrico y, por lo tanto, son genéticamente valiosas. Esto podria aplicar
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especialmente para las poblaciones de Abies religiosa (oyamel) dentro de la Reserva
de la Bi6sfera Mariposa Monarca. Por lo anterior, se considerdé la necesidad de evaluar
la demanda evapotranspirativa en respuesta al estrés hidrico inducido por
polietilenglicol entre procedencias de Abies religiosa, originadas de un gradiente

altitudinal. Esto con la finalidad de observar si las procedencias originadas amenor

altitud toleran mejor el estrés hidrico. De confirmarse tal hipotesis, esas procedencias
de baja altitud se podrian utilizar en futuras reforestaciones, con la finalidad de proveer
de una mayor resistencia al estrés hidrico (que se incrementara debido al cambio
climatico) a los bosques de oyamel que son usados por la mariposa monarca durante

la estancia invernal.
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MATERIALES Y METODOS

Se germinaron plantulas de Abies religiosa en el Instituto de Investigaciones
Agropecuarias y Forestales (San Juanito Itzicuaro) en mayo del 2018, la semilla
utilizada se obtuvo de una colecta a lo largo de un gradiente altitudinal (tabla 1) dentro
de la Reserva de la Bidsfera Mariposa Monarca. Las plantulas se crecieron durante 10
meses en una casa de sombra en tubetes de plastico de 380 cm?, el sustrato fue una

mezcla de polvilla, agrolita, vermiculita, peat moss.

Cuadro 3. Altitud de origen de las siete procedencias utilizadas.

Procedencia Altitud (msnm)

2 3491
3 3457
5 3364
6 3300
7 3233
8 3210
9 3143

Los tubetes ya con la planta trasplantada con una edad de 10 meses fueron a su vez

colocados en vasos de vidrio de 510 ml parcialmente llenos de agua para saturar el

sustrato de humedad. Se mantuvieron durante cuatro dias bajo un ventilador como

acondicionamiento para incrementar la demanda evapotranspirativa. Posteriormente,

se aplicd polietilenglicol (PEG 8000) a una concentracion creciente de 2.5% hasta

llegar al 20% (no es posible exceder el 20%, ya que el PEG precipita a concentraciones
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mayores). Adicionalmente, se mantuvo un lote control sélo con agua. Cada dia se
pesaron los vasos con las plantas para calcular el consumo de agua (debido a la
evapotranspiracién) con base en el peso. Estas mediciones se realizaron hasta que la
primera planta muri6 por el efecto del estrés por sequia.

Se realizaron tres repeticiones del experimento en las siguientes fechas: 25 de marzo,
1 de mayo y 19 de mayo del 2019. En la primera repeticion se utilizaron dos plantas
por procedencia; de ellas, por cada procedencia, a una planta se le aplico el
polietilenglicol y a la otra no, como lote control. En las siguientes repeticiones se
utilizaron tres plantas por procedencia y en este caso a todas se les aplico el

polietilenglicol.

A partir de que la primera planta mostré sintomas de estrés hidrico, se evalu6 dicho
dafio con un indice de escala visual del 1 al 6 (Fig. 15), hasta que muri6 la primera
planta, donde:

1: Planta saludable, aciculas de color verde obscuro las de mayor edad, y color verde

claro las mas nuevas, con los nuevos brotes erectos.

2: Aciculas con pérdida de turgencia de color un poco amarillento y brotes inclinados

por la pérdida de turgencia.

3: Aciculas inclinadas por pérdida de turgencia color verde grisaceo en su mayoria y

pocas aciculas de color verde claro o amarillento.

4: Planta con follaje de color verde grisaceo, aciculas inclinadas por falta de turgencia,

aciculas con los nuevos brotes a veces agrupadas hacia el centro del brote.

5: Planta con follaje de color verde grisaceo, las aciculas con rigidez que al doblarlas
se rompen con facilidad y se inclinan hacia el centro del tallo. El tallo aun es flexible.

6: Planta con follaje de color verde grisaceo, tallo rigido que al doblarse se rompe

facilmente. Planta aparentemente muerta.
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Valor: 1.2 (procedencia 2b) Valor: 2 (procedencia 5b)

Valor: 4.2 (procedencia 3a) Valor: 5.3 (procedencia 6a) Valor: 6 (procedencia 2a)

Figura 15. Ejemplo del dafio por sequia de algunas plantas, mostrando valores diferentes de dicho dafio.
La letra a seguida del numero indica las plantas a las que se les aplicé PEG, la letra b indica las plantas
testigo (sin PEG).
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Posteriormente, se cosecharon las plantas para estimar el peso seco de la parte aérea.
Una vez cosechadas, se colocaron en una estufa de secado a 60 °C durante 72 horas,

para después pesarlas.

Analisis estadistico.

Se realiz6 un analisis de varianza con el paquete estadistico de SAS (SAS Institute
2004), comparando el efecto del tratamiento (con y sin polietilenglicol), y como las

diferencias entre procedencias.
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RESULTADOS

Demanda evapotranspirativa:

Se confirmo el efecto de induccion de estrés por sequia que tiene el PEG sobre las
plantas (P = 0.0002; tabla 1). Sin embargo, no se encontré diferencia significativa entre
procedencias (tabla 2). Es decir, no se encontré diferencia significativa respecto al
consumo de agua entre procedencias, Unicamente entre tratamientos, dénde las
plantas control consumieron mayor cantidad de agua en comparacion con las que se
les aplico polietilenglicol (Fig. 16 y 17).

Cuadro 4. Andlisis de varianza comparando el tratamiento (con y sin polietilenglicol) con base en el indice
de sequia.

F.V. g.l. C.M. F P
Tratamiento 1 29.1 27.6 0.0002
Error 12 12.6

Cuadro 5. ANOVA comparando las siete procedencias, asi como las tres repeticiones bajo el tratamiento
de polietilenglicol con base en el indice de sequia.

F.V. g.l. C.M. F P
Repeticion 2 3.34 2.41 0.1005
Procedencia 6 1.36 0.98 0.4488
Error 47 1.39
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Figura 16. Promedio del consumo de agua de las tres repeticiones para cada procedencia. Las lineas punteadas
indican las plantas utilizadas como control, las lineas continuas son de las procedencias bajo el efecto del PEG.

Si bien, la procedencia originada a 3233 msnm es la que mas consumio agua a pesar

de estar bajo el efecto del polietilenglicol, no es estadisticamente significativa la

diferencia entre el consumo de esa procedencia y las otras seis procedencias.
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Figura 17. Consumo de agua a partir del octavo dia del experimento (cuando empezaron a ser evidentes signos de
estrés por sequia), sélo de plantas con polietilenglicol.

Dafio por sequia:

El dafio por sequia mediante el indice de estrés se comenz6 a evaluar el dia 8 del
experimento, es decir, cuando tenian el 10% de PEG (Fig. 16), debido a que, a partir de
ese momento, por lo menos una de las plantas mostro signos de estrés hidrico (Fig.
15).

Se realiz6 también una relacién entre el consumo de agua y el dafio por sequia para
asi comprobar la hipo6tesis (a mayor consumo de agua el dafio por sequia es menor).
Con ello se observo que no hay correspondencia evidente entre dichas variables (Fig.
18), ya que solo en las procedencias correspondientes a 3233 y 3210 msnm se
observa que cuando el consumo de agua es mayor el indice de sequia es mas bajo,
es decir, la planta estda mas sana, y cuando el consumo de agua es menorel valor del

indice de sequia es mas alto.
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Figura 15. Relacion entre el consumo de agua y el indice de sequia promedio por procedencia.

En lo que se refiere al peso seco, se hizo una relacion entre éste y el consumo de
agua, donde no se encontrd una asociacion entre el mayor consumo de agua con un

mayor peso seco (Fig. 19).
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Figura 16. Relacion entre el peso seco y el consumo de agua promedio por procedencia. Se indica altitud
de cada procedencia.
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DISCUSION

Existe un continuo de respuestas estomaticas a la sequia, desde la prevencion de la
ésta, en la cual los estomas se cierran para minimizar la transpiracion, hasta la
tolerancia a la sequia, en la cual el cierre estomatico es menos grave y la transpiracion
contindia a tasas relativamente altas (Allen 2010). En este experimento, la respuesta
de las plantas fue preventiva, pues aparentemente la presencia del polietilenglicol
indujo el cierre de estomas, lo que a su vez causo la disminucion del consumo de agua.
Este proceso no ocurrié en el lote testigo de plantas que no tenian PEG, ya que

aparentemente éstas siguieron consumiendo agua normal.

Con la aplicacién de PEG se logré inducir el estrés hidrico, de manera similar como lo
hizo Rangel-Fajardo et al. (2019), Bogado-Villalba (2016), Moreno-Bermudez et al.
(2014, 2017) y Gdmez-Gonzalez et al. (2005), en cuyos resultados se puede observar
el efecto que tiene el PEG sobre las plantas sometidas al mismo. En nuestro caso se
comprobd nuestra hipétesis de que, a mayor consumo de agua, el valor del indice de
sequia fue menor. Es decir, las plantas que no fueron sometidas a PEG y que por lo
tanto aparentemente no dejaron de consumir agua, tuvieron un valor en el indice de

sequia menor, mostrandose plantas visualmente mas sanas.

En lo que se refiere a las procedencias, no hubo diferencia significativa entre éstas (P
= 0.4488). Este resultado es contrario a lo que encontr6 LoOpez-Rodriguez y
colaboradores (2008) en dos especies de Pinus. En este caso, no se comprob6 nuestra
hip6tesis de que las procedencias originadas a menor altitud toleren mejor el estrés
inducido por el PEG. El resultado no apoya nuestra expectativa de que las
procedencias a menor altitud, que conforman lo que Matyas (2010) denomina limite
xérico, hubieran expresado una mayor tolerancia a la sequia. De haberse encontrado
tal resultado, seria deseable que tales procedencias se conservaran, como unvalioso
recurso genético para conferir resistencia a la disminucion de precipitacion proyectada

por el cambio climéatico.
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CONCLUSIONES

Las plantas creciendo en un sustrato con polietilenglicol consumieron menor cantidad
de agua y mostraron dafios evidentes de estrés por sequia a una concentracion del
10% de PEG. En contraste, las plantas testigo, sin PEG, no mostraron ningun dafio
visible, ni mostraron sintomas de estrés por el aumento en la demanda

evapotranspirativa causada por el ventilador.

Por otro lado, no hay una diferenciacion genética entre procedencias en respuesta al
estrés por sequia inducido por PEG, ni en la demanda evaporativa inducida por el

ventilador.

Al no comprobar nuestra hipotesis de que las procedencias originadas a menor altitud
(Iimite xérico sensu Matyas 2010) toleren mejor el estrés por sequia, los resultados
indican que aparentemente no es una opcion la seleccion de procedencias resistentes
a sequia para conferir una mayor resiliencia ante la proyeccion de una menor

precipitacion por el cambio climatico.

Seria importante implementar otras estrategias, como lo es la migracion asistida, para
asi mover altitudinalmente a las plantas de Abies religiosa hacia donde se cree que
estara el clima propicio para ellas en las proximas décadas de acuerdo con las
proyecciones de cambio climatico.
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DISCUSION GENERAL

A pesar de que se evaluaron tres experimentos diferentes en respuesta a la sequia,
de produccion de prolina y evapotranspiracion bajo estrés hidrico inducido, en ninguno

de ellos se encontré diferencia genética entre procedencias.

Por un lado, en el experimento de la prolina, se pudo observar el efecto que tiene la
sequia en las plantas, en donde este aminoacido aumentd su concentracion al ir
incrementandose los dias sin riego, notandose la diferencia con respecto a las plantas
gue si tenian riego; esto como un aparente mecanismo para tolerar el estrés por
sequia. En los ensayos de campo, las plantas en la temporada de sequia aumentaron
su nivel de prolina respecto a la temporada de lluvias. También se pudo comprobar la
importancia que tienen las plantas nodriza, ya que las plantas de Abies religiosa que
estaban bajo la sombra de arbusto produjeron menos cantidad de prolina que las

expuestas a cielo abierto.

En el experimento de evapotranspiracion se logré inducir el estrés hidrico de una
manera homogénea, para de esta forma observar el comportamiento de las plantas,

asi como los cambios fisiolégicos en éstas.

Se comprobd nuestra hipotesis de que, a mayor consumo de agua, el valor del indice
de sequia fue menor. Es decir, las plantas testigo (sin polietilenglicol (PEG))
permanecieron saludables hasta el término del experimento, mientras que las plantas
sometidas a PEG mostraron sintomas de estrés hidrico a partir del dia ocho del

experimento.

Aungue no hubo diferencia entre procedencias, se encontraron diferencias al momento
de someter las plantas a una corriente de viento (mediante un ventilador) donde la
evapotranspiracion aumento, y cuando se les agregdé polientilenglicol, éstadisminuyo.
Probablemente las plantas al percibir la presencia del PEG, cerraron sus estomas para

minimizar la transpiracion.
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CONCLUSIONES GENERALES

Aunque hay diferencias entre tratamientos en los experimentos llevados a cabo (cony
sin induccion de estrés por sequia mediante supresion de riego y aplicacion de
polietilenglicol, exposicion a temporada de lluvias y de secas, plantacion con y sin la
proteccion de plantas nodriza), no se encontraron diferencias significativas entre
procedencias. Por lo tanto, no se comprobo nuestra hipétesis de que las procedencias
de menor altitud, cercanas al limite xérico de la distribucion natural de la especie,
toleraran mejor el estrés hidrico. De haberse encontrado tal resultado, seria deseable
gue estas procedencias se conservaran, como un valioso recurso genético para
conferir resistencia a la disminucion de precipitacion y aumento de temperatura

proyectada por el cambio climético.

Considerando que las procedencias de Abies religiosa aparentemente no tienen una
adaptacién genética diferenciada a la sequia, ello limita las opciones de manejo de los
recursos genéticos forestales que nos ayuden a mitigar el estrés por sequia. Esto
sugiere la posible susceptibilidad de todas las procedencias a lo largo de gradientes
altitudinales a los efectos de un creciente estrés hidrico inducido por el cambio

climético.

Dado que las plantas nodrizas les confieren un ambiente mas favorable a las plantas
de A. religiosa, disminuyendo el estrés por sequia, seria importante el establecimiento
de arbustos como planta nodriza al menos dos afios antes de que se lleve a cabo una
reforestacion de Abies religiosa, para de esta forma asegurar el mayor porcentaje de

supervivencia ante un ambiente que implique estrés hidrico.
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