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RESUMEN

Las especies de montafia en la actualidad se enfrentan a los efectos directos del
cambio climatico, debido al incremento de temperatura y cambios en el patrén de
precipitacion. Esto puede desarrollar condiciones de sequia o estrés por calor, a los
cuales la especie no esta adaptada, por lo que es necesario implementar estrategias
qgue permitan que las especies puedan existir a largo plazo, ya que se predice que
en las proximas décadas tendra una reduccion de habitat y del clima al cual estan
adaptadas. Abies religiosa (Pinaceae) es una especie de clima templado que se
encuentra restringida a las zonas montafiosas, se distribuye ampliamente en los
picos mas altos de las montafias del Eje Neovolcanico Transversal en la Reserva
de la Biosfera de la Mariposa Monarca. Esta especie requiere de estrategias que
permitan su preservacion, una posible estrategia consistiria en la adaptacion de la
especie a sitios donde se predice que el clima favorecera su desarrollo. Se propone
la inoculacion con hongos ectomicorrizicos (HEM), para que la planta obtenga con
mayor facilidad agua y nutrientes que le ayuden a tolerar las condiciones de estrés.
Ademas de lo anterior, se propone adicionar nanotubos de carbono de pared
multiple (NWCNTSs), que han demostrado un efecto significativo en la respuesta
fisiologica y anatémica relacionada con la absorcién. Por lo que este trabajo
contribuye al conocimiento de los efectos ecofisiolégicos en plantas de Abies
religiosa al ser inoculadas con HEM Pisolithus arhizus y adicionadas con NWCNTs
de forma individual y en interaccion, sometidas a estrés hidrico. El experimento
consta de ocho tratamientos con 30 réplicas, donde una réplica es una sola planta,
se inocularon y se adicionaron NWCNTSs, bajo dos condiciones de riego; libre y bajo
estrés hidrico. Se evalud la supervivencia y el crecimiento en plantas de A. religiosa,
asi como la biomasa del peso fresco y seco de la parte aérea y radical, asi como la
arquitectura radical. Se analiz6 con los programas estadisticos R, JMP y Excel. Los
resultados de supervivencia y crecimiento de plantas de A. religiosa, mostraron
diferencias significativas, todos los tratamientos en condiciones de estrés hidrico
presentaron una menor supervivencia y menor crecimiento. En el tratamiento en
condiciones de estrés hidrico la interaccidén entre ectomicorrizas y nanotubos de

carbono incrementa un 17% en la sobrevivencia respecto al control. Las variables



de crecimiento, mostraron diferencias significativas en: altura, diametro a la altura
de la base y cobertura, hay una tendencia en los tratamientos bajo estrés hidrico a
presentar menor crecimiento, lo que confirma la susceptibilidad de la especie ante
las condiciones de cambio climatico. En nuestros resultados observamos que los
tratamientos aplicados a la especie Abies religiosa presentan diferencias
significativas, para las variables de crecimiento, biomasa aérea y radical asi como
en la arquitectura de raiz, hay una tendencia en los tratamientos en condiciones de
estrés hidrico a presentar una reduccion en el crecimiento y acumulacion de
biomasa, por lo que podemos decir que la condicion de estrés hidrico es el principal
factor que determina el establecimiento de las plantulas. Se confirma que la especie
de Abies religiosa, es una especie vulnerable y muy sensible ante condiciones de
estrés hidrico, por lo que es importante continuar con la investigaciéon de esta
especie, en la busqueda de estrategias que puedan mejorar las condiciones de

crecimiento, pero sobre todo de supervivencia.

Palabras clave: micorrizas, nanotubos de carbono, oyamel.



ABSTRACT

Mountain species today face the direct effects of climate change, due to rising
temperatures and changes in precipitation patterns. This can develop drought or
heat stress conditions, to which the species is not adapted, so it is necessary to
implement strategies that allow the species to exist in the long term, since it is
predicted that in the coming decades it will have a reduction in habitat and the climate
to which they are adapted. Abies religiosa (Pinaceae) is a species of temperate
climate that is restricted to mountainous areas, it is widely distributed in the highest
peaks of the mountains of the Transverse Neovolcanic Axis in the Monarch Butterfly
Biosphere Reserve. This species requires strategies that allow its preservation, a
possible strategy would consist of the adaptation of the species to places where it is
predicted that the climate will favor its development. Inoculation with ectomycorrhizal
fungi (HEM) is proposed, so that the plant obtains more easily water and nutrients
that help it tolerate stress conditions. In addition to the above, it is proposed to add
multi-walled carbon nanotubes (NWCNTSs), which have demonstrated a significant
effect on the physiological and anatomical response related to absorption.
Therefore, this work contributes to the knowledge of the ecophysiological effects in
seedlings of Abies religiosa when inoculated with HEM Pisolithus arhizus and added
with NWCNTSs individually and in interaction, subjected to water stress. The
experiment consists of eight treatments with 30 replicas, where a replica is a single
plant, NWCNTSs were inoculated and added, under two irrigation conditions; free and
low water stress. Survival and growth in seedlings of A. religiosa were evaluated, as
well as the biomass of the fresh and dry weight of the aerial and radical part as well
as the radical architecture. It was analyzed with the statistical programs R, JMP and
Excel. The results of survival and growth of seedlings of A. religiosa, showed
significant differences, all treatments in conditions of water stress presented a lower
survival and lower growth. In the treatment in conditions of water stress, the
interaction between ectomycorrhizae and carbon nanotubes increases by 17% in
survival with respect to the control. The growth variables showed significant
differences in: height, diameter at the height of the base and coverage, there is a

tendency in treatments under water stress to present lower growth, which confirms



the susceptibility of the species to climate change conditions. In our results we
observe that the treatments applied to the species Abies religiosa present significant
differences, for the growth variables, aerial and radical biomass as well as in the root
architecture, there is a tendency in the treatments in conditions of water stress to
present a reduction in the growth and accumulation of biomass, so we can say that
the condition of water stress is the main factor that determines the establishment of
the seedlings. It is confirmed that the species of Abies religiosa, is a vulnerable
species and very sensitive to conditions of water stress, so it is important to continue
with the research of this species, in the search for strategies that can improve the

conditions of growth, but above all of survival.

Keywords: mycorrhizae, carbon nanotubes, oyamel.



1. INTRODUCCION

Los acelerados cambios globales, como el cambio en el clima, el agotamiento de la
biodiversidad, la acidificacion y contaminacion de los océanos han desencadenado
una crisis ambiental (Rockstrom et al., 2009). En la dltima década se ha observado
una mayor variabilidad climatica, se presentan cambios en factores como la
radiacion, la temperatura, la precipitacion y la estacionalidad, estos factores alteran
drasticamente la distribucion de las especies que habitan nuestro planeta (Malcolm
et al., 2002, Lemoine 2015, Hansen 2012;). Esto ha llevado a los cientificos a
desarrollar modelos matematicos que permiten hacer estimaciones futuras, con el
objetivo de comprender como va a cambiar el clima y los efectos en los biomas. En
México estos modelos proyectan para las proximas décadas un aumento en la
temperatura media anual y una disminucién en la precipitacion, ademas una
expansion de los climas propicios para los matorrales desérticos y una disminucién
en el habitat climatico para los bosques templados de coniferas (Rehfeldt et al.,
2012). Estos cambios podrian provocar que los bosques de coniferas se extienden
hacia las zonas mas altas y por otra parte existe la posibilidad de que las especies
de las zonas altas de las montafias sean los primeros grupos de especies en
extinguirse (Parmesan 2006; Saenz-Romero et al., 2009; 2010; 2012a; Rehfeldt et
al., 2012; Saenz-Romero et al., 2020, Gbmez-Pineda et al., 2020, ICPP, 2020).

Las especies de alta montafia, como resultado de su evolucion tiene una distribucion
restringida, los bosques de oyamel por ejemplo se presentan como un remanente
de los bosques boreales, estos bosques requieren de condiciones climaticas
diferentes al resto de las demas coniferas (Madrigal 1967; Rzedowski 2006,
Martinez Méndez et al., 2016). Es posible que ya se estén presentando cambios en
estos bosques como una respuesta al clima, se predice que estas poblaciones se
puedan ver afectadas al estar sometidas a condiciones de climas mas calidos y
secos (Trejo et al., 2007). Los bosques como ecosistemas pueden contrarrestar los
efectos negativos del cambio climatico, por lo que es importante favorecer su
recuperacion para que puedan ser funcionales y ser capaces de tolerar las
condiciones ambientales que existiran a largo plazo (Gémez-Ruiz y Lindig-Cisneros,
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2017). Estas poblaciones de oyamel ocupan en México una extension total de 144
000 hectareas (FAO 2010), lo que es relativamente pequefia, se enfrenta en algunos
casos a un manejo forestal sin control, con incendios forestales frecuentes, la tala
ilegal y el cambio de uso de suelo, que elimina gran parte de la vegetacion
(SEMARNAT, 2007). Aunado a esto se presentan periodos de sequia o el estrés
por calor, estas alteraciones en las poblaciones de coniferas pueden operar como
un factor desencadenante que predispone a la mortalidad de las especies, por la
relacion que existe entre la sequia y los aspectos fisioldgicos en las plantas
(Breshears et al., 2005; Allen et al., 2010; Sturrock et al., 2011).

Abies religiosa (Pinaceae) es una especie que se encuentra restringida a los picos
mas altos de la montafia, en el Estado de Michoacén se localiza una poblacién en
la Reserva de la Biosfera de la Mariposa Monarca (Madrigal, 1967; Pérez-Miranda
et al., 2014; Ortiz- Bibian et al., 2019). Al tener ciertas particularidades climaticas un
cambio en el clima la convierte en una especie vulnerable, ademas de enfrentarse
a otros factores que provocaria una reduccion en su nicho ecologico (Saenz-
Romero et al., 2012; Carbajal-Navarro et al., 2019; Manzanilla-Quifiones et al.,
2018; Ortiz-Bibian et al., 2019, Gémez-Pineda et al., 2020), por lo que es necesario
implementar estrategias para la conservacion y la restauracion de la especie para
asegurar que pueda resistir a las condiciones a un largo plazo (Gomez-Mendoza y
Arriaga, 2007; Saenz-Romero et al., 2016; Gémez-Ruiz y Lindig-Cisneros, 2017;
Ipinza, 2018).

Las especies de alta montafia son poco resistentes al estrés por sequia, una de las
estrategias que se propone para su establecimiento en sitios de restauracion es la
inoculacion con hongos micorricicos. Las asociaciones ectomicorricicas pueden
tener efectos positivos sobre la planta, ya que el hongo le otorga ventajas para su
establecimiento (Harris-Valle et al., 2009; Gomez-Romero et al., 2013; 2015). La
planta explora mayor volumen de suelo, absorben y transportan elementos nutritivos
hacia la raiz, lo que incrementa el crecimiento y mejora el estado fisiologico de la

planta (Sierverding, 1989; Honrubia, 2009). Sin embargo, se hace necesario
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explorar otras &reas de la ciencia como la nanotecnologia la cual ha desarrollado
nanomateriales que son utilizados en procesos biolégicos y que se ha demostrado
tienen un efecto significativo en la respuesta fisiologica de las plantas (Khan et al.,
2019). Actualmente se utilizan los nanotubos de carbono de pared mudltiple
(MWCNT) para evaluar los efectos en plantas, asi como las interacciones que
puedan tener con otros componentes caracteristicos de ecosistemas forestales

como los hongos ectomicorrizicos.

Algunos autores han reportado efectos importantes en la germinacion y el desarrollo
de plantas de importancia econdmica, cambios relacionados con modificaciones en
la absorcién de agua (Khodakovskaya et al., 2009; Modal et al., 2011; Wang et al.,
2012), asi como en plantas forestales Lupinus elegans y Eysenhardtia polystachya,
donde se muestra evidencia que sugiere que la naturaleza proporciona condiciones
para la formacién de nanotubos de carbono (Lara-Romero et al., 2017). Por lo que
se hace necesario el desarrollo de estrategias de restauracion ecolbgica que

puedan contribuir a la conservacion de las especies vulnerables.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Cambio climatico

Los cambios en el clima ocurren de manera natural a través de un tiempo
determinado, sin embargo, en las Ultimas décadas se ha observado una mayor
variabilidad climética a consecuencia de las actividades humanas. Los cambios en
el clima tienen un efecto negativo a nivel global, como el aumento de la temperatura
y cambios en los patrones de precipitacion que pueden ocasionar alteraciones en
los ciclos de energia y del agua (Hasen, 2008; Hasen, 2012; Fettig et al., 2013;
Ripple et al., 2019). Las actividades humanas, han contribuido con las emisiones de
gases de efecto invernadero, consecuentemente genera un aumento de
temperatura, lo que posibilita desarrollar condiciones de sequia extrema, olas de
calor prolongado, asi como cambios en la frecuencia y la duracién de las lluvias
(Hasen 2012; Fettig et al., 2013).

Esta preocupacién ha llevado a generar modelos mateméaticos que permiten hacer
estimaciones con el objetivo de comprender el clima y proyectar diferentes
escenarios del cambio climatico para México (Saenz-Romero et al., 2009; Sdenz-
Romero et al., 2010, ICPP 2020). Estos modelos hacen inferencia en las relaciones
planta-clima, al predecir la ocurrencia de los climas futuros. Entre las proyecciones
destacan la expansion de los climas adecuados para los bosques tropicales secos
y matorrales desérticos y una reduccion de habitat climéatico propicio para los
bosques templados de coniferas (Saenz-Romero et al., 2010, Rehfeldt, 2012). Para
el estado de Michoacan indicaron que podria ocurrir una reduccion del area ocupada
por el habitat climatico propicio para vegetacion propia de climas templados, en
contraste con el habitat propicio para tipos de vegetacion de clima céalido o semiarido
(Saenz-Romero et al., 2012), (Tabla 1).

Tablal. Proyecciones climaticas para México y Michoacan (Saenz-Romero et al.,
2009, 2010, 201223, 2020 y Rehfeld et al., 2012).
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Afio 2030 Ao 2060 Ao 2090

México 15°C 23°C 3.7°C

Aumento en la temperatura media anual

Precipitaciones con menos de 200mm

Climas: expansion de bosques tropicales, matorrales desérticos;
reduccién: bosques de coniferas.

Michoacan 1.4°C 22°C 3.4°C

< precipitacion

Clima: expansion de climas calidos o semiaridos;
Reduccién de climas templados.

2.1.2 Impacto del climaen los bosques templados

Las condiciones climaticas son responsables de la distribucion de las especies, el
clima es un factor que controla la estructura y la productividad de una comunidad
vegetal (Gitay et al., 2002, Lopez-Mata et al., 2012; Walte-Vega et al., 2017). Las
especies arboreas a lo largo de su historia de vida se han adaptado a los cambios
ambientales, su plasticidad fenotipica les permitié a los individuos y las poblaciones
sobrevivir por décadas a las condiciones adversas, y producir genotipos que
estuvieran adaptados. Sin embargo, las anomalias climéticas que se presentan
ocurren con mayor frecuencia e intensidad ocasionando que las especies no puedan
adaptarse y sus poblaciones no puedan crecer y reproducirse ante las nuevas
condiciones de cambio (Hamrick et al., 2004; Allen et al., 2010; Rehfeldt et al., 2012;
Fettig et al., 2013).

Se ha documentado que el aumento en la temperatura y la disminucion en la
precipitacion, crean condiciones de climas mas aridos, existe la probabilidad de que
condiciones de sequia se extiendan a sitios que se consideraban humedos
deteriorando la vegetacion, ocasionando un desfasamiento adaptativo entre las

poblaciones vegetales y el clima al cual estdn adaptadas (Ledig, 2004; Saenz-
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Romero et al., 2010). Este desacoplamiento puede alterar la composicion,
estructura y biogeografia de los bosques, ocasionando un aumento en la mortalidad
de arboles en una zona o regidon geografica amplia, asociados con el estrés
fisiologico inducido por la sequia o estrés por calor (Allen et al., 2010; Saenz-
Romero et al., 2015).

La sequia puede operar con un factor desencadenante que predispone a la
mortalidad de las especies. Los arboles que se encuentra estresados son mas
susceptibles a los ataques biolégicos por hongos patégenos o insectos, generando
brotes de plagas y enfermedades de manera extendida. Se sabe que algunas de
las especies de insectos no intervienen directamente la mortalidad de las especies
arbéreas, pero si estos insectos atacan constantemente y ademas se asocian con
hongos, pueden ser vectores de enfermedades que pueden causar la muerte del
individuo (Breshears et al.,, 2005; Sturrock et al., 2011). Ademas, se esta
investigando sobre los efectos en la fisiologia de las plantas, como como
consecuencia de la sequia, ya que se han observado algunas respuestas
fisiolégicas que, de manera general, predisponen a la planta a la mortalidad como
consecuencia de estrés por sequia (Allen et al.,, 2010). Es posible que algunos
bosques ya estén cambiando en respuesta al clima, en México se espera que entre
el 20 y 47% de la cobertura vegetal, se vea afectada al estar sometidas a
condiciones de clima mas calido y seco (Trejo et al., 2007).

2.2. Conservacion y restauracion de bosques templados

Los bosques se enfrentan a diversos procesos que modifican su estructura y su
funcionamiento, por lo que se requiere buscar estrategias y acciones que posibiliten
la conservacion de estos ecosistemas y de las especies que los habitan (Rodriguez-
Trejo & Myers, 2010; Sturrock et al., 2011, Burney et al., 2015; Gomez & Lindig
2017; Lopez-Barrera et al.,, 2017; Lindig-Cisneros, 2018). A nivel mundial los
bosques son territorios que albergan una gran abundancia de recursos deben

protegerse, las especies de coniferas son el grupo taxondmico principal que
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determina los limites de areas naturales protegidas, reconociendo asi la importacién
de biomas completos para la conservacion de otras especies (Myers et al., 2000;
Brooks et al., 2004). En la actualidad sabemos por los reportes mundiales de areas
naturales protegidas que para el afio 2000 solo el 3.5% de la superficie terrestre del
planeta estaba destinada a la conservacion, en 2004 aumentd a un 11.9%, sin
embargo, soOlo el 5.1% de estas areas se destinan explicitamente para la
conservacion de la biodiversidad. Los biomas con mayor cobertura de éarea
protegida son los bosques templados de coniferas con un 25%, seguido por
pastizales y sabanas inundadas (18%) y selvas himedas o bosques subtropicales
de hoja ancha (18%) (Brooks et al., 2004; FAO 2010).

Los bosques templados de México constituyen alrededor de 20% de la cobertura
vegetal, lo que los hace la clase de bosques mas ampliamente distribuidos y donde
hay mas esfuerzos de conservacion (Galicia et al., 2018). Los bosques, de manera
general, contribuyen en la regulacion del ciclo hidrolégico y del clima, ademas de
desempefiar un papel importante en la estabilizacién y proteccion de los suelos,
amortiguan el impacto del calentamiento global, también proveen a la humanidad
de recursos y servicios por lo que es fundamental su conservacion ya que posibilitan
la vida en la Tierra (Daily et al., 1997; MEA 2005). A partir de la década de los 90,
se han desarrollado investigaciones que tienen el compromiso de cumplir con los
acuerdos que involucran la conservacion y la restauracién de los bosques a nivel
mundial, lo cual ha permitido el avance de practicas exitosas en México (Lopez-
Barrera et al., 2017).

En el estado de Michoacan se han desarrollado estrategias con el objetivo de
conservar y restaurar los bosques templados, buscando incrementar la
supervivencia y el crecimiento de las especies forestales. En los dltimos afios se
han integrado estrategias que ayuden a disminuir el impacto de las condiciones
ambientales derivadas del cambio climatico como la sequia, buscando incrementar

la resistencia de las especies favoreciendo la adaptacion a largo plazo (Mendoza-
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Maya et al., 2015; Castellanos-Acuiia et al., 2015; Lindig-Cisneros et al., 2018;
Flores-Garcia et al., 2021).

2.3. Bosque templado de Abies en México

En Mesoamérica y el norte de México, los oyameles o abetos (Abies, Pinaceae) se
presentan como un remanente de los bosques boreales, con una distribucion
geografica de manera dispersa y localizada; en algunos casos se presentan como
manchones aislados o restringidos a un cerro, una ladera o cafiada. Estos bosques
de Abies requieren de condiciones climaticas sobresalientes al resto de las demas
coniferas, su localizacibn a menudo los protege de la accién de los vientos y la
insolacién intensa, estos arboles prosperan en zonas de clima templado y frio por lo
que estos bosques estan confinados a sitios de alta montafia, entre los 2 400y 3
600 m de altitud (Madrigal, 1967; Rzedowski, 2006; Martinez Méndez et al., 2016).

Las areas continuas de bosque de Abies con mayor extension se presentan en las
serranias del Valle de México y las montafias sobresalientes del Eje Volcanico
Transversal, en la Sierra Madre del Sur y del Norte, en la Sierra Madre Occidental
y Oriental. En estas areas se han reconocido seis especies de Abies; la clasificacion
de todas las especies ha sido delimitada a partir de caracteres vegetativos y
reproductivos, asi como sus preferencias ecoldgicas y su geografia, separando al
género dentro de la familia Pinaceae (Rzedowski, 1978; Farjon & Rushforth, 1989;
SEMARNAT, 2010; Martinez-Méndez et al., 2016). Se han realizado estudios para
intentar explicar algunos patrones filogenéticos entres las especies del género
Abies, encontraron que la relacion que existe entre los nichos de las especies que
se distribuye en México son reflejo de su origen relativamente reciente y que
comparten un ancestro en comun junto con las otras especies que se distribuyen en

Centroamérica (Jaramillo-Correa et al., 2008; Martinez-Méndez et al., 2016).

La extension territorial que ocupa esta comunidad vegetal en México ha ido

disminuyendo, Flores et al., 1971 mencionan que la extension de bosques era de
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0.16% del area total del pais, es decir 313 479.68 hectareas. La SEMARNAT, en
2008, reportd una disminucion en un 54.61%, es decir 171 210 hectareas. En 2010
se registra que los bosques de Abies cubren alrededor de 144 000 hectéareas (FAO,
2010). Esta es un area relativamente pequefia, aunado a esto las areas donde se
distribuyen se enfrenta en algunos casos a un manejo forestal sin control, con
incendios forestales frecuentes, la tala ilegal y el cambio de uso de suelo, que
elimina gran parte de la vegetacion (SEMARNAT, 2007).

De las especies que se registran seis son endémicas para México y estan incluidas
en alguna categoria de riesgo (Gernandt-Pérez de la Rosa, 2014; Martinez-Méndez
et al., 2016; Gonzalez-Cubas et al., 2017). En Michoacan se reportan dos especies
A. religiosa, A. guatemalensis y una variedad A. religiosa emarginata (Silva-Saenz,
2019).

Este género es de gran importancia econémica por su madera para diversos usos,
es utilizado como pulpa para papel, para resina, balsamo de Canada o balsamo de
abeto y como arboles de navidad (Madrigal-Sanchez y Chavez-Carmona, 1992).
Los bosques de oyamel también proporcionan beneficios biolégicos y sociales,
proteccion contra la erosion, captacién de agua, regulacién de las escorrentias,

recreacion, etc.

2.3.1 Abies religiosa (Kunth Schltdl. et Cham.)

Abies religiosa es una especie que tiene ciertas particularidades climaticas. Sus
poblaciones se encuentran restringidas a los puntos mas altos de las montafas, por
lo que representan una comunidad bien definida por sus especificaciones
ambientales, muchas veces en barrancas o terrenos con fuertes pendientes ya que
ofrecen un microclima especial, entre los 2 400 y 3 500 msnm (Madrigal 1967,
Rzedowski, 1978). En Michoacan su principal area de distribucion se localiza en la
Faja Volcanica Transversal y en la Sierra Madre del Sur. Los bosques mas extensos

se ubican al oriente en la frontera con el Estado de México, comprende los sitios de
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hibernacion de las poblaciones de Danaus plexippus L., en el &rea central de la
Reserva de la Biosfera de la Mariposa Monarca (RBMM) (Pérez-Miranda et al.,
2014; Ortiz-Bibian et al.,, 2019). La RBMM ha sufrido algunos eventos de
perturbacién como incendios forestales, tormentas de viento, brotes de plagas que
son asociados con el cambio climatico, estos hechos hacen que las poblaciones de
Abies religiosa sean vulnerables (Sdenz-Romero et al., 2012; Manzanilla-Quifiones
et al., 2018; Carbajal-Navarro et al., 2019; Ortiz-Bibian et al., 2019).

Las investigaciones que se realizan sobre estas especies son importantes ya que
contribuyen a tener un mayor conocimiento que permitira tener herramientas para
la conservacion y restauracion de los bosques de oyamel. Uno de los estudios mas
importantes que se tienen para esta zona de la RBMM es el realizado por Saenz-
Romero et al., (2012), en donde modelan el nicho ecoldgico de A. religiosa en
relacion con las afectaciones que puede provocar el cambio climatico; sugieren
estrategias de manejo y de conservacion por ser uno de los sitios de estancia
invernal de mariposas monarca en México. Proyectaron el nicho climatico en los
climas futuros y encontraron: una disminucion del 69.2% para el 2030, 87.6% para
el 2060, y 96.5% para 2090 a nivel nacional. Propusieron la migracion asistida de
A. religiosa en 275 m de altitud para que las poblaciones de 2030 ocupen los mismos
climas que hoy en dia. Las proyecciones también muestran que, para finales de
siglo, el habitat adecuado para la mariposa monarca no se encontrara dentro de la
Reserva de la Bidsfera. Por lo que se proponen opciones de gestion para asegurar
la perpetuacion del futuro habitat de la especie. Castellanos- Acufa et al., (2014)
determinaron la existencia de diferencias morfolégicas entre las poblaciones Abies
religiosa, con esto se establece una zonificacion altitudinal, que comprende las
diferencias genéticas para predecir el movimiento de semillas en los programas de
reforestacion. Se encontraron diferencias significativas entre las poblaciones que se
distribuyen a lo largo de un gradiente altitudinal, por lo que se sugieren
zonificaciones provisionales para la recolecta y la produccién de planta en viveros y
la reforestacion en sitios ubicados en la misma zona. En otro estudio Pérez-Miranda

et al., (2014), realizaron un trabajo para ver las posibles modificaciones del paisaje
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como efecto del cambio climatico determinando los niveles de aptitud del terreno
para esta especie, en el cual se muestra una disminucion del 9% de la superficie
adecuada para su establecimiento, con respecto al terreno forestal de coniferas.

Las poblaciones endémicas de Abies religiosa poseen gran importancia econdémica,
ecolégica y social (Oros-Ortega et al., 2017). Los bosques de oyamel aportan
valiosos dividendos economicos al sector industrial. En la parte central del pais
donde se registran las zonas de produccion maderable, contribuye con 2.8% de la
produccion de madera anual (SEMARNAT, 2016; Flores, 2019). La SEMARNAT en
2018, reporto que la produccion forestal maderable en Michoacan fue de 35
290.34m3, por lo que se necesita tomar en cuenta las caracteristicas de la especie
y los cambios a los cuales se enfrenta para hacer un mejor manejo forestal y permitir

la recuperacion de estos bosques (Sdenz-Romero et al., 2012).

2.4 Respuesta de las plantas al estrés por déficit hidrico.

Las plantas de manera individual responden funcionalmente a los cambios tanto en
condiciones o6ptimas como desfavorables. Cuando una planta estd sometida a
condiciones ambientales significativamente diferentes a las 6ptimas y que ademas
influyen de manera negativa en ellas, se dice que estd sometidas a estrés. Las
plantas pueden experimentar periodos severos o transitorios de estrés, en los
cuales activan mecanismos de aclimatacion como respuesta a esta condicion, esta
respuesta a su vez puede presentar alteraciones en la anatomia, morfologia,
fisiologia y bioguimica afectando su desarrollo y crecimiento, y en consecuencia su
productividad (Hsiao, 1973; Levitt, 1980; Hsiao, 1983; Nilsen y Orcutt, 1996; Nonami
1998a; UNER, 2011, Ojeda-Silvera, 2015).

El estrés causado por déficit hidrico limita el establecimiento exitoso de las plantas,
esta directamente relacionado con la disponibilidad de agua en el suelo, el déficit de
vapor en la atmosfera y las condiciones estructurales de la planta misma. El balance
hidrico de la planta va a permitir regular la absorcion y la pérdida de agua, asi como

permitir la difusion y el flujo masivo de solutos que son esenciales para el transporte
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y distribucion de nutriente y metabolitos en las plantas (Kramer, 1963; Soriano,
1980; Hsiao & Bradford, 1983; Ojeda-Silvera, 2015).

El suelo tiene una gran capacidad de contener agua, puede encontrarse en un rango
gue va desde la capacidad de campo (saturacion) hasta el porcentaje de marchitez
permanente. El agua que se encuentra disponible es absorbida por la planta gracias
al balance hidrico que permite el movimiento del agua; la cual se mueve de una
zona donde el potencial hidrico es mayor, hacia zonas donde es menor, por lo que
la planta solamente absorbera agua si su potencial hidrico interno es menor que su
potencial externo (Azcon-Bieto y Talon, 2013). El potencial hidrico, representa la
capacidad de las moléculas de agua para moverse en cualquier sistema y es una
medida de la energia libre del agua, ademas constituye la resultante de fuerzas de
origenes diversos (osmdtica, capilar, turgente) que liga al agua del suelo a los
diferentes tejidos de la planta. (Martin de Santa Olalla et al., 2005; Taiz y Zeiger,
2006).

El estrés por déficit hidrico puede describirse segun Hsiao (1973) en tres grados:
estrés leve, moderado y severo. El estrés leve o moderado se traduce en
alteraciones del metabolismo de respuesta reguladoras. Es poco probable que un
estrés leve pueda causar dafios en los componentes bioquimicos o los organulos
de la célula, pero tendra efectos pronunciados como en el crecimiento celular,
sintesis de pared y sintesis de proteinas. Dependiendo de la especie, un estrés leve
como el crecimiento celular reducido puede producir un efecto indirecto como un
cambio en la turgencia celular, y este cambio de turgencia puede producir cambios
en la presion a través de la pared celular puede producir; es decir un efecto directo

del estrés hidrico conduce a efectos secundarios.

Por tanto, sabemos que las plantas sometidas a estrés tienen como respuesta
diferentes mecanismos de resistencia, o que ha permitido comprender los procesos
involucrados en la adaptacién de las plantas a un ambiente adverso y conocer hasta
cierto punto la respuesta que tendra una planta a los cambios globales (Valladares
et al., 2014).
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Diversos autores han realizado clasificaciones de las principales estrategias de las
plantas ante estrés hidrico, en general se denominan tres mecanismos de
resistencia: evitacion, escape y tolerancia. El mecanismo de escape se presenta en
especies que completan el ciclo vital antes del periodo de estrés, las plantas ajustan
su fenologia para cumplir su ciclo fuera de los periodos de déficit hidrico, tienen un
alto grado de plasticidad que le permite realizar estos cambios fisioldgicos. Otras
plantas evitan la deshidratacion celular maximizando la absorcion de agua por
diferentes estrategias como el desarrollar sistemas radicales profundos, cierre de
estomatico, ligeros descensos del contenido hidrico dentro de los tejidos, lo que
permiten que la planta se encuentre un estado de turgor. Este mecanismo evitacion
permitiria a las plantas sobrevivir al estrés y continuar creciendo y desarrollandose
en condiciones de estrés. En el mecanismo de tolerancia, la planta sigue siendo
funcional aun con la pérdida de agua, es decir resisten en forma reversible a la
deshidratacion de los tejidos. Realizan un ajuste bioquimico para sobrevivir al
potencial hidrico bajo, desarrollando dos tipos de mecanismo: mantenimiento de la
turgencia celular mediante el ajuste osmotico y elastico y permitiendo la tolerancia
a la deshidratacion, tolerancia protoplasmética. (Kramer, 1963; Hickman, 1970;
Hsiao, 1973; Levitt, 1980; Sanchez & Aquirreolea, 2000; Azcén-Bieto y Talén, 2013;
Valladares et al., 2014; Ojeda-Silvera, 2015).

2.5. Asociaciones micorricicas

Las asociaciones micorrizicas son el resultado de la relacion que se establece entre
las raices de las plantas y el micelio de los hongos, su principal funcion es el
intercambio de nutrientes (Brundrett, 1991). Este intercambio beneficia a las
especies vegetales al realizar una mejor asimilacién de los nutrientes, es una
condicion comun en la mayoria de las plantas, el establecimiento no solo depende
de los simbiontes sino de la existencia de condiciones que incluyen factores

quimicos, fisicos y biologicos (Smith y Read, 1997; Read y Pérez-Moreno, 2003).
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La clasificacion de las micorrizas se basa en las caracteristicas morfoldgicas de la
colonizacion (el grado de penetracion del hongo) y en los taxones de los simbiontes
(Smith & Read, 1997). Se reconocen al menos siete tipos de asociaciones
micorrizas, que involucran diferentes grupos de hongos y plantas; ericoides,
arbutoides, monotropoides, orquideoides, ectendomicorrizas y ectomicorrizas, en
cualquiera de ellas se debe establecer un contacto intimo entre las hijas y las células
vegetales (Allen, 1991; Honrubia et al., 1992; Smith y Read, 1997; Honrubia, 2009).

En la actualidad estos siete tipos de micorrizas han sido agrupadas en tres grandes
grupos basados en la anatomia de las plantas: ectomicorrizas, endomicorrizas y un
grupo intermedio denominado ectendomicorrizas (Peyronel et al., 1969; Molina et
al., 2005). Estos hongos micorricicos pertenecen a las divisiones Basidiomycota,
Ascomycota y Zygiomycota (Brundrett, 1991; Comandini et al., 2012).

El proceso de micorrizacion inicia con el desarrollo del micelio del hongo el cual
procedente de la germinacion de las esporas, desarrollando filamentos conocidos
como hifas, los cuales son los encargados de llevar a cabo el contacto con la raiz;
las hifas se modifican en una estructura llamada apresorio, la cual, al adherirse al
sustrato, permite que el micelio penetre intercelularmente las células de su
hospedero. La formacién de esta simbiosis concluye al producir estos cambios
fisioldgicos, morfoldgicos y estructurales en los tejidos colonizados por el hongo y
la pared celular del simbionte fingico, dado lugar a una alteracion de las actividades

enzimaticas que integran los procesos metabdlicos (Smith y Read, 1997).

Los beneficios de las micorrizas en ecosistemas forestales, tiene un papel clave en
los procesos ciclicos en los ecosistemas y la estructura del suelo, funcionan como
la interfaz principal suelo-planta para los hospederos. Las plantas no son capaces
de sobrevivir en ausencia de la asociacion, es por esto que pueden tener un efecto
benéfico a nivel fisioldgico e incrementar la asimilacién de nutrientes al facilitar la
captura de forma ionica, de compuestos como el fosforo o el Nitrdgeno (Brundrett,
2002).

Uno de los mayores beneficios que tienen las micorrizas es la capacidad de
absorcion de agua, generando en la planta tolerancia a estrés hidrico. Esta
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tolerancia se debe a que las plantas que son micorrizicas tienen un incremento en
la turgencia, en su potencial de agua foliar, su conductancia estomatal,
conductividad hidraulica de la raiz, capacidad de absorcion, recuperacion de la
capacidad fotosintética (Bethlenfalvay et al., 1988). Es decir, los cambios en el
potencial osmético contribuyen a una mayor tolerancia a condiciones de sequia
(Ruiz-Lozano et al., 1995). Se incrementa la conductividad hidrica de la planta al
desarrollar una extensa red de hifas e incrementar la capacidad de exploracion, le
permite tener una mayor absorcion al llegar a zonas mas alléa de la cual tiene acceso
el sistema radical de la planta (Molina et al., 2005). Estos beneficios son la base que
le permite a las plantas micorrizadas presentar una mayor adecuacion, mayor
competitividad y productividad (Molina et al., 2005; Smith y Read, 2008.)

2.5.1. Ectomicorrizas

Las ectomicorrizas, a veces se denominan asociaciones ectotréficas o micorrizas
de revestimiento. Son asociaciones mutualistas entre hongos superiores y plantas
de gimnospermas o angiospermas (Brundret, 1996). El término ectomicorriza (ECM)
fue propuesto por Peyronel et al., (1969), se define como una micorriza en la que el
hongo se desarrolla fuera de las células de la raiz. La simbiosis ECM tiene tres
componentes estructurales; raices modificadas que contienen tejidos vegetales y
fungicos; estructuras fangicas reproductoras; micelio externo que incluye hifas
absorbentes, cordones miceliales y rizomorfos (Brundrett et al.,, 1996). Esta
asociacion se forma predominantemente en las finas puntas de las raices del
hospedero, donde el hongo crece y forma un manto compacto en la superficie de la
raiz cortas y penetra el cortex intercelularmente para producir una red micelial
conocida como “red de Hartig”, que es considerada la interfaz simbiotica (Marx,
1972; Brundrett et al., 1996, Smith y Read 1997; Brundrett, 2002; Pérez-Moreno &
Read, 2004; Comandini et al., 2012).

Se han realizado varias estimaciones sobre la diversidad de estos hongos, la

mayoria de estas estimaciones se basan en el estudio de los cuerpos fructiferos
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bajo el reconocimiento morfologico, en la actualidad un trabajo de Comandini et al.,
(2012), estimaron que existen entre 20 000 a 25 000 especies de hongos
ectomicorrizicos, se reconocen 7 950 especies descritas y 234 géneros, la gran

mayoria son basidiomicetes y ascomicetes (Pérez-Moreno & Read, 2004).

Los hongos ectomicorrizico no se encuentra de forma aislada en el ambiente, estan
sujetos a la interaccion con las plantas hospederas, las condiciones ambientales y
del suelo (Brundrett, 1991). Son un componente dominante de la comunidad
microbiana en la rizosfera de arboles y arbustos en las regiones boreales y alpinas,
tienen una estrecha relacion con las raices de angiospermas o0 gimnospermas, ya
gue tienen mayor probabilidad de ocurrir en suelos con alta materia organica donde
hay una predominancia de nutrientes organicos, pero también son importantes en
bosques templados caducifolios y bosques tropicales (Brundrett, 1991; Honrubia et
al.,1992; Smith y Read, 1997, Brundrett 2002; 2005).

Las plantas pertenecen principalmente a las familias: Pinaceae, Fagaceace,
Betulaceae, en zonas tropicales, las familias Nothofagaceae, Myrtaceae,
Dipterocarpaceae, y varios géneros Cesalpinioides (Comandini et al., 2012). Los
hongos ectomicorrizicos basidiomicetes pertenecen principalmente a las familias
Amanitaceae, Boletaceae, Cortinariceae, Russulaceae, Tricholomataceae,
Rhizopogonaceae y Sclerodermataceae. Varios Ordenes de ascomicetos,

principalmente Eurotiales, Tuberales, Pezizales y Helotiales (Marx, 1972).

Dentro de las ventajas de la asociacion micorricica las plantas asociadas a hongos
ectomicorrizicos exploran mas volumen de suelo, absorben y transportan elementos
nutritivos hacia la raiz, cuando estos se encuentran con poca disponibilidad, lo que
incrementa el crecimiento y mejora el estado fisioldgico de la planta (Sierverding,
1989; Honrubia, 2009). En el ciclo de nutrientes son los encargados de adquirir los
minerales requeridos por las plantas, de fuentes inorganicas y organicas en el suelo,
en general se asume que estos hongos tienen una mayor capacidad para adquirir
las formas organicas, se ha demostrado que las raices y las micorrizas mejoran
significativamente la velocidad de descomposicion de la materia organica (Gadgil y
Gadgil, 1975; Dighton et al., 1987; Smith y Read, 1997).
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2.5.2. Comunidades de hongos ectomicorrizicos asociadas a plantas

Las especies vegetales pueden ajustarse a diferentes condiciones y variar su
tolerancia a distintos factores, reduciendo los efectos limitantes de temperatura, luz,
agua y otras condiciones fisicas (Odum, 1972). Las especies arbdéreas que se
encuentran en zonas montafiosas tienen un rango restringido, se han adaptado a
condiciones especificas; por lo que son especies mas sensibles al cambio de un
factor bittico o abittico (Parmesan, 2006).

Las asociaciones de micorrizas podrian influir en la estructura de una comunidad
vegetal, al afectar la riqueza o uniformidad de las poblaciones de plantas coexistente
o al cambiar la capacidad competitiva de las especies. Hay evidencia que de manera
natural las especies de plantas tiene interconexiones miceliales con una o mas
especies de micorrizas, lo que les proporciona una mayor sobrevivencia en las
plantas que se convierte en arboles, aun cuando esta asociacion tenga un costo
para las plantas de los bosques templado es obligada para el mantenimiento de
estos sistemas (Brundrett, 1991; 2005).

Una forma en que las especies arboreas de alta montafia encontraron para
establecerse e incrementar su supervivencia en condiciones adversas es formando
una asociacion con las ectomicorrizas. Los hongos ectomicorrizicos traen beneficios
a las plantas al participar activamente en el transporte y la absorcion de nutrientes
y agua, una reduccion de la toxicidad de metales pesados y otros contaminantes,
incrementa la resistencia a estrés por sequia o por patégenos. Esta estrecha
relacion entre simbiontes origina frecuentemente una dependencia de las plantas
asociadas, siendo entonces la ectomicorriza usualmente una relacion obligada.
Existen especies arboreas que cubren extensas areas del planeta, pertenecientes
a géneros como Abies, Betula, Pinus, Picea, Fagus y Quercus, que no sobrevivirian
en condiciones naturales en ausencia de la simbiosis ectomicorricica (Pérez-
Moreno & Read, 2004).

Gbomez-Romero et al., (2015) en sus resultados mostraron que las especies que se

encuentran creciendo en condiciones de sequia se ven limitadas en su crecimiento
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por lo que las especies vegetales crean asociaciones micorricicas (con hongos
ectomicorrizicos), que les permiten obtener nutrientes y posiblemente tolerar las
condiciones de sequia. En su estudio, realizaron un ensayo con el hongo
ectomicorrizico Pisolithus arhizus, el cual inocularon a Pinus pseudostrobus,
encontraron que existen diferencias significativas en las variables de crecimiento
por el efecto del tiempo de sequia, los tratamientos donde las plantas estaba en
simbiosis con P. tinctorius, son las que amortiguaron el efecto en sequia extrema.
Estos resultados muestran la importancia de la asociacion micorrizica para tolerar

condiciones de sequia.

2.6. Aplicaciones de la Nanotecnologia.

El avance de la ciencia y la tecnologia en las tltimas décadas ha llevado al estudio
de la materia en la nanoescala (1-100nm), con el objetivo de manipular y controlar
la materia a escala molecular y hacer uso de sus propiedades, se han desarrollado
materiales y maquinaria que pueden analizar, estructurar y operar los materiales
nivel nanométrico. La nanotecnologia es una area de investigacion con enfoque
multidisciplinario que se basa en la generacion de nanoparticulas y nanoestructuras
gue son disefiadas para tener diferentes aplicaciones en diversas areas como; el
almacenamiento, produccién y conversion de energia; produccion agricola;
tratamiento y remediacion de aguas; enfermedades y farmacos; procesamiento de
alimentos; deteccién y control de plagas; informatica y comunicacién, entre otras
(Carlo-Delgado, 2009; Maubert et al., 2009; Khan et al., 2019).

De forma general las nanoparticulas pueden dividirse en dos grandes grupos de
acuerdo a su composicion quimica, las cuales pueden formarse naturalmente o
sintéticamente, hablamos de las nanoparticulas de carbono y las nanoparticulas
metalicas. Las nanoparticulas de carbono, estan formadas de una estructura
cristalina con formas muy diversas, esféricas, elipsoidales, tubulares o los cilindrico-
tubulares conocidos como nanotubos; las nanoparticulas de metal: pueden ser

guantum dots (puntos cuanticos o transistores de un solo electrén o nanoparticulas)
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de oro, plata o de metales reactivos como el diéxido de titanio, entre otras (Maubert
et al., 2009; Lara-Romero et al., 2017; Bhati et al., 2018; Khan et al., 2019).

2.6.1. Nanoparticulas de carbono y su aplicacion en plantas

Las nanoparticulas de carbono tienen un gran rango de aplicaciones biologicas, sus
propiedades las convierten en una de las mejores nanoestructuras, ya que tiene un
procedimiento de sintesis facil, poseen una composicion quimica y configuracion
anatomica sencilla, lo que lo hace un nanomaterial con una gran diversidad y
rigueza en relaciones y estructuras y propiedades. En la actualidad existe la
disponibilidad de diferentes nanocarbonos, los cuales tienen una amplia gama de
aplicaciones como es el caso de los nanotubos de carbono multiples (MWCNT)
(Maubert et al., 2009; Khan et al., 2019). En los ultimos afios nanotecnologia ha
desarrollado nanomateriales que tiene un uso potencial para mejorar los procesos
bioldgicos en plantas, los estudios que se han realizado han mostrado tener un
efecto significativo en la respuesta fisiolégica y en bioquimica de la planta que se
ven reflejados en parametros como la germinacion de semillas, crecimiento de la
raiz, biomas y en el desarrollo y produccién de metabolitos secundarios (Khan et
al., 2019).

La funcién de las nanoparticulas depende de las plantas en las que son probadas
ya que pueden responder de manera diferente dependiendo de la nanoparticula que
se utiliza y la concentracion a la cual se aplican. El tiempo de exposicion durante la
aplicacion de las nanoparticulas puede tener un efecto perjudicial sobre las plantas,
se ha visto que al aumentar el tiempo de exposicion puede inhibir el crecimiento y

la acumulacién de biomasa en la planta (Khan et al., 2019).

Dentro de sus aplicaciones, se ha demostrado el efecto en la germinacion y
crecimiento de especies de uso agricola y forestal; existe evidencia del efecto
positivo en la translocacién y la acumulacién de nanocarbonos, que causan

impactos significativos en la fisiologia de la planta, como la absorcién del agua y
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nutrientes (Martinez-Ballesta et al., 2016; Lara-Romero et al., 2017; Joshi et al.,
2018; Bhati et al., 2018).

Lara-Romero et al.,, (2017), mostraron evidencia de nanotubos de carbono
multipared (MWCNT) producidos a partir de muestras de Pinus oocarpa y Pinus
pseudostrobus, obtenidas después de un incendio forestal. Ademas, verificaron si
la generacion de MWCNT durante los incendios forestales tiene un efecto bioldgico,
llevaron a cabo la germinacion y el desarrollo de plantas de un ecosistema forestal
después de in incendio, Lupinus elegans y Eysenhardtia polystachya, donde se
demostro que la utilizacion de MWCNT sintéticos comparables aumento las tasas

de germinacién de semillas y su desarrollo.

En el trabajo realizado por Martinez-Ballesta et al., (2016), proporciona evidencias
sobre el efecto de los MWCNT en las propiedades de la membrana plasméatica
célula vegetal, donde indujeron cambios en la composicion de los lipidos, rigidez y
permeabilidad de las membranas plasmaéticas radiculares, ademas se produjo una
transduccion mejorada de acuaporina, que mejoraron la captacion y el transporte
de agua, aliviando los efectos negativos del estrés salino. Posteriormente Joshi et
al., 2018, realizaron un estudio para entender los efectos sobre la germinacion, el
crecimiento, la anatomia, la fisiologia y el rendimiento en Triticum aestivum.
Reportaron una germinacién temprana y una mayor longitud de la raiz. Lo que
contribuy6 a un crecimiento mas rapido y un mayor rendimiento de las plantas de
trigo, se facilitd la absorcién de agua y minerales esenciales, aumentando el
rendimiento de los cultivos, mejorando el rendimiento de grano por planta. Se
registré6 un aumento del alargamiento celular en un 80%, mientras que los tamafios
de xilema y floema se dilataron a casi el 83% y el 85% del control, mejorando asi su

capacidad para conducir agua y nutrientes.
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1. HIPOTESIS

La interaccion entre el hongo ectomicorrizico Pisolithus arhizus y los nanotubos de
carbono, facilitaran que la especie Abies religiosa pueda resistir condiciones bajo

estrés hidrico, debido a que la interaccion tendra efecto sobre la fisiologia de la

planta.
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2. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

o Determinar los efectos eco fisioldgicos en plantas a temprano edad de Abies
religiosa, inoculadas con el hongo ectomicorrizico Pisolithus arhizus y adicionadas
con nanotubos de carbono de pared multiple (NWCNTSs) solos o en interaccion,

sometidas a estrés hidrico.

4.2. Objetivos particulares

o Evaluar la supervivencia y el crecimiento de las plantas de A. religiosa en
inoculacion con el hongo ectomicorrizico Pisolithus arhizus y la adicion de
nanotubos de carbono de pared mdultiple, de forma individual y en interaccion; en
condiciones de riego libre de estrés hidrico y bajo estrés hidrico.

o Evaluar la biomasa, arquitectura de raiz y porcentaje de colonizacion en
plantas de Abies religiosa inoculadas con el hongo ectomicorrizico Pisolithus
arhizus y adicionadas con nanotubos de carbono de pared multiple (NWCNTS) solos
0 en interaccién, sometidas a estrés hidrico.

o Conocer el efecto de la interaccién hongo ectomicorrizico Pisolithus arhizus
y nanotubos de Carbono (NWCNTS), solos o en interaccién, sometidas a estrés
hidrico en plantas de Abies religiosa.
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5. MATERIALES Y METODOS.
1. Disefio experimental.

El disefio experimental se ajustd a un modelo de completamente al azar. Las plantas
fueron aleatorizadas para contrarrestar efectos de diferencia de luz, humedad
relativa y temperatura en el sitio de experimento. Se establecieron 30
plantas(réplicas) por tratamiento con un total de ocho tratamientos (Tabla 2).

Los tratamientos consistieron en la inoculacion del HEM Pisolithus arhizus y la
adiciébn de una concentracion de nanotubos de carbono (30 p), solos y en
interaccion. El experimento se disefié con dos condiciones de riego; libre de estrés
hidrico y bajo estrés hidrico. Dos tratamientos se dejaron sin inocular, uno de ellos
como control absoluto. El experimento permanecié 14 meses en condiciones de
casa de sombra en el Jardin Botanico Nicolaita, Melchor Ocampo de la UMSNH.

Tabla 2. Tratamientos aplicados a Abies religiosa, utilizando los factores Nanotubos de

carbono, hongo ectomicorrizico y dos tipos de riego; libre de estrés hidrico y bajo estrés
hidrico.

Tratamiento | Especie HEM Nanotubos | Riego: EH Riego:

Pisolithus 30 ug (15%- 20%) LEH

arhizus (40%)
1 A. religiosa - - + -
2 A. religiosa - - - +
3 A. religiosa + - + -
4 A. religiosa + - - +
5 A. religiosa + + + -
6 A. religiosa + + - +
7 A. religiosa - + + -
8 A. religiosa - + - +

5. Montaje de experimento
5.2.1. Obtencion de semilla

Las semillas fueron colectadas en diciembre de 2017 en un transecto altitudinal
entre los 3 003 y 3 552 msnm dentro de la Reserva de la Biosfera de la Mariposa

Monarca en el estado de Michoacan. Se tomé semilla de todas las procedencias
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altitudinales colectadas y se mezclaron para tratar de tener representada todas las

poblaciones.
5.2.2. Estratificacion de semilla

Para la estatificacion de la semilla, inicialmente se procedié a lavar la semilla
durante un minuto en solucion de cloro al 10 % (Hipoclorito de Sodio; NaCIO al
0.54%), con la finalidad de disminuir agentes patégenos que pudieran afectar la
germinacion. Posteriormente se elimind el excedente de cloro con agua destilada.
Una vez lavada la semilla, se envolvié en papel absorbente y se humedecié con una
soluciébn de Captan (2 g/l), se colocaron en charolas cerradas de plastico
transparentes. Las charolas se situaron dentro del refrigerador a 4°C durante 14

dias.
5.2.3. Germinacion y propagacion

La propagacion de la planta, se realiz6 en una casa de sombra (malla-sombra del
35 %) en el Instituto de Investigaciones sobre los Recursos Naturales (INIRENA) de
la UMSNH. La germinacién se hizo en almacigo, como sustrato se utilizé una
combinacion de sustratos (60% polvilla: 15% agrolita: 15% vermiculita: 10% peat
mMoss), una vez preparado el sustrato, se esterilizd en plastico negro directamente
al sol durante tres dias. Posteriormente las semillas fueron sembradas en semilleros
(plastico rigido de 60 x 40 x 7cm) con sustrato. Una vez germinadas las semillas,
las plantas se trasplantaron a contenedores rigidos de plastico de 380 cm®y se

colocaron en rejillas de 54 cavidades.
5.2.4. Condicion de riego estrés hidrico

Para determinar el riego necesario que provoca estrés hidrico en las plantas de
Abies religiosa, se realizé un ensayo para calcular la retencion de agua en el suelo
y poder determinar la cantidad de agua que se debe agregar para generar estrés
hidrico en plantulas. Se utiliz6 un medidor de humedad para monitorear la pérdida

de humedad en las plantas.

Humedad del suelo. El experimento constd de 4 tratamientos (capacidad de

campo, 177ml, 120mly 100ml), con tres réplicas cada uno. El suelo fue esterilizado
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en horno eléctrico a 115°C por 20min (4 repeticiones). Con ayuda de una balanza,
se pesaron 100g de suelo seco en recipientes de 355ml que se realizd. Se agrego
el contenido de agua correspondiente se dejé reposar por 20min y se pesaron. Se
realizé la lectura del peso cada dia durante 15 dias para calcular el contenido
volumétrico de agua (Figura 1).

Contenido volumetrico de agua en el suelo

30.00
25.00 \
20.00
15.00

10.00

Humedad en el suelo (%)

5.00

0.00

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
e (¢ =177 120ml 100ml

Figura 1. Caida de humedad en el suelo en los 4 tratamientos.

Una vez que se realizé este ensayo, se ajusto el riego recuerdo al porcentaje de
humedad propuesto por Ortiz-Bibian et al., (2020), para mantener estrés hidrico es
los 4 tratamientos entre un 17% y 20% con 18ml el riego es cada 10 dias
aproximadamente y para los tratamientos a libre de estrés hidrico el porcentaje de
humedad esta arriba de 20% al 40% con 36ml el riego se realiza cada 5 dias
aproximadamente. En todos los tratamientos se observa el porcentaje de humedad

del suelo y si es necesario se hace un ajuste del riego.
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5.2.5. Inoculacién

El inéculo de Pisolithus arhizus se adquirié de forma comercial. La preparacion del
inoculo consistié en una mezcla de esporas con turba micronizada, por cada 250¢g
de turba se afiadieron cuatro gramos de esporas. Posteriormente en una bascula
semianalitica se pesaron 0.5 g de conteniendo aproximadamente dos millones
(1x10°) de esporas, las cuales eran colocadas en bolsitas de plastico para después
ser agregadas a cada una de las plantas. La inoculacion se realizé 5 meses después
del trasplante. El inoculo se agreg6 directamente a la raiz, a cuatro tratamientos.

5.2.6. Adicion de NWCNTs

Tres semanas después de agregar el in6culo, se adicionaron los nanotubos de
carbono de pared multiple (NWCNTS) en concentracién de 30ug/ml, esto con el fin
de dar tiempo al HEM y a la planta para la interaccion. Los NWCNTs, fueron
sintetizados de manera natural a partir de muestras de madera quemada de arboles
maduros de Pinus oocarpa, después de un incendio forestal (Lara-Romero et al.,
2017).

Fueron aplicados a cuatro tratamientos, la aplicacién se realizé a manera de riego,

se adicion6 a la planta tres mililitros de la sustancia con NWCNTSs.

5.3 Variables evaluadas.
Se evalu6 mensualmente la supervivencia y las variables de crecimiento en altura,
cobertura y didmetro a la altura de la base (DAB) mediante la formula de

[(Crecimiento final-crecimiento inicial) /crecimiento inicialx100].

Posteriormente se cosecharon 10 plantas (seleccionadas al azar) de cada

tratamiento para analizar las variables para cada tratamiento.

a) Biomasa: peso fresco y peso seco de parte aérea y radical, longitud de raiz
especifica y cociente de biomasa seca.
b) Variables radicales: longitud, volumen, area radicular proyectada, area

superficial radicular, diAmetro, puntas, bifurcaciones y cruces.
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C) Porcentaje de colonizacién: longitud, volumen, numero de puntas y

bifurcaciones.

Trasplante Inoculacion

Adicion de
nanotubos

Evaluacion variables de crecimiento y supervivencia.

Figura 2. Cronograma del montaje experimental y la evaluacion de las variables, del disefio
experimental de Abies religiosa en interaccion ectomicorriza-nanoparticulas.

5.3.1. Sobrevivencia.

El monitoreo de la sobrevivencia de plantas se realiz6 cada mes, en la base de
datos se fue haciendo la observacion del mes en el cual la planta moria. Posterior
a la evaluacion de los 14 meses se realizo el analisis factorial para graficar la

sobrevivencia porcentualmente.

5.3.2. Crecimiento aéreo.

Altura y diametro del tallo a la altura de la base. Se midio la parte aérea de la
planta que comprende desde la base del tallo hasta el apice de la planta, por medio
de una regla de madera de 20 cm. Para medir en diametro a la altura de la base
utilizamos un vernier, para asegurarnos que cada mes se midiera a la misma altura

realizamos una marca con un marcador para evitar medir de diferentes lugares.
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Cobertura. Por medio de un vernier, se midi6 mensualmente los diametros del

follaje, para determinar la cobertura mediante la formula de la elipse (mrir2).
5.3.4. Biomasa.

Para evaluar el peso fresco de las plantas se dividio en parte aérea y parte radical.
El corte se realizo en la base del tallo y a partir de éste, hacia el 4pice se tomo6 como
parte aérea, mientras que la parte radical comprendera desde la base del tallo, hasta
la raiz mas larga. Una vez que fueron pesadas se colocaron en bolsas de papel
para ser colocadas en un horno de secado marca SHELIAB a 60°C durante 72
horas. El peso fresco se determin6 por medio de una balanza semianalitica, el peso

seco de igual manera, con el material previamente deshidratado.
5.3.5. Variables radicales y arquitectura de raiz

Una vez que se separd la raiz del sustrato, se dejé remojando durante 12 hrs., en
un vaso de platico, después se lavé cuidadosamente la raiz con agua. Una vez que
las raices quedaron limpias (libres de sustrato), con ayuda de un pincel se colocaron
en la charola de plastico con agua para ser escaneadas, se utilizdé el software
WIinRHIZO (Analysis of Washed Roots).

El procedimiento para la evaluacion de las variables radicales post-cosecha, fue a
través del escaneo donde se captura la imagen de la raiz y el programa genera una
base de datos para su andlisis. Las variables analizadas fueron, longitud, volumen,
area radicular proyectada, area superficial radicular, diametro, nimero de puntas,
bifurcaciones y cruces. Con la variable longitud de raiz, se calcul6 la variable de
longitud de raiz especifica (Longitud de raiz/Peso seco de raiz) y el cociente de

biomasa seca (biomasa seca raiz/biomasa seca de parte aérea).
5.3.6. Porcentaje de colonizacion

Al realizar el corte de la raiz se cortaron segmentos de 1cm de longitud de diferentes
areas de la raiz, se colocaron en frascos de plastico en una solucion de etanol al
70%.
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Se observaran los cambios morfologicos en la raiz de Abies religiosa por efecto del
hongo ectomicorrizico Pisolithus arhizus. Se contabilizard el porcentaje de
colonizacion mediante la técnica propuesta por Newman (1966), Tennant (1975),
Giovannetti & Mosse (1980) modificada por Brundrett (2000).

A partir de la imagen escaneada de las raices, se disefié una cuadricula para el
conteo de puntas micorrizadas. Previamente las muestras fueron revisadas con
microscopio para confirmar la presencia de HEM. Para calcular el porcentaje de
colonizacion utilizamos los datos obtenidos de la cuantificacion de las raices
colonizadas y las no colonizadas, utilizamos las variables de raiz; longitud, nimero
de puntas, numero de bifurcaciones. Con la férmula, porcentaje de colonizacion =

(Namero total de raices*Raices micorrizadas) / 100.
5.4. Analisis estadistico.

Se realizaron analisis de supervivencia, mediante una prueba de riesgos
proporcionales de Cox y un Modelo Linear Generalizado (GLM). EIl crecimiento se
analizé a través de un andlisis factorial (como factores hongo ectomicorricico (HEM)
Pisolithus arhizus, nanotubos de carbono de pared multiple (NWCNTS), y estrés)
para cada variable de forma mensual. Se realizaron analisis de varianza (ANOVA),
para cada una de las variables de crecimiento y pruebas de comparaciones
multiples de medias por medio de Tukey. Para los andlisis estadisticos se utilizaron
los programas estadisticos R (R Development Core Team, 2011), JMP version 13 y

S-Plus 8.0 con ayuda de Excel para la captura de datos y algunos graficos.
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6. RESULTADOS
6.1. Supervivencia

Se evaluo la supervivencia de los ocho tratamientos aplicados a las plantas de Abies
religiosa; los cuales consistieron en la inoculacion con el hongo ectomicorrizico
(HEM) Pisolithus arhizus y la adicion de nanotubos de carbono de pared mdultiple
(NWCNTSs), de forma individual y en interaccién; en condiciones de riego libre de

estrés hidrico y bajo estrés hidrico.

Se observd que la supervivencia de las plantas en los tratamientos sometidos a
estrés hidrico fue baja, independientemente del inoculo y la aplicacion de

nanotubos. Los resultados del andlisis, muestran diferencias altamente

significativas X2= 28.57, G.L.=7, P=0.0002.

Entre los tratamientos en condiciones de libre de estrés hidrico el menos afectado
fue el tratamiento control, ya que presenta el mayor porcentaje de supervivencia
(76.6%), seguido del tratamiento en adicion de NWCNTs (73.3%), no son diferentes
entre ellos (Figura 3). Todos los tratamientos en estrés hidrico presentan menor
supervivencia, el control bajo condiciones de estrés presentd el menor porcentaje
(23.3%), el tratamiento en condiciones de estrés hidrico que fue mayor respecto al
control es el tratamiento inoculado con hongos y adicionado con nanotubos (40%)
(Figura 4).
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Figura 3. Porcentaje de supervivencia en plantas de A. religiosa. Los tratamientos en
condiciones libre de estrés se muestran en lineas continuas y los tratamientos en
condiciones de estrés hidrico en lineas punteadas.
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Figura 4. Porcentaje de supervivencia en los tratamientos en condiciones de estrés hidrico
gue fueron aplicados a Abies religiosa.
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6.2. Crecimiento aéreo

Los analisis de varianza aplicados a las variables de crecimiento aéreo, mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos para las variables de diametro y
cobertura. Se observdo de manera general que las plantas de los tratamientos
sometidos a estrés hidrico, tienen un menor crecimiento en comparacion a las
plantas de los tratamientos en condiciones libre de estrés. En el andlisis factorial se
presentaron diferencias significativas en el factor de nanotubos en la variable de
altura (P=0.03), para la variable de diametro el factor de estrés presento diferencias
significativas (P<0.001) y para las variables de cobertura el factor de hongos
(P<0.001) estrés (P=0.005) (Tabla 3).

Tabla 3. Analisis de varianza por factores aplicados a las variables de crecimiento en A.

religiosa. Considerando como factores HEM Pisolithus arhizus (hongo), NWCNTs
(nanotubos) y la condicion de riego bajo estrés hidrico (estrés).

Altura

FACTOR G.L|S.C C.M Valor F | P
HONGO 1 1684 1684 0.26 0.60
NANOTUBOS | 1 28641 28641 | 4.49 0.03
ESTRES 1 9894 9894 1.55 0.21
Residuals 122 | 777709 | 6374

Diametro

HONGO 1 779 778 0.82 0.36

NANOTUBOS | 1 227 227 0.24 0.62
ESTRES 1 17755 17755 | 18.85 <0.001
Residuals 122 | 114856 | 941

Cobertura
HONGO 1 169585 | 169585 | 11.94 <0.001
NANOTUBOS | 1 59133 59133 | 4.16 0.04
ESTRES 1 114521 | 114521 | 8.06 0.005
Residuals 122 | 1731766 | 14194

Para la variable de altura no se encontraron diferencias significativas, se observa
que los tratamientos en condiciones de estrés hidrico obtuvieron valores
ligeramente menores. El tratamiento que presento un mayor efecto en el crecimiento
de las plantas en condiciones de estrés fue el aplicado con nanotubos de carbono
(Figura 4).
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Figura 4. Tasa de crecimiento de altura en Abies religiosa durante los meses de septiembre
2020 a noviembre 21. Los tratamientos libres de estrés hidrico se muestran con barras de
color uniforme y los tratamientos bajo estrés hidrico, en barrar de color con trama. Las
barras indican el error estandar.

Para la variable de didmetro los tratamientos en condiciones de estrés presentan

los valores menores, el analisis factorial nos confirma el efecto por estrés hidrico en

las plantas. Cuando las plantas se encuentran en estrés, los factores hongo y

nanotubos de forma individual o dual, presentan un efecto positivo en el crecimiento

en didmetro (Figura 5).
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Figura 5. Tasa de crecimiento del diametro en Abies religiosa durante los meses de
septiembre 2020 a noviembre 21. Los tratamientos libres de estrés hidrico se muestran con
barras de color uniforme y los tratamientos bajo estrés hidrico, en barrar de color con trama.
Las barras indican el error estandar y las letras grupos de acuerdo a la prueba de Tukey.

En la variable de cobertura se observa un crecimiento importante en el tratamiento
en condiciones libre de estrés inoculado con el hongo ectomicorricico, con respecto
a los demas tratamientos. El tratamiento control bajo condiciones de estrés es el
gue tiene los valores mas bajos para cobertura. El tratamiento con hongos
ectomicorricicos, presenta valores mayores a los demdas tratamientos. En
condiciones de estrés, todos los tratamientos son significativamente diferente al

control (Figura 6).
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Figura 6. Tasa de crecimiento de la cobertura en Abies religiosa durante los meses de
septiembre 2020 a noviembre 21. Los tratamientos en condiciones libre de estrés hidrico
se muestran con barras de color uniforme y los tratamientos bajo estrés hidrico, en barras
de color con trama. Las barras indican el error estandar y las letras grupos de acuerdo a la

prueba de Tukey.
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6.3 Biomasa

El andlisis muestra diferencias significativas en la biomasa en peso fresco y seco
para los tratamientos, tanto en la parte aérea como la parte radical (P<0.0001) para

el factor de estrés (Tabla 4).

En las plantas en condiciones libre de estrés hidrico, se observo que los nanotubos
muestran valores mayores en el peso fresco aéreo, no siendo diferente al control
(Figura 6). En el peso fresco de raiz, los tratamientos con inoculacion de hongos o
nanotubos muestran diferencias significativas respecto al control (Figura 7). Para la
longitud de raiz especifica (Figura 8) y el cociente de biomasa seca (Figura 9), se
presenta diferencia por efecto del estrés hidrico (P<0.005 y P<0.001) (Tabla 4).

En cuanto a los tratamientos sometidos a estrés hidrico se observo que tanto la
inoculacién individual como la adicion con nanotubos de carbono si bien no
promovieron la biomasa de la parte aérea y radical, tampoco hay un decremento en
la biomasa de las plantulas, el tratamiento que se aplico los nanotubos de carbono

presenta los valores mas altos respecto al control sin embargo no son significativos.

Tabla 4. Andlisis factorial de las variables de biomasa aplicado a las plantas de A. religiosa.
Peso fresco de la parte aérea y radical, Peso seco parte aérea y radical y cociente de
biomasa seca.

Peso fresco parte aérea

FACTOR GL. | scC. C.M. |[ValordeF P
HONGO 1 0.94 0.94 2.55 0.11
NANOTUBOS 1 0.35 0.35 0.94 0.33
ESTRES 1 15.93 15.93 43.08 <0.0001
Residuales 76 28.10 0.36

Peso fresco parte radical
HONGO 1 0.20 0.20 0.61 0.43
NANOTUBOS 1 0.51 0.51 1.56 0.21
ESTRES 1 14.45 14.45 44.27 <0.0001
Residuales 76 24.80 0.32

Peso seco parte aérea
HONGO 1 0.14 0.14 211 0.14
NANOTUBOS 1 0.01 0.01 0.16 0.68
ESTRES 1 2.4992 | 2.49924 | 35.3989 | <0.0001
Residuales 76 | 5.3658 | 0.07060

Peso seco parte radical
HONGO | 1 | 003 | 003 | 142 | o023
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NANOTUBOS 1 0.00 0.00 0.00 0.95
ESTRES 1 1.90 1.90 87.16 <0.0001
Residuales 76 1.66 0.02
Longitud de raiz especifica
HONGO 1 5117 5117 0.10 0.74
NANOTUBOS 1 4786 4786 0.10 0.75
ESTRES 1 3866 3866 8.16 0.005
Residuales 76 3599 4736
Cociente de biomasa seca de raiz

HONGO 1 0.05 0.05 1.11 0.29
NANOTUBOS 1 0.02 0.02 0.42 0.51

ESTRES 1 0.6661 | 0.66612 13.4196 <0.001

Residuales 76 | 3.7725 | 0.04964
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Figura 7. Biomasa del peso fresco de la parte aérea en plantas de A. religiosa. Los
tratamientos regados a libre de estrés hidrico se muestran con barras de color uniforme y
los tratamientos bajo estrés hidrico, en barrar de color con trama. Las barras indican el error
estandar y las letras grupos de acuerdo a la prueba de Tukey.
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Figura 8. Biomasa del peso fresco de la parte radical en plantas de A. religiosa. Los
tratamientos regados a libre de estrés hidrico se muestran con barras de color uniforme y
los tratamientos bajo estrés hidrico, en barrar de color con trama. Las barras indican el error
estandar y las letras grupos de acuerdo a la prueba de Tukey.
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Figura 9. Cociente de biomasa seca de raiz en plantas de A. religiosa. Los tratamientos
regados a libre de estrés hidrico se muestran con barras de color uniforme y los tratamientos
bajo estrés hidrico, en barrar de color con trama. Las barras indican el error estandar y las
letras grupos de acuerdo a la prueba de Tukey.
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6.4. Variables radicales y arquitectura de raiz

Las variables de raiz que se analizaron fueron, longitud, volumen, area radicular
proyectada, area superficial radicular, diametro, numero de puntas, bifurcaciones y
cruces, para todas ellas el factor estrés hidrico es significativo (P<0.0001). Las
variables presentaron valores con diferencias significativas para el factor de

inoculacién con hongos, a excepcion de la variable de didmetro (Tabla 4).

Tabla 4. Andlisis factorial de la arquitectura de raiz en plantas de A. religiosa.

Longitud de raiz
G.L. S.C. C.M. Valor de F P

HONGO 1 6788 6788 23.48 <0.0001
NANOTUBOS 1 2324 2324 0.08 0.77
ESTRES 1 2975 2975 10.29 <0.0001
Residuales 76 2197 2890

Volumen de raiz
HONGO 4.8403 4.8403 14.08 <0.0001
NANOTUBOS 1 0.0147 0.0147 0.04 0.83
ESTRES 1 2.9437 2.9437 8.56 <0.0001
Residuales 76 26.1258 0.3438

Area radicular proyectada
HONGO 1 3.8 3.8 0.07 <0.05
NANOTUBOS 1 552.5 552.5 11.21 0.72
ESTRES 1 5270.9 5270.9 107.02 <0.0001
Residuales 66 3250.5 49.3
Area superficial radicular

HONGO 1 865 865 1.20 <0.05
NANOTUBOS 1 10702 10702 1491 0.72
ESTRES 1 32923 32923 45.88 <0.0001
Residuales 76 54530 718

Diametro de raiz
HONGO 1 19275 19274.6 17.20 0.38
NANOTUBOS 1 19297 19297.2 17.22 0.69
ESTRES 1 19336 19335.7 17.25 <0.05
Residuales 76 85144 1120.3

Puntas
HONGO 1 203 203 0.00 <0.0001
NANOTUBOS 1 1029569 1029569 19.27 0.09
ESTRES 1 266626 266626 4.99 <0.0001
Residuales 76 4059572 53415
Bifurcaciones
HONGO 1 1212007 1212007 9.60 <0.005
NANOTUBOS 1 68028 68028 0.53 0.46
ESTRES 1 10350111 | 10350111 81.99 <0.0001
Residuales 76 9593748 126234
Cruces

HONGO 1 16986 16986 6.90 <0.05
NANOTUBOS 1 75 75 0.03 0.86
ESTRES 1 128183 128183 52.0824 | <0.0001
Residuales 76 187048 2461
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El estrés hidrico, est4 afectando significativamente las variables de crecimiento
radical en las pantas de Abies religiosa, los tratamientos en esta condicion
presentan los valores menores para longitud, volumen, area radical, diametro,
puntas, bifurcacionesy cruces. Los tratamientos que fueron inoculadas con el hongo
ectomicorricico Pisolithus arhizus presentan valores significativos. Los tratamientos
con nanotubos promovieron el crecimiento, sin embargo, no son significativos
(Figuras 10-14).
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Figura 10. Longitud de raiz en plantas de A. religiosa. Los tratamientos regados a libre de
estrés hidrico se muestran con barras de color uniforme y los tratamientos bajo estrés
hidrico, en barrar de color con trama. Las barras indican el error estandar y las letras grupos
de acuerdo a la prueba de Tukey.
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Figura 11. Volumen de raiz en plantas de A. religiosa. Los tratamientos libres de estrés

hidrico se muestran con barras de color uniforme y bajo estrés hidrico, en barrar de color

con trama. Las barras indican el error estandar y las letras grupos de acuerdo a la prueba
1600

de Tukey.
A
AB
1400 AB C Estrés
1200 BC m Control
1000 B H Estrés
. m Hongo
. B B8H N Estrés
- m Hongo Nanotubo
400
| BN Estrés
200
m Nanotubo
0 L

C Estrés Control H Estrés  Hongo HN Hongo N Estrés Nanotubo
Estrés  Nanotubo

1800

NuUmero de bifurcaciones

51



Figura 12. Numero de bifurcaciones en la raiz de plantas de A. religiosa. Los tratamientos
libres de estrés hidrico se muestran con barras de color uniforme y bajo estrés hidrico, en
barrar de color con trama. Las barras indican el error estandar y las letras grupos de acuerdo
a la prueba de Tukey.
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Figura 13. Namero de cruces en la raiz en las plantas de A. religiosa. Los tratamientos
libres de estrés hidrico se muestran con barras de color uniforme y bajo estrés hidrico, en
barrar de color con trama. Las barras indican el error estandar y las letras grupos de acuerdo
a la prueba de Tukey.
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Figura 14. Numero de puntas en raiz en las plantas de A. religiosa. Los tratamientos libres
de estrés hidrico se muestran con barras de color uniforme y los tratamientos bajo estrés
hidrico, en barrar de color con trama. Las barras indican el error estandar y las letras grupos
de acuerdo a la prueba de Tukey.
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6.4 Porcentaje de Colonizacién

Se identificd el tipo de micorriza de acuerdo a las observaciones morfoldgicas, a
trece meses de la inoculacion, la especie Pisolithus arhizus mostré una efectividad
en su capacidad colonizadora en las plantas de Abies religiosa. Las raices
presentaron colores ambar o amarillo rojizos, se encontré formacion de micelio
externo color café rojizo, la micorriza se presenta con forma no ramificada y

dicotdbmicamente bifurcada.

Las variables de raiz que fueron analizadas fueron longitud, volumen, nimero de
puntas y bifurcaciones, estas variables son significativas (P<0.005) para el factor de

hongo, lo que confirma la presencia del hongo ectomicorricico.

Figura 15. A. Escaneo de parte aérea y radical de Abies religiosa. Las raices de colores
ambar o amarillo rojizos. B. Micorriza con forma no ramificada y dicotdmicamente bifurcada.
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7. DISCUSION

La restauracion ecologica estd en busqueda de nuevas estrategias para la
recuperacion de los ecosistemas, en las que se busca que las especies sean
capaces de tolerar las condiciones de cambio (Gémez-Ruiz y Lindig-Cisneros,
2017). En este trabajo se expone a la especie Abies religiosa a condiciones de riego
bajo estrés hidrico, lo que permite predecir algunos de los impactos que traera el
cambio en el clima. Se evidencio que la supervivencia de las plantas de A. religiosa
fue menor en los tratamientos en condiciones de estrés hidrico, hay mayor
supervivencia en las plantas que estan en condiciones libres de estrés. Aun cuando
los tratamientos fueron inoculados con el hongo ectomicorricico y adicionados con
los nanotubos de carbono, la condicién de estrés hidrico es el principal factor que

determina la supervivencia y como consecuencia, el establecimiento de las plantas.

La condicion de estrés fue determina por el porcentaje de humedad en el suelo,
Ortiz-Bibian et al., (no publicado) considera como umbral critico un 15% de
humedad en el suelo, Miranda-Navarro (2020), en su trabajo registra la mayor
mortalidad de plantas durante la temporada seca, los resultados del presente
estudio, confirman que un porcentaje de humedad menor al 15% es critico para la
especie y se comprueba que Abies religiosa es una especie altamente vulnerable
y muy sensible ante condiciones de estrés hidrico (Saenz-Romero et al., 2012;
Cruzado-Vargas et al., 2021).

Es importante conocer el desarrollo de la especie durante los primeros meses vida
para identificar los periodos en los que la especies es mas vulnerable y esto pueda
ser considerado para las estrategias de conservacion de la especie. En este
experimento se logra observar que la mortalidad de las plantulas ocurrié en dos
momentos, durante la época mas fria y en la época mas célida y seca. Los
resultados son similares a los reportados por Carbajal-Navarro et al., (2019), donde
la mortalidad de las plantulas se present6 en diferentes condiciones ambientales en

sitios abiertos y bajo sombra.

Un aspecto interesante a destacar es que cuando las plantas se encuentran en

condiciones de estrés hidrico, es evidente que para incrementar la supervivencia de
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las plantas de Abies religiosa, es necesario la adicion del hongo micorricico y de la
nanoparticula, ya sea de forma individual o en interaccion. Cuando las plantas no
tienen ni el hongo, ni la nanoparticula, se registré la menor supervivencia de todos
los tratamientos. Estos resultados concuerdan por lo reportado Lara-Romero et al.
(2017), las especies forestales nativas Lupinus elegans y Eysenhardtia polystachya,
adicionadas con nanoparticulas presentaron un mayor porcentaje de supervivencia

y crecimiento.

Los efectos de los nanomateriales en el crecimiento y desarrollo de las plantas han
sido documentados recientemente y se ha sugerido que sus efectos dependeran de
factores tales como el tipo de nanoparticulas, la concentracién, las especies de
plantas y condiciones, incluido el método de absorcion de nanoparticulas. Dado que
los nanotubos son producidos en bosques resinosos, como consecuencia de los
incendios forestales, promueven la germinacion de semillas y el crecimiento de

plantas nativas en los ecosistemas forestales.

Por otra parte, se ha documentado que el uso de hongos micorricicos puede
incrementan la tolerancia al estrés hidrico y el crecimiento de las plantas, al
modificar las condiciones de humedad en la rizosfera (Gomez-Romero et al., 2015).
La tolerancia al estrés hidrico con la inoculacion de los hongos micorricicos P.
arhizusy la adicion de nanotubos de carbono pueden potencializar la tolerancia de
Abies religiosa, asi como presentar efecto en el crecimiento. Cabe mencionar que
este efecto se observé en condiciones de vivero y aun falta hacer pruebas
condiciones de campo. Sin embargo, con los resultados obtenidos en supervivencia,
se pueden sugerir el uso del hongo ectomicorricico P. arhizuso la adicion de las

nanoparticulas de carbono de pared multiple, procesados a partir de Pinus oocarpa.

En cuanto al crecimiento aéreo, la variable de altura no presenté diferencias entre
los tratamientos. Sin embargo, las plantas en presencia de nanotubos presentaron
los valores mayores. En la variable diametro a la altura de la base (DAB), se
confirma que, ante condiciones de estrés hidrico, la adicion de factores de forma
individual o en interaccion, muestran diferencia estadisticamente significativa, con

respecto a las plantas control. En cuanto a la variable cobertura, en las plantas en
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condiciones de estrés, presenta el mismo efecto que en el diametro, es decir, que
las plantas en presencia de uno de los factores utilizados, presentara valores
mayores en el crecimiento en cobertura. Otro aspecto importante de mencionar es
que, en ausencia de estrés hidrico, las plantas inoculadas con el hongo, muestra

diferencia significativa al resto de los tratamientos.

El peso fresco tanto de la parte aérea como radical, muestran valores mayores en
el tratamiento en presencia de nanotubos de carbono de pared mdultiple, mostrando
un efecto positivo por la aplicacion de los nanotubos y la inoculaciéon con hongos

ectomicorricicos, de forma individual, en condiciones libre de estrés.

Los tratamientos en condiciones de estrés tienen una respuesta similar, el estrés

muestra un efecto negativo, en todas las variables de crecimiento y biomasa.

Cuando el estrés hidrico se desarrolla de una forma lenta, tiene un efecto evidente
en la expansion foliar, este es uno de los efectos asociados al déficit hidrico en el
crecimiento de las coniferas, las cuales se ven afectadas por la poca disponibilidad
de agua en el suelo lo que afecta directamente en la altura y la produccién de
biomasa (Martinez-Trinidad et al., 2002; Prieto et al., 2004; Martifion et al., 2010).

La variable biomasa, proporciona informacion sobre lo que pasa durante las
primeras etapas de desarrollo de las plantulas de Abies religiosa, ya que esta
relacionada con la capacidad fotosintética de la planta la cual se ve afectada por el
estrés hidrico. En el presente estudio, los resultados muestran que los tratamientos
en condiciones de estrés se vieron afectados en la produccién y la acumulacion de
biomasa tanto aérea como radical. Las especies lefiosas tienen un sistema radical
vigoroso y profundo, uno de los principales mecanismos que utilizan para la
resistencia al estrés, es asignacion de biomasa al sistema radical para aumentar la
cantidad de agua accesible (Kowzlowski & Pallardy, 2002; Taiz & Zeiger 2009). Sin
embargo, los tratamientos aplicados a las plantas de Abies religiosa no muestran

diferencias significativas para la condicion de estreés.

De acuerdo con los resultados, en condiciones de estrés hidrico, la interaccién entre

el hongo ectomicorricico P. arhizus, influye de manera significativa en la
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supervivencia y el crecimiento en diametro y cobertura. Para la variable cobertura,
todos los tratamientos son significativamente mayores al control. En otros trabajos
se han demostrado que las ectomicorrizas mejoran el estado hidrico de coniferas
en condiciones de estrés hidrico (Gémez- Romero et al., 2015; Caro-Gémez, 2017),
en esta especie, la inoculacion con este hongo, presenta mayor efecto en las

variables de crecimiento en condiciones libre de estrés hidrico.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el HEM Pisolithus arhizus, promueve el
crecimiento en el diametro y cobertura, la biomasa aérea y radical, asi como la
longitud y el volumen radical en las plantulas de Abies religiosa cuando existe
humedad en el suelo. Lo mismos pasa con interaccion con los nanotubos de
carbono de pared multiple, no influyen de manera significativa en las condiciones
de estrés hidrico, excepto en la variable cobertura, pero si en los tratamientos libres

de estrés.

En las variables radicales se presenta un efecto negativo por efecto del estrés
hidrico. Los nanotubos de carbono han demostrado tener un efecto positivo sobre
el crecimiento de las plantas al aumentar la biomasa y presentar mayor crecimiento
en altura (Modal et al., 2011; Khan et al., 2012; Khodakovskaya et al., 2013).

Se sugiere que los tratamientos pueden ser utilizados bajo otra estrategia de
restauracion si se asegura condiciones de humedad en el suelo como las que se
logran con plantas nodrizas (Blanco-Garcia et al., 2011, Carbajal-Navarro et al.,
2019), en este sentido, las plantas de Abies religiosa, serian beneficiadas con la
proteccion de la sombra que aportan las plantas acompafantes, al mejorar las

condiciones de humedad por la creacién de micrositios.

Los factores aqui experimentados, podrian presentar un mayor efecto. Sin embargo,
un aspecto importante de mencionar, es que inicialmente, ante condiciones de
estrés hidrico, la supervivencia es prioritaria y el estudio muestra el efecto de los
factores probados como son los HEM P. arhizusy la inoculacion con nanotubos de
carbono de pared multiple en una concentracion de 30ug/ml y puede potencializar
el crecimiento en variables importantes como son el didametro y la cobertura. Se

sugiere en una segunda etapa, realizar el experimento en condiciones de capo para

58



evaluar el efecto de los fatores in situ, con la finalidad de continuar desarrollando

estrategias que puedan impactar en la permanencia de la especie Abies religiosa.
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8. CONCLUSIONES

Las plantas de Abies religiosa presentaron efectos positivos al ser inoculada con los
hongos ectomicorricicos y los nanotubos de carbono de pared mdltiple a una
concentracion de 30ug/ml, de forma individual y en interaccion.

El estrés hidrico afecta de manera significativa la supervivencia y crecimiento de las
plantas de A. religiosa. Siendo una especie altamente vulnerable ante las
condiciones de cambio climatico. Efecto mostrado en todas las variables evaluadas.
En ausencia de estrés hidrico, las plantas inoculadas con el hongo ectomicorricico
Pisolithus arhizus, presentan mayor crecimiento en cobertura y mayor peso radical.
La interaccion hongo ectomicorricico-nanotubo de carbono de pared multiple,
incrementan en 21%, la supervivencia ante condiciones de estrés hidrico (40%-19%
respectivamente).

La tendencia en los tratamientos en condiciones de estrés hidrico es presentar
menor crecimiento. Existen diferencias entre los tratamientos en estrés hidrico, para
la variable de crecimiento en didmetro y cobertura, evidenciando la necesidad de
realizar interaccion.

El crecimiento de la parte radical se vio afectada en los tratamientos en condiciones
de estrés hidrico, la inoculacion con hongos ectomicorricicos presentaron un mayor
desarrollo en la raiz en condiciones libre de estrés.

Se comprobd la interaccion entre las plantas de Abies religiosa y Pisolithus arhizus.
La biomasa aérea y radical fue mayor en los tratamientos libre de estrés.

Se confirma que Abies religiosa, es una especie vulnerable y muy sensible ante
condiciones de estrés hidrico, por lo que es importante continuar con la
investigacion de esta especie, en la busqueda de estrategias que puedan mejorar
las condiciones de crecimiento, pero sobre todo de supervivencia.

Con los resultados obtenidos se recomienda continuar con la investigacién del

experimento en condiciones controladas e in situ.
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