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Resumen

Evaluacion de técnicas de restauracion en encinares con disturbios antropogénicos
mediante la abundancia y actividad de bacterias fijadoras de nitrégeno vy
mineralizadoras de fésforo.

Los bosques de encinos son uno de los ecosistemas mas afectados por el cambio de uso de
suelo hacia actividades agropecuarias. Como consecuencia de estas actividades, tenemos
una alta incidencia de luz solar, suelo de baja calidad y disminucion de interacciones
bioldgicas, condiciones que dificultan el establecimiento de las plantas de encino. Ante esta
problematica, la transferencia de suelo forestal y sombra artificial son técnicas propuestas
para recuperar nutrientes, microorganismos importantes para el ciclo del N y P y disminuir la
cantidad de luz solar en sitios degradados. Teniendo como pregunta general de
investigacion, ¢ Cuales son los efectos de las técnicas de restauracion en la recuperacion de
comunidades de bacterias fijadoras de nitrdgeno y mineralizadoras de fésforo en sitios
degradados? Y ;Como esto afecta al desempefio de las plantas de encino?, para contestar
estas preguntas, en la Sierra de Alvarez se montd un experimento en el cual se aplicaron las
técnicas propuestas y se utilizé como especie a Quercus mexicana Bonpl. El efecto de las
intervenciones de restauracion se evaluoé haciendo uso de dos indicadores funcionales, la
abundancia y actividad enzimatica de bacterias fijadoras de N y mineralizadoras de P. Se
considerd la supervivencia y crecimiento de plantas para relacionar los efectos de las
técnicas en la disponibilidad de nutrientes con el desempefio de plantas. La transferencia de
suelo forestal hacia sitios degradados recupera nutrientes, materia organica, incrementa la
actividad enzimatica y las poblaciones de ambos gremios de bacterias, por lo cual esta
estrategia contribuye a la recuperacion del sistema a largo plazo. Su efectividad es mayor en
sitios con suelos mas degradados como el tepetate, mientras que en sitios parecidos a
pastizal, lo mas importante es la recuperacién de Materia Organica (M.O.). Dado que la
transferencia de suelo no es la unica forma de aumentar la M.O., sugerimos técnicas
alternativas de menor costo. El uso de sombra artificial en este trabajo no sobresalié para
aumentar nutrientes, actividad y abundancia bacteriana, ni mejoré la supervivencia y
crecimiento de Q. mexicana. Sin embargo, no se descarta un mayor éxito de la sombra
artificial con otras especies de encino o sitios. El uso de indicadores microbianos y del
funcionamiento del suelo son recomendables para conocer el estatus y los procesos que se
van recuperando con cada técnica de restauracion ya que tienen una relacién directa con el
crecimiento de las plantas.

Palabras clave: Quercus, restauracion, actividad enzimatica, nifH, phoD
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Abstract

Evaluation of restoration techniques in oak forests with anthropogenic disturbances
through the abundance and enzymatic activity of nitrogen-fixing and phosphorous-

mineralizing bacteria.

Oak forests are one of the most affected ecosystems by land use changes towards
agricultural activities. As a consequence of these activities, habitat conditions become
harsher for tree seedling establishment with high incidence of sunlight, low quality soil and a
decrease of biological interactions. Faced with this problem, forest topsoil transfer and
artificial shade are techniques that have been proposed to recover nutrients, important
microorganisms for the N and P cycle, or to reduce direct sunlight in degraded sites. This
study addresses the following questions: what are the effects of restoration techniques on the
recovery of communities of nitrogen fixing and phosphorous mineralizing bacteria in degraded
sites? And how does this affect the performance of oak plants? To answer these questions,
an experiment was set up in the Sierra de Alvarez in which the proposed techniques were
applied to Quercus mexicana Bonpl. The effect of the techniques was evaluated using two
functional indicators: abundance and enzymatic activity of N-fixing and P-mineralizing
bacteria. Seedling survival and growth was considered to relate the effects of the restoration
interventions in the acquisition of nutrients with seedling performance. Topsoil transfer allows
to recovered nutrients, organic matter, enzymatic activity and abundance of both groups of
bacteria, so this strategy contributes to long term ecosystem. However, It's more effective in
more degraded sites. While in sites similar to grasslands, we suggest lower-cost alternative
techniques that help to recover the organic matter layer. The use of artificial shade in this
work did not help to improve nutrients levels, bacterial activity and abundance, nor the
survival and growth of Q. mexicana. However, we cannot discard better results for this
technique with other oak species or in other sites. The use of microbial and soil performance
indicators are recommended to know the status and processes that are being recovered with
each restoration technique since they have a direct relationship with the growth of the plants.

Key words: Quercus, restoration, enzymatic activities, nifH, phoD

XIv



1 Introduccion

1.1 Problematica en los Bosques de México

En México, la vegetacion primaria ha pasado de cubrir mas del 61% en 1985 a menos
del 49% de territorio nacional para 2014 (INEGI, 2017) y de esa superficie el 45% lo
componen bosques y selvas (SEMARNAT, 2014). La tasa de deforestacion registrada
para el periodo 2005-2010 es de 155 mil hectareas anuales (FAO, 2015; SEMARNAT,
2014), siendo la causa mas comun (51.3% de la deforestacion total) el cambio de uso
de suelo (CONAFOR, 2009; SEMARNAT, 2014).

La FAO (2012) define a la deforestacion como la “remocion de la cubierta vegetal
para destinarla a otros usos de la tierra” y en este proceso se desencadenan una serie
de sucesos en el ecosistema a diversas escalas. A nivel local, por ejemplo, ocasiona la
erosion del suelo, se reduce la precipitacion, y la capacidad del suelo para retener
humedad, aumenta la temperatura, etcétera (Hosonuma et al., 2012; Houghton 1990).
Por otro lado, los efectos a nivel mundial se ven relacionados con los cambios en el
ciclo del agua, balance de energia, clima en la tierra, pérdida de especies, entre otros
(Houghton, 1990).

Aunado a la deforestacion, la degradacion forestal se ha convertido en uno de los
problemas principales a los cuales se enfrentan los ecosistemas forestales en el pais.
La degradacion forestal es un fendmeno complejo y multifacético, y en algunos casos
implica un cambio de cobertura terrestre mas amplio y diverso que la deforestacion
(Simula, 2009). La degradacién se ha definido entre otros como la “reduccién de la
capacidad de un bosque para proveer bienes y servicios” (FAO, 2011); incluyendo en
los servicios el secuestro de carbono, regulacion de agua, proteccion del suelo y

conservacion de la biodiversidad.

La degradacion es causada por disturbios que varian en tiempo, severidad, origen y
frecuencia; el origen puede ser natural (ej. fuego, tormentas, sequia, entre otros) o
inducido por el humano (ej. tala insostenible, recoleccion de lefia en exceso, agricultura,

sobrepastoreo, etc.) (Hosonuma et al., 2012; Simula, 2009). Dependiendo del grado y




origen de la degradacion, la recuperacion del bosque se puede dar de manera natural,
pero si es extrema, la intervencidn por medio de técnicas de restauracion sera
necesaria (Hosonuma et al., 2012). CONAFOR (2009) reporta que 64% del territorio

nacional presenta algun tipo de degradacion que puede ir de ligera a extrema.

La degradacion de un bosque en muchos casos ocurre simultdneamente con la
fragmentacion del paisaje, esto conduce a que los habitats que antes eran continuos se
dividan en fragmentos separados que pueden tener trayectorias sucesionales
divergentes (Simula, 2009). Como resultado, los flujos de nutrientes, agua y los
patrones de radiacién y viento son alterados de manera significativa y los efectos de
esto dependen del tamario de los fragmentos, la integridad de la vegetacion remanente
en el fragmento y su evolucién después de la fragmentacion (Simula, 2009). Con la
heterogeneidad de dinamicas que se presentan en los parches, la recuperacion de
paisajes con distintos fragmentos requerira la integracion de diferentes actividades de

restauracion en parcelas con diferentes usos de tierra (Stanturf et al., 2015).

El bosque templado es uno de los ecosistemas en México mas amenazados por la
deforestacion y la degradaciéon (Challenger, 1998; CONAFOR, 2009). Este ecosistema
se extendia potencialmente sobre el 17% del territorio nacional (Rzedowski, 1991) y su
tasa de deforestaciéon en el periodo 2005-2010 fue de 9,000 hectareas por afio
(SEMARNAT, 2014). A pesar de la problematica que enfrentan los ecosistemas
forestales, debemos tomar en cuenta que 11.04 millones de personas en México
habitan en areas forestales y dependen del capital natural para satisfacer sus
necesidades basicas y mejorar su calidad de vida (SEMARNAT, 2014). Por lo tanto
contribuir a la generacion de conocimiento del manejo y restauracion de ecosistemas
forestales representa una oportunidad para la recuperacion de los servicios ambientales

que ofrezcan bienestar a las comunidades circundantes.

1.2 Bosques de encinos

Los bosques de encinos (Fagaceae: género Quercus) potencialmente ocupan
aproximadamente el 5.5% del territorio nacional (Rzedowski, 2006) y encontraron en las
serranias de México su centro de diversificacidn, ya que albergan 161 especies (Nixon,
1993; Valencia-A., 2004; Zavala-Chavez, 1998) del total estimado de 531 especies de



encinos que existen alrededor del mundo (Bonfil, 1993; Valencia-A., 2004).
Aproximadamente 109 especies de encinos se consideran endémicas de México
(Valencia-A., 2004). Los estados con mayor diversidad son Oaxaca, con 51 especies
registradas, Jalisco y San Luis Potosi, ambos con 45 especies registradas; en estos
estados antes mencionados, la diversidad es mayor que en otras entidades federativas
(Sabas-Rosales et al., 2015).

Los encinares suministran una gran variedad de servicios ecosistémicos de soporte
(ej: son habitat de plantas epifitas (Valencia-A. & Nixon, 2004), de regulacion (ej:
transferencia de nutrientes (Pérez-Suarez et al., 2009), captura de CO, (Aguirre-
Calderdén & Jiménez-Pérez, 2011; Rodriguez-Laguna et al., 2009) y de abastecimiento
de productos no maderables (ej: medicinal (De la Cruz & Badiano, 1991) y maderables
(Perez, Davalos, & Guerrero, 2000). Las especies de Quercus son de un valor
excepcional por la calidad de su madera, por lo que a nivel nacional ocupan el segundo
lugar en aprovechamiento maderable después del género Pinus. Los bosques de
encino se han degradado por la alta demanda de su madera, por la sustitucion de estos
por tierras de cultivo y pastizales, y por la aplicacion de técnicas agricolas no
sostenibles (Rzedowski, 2006) y por consiguiente han dificultado la regeneracion

natural de sus poblaciones.

La regeneracion natural de las poblaciones vegetales es un conjunto de procesos
ecoldgicos ciclicos, que van desde la polinizacidn hasta el establecimiento de plantulas.
El éxito o fracaso en la regeneracion depende de factores bidticos o abidticos
especificos, que se podrian conocer como filtros ecoldgicos, definidos como los factores
selectivos que moldean la composicién de comunidades en cierto lugar (Bochet et al.,
2011). En bosques que han sido degradados, estos filiros se acentuan siendo una
barrera dificil de superar de manera natural. En el caso particular de los encinos, la
etapa de establecimiento es una de las etapas mas vulnerables en su ciclo de vida y en
general de las plantas lefiosas, ya que no se tiene la resistencia de la semilla y aun no
desarrolla la robustez fisica de un adulto (Zavala-Chavez, 2001), la plantula tiene que
establecer una raiz profunda para obtener agua en los periodos de secas, competir por

el espacio, la luz solar y nutrientes (Villar et al., 2004). Por tal las condiciones del suelo



y luz solar son filtros ecologicos determinantes para el establecimiento exitoso de la

planta.

Cuando existe un cambio de uso de suelo, las condiciones de luz solar y suelo se
modifican, afectando de diferentes maneras a las plantas. Primero, aun cuando la luz
solar es la fuente energética principal para la fotosintesis (Azcon-Bieto & Talon, 2008),
en areas desprovistas de vegetacion puede existir un exceso. Bajo una alta incidencia
de luz solar las plantas sufren estrés por exceso de energia luminica, que conduce a la
fotoinhibicion de la fotosintesis (Azcon-Bieto & Talén, 2008). Plantas fotoinhibidas
reducen su crecimiento y en casos extremos no sobreviven. Ademas, una alta
exposicion de luz solar por falta de cobertura arbérea ocasiona que se caliente la
superficie foliar, aumentando la evapotranspiracion y reduciendo el contenido de agua

en el suelo por evaporacion (Azcon-Bieto & Taldn, 2008; Rey-Benayas et al. 2005).

El cambio de uso de suelo hacia actividades agropecuarias comprende también un
cambio brusco en las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas del suelo, asi como
en su interaccién con las plantas (FAO, 2016). Entre las principales modificaciones en
el suelo estan la disminucion de materia organica del suelo (MOS), y por consiguiente
del carbono organico del suelo (COS), el desequilibrio de nutrientes por el abuso de
fertilizantes, entre otros (FAO & GTIS, 2015). Cuando existen estas modificaciones en
las caracteristicas fisicoquimicas del suelo, también se afecta la diversidad, abundancia
y estructura de las comunidades microbianas del suelo y por consiguiente los procesos
bioldgicos y ecoldgicos en los que estan implicados (Albornoz et al., 2016; Tian et al.,
2017). De manera general, la estructura y composicién de las comunidades
microbianas tienden a reflejar las respuestas del suelo a las perturbaciones (Nielsen &
Winding, 2002).

El ambiente que mas se ve afectado por estos cambios, es la rizosfera, definida
como la interface entre suelo y las raices de plantas, en la cual se crea un ambiente
complejo que estd quimicamente enriquecido con las sustancias liberadas por las
raices y que soporta el desarrollo de las comunidades bacterianas (Haldar & Sengupta,
2016). Esta area se considera como uno de los ambientes mas diversos y abundantes

en microorganismos en comparacion con los interespacios del suelo (Haldar &



Sengupta, 2016; Trabelsi & Mhamdi, 2013) llegando a contener aproximadamente

hasta 10"" células bacterianas por gramo de raiz (Egamberdieva et al., 2008).

En el momento que existe un disturbio, la interacciones bioldgicas que existen en la
rizosfera se pueden ver disminuidas o interrumpidas de manera abrupta, y algunas de
estas son de suma importancia para la planta, como la de facilitacion de adquisicion de
nutrientes mediada por microorganismos (Haldar & Sengupta, 2016), por ejemplo, en
encinos mediterraneos se ha reportado que existe una correlacion del declive de las
poblaciones de plantas por los cambios en sus comunidades bacterianas y fungicas
(Maghnia et al., 2019). A pesar de la importancia de estas comunidades en la rizosfera,
en encinos ha sido poco explorado, principalmente en la parte bacteriana en donde
encontramos gremios destacables para la adquisicion de nutrientes como lo son las
bacterias fijadoras de nitrégeno (N) y mineralizadoras de fésforo (P). Ambos gremios
bacterianos son de suma importancia para el ecosistema, ya que ellas participan en las
dinamicas del nitrogeno y del fésforo, nutrientes claves para el desarrollo de las plantas
dada su abundancia en las principales biomoléculas de la materia viva (ej. acidos

nucleicos, proteinas, membranas celulares) (Azcén-Bieto & Talon, 2008).

Los microorganismos fijadores de nitrégeno incluyen evolutivamente solo algunas
especies de Bacterias y Archaeas, conocidas como diazétrofos, que tienen la
maquinaria genética necesaria para fijar biolégicamente el nitrdgeno mediante el
complejo enzimatico nitrogenasa, reduciendo el nitrégeno atmosférico (N2) a amonio
(NH,"), este producto final puede ser utilizado después por las plantas (ver 1 en Figura
1) (Galloway et al., 2004; Son, 2001). Particularmente, los diazétrofos de vida libre
aportan significativamente mas N en bosques templados en comparaciéon con los que

viven en simbiosis (Johnson & Curtis, 2001).

La disponibilidad del fosforo en los suelos esta sustentada por el ciclaje del fésforo,
ya que 30-60% del total de P esta en formas organicas en el suelo mineral como inositol
fosfato, nucleotidos y fosfolipidos (Attiwill and Adams 1993; Jones and Oburger 2011).
La mineralizacion del fésforo organico estd mediada por las enzimas fosfatasas, que
catalizan la hidrdlisis de uniones éster-fosfato, para liberar el fosfato (PO4>7) que

después puede ser tomado por las plantas o microorganismos (ver 2 en Figura 1)



(Nannipieri, Giagnoni, Landi, & Renella, 2011). Las fosfomonoesterasas, un tipo de
fosfatasas, han sido ampliamente estudiadas en ecosistemas terrestres, y estas
incluyen las enzimas fosfomonoesterasas acida y alcalina (definidas de esta manera
por el pH 6ptimo de actividad), que particularmente hidrolizan enlaces monoéster
incluyendo mononucleétidos y fosfatos de azucar (Juma & Tabatabai, 1978; Nannipieri
etal., 2011).

Bacterias Bacterias

fijadoras de — (NH,"] (P) '«
] LI'C { VAIT]

T
de en erallzaci

Figura 1. Esquema de la participacion de las bacterias fijadoras de nitrogeno en el ciclo del N (1) y

participacion de las bacterias mineralizadoras de fosforo en el ciclo del P (2).

También, las caracteristicas del suelo son fundamentales para el establecimiento
de las plantulas de encinos y estas condicionan en gran medida la regeneracion forestal
(Bochet, Garcia-Palacios, Peco, & Garcia-Fayos, 2011), ya que influye en la obtencion
de agua y nutrientes en las plantas, en el desarrollo radicular y también sobre la
abundancia y actividad de la microbiota en el suelo (FAO 2000). El deterioro estructural
del suelo en lugares con fines agropecuarios se debe en gran medida al pisoteo
prolongado de ganado o por la maquinaria pesada utilizada en estas areas, lo que

conlleva a la compactacion del suelo (Gonzélez, Zelaya, & Sanchez, 1998). La




compactacion disminuye la porosidad y la capacidad de drenaje del suelo, lo cual
dificulta el enraizamiento y la conductividad hidraulica y gaseosa entre la planta y el
suelo y por ende la absorciéon de agua y nutrientes disueltos (Bejarano, Murillo, Villar, &
Zamora, 2005; Osuna-Ceja et al., 2006).

Ahora, sabemos que el cambio de uso de suelo hacia actividades agropecuarias
compromete la supervivencia y crecimiento de plantas, porque provee un ambiente
disminuido en nutrientes, con deterioro estructural del suelo e irrupcion en interacciones

con bacterias importantes en ciclos del Ny P.

1.3 Restauracién ecolégica

Ante la problematica presentada en los bosques de encinos que han sido deforestados
o0 degradados, la restauracion ecologica representa una practica primordial para
recuperar su composicidon, funcionalidad y servicios ecosistémicos. La Sociedad
Internacional para la Restauracion Ecoldégica (SER International, por sus siglas en
inglés) define a la restauracion ecologica como ayudar al restablecimiento de un
ecosistema que se ha degradado, dafado o destruido (McDonald, Gann, Jonson, &
Dixon, 2016). Diversos métodos se proponen para acelerar o facilitar la restauracion; la
seleccién del método mas apropiado depende entre otros del estado y tipo inicial de la
degradacion, los resultados deseados y el presupuesto disponible (Lamb & Gilmour,
2003; McDonald et al., 2016).

1.3.1 ¢Como restaurar los bosques de encinos?

Las estrategias que se han propuesto para la restauracion de bosques de encinos, se
han basado en proporcionar un micro-habitat mas favorable para la germinacion,
crecimiento inicial y supervivencia de encinos, como por ejemplo, el uso de plantas
nodrizas y el mejoramiento de suelo y/o humedad. Badano, Pérez, & Vergara, (2009)
registraron para Quercus castanea Née porcentajes de supervivencia mayores al 40%
en presencia de plantas nodriza, pero solo cuando se combinaba con un sistema de
irrigacion en la estacion seca, ya que estas plantas resultaron ser fuertes competidoras

por los recursos.




Sustituyendo los efectos benéficos de las plantas nodrizas, Rey-Benayas et al.
(2005) utilizé estructuras con malla sombra negra, reconociendo que es un recurso que
proporciona condiciones favorables para la supervivencia y crecimiento de especies de
encino porque disminuye la cantidad de luz solar que llega a las plantas. Similarmente,
Badano, Samour-Nieva, & Flores, (2011) demostraron que la mortalidad de Quercus
castanea y Quercus laurina Bonpl. a 160 dias de emerger es menor (60%) bajo
estructuras con malla sombra en comparacion a las que estén en total exposicidén solar
(100%). Con resultados similares, Gonzalez-Salvatierra et al. (2013b) sefialaron que la
supervivencia de Quercus jonessi Trel. bajo estructuras de malla sombra era mayor
(37%) comparados con la exposicion total (23%). Asimismo, en estos dos ultimos
trabajos, se verificd que la eficiencia fotoquimica del fotosistema Il fue mayor con la
aplicacion de sombra, indicando que no habia fotoinhibicion y que la sombra artificial

protege el aparato fotosintético del estrés luminico.

En adicion con la técnica de proveer sombra a las plantulas de encino, transferir la
capa superior de suelo de sitios mas saludables representa una excelente estrategia
para la incorporacion de vida vegetal (banco de semillas) y microorganismos (bacterias,
hongos, etc.) en sitios que han sido degradados. Esta estrategia propicia la formacion
de pequefnos nichos de regeneracion y colonizacion que con el paso del tiempo se
pueden expandir espontaneamente, una técnica llamada nucleacion (Boanares &
Azevedo, 2014; Corbin & Holl, 2012; Craig, Buckley, & Howell, 2015; Rey-Benayas,
Martinez-Baroja, Pérez-Camacho, Villar-Salvador, & Holl, 2015).

La motivacion original para el uso de esta técnica en otros sistemas, ha sido para
introducir en sitios totalmente desprovistos de su suelo nativo, el banco de semillas
contenido en el suelo del sitio donador, representando la heterogeneidad de material
genético local pre-disturbio (Parrotta & Knowles, 2001; Vécrin & Muller, 2003). Sin
embargo, se considera que la transferencia de suelo superficial puede generar otras
ventajas, tales como mejorar la estructura del suelo, al reducir la compactacion,
implicando en las plantas una mayor facilidad para enraizar, disponer de agua y formas
asimilables de N y P. Pero también, recuperar las interacciones entre plantas y
microorganismos que resultan fundamentales para el establecimiento y supervivencia

de las plantas. Sin embargo, una desventaja de esta técnica, es que se hace uso de un



recurso no renovable y restaurar grandes extensiones comprometeria la salud del sitio
donador y lo podria llevar a su degradacion (Bulot, Provost, & Dutoit, 2014). Ademas,
los costos de aplicacion de esta técnica a gran escala podrian ser altos en términos de
mano de obra, renta de maquinaria para llevar el suelo, insumos para la maquinaria,
entre otros (Bulot et al., 2014).

Bulot, Provost, and Dutoit (2014) reportaron que la transferencia de suelo a un sitio
que anteriormente tuvo una fuga de crudo en una llanura, después de tres afios se
nivelé el nitrogeno (N) y carbono organico (CO) y son similares a una estepa de
referencia. En contraste, la relacion C/N disminuyd, ya que por la movilizacién del suelo
se pudieron haber oxidado las formas labiles de carbono. Mufioz-Rojas et al. (2016)
reportan al respecto, que al transferir la capa superficial del suelo el CO y N son
similares a su sitio de referencia; y el carbono en la biomasa microbiana y la actividad
microbiana fue 55% menor en comparacion a su sitio de referencia. Aun asi, los valores
obtenidos en el sitio degradado con suelo transferido fueron mayores en contraste a

suelos desnudos.

Ademas, la transferencia de suelo en encinares mejora también la retencién de
humedad en el suelo. En un sitio cercano al lugar experimental de este estudio, se
registr6 un incremento del 40% de humedad en sitios degradados con suelos
transferidos, asi también mayores concentraciones de materia organica, fésforo,
amonio y nitratos (Douterlungne, Cortés-Martinez, Badano, Flores-Cano, & Flores-
Rivas, 2018). La emergencia y el crecimiento de plantulas de Quercus viminea Tel. y
Quercus eduardi Trel., se favorecieron con el tratamiento de transferencia de suelo, sin
embargo la supervivencia de estos encinos no aumentd con respecto a tratamientos

control.

La transferencia de suelo introduce nutrientes, semillas del sitio donador, asi como
también algunos microorganismos. Sin embargo, la humedad contenida en los suelos
transferidos puede ir perdiéndose gradualmente, principalmente por la inexistencia de
cobertura vegetal circundante en el sitio receptor, por lo cual la combinacion con la
sombra artificial podria ser de utilidad para prevenir esto, ademas que esta técnica



también ha resultado ser benéfica para tener mejores desempefios fotosintéticos, de

crecimiento y supervivencia de encinos.

En los trabajos antes mencionados, la evaluacion de las técnicas presentadas se
basa principalmente en la germinacion, supervivencia, crecimiento y rendimiento
fisiolégico de las plantas de encino. Sin embargo, la recuperacién a largo plazo del
ecosistema completo, requiere que procesos basicos estén ocurriendo en el suelo, por
lo que se deben considerar indicadores de la recuperacioén de funciones ecosistémicas
esenciales como el ciclaje de N y P en el sistema elegido, a partir de esta primicia se
formula la siguiente pregunta de investigacion: ¢ Cuales son los efectos de las técnicas
de restauracion en la recuperacion de comunidades de bacterias fijadoras de nitrogeno
y mineralizadoras de fésforo? Y ;Como esto afecta al crecimiento de las plantulas de

encino?
1.3.2 ;Como medir el éxito de las técnicas de restauracion?

De manera general, la riqueza, abundancia, diversidad y desempefo de plantas y
animales son los indicadores mas utilizados para describir el éxito de restauracion
(Gatica-Saavedra, Echeverria, & Nelson, 2017; Meli et al., 2017), seguidos por la
caracterizacion fisicoquimica del suelo y bioindicadores (organismos del suelo que son
indicadores de los procesos del ecosistema) y con menor frecuencia las interacciones
bidticas (hongos micorrizicos) y actividades enzimaticas (Gatica-Saavedra et al., 2017;
Ruiz-Jaen & Mitchell-Aide, 2005).

Resulta evidente, que se requiere de un conocimiento mas profundo de la ecologia
de los sistemas para lograr un mayor éxito en los programas de restauracion. En este
sentido, Heneghan et al. (2008) hacen referencia al conocimiento ecoldgico del suelo
(SEK, por sus siglas en inglés) para integrar los factores quimicos, fisicos, biolégicos y
procesos en la retroalimentacion del suelo con las plantas. En este sentido, la
microbiota del suelo se vuelve una parte fundamental, ya que estan intimamente
involucradas en procesos imprescindibles en el ecosistema como la descomposicion de
materia organica (MO), el ciclaje de nutrientes a través de los ciclos biogeoquimicos
(Harris, 2003; Nielsen & Winding, 2002).
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Ademas, también afectan las propiedades fisicas del suelo, por ejemplo, con la
produccion de polisacaridos extra-celulares y otros compuestos, ayudan a estabilizar
los agregados del suelo. Por su participacion en procesos del suelo, los
microorganismos nos dan una medida integrada de lo que sucede en el suelo, un
aspecto que no se puede obtener con medidas fisicoquimicas o analisis de diversidad
de organismos superiores (Nielsen & Winding, 2002), ya que son sensibles a cambios
en el suelo y generan respuestas rapidas ante cambios. Por lo tanto, cambios en las
abundancias de sus poblaciones o actividades microbianas pueden funcionar como

indicadores de cambio en procesos del suelo (Kennedy & Papendick, 1995).

En secciones anteriores, destacabamos el papel de las bacterias fijadoras de N y
mineralizadoras de P en el ecosistema y después como con las técnicas de
restauracion mencionadas podriamos recuperar la interacciéon de estos gremios con las
plantas, por tal debido a su importancia de estos dos gremios de bacterias, se han
utilizado en diversos trabajos y sistemas para monitorear el transcurso de diversas

técnicas u obras de restauracion (Tabla 1).

Tabla 1. Literatura que registra el uso de indicadores de microorganismos para monitorear la

trayectoria de la restauracion de diversos ecosistemas o sitios.

Indicador Técnica Resultado Ecosistema Referencia
. . o - Bosques de Pinus Jha, Sharma,
Actividad de | Restauracion Menor actividad en sitios . )
) kesiya Royle ex & Mishra,
Fosfatasa. pasiva. degradados.
Gordon. (1992)
- Fuegoy . . .
Actividad de . Aumenté su actividad en Bosques mixtos de | Giai & Boerner,
adelgazamiento ] . )
Fosfatasa. o tratamientos de restauracion encinos. (2007)
mecanico.
. . Aumento de actividad 8 i
Actividad de | Restauracion ; » Vovides et al.
. ) veces mas en sitios con Manglar.
nitrogenasa. pasiva. . (2011)
restauracion.
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Fuego y

Aumento su actividad en

Bosque de Pinus

Actividad de Ganzlin et al.
. adelgazamiento tratamientos de ponderosa Douglas
nitrogenasa. . . (2016)
mecanico. restauracion. ex C. Lawson.
La actividad potencial de la
Actividad de | Transferencia enzima aumenta un 57% Rivera et al.
) Terraplenes (sitio)
la fosfatasa. de suelo. con la transferencia de (2014)
suelo.
L . Aumento de la actividad _ .
Respiracion | Transferencia ) i Ecosistema de Muroz-Rojas
microbiana, asi como la )
del suelo. de suelo. ) o arbusto-pastizales et al. (2016)
disponibilidad de N y CO.
Siembra directa | Mayor abundancia de genes
Fraser et al.
Gen phoD. de semillas de | que codifican a la fosfatasa Pradera (2015)
pastos nativos. en sitios restaurados.
Gen nifHy Mayor abundancia y
actividad de Plantas actividad de diazétrofos en Lépez et al.
. N . Matorral desértico
la nodriza. sitios con restauracion vs. (2016)

nitrogenasa.

sitios con disturbio.

Las técnicas de transferencia de suelo, la aplicacion de sombra artificial y su

combinacion aun no tienen un historial extenso para la restauracion de encinares.

Ademas, cuando estas técnicas se evaluaron en trabajos anteriores se tomaron

variables relacionadas con el desempeno de plantulas sembradas. Como hemos visto,

es importante incluir indicadores microbianos, por ejemplo la abundancia de genes y

actividades enzimaticas bacterianas ante estrategias de restauracion, ya que se tiene

registro de su sensibilidad ante cambios en el ambiente. Estas medidas nos podrian dar

un panorama mas amplio si con estas técnicas hay un retorno de funciones tan

importantes en el ciclo del nitrégeno y fésforo, indicando la posible efectividad de las

técnicas propuestas. Este trabajo se engloba en la necesidad de entender los factores

funcionales en el suelo que benefician la supervivencia y crecimiento de las plantas, los

cuales aseguran su permanencia en el sistema a largo plazo.
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Bosque de encinos Pastizal inducido Claro degradado

Degradacion

‘ Nitrégeno molecular g Amonio
,\,J@ Mineralizadora de fosforo ®-’ Materia organica ® Fosfatos (PO,*)

(! " Fijadora de nitrogeno

En el resumen grafico de este trabajo se ejemplifica la problematica que viven los
bosques de encino. Se representa el cambio de un bosque hacia un pastizal y un caso
mas severo de degradacion, representado por un sitio sin cobertura vegetal. Se
visualiza la participacion de las bacterias fijadoras de nitrégeno y bacterias
mineralizadoras de fésforo en la disponibilidad de amonio y fosfatos respectivamente;
conforme avanza el grado de disturbio, la abundancia y los procesos en los que estan
involucrados se disminuyen. Por lo tanto con las técnicas que se proponen podriamos
transportar y recuperar nutrientes y poblaciones de los dos gremios de bacterias

propuestos.
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2 Hipétesis

1)

La transferencia de suelo forestal traslada materia organica, carbono, nitrégeno y
fésforo provenientes del sitio donador, estimulando las comunidades bacterianas
fijadoras de nitrégeno y mineralizadoras de fésforo, por lo tanto en este tipo de
suelo los valores seran mayores en contraste con suelos del encinar con

disturbios antropogénicos.

La aplicacion de sombra artificial ayudara a que en los suelos transferidos y
nativos del encinar degradado existan mayores valores de humedad en el suelo.
En micro-condiciones ambientales mas favorables para la actividad de las
bacterias fijadoras de nitrdgeno y mineralizadoras de fosforo, esta se estimulara
e incrementara lo que implica una mayor disponibilidad de amonio y fésforo

respectivamente.

El crecimiento (altura y diametro en la base) y supervivencia de las plantas de
encino sera mayor en tratamientos con transferencia de suelo y sombra artificial,
por los procesos que se favorecen en el suelo mediante la aplicacion de ambos
tratamientos, como la estimulacion de la actividad de las bacterias por mayores
porcentajes de humedad y disponibilidad de mas nutrientes por la transferencia

de suelo forestal.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la transferencia de suelo y la sombra artificial en procesos
funcionales relacionados con el ciclaje de nutrientes en encinares degradados y su

influencia en la supervivencia y crecimiento de las plantas.

3.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar quimicamente el suelo de la rizosfera de plantas de encinos bajo

diferentes tratamientos de restauracion.

2. Evaluar la actividad de bacterias fijadoras de nitrdgeno y mineralizadoras de

fosforo ante diferentes técnicas de restauracion.

3. Cuantificar y comparar la abundancia de las comunidades bacterianas fijadoras
de nitrégeno y mineralizadoras de fdésforo entre diferentes intervenciones de

restauracion.

4. Comparar la supervivencia y crecimiento (altura y diametro) de las plantas de
encino ante niveles contrastantes de luz solar y suelo, para después relacionarlo
con la disponibilidad de nutrientes, asi como con la actividad y abundancia

bacteriana.
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4 Metodologia

La finalidad de esta metodologia propuesta es relacionar la cantidad de nutrientes (4.5),
actividades enzimaticas (4.6.1; 4.6.2) y abundancias bacterianas (4.7.2) con el
desempefio (4.8.1) de plantas de encino de dos afos de edad y en la siguiente figura

(Figura 2) se visualiza un resumen de toda la metodologia empleada.

2 gr. de suelo
para extraccion

3. Abundancia

[k
3 bacteriana

3 T

#
* 2z
1

v“. ——

4,
Desempefio f 2. Actividades
de plantas enzimaticas

Colecta 100 gr. de
de suelo  suelo L
— o 1 Ana’hs.ls
\Quercis mexicana Bonpl T
La muestra de Variables Enzima gPCR Variables
suelo se tomo lo consideradas: fosfomonoesterasa consideradas:
mas cercano pH, Conductividad acida Fijadoras de
posible a la eléctrica. p-Nitrofenil fosfato nitrégeno Crecimiento en
rizosfera de Nitratos, Nitritos Gen nifH altura y didametro
encinos de dos Amonio Enzima
afos de edad, en Fosforo extraible nitrogenasa Mineralizadoras Supervivencia
una profundidad Materia organica Reduccion de de fosforo
de0aScmaun Carbono Total y acetileno Gen phoD

diametro de 4 cm. Nitrégeno Total

Figura 2. Esquema de la metodologia a seguir en este trabajo conforme a los objetivos

propuestos.

4.1 Descripcion del area de estudio

El estudio se realiz6 en la Unidad de Manejo Ambiental “La Laguna” localizada en la

Sierra de Alvarez, en el municipio de Zaragoza, estado de San Luis Potosi
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(coordenadas 21° 58' 29.4" N, 100° 34' 24.9" W), con una altitud de 1,970 msnm. Se
tiene registrada una temperatura promedio anual de 16.93° C y una precipitacion
promedio anual de 556.20 mm, siendo el verano (junio — septiembre) cuando llueve
mas. La temperatura y precipitacion promedio se determinaron con los registros del
periodo de 1981-2010 de la estacidn mas cercana a la zona de estudio, “La Salitrera,
S.L.P.” (CONAGUA, 2019).

El municipio de Zaragoza se localiza en la parte sureste de la capital del estado.
Los tipos de vegetaciéon del municipio son Matorral (37.5%), bosques (36.9%) y pastizal
(12.6%) y los usos de suelo dominantes son para la agricultura y agostaderos (CEFIM,
2012; INEGI, 2009). Los suelos dominantes registrados para este municipio son el
Leptosol (71%), Phaeozem (22.7%), Luvisol (2.3%), Cambisol (1.9%), Calcisol (1.8%) y
Regosol (0.2%) (INEGI, 2009). En la parte este y norte de este municipio se empieza a
formar la Sierra de Alvarez, area natural protegida decretada el 07 de abril de 1981,
como zona protectora forestal. La Sierra de Alvarez pertenece a la Sierra Madre
Oriental, con una superficie total de 16,900 hectareas. De manera general, el clima
predominante es el BS1 kw, que corresponde a un clima semiseco templado, con
lluvias en verano (Garcia-Sanchez, Aguirre Rivera, Villanueva Diaz, & Garcia Perez,
1999). En su seccidn sur, esta formada por montafias con laderas abruptas y convexas
de origen volcanico, asi como también presenta lugares que tienen formacién de origen
sedimentario, constituidas principalmente por lutitas y calizas (Castillo-Lara, Flores-
Cano, Aguirre-Rivera, & Yeaton-H., 2008; Garcia-Sanchez et al., 1999).

Los suelos predominantes en la parte sur de la Sierra de Alvarez, lugar en donde
se localiza nuestro sitio de estudio, son el Luvisol, Leptosol y como secundario el
Phaeozem (Garcia-Sanchez et al., 1999). Los Luvisoles, del vocablo latin luere, que
significa lavar, son suelos que se caracterizan por el movimiento de arcilla, la
acumulacién de arcillas con alta capacidad catidnica y alta saturacion de bases. Los
procesos que dominan para su formacion son por argiluviacién y enriquecimiento
bioloégico de cationes base. Son comunes en climas templados con veranos calidos y
nevadas en el invierno. De manera general, estos suelos sostienen a masas forestales,

y se encuentran entre los mas productivos del mundo, brindando servicios ecolégicos
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como proteccidn del agua y sostenibilidad ecoldgica. Estos suelos suelen tener mas de
5,000 anos (FAO & ITPS, 2015).

Los Leptosoles, son suelos someros sobre rocas duras o materiales altamente
calcareos, pero también suelos mas profundos que son pedregosos y/o gravillosos. Son
suelos azonales con un solum incompleto y/o sin caracteristicas morfolégicas
claramente expresadas y caracteristicas de zonas montafiosas. Los leptosoles se
encuentran en todas las zonas climaticas, particularmente en areas fuertemente
erosionadas (Driessen, Deckers, Spaargaren, & Nachtergaele, 2001). En contraste con
los Luvisoles, su potencial agricola esta limitado por la inmovilizaciéon de nutrientes
minerales por la cantidad de calcio que contienen, por esta razon, es preferible que este

tipo de suelos mantengan su vegetacion original (SEMARNAT, 2013).

El Phaeozem, del vocablo griego "phaios" que significa oscuro y del ruso "zemlja"
que significa tierra, haciendo alusién a la caracteristica mas llamativa de los
Phaeozems, que es su horizonte molico oscuro, en su mayoria grueso, débilmente
acido a neutro, con saturacion de bases dentro del 50-100 por ciento. Se encuentran en
climas templados y humedos con vegetacion natural de pastos altos y bosques La
importancia global de Phaeozems es su alto potencial agricola, asi como las reservas
prominentes de carbono organico acumulado en sus capas superiores. Sus principales
limitaciones incluyen la erosion del viento en los afios secos, la erosion del agua en las
tierras altas y el estancamiento del agua, ya sea durante eventos lluviosos cortos o en
caso de aguas subterraneas altas (FAO & ITPS, 2015). Por ser suelos ricos en materia
organica son muy utilizados para la produccion de soya, trigo y cebada (SEMARNAT,
2013).

En la Sierra de Alvarez, predominan los bosques de encino-pino y pino-encino, y
particularmente en los encinares descritos en este lugar se pueden encontrar las
siguientes especies formando parte de ese tipo de bosque: Quercus laeta, Quercus
mexicana, Quercus laurilifolia, Quercus crassipes, Quercus eduardii, Quercus affinis,
Quercus castanea, Crataegus rosei, Cupressus lusitanica, Prunus serotina,
Comarostaphylis polifolia, Cestrum oblongifolium, Eupatorium ligustrinum, entre otros
(Garcia-Sanchez et al., 1999).
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En la unidad de manejo ambiental “La Laguna”, se ubicaron tres sitios
experimentales con diferentes historiales de uso en Septiembre de 2017, que
pertenecen a un mismo paisaje y separados aproximadamente por 250 metros: bosque,
claro degradado y pastizal inducido. Todos los sitios se seleccionaron en funcion de las
caracteristicas fisicas del suelo y vegetacion. En el sitio experimental de bosque se
distinguen en el suelo capas de hojarasca y materia organica en descomposicion
(mantillo), el suelo presenta un color café oscuro a negro y una compactacion menor,
ademas esta debajo de arboles de encinos y del género Prunus (Figura 3, A). El sitio
correspondiente al pastizal inducido, es un lugar que en la década de los 90’s se
desmont6 una parte del bosque de encino para practicar actividad ganadera (Figura 3,
B). En contraparte, en el sitio denominado claro degradado, esta localizado en una
ladera, en donde las primeras dos capas de suelo han sido erosionadas, dejando al
descubierto una capa endurecida de suelo, que es de color café claro a beige y mucho
mas compacto, caracteristico de suelos popularmente conocidos en México como
tepetates (Figura 3, C). En cada sitio experimental se delimitaron parcelas cercandolas
con alambre de puas para excluir a los mamiferos silvestres grandes y el ganado que
transita libremente por la zona y que podria ramonear y/o pisotear las plantulas de

encino.

Figura 3. A) Sitio de Bosque; B) Sitio de pastizal inducido y C) Sitio de claro degradado en “La

Laguna”, Sierra de Alvarez, San Luis Potosi, México.
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4.2 Tratamientos experimentales

En septiembre de 2017, se establecieron tratamientos que consisten en “islas” en forma
circular, con un area de 1.76 m?, una distancia minima entre tratamientos de un metro.
Para cada tratamiento experimental se construyeron estructuras cilindricas de malla
gallinera con apertura 22 x 25 mm, con un diametro de 1.50 metros y una altura de 45
cm para evitar la entrada de pequefos y medianos herbivoros que remueven las

bellotas o plantulas de los encinos.

En cada parcela de los sitios de pastizal inducido y claro degradado se
establecieron cuatro tratamientos resultantes de la combinacion de los factores de
sombra y origen de suelo. Los dos factores consisten en sombra (sin sombra vs.
sombra artificial) y origen del suelo (suelo nativo vs. transferencia de suelo forestal)
dando los siguientes tratamientos: 1) Control (100% exposicion solar y suelo nativo de
degradado (CD) o de pastizal (CP)), 2) Sombra Atrtificial (SA) + Suelo Nativo 3) Sin
sombra + Suelo Forestal (TSF) y 4) Sombra Atrtificial + Suelo Forestal (Figura 4). Para
los tratamientos con sombra artificial, se coloc6é una malla sombra negra sobre la
estructura cilindrica de malla gallinera que permitio el paso del 50% de la luz disponible.
Asi, estos tratamientos simulan una cobertura forestal moderada, parecida a la

cobertura del sitio de bosque conservado (Figura 4, Ay B).

El sitio de bosque fue elegido como el donador de suelo para la transferencia
dirigido a los tratamientos de los sitios de pastizal inducido y claro degradado. El suelo
se extrajo con pala teniendo cuidado de remover las diferentes capas superficiales del
suelo y se llevo hasta las parcelas de pastizal y claro degradado con una carretilla y
burro donde fue homogeneizado antes de ser transferido a las unidades
experimentales. Al mismo tiempo se removieron los primeros diez centimetros de suelo
en los tratamientos receptores de suelo forestal. En los tratamientos control se conservo
el suelo del pastizal y claro degradado, en ambos sitios se labraron los primeros diez
centimetros del suelo, esto para estandarizar la estructura del suelo y el disturbio con

las unidades experimentales que recibieron transferencia de suelo forestal (Figura 4, C
y D).
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Los tratamientos montados en el sitio de bosque son diferentes con respecto a
los otros dos sitios, ya que la sombra es proporcionada por los arboles circundantes al
area experimental y el suelo utilizado para los tratamientos de transferencia tienen
como sitios donadores el sitio de pastizal inducido y el sitio de claro degradado,
resultando en los siguientes tratamientos: 5) Control (CB, Suelo nativo de bosque y
sombra natural), 6) Transferencia de suelo del pastizal inducido (TSP), 7) Transferencia
de suelo degradado (TSD). (Figura 4, E y F). En los tratamientos de transferencia de
suelo de pastizal y suelo degradado también se removieron los primeros diez
centimetros de suelo del bosque para recibir los suelos y se homogeneizaron antes de
colocarlos en los tratamientos. En el caso del suelo de transferencia de pastizal se

removieron en o maximo posible las raices pertenecientes a los pastos.

Figura 4. A) y B) Tratamientos de sombra artificial en el sitio degradado y de pastizal inducido,
respectivamente. C) y D) Tratamientos de transferencia de suelo en el sitio degradado y de
pastizal inducido, respectivamente. E) y F) Transferencias de suelo del sitio degradado y del sitio

de pastizal hacia tratamientos en el sitio de bosque.
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Todas las unidades experimentales se fijaron con alcayatas metalicas, para
persistir a los fuertes vientos. Todos los trabajos de transferencia de suelo se llevaron a
cabo en las ultimas semanas de octubre del afio 2017, siguiendo la metodologia

publicada en el trabajo de Douterlungne et al., (2018).

4.3 Seleccidn de especie y manejo de semillas

Se selecciond a Quercus mexicana Bonpl. como especie de estudio debido a que esta
ampliamente distribuida en México y en particular en la Sierra de Alvarez, esta especie
es fisonomicamente dominante en algunos encinares (Castillo-Lara et al., 2008; Sabas-
Rosales et al., 2015). Existe una recopilacion de estudios de su regeneracién en
bosques (Zavala-Chavez, 2001), sin embargo la exploracién de esta especie para su
uso potencial en la restauracion solo ha sido documentada por Ramirez-Morales, (2019)
destacando sus caracteristicas fisioldgicas. También cumple con los individuos vivos
necesarios para hacer muestras de la rizosfera y asi relacionar supervivencia y
crecimiento de las plantas de encino con los nutrientes que pudieran estar disponibles

por las actividades de las comunidades bacterianas que se estudiaron.

Q. mexicana pertenece a la seccion Lobatae (encinos rojos), son arboles de 4 —
20 metros de altura; monoico y caducifolio; tronco recto, de 18 a 28 cm de diametro,
tiene una corteza en placas mas o menos rectangulares, de color castafio oscuro.
Cuenta con hojas simples, alternas, un poco rigidas, elipticas u oblongas, de 3.5 a 10
cm de longitud y 1.5 a 2.5 cm de anchura. Florecen entre marzo-abril y fructifica de
agosto a octubre (Garcia-Sanchez & Aguirre Rivera, 2011), sin embargo, el evento de
fructificacion es impredecible, y existen afios semilleros de produccion masiva de
bellotas alternando con afos de escasa o nula fructificacion, fendomeno conocido como
masting (Kelly, 1994; Maeto & Ozaki, 2003).

Se colectaron bellotas en el mes de Septiembre y Octubre de 2017,
conservandolas en refrigeracion a 4°C. Posteriormente, todas las bellotas fueron
puestas a pruebas de flotabilidad para determinar su viabilidad (Zavala-Chavez &
Garcia, 1996) y tres dias antes de la siembra las semillas fueron pre-hidratadas para
estandarizar la germinacion en los tratamientos experimentales (Castro-Colina et al.,

2012). La siembra se realizé el dia 01 de noviembre de 2017, procurando que cada
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semilla se enterrara con una capa de suelo de aproximadamente 1 cm, y cada lugar de
siembra tuvo una codificacién unica lo cual permiti6 monitorear individualmente cada
bellota sembrada. Para fines de este trabajo, se eligieron cinco individuos
aleatoriamente de Q. mexicana por cada uno de los tratamientos experimentales de los
tres sitios experimentales, contemplando los 11 tratamientos propuestos con

anterioridad, da un total de 55 individuos que se utilizaron en este estudio.

4.4 Muestra de suelo de rizosfera

La colecta de muestras de suelos se realizo el dia 16 de septiembre de 2019, durante el
mes mas lluvioso. Por cada individuo se tomé una muestra de 100 g en un diametro de
cuatro centimetros alrededor de la planta, utilizando una pala desinfectada con etanol, a
una profundidad de cinco centimetros. Las muestras de suelo se colocaron en bolsas
negras y entre hielo cuando se colectaron en campo, después se almacenaron en un
refrigerador a 4°C para los posteriores ensayos enzimaticos (en los primeros 15 dias de
almacenamiento) vy caracterizacion quimica (antes de los dos meses de
almacenamiento). Al mismo tiempo, se tomaron muestras de 2 g de suelo de rizésfera
con una espatula desinfectada con etanol, teniendo la precaucion de recoger la muestra
lo mas cercano a las raices de los encinos y para tomar la mayor variabilidad se
recogieron de cuatro puntos diferentes alrededor de la planta y se homogeneizé la
muestra en el tubo. En campo estas muestras se colocaron rapidamente en nitrogeno
liquido y posteriormente se preservaron en un ultracongelador a -80°C hasta la

extraccién de ADN que se comenzé en diciembre 2019.

4.5 Caracterizacion de suelo

Para cada muestra de suelo que se tomd de la rizosfera de los 55 individuos de encino

se llevd a cabo su caracterizacion considerando las siguientes variables (Tabla 2):

Tabla 2. Variable y su respectivo método para caracterizacién del suelo.

Variable Método

pH y Conductividad eléctrica (C.E.) Método Electrométrico (SEMARNAT, 2002).
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Materia organica (MO) Pérdida por ignicion modificada de Salehi et al. (2011).

Carbono total (CT) Combustion en el Analizador elemental COSTECH.

Nitrogeno total (NT) Combustion en el Analizador elemental COSTECH.

Método adaptado de Verdouw, Van Echteld, & Dekkers,

Amonio (NH,"
(NH) (1978) y Forster, (1995).

Nitritos y Nitratos (NO, y NO3) Método adaptado de Doane and Horwath (2003).

Método AS-11-Procedimiento de Bray-Kurtz de la NOM-

Foésforo disponible (P
5 (P) 021-SEMARNAT-2000 (SEMARNAT, 2002).

Humedad del suelo Método gravimétrico

En la metodologia utilizada para la extraccion de amonio, nitritos y nitratos,
mediante cloruro de potasio (KCI) se tomaron en consideracion las recomendaciones de
Forster, (1995), en la cual sugiere que los estudios de estos nutrientes se hagan en las

primeras tres semanas después de la colecta de suelo, resguardandolas a 4°C.

4.6 Actividades enzimaticas

4.6.1 Enzima nitrogenasa

Para cada muestra de suelo que se tomé previamente de los 55 individuos elegidos, se
midio la actividad potencial de la enzima nitrogenasa con la técnica de reduccion de
acetileno (ARA, por sus siglas en inglés), basada en la capacidad de la nitrogenasa de
reducir compuestos de triple enlace, con la metodologia modificada de Lépez-Lozano,

Carcafno-Montiel, & Bashan, (2016). Se describe a continuacion el procedimiento:

De cada muestra se tomaron y pesaron 7 g de suelo fresco, colocandolos en
frascos de vidrio de 10 ml (previamente esterilizados), los cuales se sellaron
herméticamente con tapones de plastico y anillos de metal, esto se realizd por
triplicado. Posteriormente, se calculd el 20% del espacio de cabeza por cada tipo de
suelo, resultando en 1.5, 1.6 y 1.8 ml en suelos degradado, forestal y pastizal
respectivamente. Estas cantidades se intercambiaron por acetileno segun el tipo de
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suelo. A continuacion, las muestras se colocaron en la incubadora por siete dias a
37°C.

Al séptimo dia, a cada muestra se le extrajeron 150 pl de gas del espacio
superior y se inyectaron en un cromatografo de gases (Agilent Technologies 6890N). Se
calculé la cantidad de etileno liberado en las muestras utilizando una curva patron de
calibracion construida utilizando 50, 100, 150, 200 y 250 ul de un estandar de etileno.

Los resultados se expresan en nmoles de etileno - g-1 suelo/dia.
4.6.2 Enzima fosfomonoesterasa acida

En cuanto a la actividad de la fosfatasa acida, se llevé a cabo con el método que utiliza
p-nitrofenilfosfato (p-NPP) como sustrato, adaptado de Tabatabai & Bremner, (1969). El
fundamento de esta técnica es que el sustrato tiene un residuo fosfato que puede ser
reconocido por la enzima e hidrolizarlo, liberando p-nitrofenil que puede ser detectado
por colorimetria cuando el suelo es incubado con un buffer a pH de 6.5. El

procedimiento se describe a continuacion:

Se pesaron 0.5 g de suelo fresco de cada muestra para colocarlos en tubos de
15 ml a los cuales se les agrego6 2.375 ml de Buffer Tris (0.5 M, pH=6.5) y 0.125 ml del
sustrato p-NPP en ese orden, esto se mezcld en el vortex hasta homogeneizar. Al
mismo tiempo, se determinaron controles por cada tipo de suelo (forestal, pastizal y
degradado), a los cuales solo se les adiciono los 2.375 ml de Buffer Tris. Todo se
realizd por triplicado y se incubaron por 30 minutos a 37°C a 120 rpm. Terminando el
tiempo de incubacion, se agregaron 2 ml de NaOH (0.5M) y 0.5 ml de CaCl, (0.5 M) a
todos los tubos, adicionalmente solo a los tubos controles se les agrego 0.125 ml del
sustrato p-NPP. Después, todos los tubos se mezclaron en el vortex hasta homogenizar

y se centrifugaron a 2500 G por seis minutos.

Ademas, se prepard un blanco para la calibracion del espectrofotometro, con
2.375 ml de Buffer Tris, 2 ml de NaOH, 0.5 ml de CaCl, y 0.125 ml de agua destilada.
Se mezcld hasta homogenizar y se centrifugd a 2500 G por seis minutos. Después de la
centrifugacion, se tomé 1 ml del liquido sobrenadante de todas las muestras y se vacio
en una celda para medir la absorbancia en el espectrofotobmetro a una longitud de onda
de 405 nm. Se calculé la cantidad de p-nitrofenil contenido en los sobrenadantes
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utilizando una curva patréon de calibracion construida con cantidades conocidas de p-

nitrofenil. Los resultados se expresan en ug de p-nitrofenil - g de suelo/hr.

4.7 PCR cuantitativa

Para cada muestra de suelo que previamente se colecté de la rizosfera de los

individuos de Quercus mexicana se muestra a continuacién la metodologia:
4.7.1 Extracciéon de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 con el kit comercial DNeasy® PowerSoil® de QIAGEN,
acatando las indicaciones proporcionadas por la empresa en el cual se adquirio el kit;
después se confirmd su presencia por electroforesis en gel de agarosa y por ultimo, se

verifico la pureza y concentracion del ADN por medio del equipo Nanodrop®.

En el caso particular de muestras de suelo provenientes del sitio degradado, al
momento de revelar el gel de agarosa no se percibieron bandas que indicaran la
presencia de ADN, por lo tanto, esto nos indicaba muy poca o nula existencia de ADN
en las muestras. Por lo que se sugiri6 en primera instancia, doblar la cantidad de
biomasa necesaria para la extraccion de ADN (de 250 mg a 500 mg), ya que por ser
suelos degradados podriamos suponer muy poca biomasa bacteriana. Con esta accion,
se revelaron bandas en los geles de agarosa, sin embargo, al momento de hacer

pruebas de amplificacion de los genes de interés, estas muestras no amplificaron.

A partir del problema de amplificacion, se tomaron las extracciones de ADN para
darles un tratamiento de concentracion y purificacion con filtros de centrifugacion
Microcon®, para después resuspender las muestras de ADN con agua inyectable
estéril. Hecho este paso, se prosiguid a verificar su pureza, concentracion vy
amplificacion. A este punto, las muestras de suelo degradado presentaron valores de
pureza > 1.6 (relacion 260/280) y concentracion de ADN > 5.2, asi como una

amplificacion de los genes de interés por medio de una prueba de PCR.
4.7.2 Cuantificacion de genes

Para determinar la abundancia de las comunidades de bacterias fijadoras de nitrégeno

y mineralizadoras de fésforo, se utilizé la técnica qPCR (en inglés, Quantitative
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Polymerase Chain Reaction), utilizando los pares de primers para el gen nifH, FGPH19
(5-TACGGCAARGGTGGNATHG -3’) y PolR (5’- ATSGCCATCATYTCRCCGGA -3’)
(Poly, Monrozier, & Bally, 2001; Simonet et al., 1991). La cuantificacién del gen phoD
se realiz6é con los pares de primers F733 (5°- TGGGAYGATCAYGARGT -3’) y R1083
(5- CTGSGCSAKSACRTTCCA -3’) (Ragot, Kertesz, & Bunemann, 2015). Las
reacciones se llevaron a cabo en el sistema de PCR en tiempo real PikoReal™

(Thermo Scientific™).

e Gen nifH: se realizaron por triplicado reacciones de 10 pl con 5 yl de SYBR Green
2X, 0.3 pl del primer PolR (10mM), 0.15 ul del primer FGPH19, y 1 ul de ADN diluido
en una proporcion 1:20. El programa que se utilizé consisti6 en una
desnaturalizacion inicial de 95° C por diez minutos, 35 ciclos de desnaturalizacién de
94° C, alineamiento a 57°C y extension a 72°C, cada uno por un minuto; y una
extension final a 72°C por cinco minutos. Se realizaron lecturas después del
alineamiento y para confirmar la especificidad del producto obtenido, se anadié un
paso final, “melting curve”, de 57 a 95°C. Se hizo una curva de calibracion de 100 a
10® copias de clonas del mismo gen usando como control el amplificado de
Geobacter sulfurreducens, obtenidas con el sistema pGEM-T easy vector de
PROMEGA.

e Gen phoD: se realizaron por triplicado reacciones de 10 pl con 5 pl de SYBR Green
2X, 0.4 ul de los primer F733 y R1083 (10 mM) y 1 pl de ADN diluido en una
proporcion 1:20. El programa que se utilizdé consistié en una desnaturalizacion inicial
de 95°C por diez minutos, 40 ciclos de desnaturalizacion de 95° C por 15 segundos,
alineamiento a 58°C y extension a 72°C, cada uno por un minuto; y una extension
final a 72°C por cinco minutos. Se realizaron lecturas después del alineamiento y
para confirmar la especificidad del producto obtenido, se anadié un paso final,
“melting curve”, de 58 a 95°C. Se hizo una curva de calibracién de 100 a 102 copias
de clonas del mismo gen usando como control el amplificado de Bacillus subtilus,

obtenidas con el sistema pGEM-T easy vector de PROMEGA.
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4.8 Toma de datos

4.8.1 Desempeio de Plantulas

El monitoreo de las plantulas de dos afos, se realizd semanalmente el primer mes,
quincenalmente los siguientes cinco meses y mensualmente a partir de los seis meses
de la siembra. Cuando el experimento cumpli6 un afo de haberse montado, se
monitoreo de manera trimestral, a partir del mes de Noviembre de 2018. En cada
monitoreo, se registraron las siguientes variables: Supervivencia, Diametro en la base y
Altura, estas ultimas variables se midieron con vernier y cinta métrica respectivamente.
Las plantas fueron registradas como muertas, cuando tallo y raices se veian
completamente secos y se rompian al tacto; esto para tener registros confiables de
supervivencia, ya que una caracteristica de los encinos es rebrotar en la época de
lluvias. La altura total se tomo6 desde el nivel de suelo hasta el apice del tallo, y el
diametro en la base se tomd a un centimetro sobre el suelo. Para evitar variaciones por
el nivel del suelo, se marcé con corrector indeleble el lugar para tomar las medidas en

el mismo lugar en cada fecha de medicion.
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5 Analisis estadisticos

A continuacion se desglosan los analisis estadisticos realizados para describir los
efectos de los tratamientos propuestos en este trabajo en la supervivencia y crecimiento
de las plantas de encino, asi como también en las siguientes variables del suelo:

nutrientes, caracteristicas quimicas, actividades y abundancias bacterianas (Tabla 3),

considerando un tamano de muestra de 55.

Tabla 3. Analisis estadisticos

Variable Variable
Variables de respuesta L . Andlisis
explicativa aleatoria
Tiempo Estimador no paramétrico Kaplan-
. . Suelo y sombra )
Supervivencia (momentos de | Meier; prueba post-hoc prueba de
artificial
monitoreo) rangos logaritmicos
ANOVA de dos vias (sitios de
. Suelo y sombra )
Altura final NA pastizal y degradado); ANOVA de
artificial
una via (sitio de bosque)
ANOVA de dos vias (sitios de
Suelo y sombra
Diametro en la base final NA pastizal y degradado); ANOVA de
artificial
una via (sitio de bosque)
Caracteristicas quimicas
del suelo: pH,
Conductividad eléctrica
ANOVA de dos vias (sitios de
(C.E.), Carbono total (C), )
i Suelo y sombra pastizal y degradado); ANOVA de
Nitrégeno total (N), NA » o
R artificial una via (sitio de bosque), Analisis
Amonio (NH,’), Nitratos o
o de componentes principales (ACP)
(NOy), Fésforo (P), Materia
organica (MO), Humedad
en el suelo.
Actividad potencial ANOVA de dos vias (sitios de
L Suelo y sombra ;
enzimatica de la Fosfatasa - NA pastizal y degradado); ANOVA de
artificia
I Nitrogenasa una via (sitio de bosque)
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Abundancia bacteriana:

Suelo y sombra

ANOVA de dos vias (sitios de

Log numero de copias de Hificial NA pastizal y degradado); ANOVA de

artificia
genes nifH /| phoD una via (sitio de bosque)
Caracteristicas
quimicas del

suelo,

. . . Modelo lineal generalizado (GLM)

Supervivencia actividades NA

enzimaticas y
abundancia

bacteriana

con distribucion binomial de errores

Para determinar el efecto de la calidad del suelo, de las actividades enzimaticas

y abundancias bacterianas sobre el crecimiento de las plantas de encino, se realizé una

regresion lineal multiple basada en los criterios de Akaike (AIC), eligiendo el método

stepwise mixto para encontrar el modelo minimo adecuado (MMA) con las variables

obtenidas. Después se calculdé por cada sitio separado la contribucion a la variacion

total en el crecimiento de los encinos por cada variable obtenida mediante regresiones

jerarquicas. Primero se calculd el R? del MMA, posteriormente el R* del MMA pero con

una variable independiente menos, la diferencia entre los valores obtenidos de las R? de

los dos modelos se toma como la contribucion parcial de esta variable a la variacidon

total de la variable dependiente. Todos los analisis se realizaran con el software libre R,
version 3.6.1 “Action of the Toes” (R, 2019).
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6 Resultados

6.1 Caracterizacion quimica del suelo

El pH varia de 5.13 a 7.21 (Tabla 4), clasificandose en suelos moderadamente acidos a
neutros (SEMARNAT, 2002). La conductividad eléctrica para todos los casos fue < 1
dS/m (Tabla 4), descartando efectos por salinidad (SEMARNAT, 2002). La sombra
artificial en el sitio degradado aumenta significativamente la humedad tanto en suelos
nativos como en suelos transferidos. En el sitio de pastizal, el suelo forestal tiene
significativamente mas humedad en comparacion con el suelo nativo, y cuando se le

aplica la sombra artificial, la humedad es mayor.

En todos los sitios existe la tendencia en la que los valores de materia organica
(MO), C y N siguen el siguiente orden entre los tipos de suelo (forestal > pastizal >
degradado). El suelo forestal de transferencia contiene seis veces mas MO en contraste
con el suelo degradado y tres veces mas en comparacién con el suelo de pastizal
(Tabla 4). La sombra artificial sobre suelos de transferencia, disminuye

significativamente el porcentaje de C (Tabla 4).

También, los porcentajes de N total en suelos forestales en el sitio degradado
son significativamente mayores que en suelos nativos; en contraste, en los suelos
nativos del pastizal el porcentaje de N es mayor que en el suelo forestal. Sin embargo,
de manera general cuando se realiza la transferencia de suelo forestal, el N se reduce a
mas de la mitad de lo que se registré en el suelo forestal en el bosque. Contrario a lo
que pasa con el N, el porcentaje de C aumenta con la transferencia del suelo hacia los

sitios de pastizal y degradado (Tabla 4).
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Tabla 4. Valores promedio * desviacion estandar de las propiedades quimicas de los suelos bajo
diferentes tratamientos experimentales en un encinar modificado por el ser humano. Tratamientos
dentro del mismo sitio con letras no compartidas indican diferencias significativas entre
tratamientos (ANOVA de dos vias para sitio degradado y pastizal; ANOVA de una via para sitio de

bosque, p < 0.05, prueba post-hoc Tukey).

Sitio  Tratamientos pH C.E.(ds/m) | Humedadenel | yq 0, C (%) N (%) Relacion C/N
suelo (%)
Sueloforestal  5a5 . 3 5 021 £010a 2651 + 430 a 815 +213a 435 £096a 062 £ 011a 7.20 £ 201 a
g {control)
§  Suelopastizal 581 £0.12a 010 £001b 2647 £ 13752 346 £028b 191 £020b 0.14 £009b 2695 £ 2566 b
m
Suelo degradado | 7.21 £ 010 b | 0.08 + 0.06 b 26.53 + 062 a | 2.65 +0.18 b 0.29 + 010 ¢ 0.01 £ 000 c 2675 + 1187 b
s”e'&gi?&f‘;’a“ 6.00 £ 0.51a 003 £006a 27.34 + 448 a 200 £021a 088 +016a 0.05 +0.01a 16.90 + 3.83 a
g Sucloforestal 584 £026a 0.38 £006b 2875 + 299 ab 1200 £ 159 b 6.02 £ 088 b 0.25 £ 0.16b 30.88 + 1231b
o
=
g Suelodegradadot ;.5 , 5135 0.04 £001a 3045+ 092 bc 2.64 +023a 030 £007a 001 £001a 2650 + 9.42 b
2 sombra artificial
[a]
Sueloforestal + = 503 . 615, 010 £005¢c 3193 + 165 ¢ 743 £318c 325 £220c 0.07 £ 004a 37.03 £ 1533 b
Sombra artificial
Suelodepastizal 565 | 141, 005 002a 1587 + 035 a 250 £036a 1.36 £+029a 023 £009a 653 + 152 a
° {control)
§ Sueloforestal  6.07 £0.17 b 019 £+ 0.05b 2646 + 299 b 026 +315b 4.82 +1.75b 0.08 £ 002 b 57.77 + 1493 b
k=]
[ -
= Suelopastizalt ;.0 (43. 007 £001a 2020 + 067 a 345 +048a 200 £034a 0.07 £025b 3268 + 11.26 ¢
N Sombra artificial
0
©
o  Sueloforestal* .7, go5p 028 £012c 3055 + 434 ¢ 1203 £ 469 c 671 £244c 041 £ 005 b 67.37 + 22.67 d
Sombra artificial

C.E.: conductividad eléctrica; MO: materia organica; C: carbono total; N: nitrégeno total.

En el caso de los nutrientes disponibles, el suelo forestal en el sitio degradado y
pastizal presenta significativamente mayores concentraciones de amonio, nitratos y
fésforo en comparacion con los suelos nativos de ambos sitios (Tabla 5). Cuando se
aplica sombra artificial a suelos forestales en el sitio de pastizal, la concentracion de
amonio y nitratos aumenta de manera significativa, sin embargo, en el sitio degradado
ocurre lo contrario, porque hay una disminucidon significativa de amonio, nitratos y

fosforo en suelos forestales con sombra artificial (Tabla 5).
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Tabla 5. Promedios * desviaciones estandar (D.E.) de nutrientes disponibles bajo diferentes
intervenciones de restauracion en un encinar modificado por el hombre. Contrastes entre
tratamientos calculados a partir de ANOVAs por cada sitio (p < 0.05) y letras no compartidas

dentro del mismo sitio indican entre cuales tratamientos existen diferencias (prueba post-hoc

Tukey).

NH;" NO; y NO5 P
Sitio Tratamientos (mg/kg) (mg/ka) (mg/kg)
Promedio + D.E. Promedio + D.E. Promedio = D.E.
. Suelo forestal 41.41 £ 191900 a]  11.00 = 7.3182 2345 + 74164 a
-
g  suelode pastizal 3044 + 40943 b| 1094 : 2.8188 1176 + 14213 b
m
Suelo degradado 850 + 1.7764 ¢ 0.53 + 0.1752 25.06 + 21790 a
ANOVA Suelo F=39.05p <0.001*™ F=31.88,p <0.001** F=46.07,p <0.001**
Suelo degradado 597 + 10615 a 0.67 + 0.3056 13.35 £ 98320 a
3 Suelo forestal 4505 + 75184 b|  28.39 & 159994 4137 £ 93234 b
©
=}
E Sgelodegradado s 13.00 £ 20199 c| 075 £ 0.4913 17.24 + 40893  ac
> Sombra artificial
(=]
sueloforesial + 15.65 + 6.5025 ¢ 2.92 + 3.4076 2144 £ 11.0210 ¢
Sombra artificial
Suelo F=43390,p <0.001 ** F=7532p <0.001** F=7849,p <0.001 **
ANOVA Sombra F=3568,p <0.001** F=2045p <0.001** F=6.43,p=0.039*
SueloXsombra F=204.19, p <0.001 ** F=31.16, p <0.001 *** F=2754,p<0001**
Suelo de pastizal 2408 : 54744 a 7.38 + 2.0995 1140 £ 40176 a
(=]
§ Suelo forestal 40.75 £ 49959 b|  17.63 & 1.9413 26.99 + 132923 b
=}
£ izal +
=  Suclopastizal 2043 & 47295 a|  10.90 + 3.3373 1090 + 16139 a
&  sombraartificial
o
©
= SUElo Torestal + 51.83 + 122248 c¢| 2329 : 4.9109 3043 + 12,5518 b
Sombra artificial
Suelo F=9717,p <0.001** F=21240,p <0.001 *** F=6288,p <0.001**
ANOVA Sombra F=17.20,p <0.001** F=3484,p <0.001** F=0441 NS
SueloXsombra F=210,NS F=1.89,NS F=0.793 NS

*p <0.05; * p <0.01; ** p <0.001; NS: no significativo

NH,": Amonio, NO, y NO;: nitritos y nitratos, P: fésforo disponible.

Las dos primeras dimensiones del Analisis de Componentes Principales (ACP)
explican el 69.28% de la variacion (Tabla 6). La dimension 1, nos hace una separacion
entre los tipos de suelo por los niveles de nutrientes, resaltando a los suelos forestales
por sus mayores concentraciones en C, MO, CE, nitratos, amonio y fésforo en la

posicion mas positiva de la dimension 1 (Figura 5). En el caso de la dimension 2, la cual
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correlaciona con el porcentaje de N y la relacion C/N, de tal manera que las muestras

con mayor relacion C/N involucran un menor porcentaje de N (Tabla 6, Figura 5).

En la Figura 6, hacemos distincion de las muestras por el tratamiento al cual
pertenecen, y destacamos que los tratamientos con sombra artificial (SA en Figura 6) y
los suelos control ya sean del sitio de pastizal (CP en Figura 6) o degradado (CD en
Figura 6), se acumulan en el mismo lugar lo cual sugiere que aplicar malla sombra no
genera diferencias destacadas en nutrientes y caracteristicas quimicas que
correlacionan con la dimensiéon 1. Ademas, los suelos forestales que son usados para
transferencia (TSF) se muestran diferentes que los suelo de bosque (CB), ya que

presentan mayores concentraciones de C, MO y nutrientes.

Tabla 6. Variables que se utilizaron en el ACP. Niumeros en negrita son las variables que explican

la dimensién en la columna correspondiente.

Variables Dim1 Dim2
Nitratos (mg/kg) 0.83 -0.37
Amonio (mg/kg) 0.82 -0.26
Fosforo (mg/kg) 0.82 0.17
pH 0.17 0.45
C.E. (dS/m) 0.95 -0.08
Humedad en el suelo (%) 0.38 0.30
MO (%) 0.96 -0.02
C (%) 0.96 -0.10
N (%) 0.27 -0.85
Relacion C/N 0.55 0.63
% Varianza 53.81 15.46
% Acumulado varianza 53.81 69.28
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Figura 5. Analisis de Componentes Principales de las caracteristicas quimicas y nutrientes del
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Contrib) nos indica cuales son las variables con mayor contribucién en el modelo, las cuales
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Figura 6. Analisis de Componentes Principales de las caracteristicas quimicas y nutrientes del

suelo. Circulos de mayor tamaino en la figura son centroides. CB: Control bosque, CD: control

degradado, CP: control pastizal, SA: sombra artificial, SA+TSF: sombra artificial con transferencia

de suelo forestal, TSD: transferencia de suelo degradado, TSF: transferencia de suelo forestal,

TSP: transferencia suelo de pastizal.
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6.2 Actividades enzimaticas

En el sitio degradado, la actividad potencial de la enzima nitrogenasa se incremento
significativamente por la transferencia de suelo pero no por la sombra artificial (Tabla 7).
En el sitio de pastizal ocurrié lo contrario, la transferencia de suelo no genera efectos
significativos en la actividad de la nitrogenasa, en cambio el factor sombra si, en el
suelo forestal. En el bosque, el suelo degradado presenta menor actividad que los

suelos forestales nativos y los suelos transferidos del pastizal.

La actividad potencial de la enzima fosfomonoesterasa es mayor de manera
significativa en el suelo forestal en contraste con el suelo degradado (Tabla 7). A
diferencia de la actividad de la enzima nitrogenasa, la fosfatasa se beneficia
significativamente por la aplicacién de sombra artificial en conjunto con la transferencia
de suelo. En el sitio de pastizal, todas las intervenciones aumentaron significativamente

la actividad potencial de la fosfatasa (Tabla 7).
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Tabla 7. Promedios * desviaciones estandar (D.E.) de las actividades potenciales de la enzima
nitrogenasa y fosfatasa bajo diferentes intervenciones de restauracion en un encinar modificado
por el hombre. Contrastes entre tratamientos calculados a partir de un ANOVA por cada sitio (p <

0.05, letras calculadas por prueba post-hoc Tukey).

Actividades enzimaticas
- y Nitrogenasa Fosfatasa
Sitio Tratamientos (nmoles de etileno - g (ug de p-Nitrofenol - g
suelo/dia) de suelo/hr)
Promedio = D.E. Promedio = D.E.
N Suelo forestal 1.84 = 0.7587 ac 529.19 = 205.3660 a
=
g Suelo de pastizal 1.64 + 0.3486 c 582.71 £ 193.7311 a
m
Suelo degradado 1.38 + 0.3120 a 167.61 = 66.4388 b
ANOVA Suelo F=365p =00328"* F=3273,p <0001
Suelo degradado 1.27 £ 0.3621 a 48.28 + 240533 a
8 Suelo forestal 1.68 + 0.3427 b 49555 £ 123.1429 b
©
°
B iSyelodigmdace:: 1.38 £ 02906 a 21150  66.1598
S Sombra artificial
[a]
Suelo farestal * 170 + 03341 b 346.48 & 264.4404 d
Sombra artificial
Suelo F=1864,p <0001 ** F=10081,p <0001 **
ANOVA Sombra F =064, NS F=144 NS
SueloXsombra F=0.30,NS F=2298,p <0001
Suelo de pastizal 1.56 + 0.2932 a 429.05 + 124.5980 a
(=}
§ Suelo forestal 1.61 £ 0.3158 a 592.48 + 163.2103 bc
k=
c %
= Suelo pastizal +
§ Sombra artificial 1.65 + 0.3538 a 588.59 + 133.5620 c
@
©
+
= Sueiofolestal. 1.92 + 04345 b 600.02 + 1865519 b
Sombra artificial
Suelo F =369, NS F=580,p =00187*
ANOVA Sombra F=553,p =00215* F=530,p =00244~
SueloXsombra F =164, NS F=438 p =00399*

*p <0.05; * p <0.01; ** p <0.001; NS: no significativo

La disponibilidad de amonio en el suelo no se relaciona significativamente con la
actividad potencial de la nitrogenasa (Figura 7), sin embargo, se visualizan tendencias
positivas en el suelo forestal en el sitio de pastizal, y en suelos nativos del sitio
degradado. La disponibilidad de fésforo esta relacionada con la actividad de la enzima
fosfatasa, en la transferencia de suelo forestal en los sitios de pastizal y degradado

(Figura 8). En ambos sitios, la relacion es mas marcada para los suelos forestales.
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Figura 7. Relacion de la actividad potencial de la enzima nitrogenasa con la concentracion de

amonio en los diferentes tipos de suelo. Valores de p y r* calculados a partir de una regresion

lineal (p < 0.05).
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Figura 8. Relacién de la concentracion de fésforo en el suelo con respecto a la actividad potencial

de la enzima fosfatasa en los diferentes tipos de suelo. Valores de py r* calculados a partir de una

regresion lineal (p < 0.05; NS: No significativo).

La actividad enzimatica potencial de la nitrogenasa se relaciona positivamente

con la materia organica en suelos forestales ubicados en el pastizal (Figura 9). Por otro
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lado, la actividad potencial de la fosfatasa se estimula significativamente a mayores
porcentajes de MO en sitios degradados y de pastizal, en todos los tipos de suelo

estudiados (Figura 10).
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Figura 9. Relacion de la actividad de la enzima nitrogenasa con respecto al porcentaje de materia

organica desglosada por sitio y tipo de suelo. Valores de p y r* calculados a partir de una

regresion lineal (p < 0.05; NS: No significativo).
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Figura 10. Relacion de la actividad de la enzima fosfatasa con respecto al porcentaje de materia

organica desglosada por sitio y tipo de suelo. Valores de p y r* calculados a partir de una

regresion lineal (p < 0.05; NS: No significativo).
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6.3 Abundancia bacteriana

En el pastizal no existen diferencias significativas entre tratamientos en la cuantificacion
de gen nifH (Tabla 8). En cambio en el sitio degradado, se detectaron aumentos
significativos en las abundancias de diazotrofos en suelo forestal bajo todas las
intervenciones, teniendo mas efecto por la transferencia de suelos que por la sombra
(Tabla 8). En el caso de la cuantificacion del gen phoD, hay mayor abundancia de
mineralizadores de fésforo en suelo forestal en todos los sitios (Tabla 8). La aplicacién
de sombra artificial en sitio de pastizal no genera un cambio significativo en la
abundancia de mineralizadores de fésforo (Tabla 8), con excepcion para el sitio
degradado (Tabla 8).

La relacién de la abundancia de diazoétrofos con respecto a la actividad potencial
enzimatica de la nitrogenasa no fue significativa en la mayoria de los casos. Contrario a
lo esperado en el pastizal y en el bosque, hay una relacién negativa y significativa en el
suelo forestal (Figura 11). En cuanto a la abundancia de las mineralizadoras de fosforo,
se encontré una relacidon positiva y significativa en el suelo forestal en el sitio de
pastizal, mientras que en los demas sitios las relaciones no fueron significativas (Figura
12).
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Tabla 8. Promedios y desviaciones estandar (D.E.) de las abundancias de las bacterias fijadoras
de nitrégeno y mineralizadoras de fésforo. Contrastes entre tratamientos calculados a partir de un

ANOVA por sitio (p < 0.05, letras calculadas por prueba post-hoc Tukey).

Abundancia bacteriana
. ) Fijadoras de nitrégeno Mineralizadoras de fosforo
Sitio Tratamientos | o4 copias nifH - g ' de (Log copias phoD - g
suelo) de suelo)
Promedio = D.E. Promedio = D.E.
5 Suelo forestal 5.83 + 1.2323 a 9.73 + 0.2062 a
=3
§ Suelo de pastizal 5.94 + 0.7764 a 9.42 + 0.2603 a
m
Suelo degradado 5.02 + 0.5652 b 7.35 = 0.8608 b
ANOVA Suelo F=411,p =00255* F=6323, p <0.001**
Suelo degradado 4.74 £ 0.9434 a 6.18 = 0.5185 a
s Suelo forestal 6.00 = 0.6728 b 9.67 + 0.1664 b
©
o
+
B Disomeumens 5.55 + 03695 b 751 £ 03157 ¢
S ombra artificial
o
Suelo forestal +
Sombra artificial 5.91 £ 04227 b 9.08 + 0.4883 d
Suelo F=1282 p =0001 F=380.96, p <0.001**
ANOVA Sombra F=524,p =00282"* F=2511, p <0.001 ™
SueloXsombra F=317,NS F=4808, p <0.001**
Suelo de pastizal 5.65 = 0.8265 a 9.17 = 0.2126 a
[=]
§ Suelo forestal 5.14 = 1.0470 a 9.60 = 0.3158 b
o
{=4 N
= Suelo pastizal +
g Sombra artificial 5.27 £ 09774 a 9.10 + 0.2089 a
7]
©
+
= Suelaforestn) 592 + 02961 b 9.60 £ 04727 b
Sombra artificial
Suelo F=0224 NS F=2758,p <0.001 ™
ANOVA Sombra F=0.555NS F=0201,NS
SueloXsombra F=5401,p =00252* F=0.180, NS

*p <0.05; * p <0.01; ** p <0.001; NS: no significativo
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Figura 11. Relacién de la abundancia de diazétrofos con la actividad potencial de la enzima
nitrogenasa en el suelo. Valores de p y r? calculados a partir de una regresion lineal (p < 0.05; NS:
No significativo).
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Figura 12. Relacién de la abundancia de mineralizadores de fésforo con la actividad potencial de

la enzima fosfatasa en el suelo. Valores de p y r* calculados a partir de una regresion lineal (p <
0.05; NS: No significativo).
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6.4 Desempeno de plantas

6.4.1 Supervivencia y crecimiento inicial

Las probabilidades de supervivencia en los tres sitios desciende de manera similar en
las 105 semanas del experimento (Figura 13), excepto para plantas creciendo en suelo
forestal con sombra artificial en el pastizal, que sobreviven significativamente mas que
en cualquier otro tratamiento (21% de supervivencia, Tabla 9). En contraste, en el sitio
degradado el mismo tratamiento tiende a bajar la supervivencia. Por otro lado, en el
sitio de bosque la supervivencia de los encinos se comporta de manera similar en los

tres tipos de suelo (Figura 13).

En cuanto al crecimiento en el transcurso de dos afos, la transferencia de suelo,
pero no la sombra acelerd significativamente el crecimiento en altura (Tabla 9). En el
diametro en la base no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos,
pero cabe resaltar que, de los tres sitios considerados en este estudio, los encinos del
sitio de pastizal presentan las alturas y diametros en las bases mas altas y robustas
(Tabla 9).

En cambio en el bosque, con la transferencia de suelo de pastizal podemos
encontrar plantas significativamente mas altas que en el suelo forestal y suelo
degradado. Ademas, las plantas que crecen en suelo degradado en el bosque son mas
altas que aquellas que crecen en el sitio degradado, pero su diametro es de los mas

pequefios registrados de toda el area experimental.
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Figura 13. Curvas de supervivencia calculadas por el estimador no paramétrico Kaplan-Meier a
partir de los tratamientos propuestos. Valores de chi-cuadrada y p se obtuvieron a partir de la
Prueba de Rangos Logaritmicos con la que se obtuvieron los contrastes entre curvas por cada
panel de la grafica. En el sitio de bosque la sombra es proporcionada por los arboles

circundantes.
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Tabla 9. Valores promedios * desviacion estandar (D.E.) de porcentajes finales de supervivencia,
altura y diametro en la base (Dab) correspondientes a dos afios de crecimiento de plantas de
Quercus mexicana. Letras diferentes en las columnas de altura y Dab indican diferencias
significativas (ANOVA de una via para sitio de bosques y ANOVA de dos vias para sitio degradado

y pastizal inducido, p < 0.05, prueba post-hoc Tukey).

Probabilidad de

Sitio Tratamientos Supervivencia (%) Altraigmim) Bab(mim)
Promedio + D.E. | Promedio + D.E. Promedio = D.E.
) Suelo forestal 16.00 £ 0.1715 174.40 £20.09 1.37 £0.56
g Suelo de pastizal 15.00 £ 0.1495 236.40 £ 39.61 1.60 +0.33 a
o Suelo degradado 16.00 £ 0.1485 146.00 £63.48 0.70 £0.16
Suelo degradado 19.00 £ 0.2000 78.00 £19.98 2.01 £0.55
° Suelo forestal 16.00 £ 0.1795 160.00 £69.03 2.25 £0.98
T
©
& Suelodegradado+ 17.00 £ 0.2906 138.80 £29.11 1.66 £0.30
= Sombra artificial
o
SBElo forestal-+ 13.00 £ 0.1774 156.00 £59.15 1.99 +0.07
Sombra artificial
o Suelo de pastizal 10.00 £ 0.1981 432.40 £205.19 3.52 +1.43
% Suelo forestal 13.00 £ 0.1535 481.50 £530.77 4,94 +4.36
=]
ko] -
£ Suelo pastizal + 9.00 £ 0.1434 230.12 +69.51 2.07 +0.41
b Sombra artificial
N
w
& it b b 21.00 £ 0.1457 337.00 :8144 a 204 :042 a
Sombra artificial

6.4.2 Relacion del desempeiio de Quercus mexicana con las caracteristicas
quimicas del suelo, nutrientes, actividades enzimaticas y abundancias

bacterianas.

Las variables que mas afectan el crecimiento de los encinos varian segun sitio. De
acuerdo a los resultados de la regresién lineal multiple, en el sitio degradado las tres
variables que mas afectan el crecimiento de los encinos son la concentracion de
amonio, el porcentaje de humedad en el suelo y el fosforo (Figura 14). En contraste, en
el sitio de pastizal, nitratos, carbono total y amonio son las variables mas importantes
para el crecimiento en diametro de los encinos (Figura 15). En el sitio de bosque el tipo

de suelo y el pH son las variables de mayor importancia (Figura 16).
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Figura 14. Variables retenidas de una regresion lineal multiple stepwise mixto y su contribucion
parcial en la variacion total en el crecimiento en diametro en la base de plantas de encino en el

sitio Degradado.
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Figura 15. Variables retenidas de una regresion lineal multiple stepwise mixto y su contribucion
parcial en la variacion total en el crecimiento en diametro en la base de plantas de encino en el

sitio de Pastizal.

46



Sitio Bosque

soil 4 - 6%

ph A . 6 %
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Figura 16. Variables retenidas de una regresion lineal miultiple stepwise mixto y su contribucion
parcial en la variacion total en el crecimiento en diametro en la base de plantas de encino en el

sitio de Bosque.

De manera general la abundancia de las bacterias mineralizadoras de fosforo y
la actividad potencial de la enzima fosfatasa son significativamente importantes para la
supervivencia de los encinos (Tabla 10). Cuando estudiamos estos efectos por sitios,
solamente en el sitio degradado es significativamente importante la actividad de la
fosfatasa. (Tabla 11).
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Tabla 10. Estimados de un modelo lineal generalizado (GLM con distribucién binomial de errores)
de la supervivencia de Quercus mexicana con respecto a los valores obtenidos para las variables
de nutrientes, actividades enzimaticas y abundancias bacterianas. Variables significativas (p <
0.05) resaltadas en color azul. EE (Error estandar)

Supervivencia

Variables Estimados EE z p
Amonio 0.0202 0.0151 : 1.3320 : 0.1828
Nitratos 0.0121 0.0237 | 0.5130 | 0.6082
Fosforo -0.0169 : 0.0149 : -1.1330 : 0.2573
Actividad de la Nitrogenasa 0.3270 0.3404 : 0.9610 : 0.3367
Actividad de la Fosfatasa 0.0019 0.0006 : 2.8430 : 0.0044
Abundancia de fijadoras de nitrogeno 0.0527 0.1702 : 0.3100 : 0.7570
Abundancia de mineralizadoras de fosforo 0.3666 0.1283 | 2.8580 : 0.0043

Tabla 11. Estimados de un modelo lineal generalizado (GLM con distribucion binomial de errores)
de la supervivencia de Quercus mexicana por sitio de las variables de nutrientes, actividades
enzimaticas y abundancias bacterianas. Variables significativas (p < 0.05) resaltadas en color azul.
EE (Error estandar).

Supervivencia

Sitio Variables Estimados EE 4 p
Amonio 0.0040  0.0314 | 0.1480 | 0.8822
Nitratos -0.0020 | 0.0634  -0.0360 | 0.9714
) Fosforo 0.0008 | 0.0277 | 0.0290 : 0.9765
g Actividad de la Nitrogenasa 0.3433 | 0.5725 | 0.6000 ;| 0.5490
o Actividad de la Fosfatasa 0.0006 | 0.0011 | 0.6330 | 0.5270
Abundancia de fijadoras de nitrogeno -0.0570 = 0.2791 | -0.1820 : 0.8560
Abundancia de mineralizadoras de fésforo 0.1584 | 0.2758 | 0.5780 @ 0.5660
Amonio 0.0191  0.0316 | 0.6060 | 0.5444
Nitratos 0.0117 | 0.0339 | 0.3440 | 0.7306
§ Fosforo 0.0161 | 0.0177 | 0.9080 | 0.3640
E Actividad de la Nitrogenasa 0.5003 | 0.5687 | 0.8530 @ 0.3940
g Actividad de la Fosfatasa 0.0039 = 0.0018  2.1850 A 0.0289
Abundancia de fijadoras de nitrogeno 0.3044 . 0.3301 ; 0.9220 : 0.3560
Abundancia de mineralizadoras de fésforo 0.3595 | 0.2361 | 1.5220 ; 0.1280
Amonio 0.0189 | 0.0296 | 0.6370 | 0.5241
§ Nitratos -0.1135 | 0.0753 -1.5020 | 0.1332
é Fésforo -0.0227 @ 0.0384 -0.5920 | 0.5540
£ Actividad de la Nitrogenasa -0.5587 | 0.7788  -0.7170 0.4731
-E Actividad de la Fosfatasa -0.0002 ' 0.0017  -0.1410 . 0.8880
£ Abundancia de fijadoras de nitrogeno -0.1365 : 0.3316 : -0.4120 ; 0.6810
Abundancia de mineralizadoras de fésforo -0.1820 : 1.2020 : -0.1510 ; 0.8800
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7 Discusion

Se determin6é como la actividad enzimatica y la abundancia de las bacterias fijadoras de
nitrdogeno y mineralizadoras de fésforo en el suelo sirven como indicadoras del
seguimiento del éxito de las técnicas de transferencia de suelo proveniente de un
bosque y uso de sombra artificial para la restauracién de encinares degradados. La
principal motivacién para analizar estas técnicas fue que proporcionan un espacio de
luz y suelo mas favorable para el establecimiento de plantas de encino en sitios que
han sido degradados por acciones del ser humano, para asi después relacionarlos con
el desempefio de plantas de Quercus mexicana, y destacar la técnica que sera mas
efectiva para restaurar encinares con esta especie. Acorde las condiciones de cada
sistema ecologico es necesario aplicar distintos tipos de restauracion ya que no existe

un método generalizable a todos los sistemas.

7.1 Transferencia de suelo

Corroboramos que la transferencia forestal es efectiva para el transporte de materia
organica (MO), carbono total (C), nitrdgeno (N) y fésforo (P) de nuestro sitio donador al
receptor. Las concentraciones de nutrientes siguen el siguiente orden: suelos forestales
> pastizal > degradado (Figura 6). Esto coincide con lo publicado en otros estudios,
Bulot, Provost, & Dutoit (2014), Jaunatre, Buisson, & Dutoit (2014) reportan que en la
transferencia de suelo se transportan C y N y sus porcentajes registrados son

equivalentes a los del sitio de referencia (estepa en ambos casos).

La transferencia de suelo después de dos anos no solo incrementd la
concentracion de nutrientes en todos los sitios, también aumentdé las actividades
enzimaticas de fijadoras de N y mineralizadoras de P, aunque la magnitud de este
efecto difiere entre sitios. La diferencia en la cantidad de MO entre suelos forestales
contra suelos nativos de pastizal y degradado, podria ser las responsables de las
diferencias registradas en las actividades enzimaticas (Tabla 7). Lo anterior puede
ocurrir por dos razones principales, la primera es porque se proporciona una mayor
cantidad de sustrato disponible para la fosfatasa acida, y la segunda es porque

representa una fuente de energia para que pueda llevarse a cabo la actividad de la
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nitrogenasa. Con la entrada de MO se estimula la actividad enzimatica que repercute en
la liberacion de nutrientes en formas inorganicas a la solucion del suelo que beneficia el
crecimiento vegetal. La actividad potencial de la enzima fosfatasa acida (Figura 10) se
correlaciona mas con la MO que la actividad potencial de la nitrogenasa (Figura 9).
Rivera et al. (2014) registra esta relacion de mayor actividad de la enzima fosfatasa con
altos niveles de MO en suelos transferidos. De manera similar, diversos autores
reportan una tendencia positiva de la enzima fosfatasa con la entrada de MO en varios
tipos de sistemas (Bandick & Dick, 1999; Garcia Orenes et al., 2010; Jordan, Kremer,
Bergfield, Kim, & Cacnio, 1995). Ademas, la actividad de esta enzima suele ser mayor
en los primeros 10 centimetros del suelo por una mayor presencia de C (Pang &
Kolenko, 1986), coincidiendo con las altas relaciones de C/N y a la profundidad a la cual

fueron tomadas nuestras muestras de suelo.

También, una mayor abundancia del gen phoD, la cual representa mayor
biomasa de microorganismos capaces de llevar acabo la actividad de la fosfatasa,
podria explicar el incremento de la actividad potencial de esta enzima en suelos
forestales de transferencia y esto a su vez, corresponder con el aumento de fésforo
disponible (ver 2 en Figura 17). Esta tendencia coincide con el trabajo de Fraser et al.
(2015), en el cual registran una correlacién positiva de la abundancia del gen phoD con
la actividad de la fosfatasa y por consiguiente la mayor disponibilidad de fésforo en el
suelo coincidiendo en suelos con mayor cantidad de C. Esta tendencia es diferente en
los suelos nativos de pastizal y claro degradado, donde observamos menor abundancia
de mineralizadoras de fosforo, lo que explica por qué en estos suelos hay menor
actividad de la fosfatasa y por lo tanto menor disponibilidad de fosforo (ver 1 en Figura
17 y Figura 18). Jha, Sharma, and Mishra (1992) encontraron esta relacion en suelos
que se degradaron por agricultura itinerante, concluyendo que la reduccion de la
poblacién microbiana coincide con la reduccion de la actividad de la enzima fosfatasa y
otras enzimas, lo que repercute en una disminucion en la mineralizacion de la materia

organica y por consiguiente en la disponibilidad de nutrientes.

Ademas, no detectamos una relacion entre la actividad de la fosfatasa con la
disponibilidad de fésforo en suelos nativos del pastizal y del sitio degradado (Figura 8).

La accién de esta enzima en estos suelos es menor, tal vez por una insuficiente
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disponibilidad de P organico facilmente degradable (ej. mononucleotidos, azucar
fosfatos, sustratos de la fosfomonoesterasa), por o que en estos sitios otro tipo de
fosfatasas o la intervenciéon de bacterias solubilizadoras de fosfatos podrian estar

actuando en el suelo (Nannipieri et al., 2011).

En el caso de los diazoétrofos, su actividad depende de la disponibilidad de energia
y de N inorganico en el suelo. Los suelos forestales tienen mas MO y mas amonio que
suelos nativos de pastizal y del sitio degradado. La presencia de MO en suelos
forestales correlaciona con la actividad de la nitrogenasa (Figura 9). En este suelo las
bacterias pueden satisfacer sus requerimientos energéticos en términos de C, ya que la
fijacion de nitrdgeno es muy costosa, siendo necesarias 16 moléculas de ATP y 8
electrones para la conversion de 1 molécula de Ny (Hill, 1992) en 2 moléculas de
amonio. Generalmente, niveles altos de nitrdgeno inorganico inhiben la actividad de
fijacion de N, porque la nitrogenasa es sensible a altas concentraciones de amonio
(Smercina, Evans, Friesen, & Tiemann, 2019). Sin embargo, a pesar de las mayores
concentraciones de amonio, se registr6 mayor actividad de la nitrogenasa (ver 2 en
Figura 17 y Figura 18). Este aspecto puede atribuirse a que los microorganismos
descomponedores heterotrofos tienen mayores requisitos de N por que las relaciones
de C/N de los tejidos vegetales en descomposicidon son altas, por lo cual la fijacién de
nitrdgeno sigue sucediendo (Cusack, Silver, & McDowell, 2009). También, puede haber
una retro-alimentacion positiva, ya que en suelos con altos niveles de nitrdgeno pueden
sostener una mayor productividad vegetal y a su vez proveer mas sustratos de C |abiles
para nutrir a los diazotrofos y seguir fijando nitrégeno (Reed, Cleveland, & Townsend,
2011).

En el sitio degradado surge otro panorama, ya que en el suelo nativo registramos
menores actividades y abundancias de diazétrofos que en suelos forestales. El suelo
degradado tiene menos MO, y al mismo tiempo la demanda de sustratos de C puede
ser una limitante para la fijacién de nitrégeno y abundancia de diazé6trofos (Reed et al.,
2011; Smercina et al., 2019). En este tipo de suelo hay menor abundancia del gen nifH
y en consecuencia la fijacion de nitrégeno podria ser menor (ver 1 en Figura 17). Este

escenario coincide con lo reportado por Lépez-Lozano et al. (2016) que encontraron
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que en sitios con disturbio habia menores porcentajes de MO que coincidia con menor

abundancia de diazétrofos y menor actividad potencial de la nitrogenasa.

Un aspecto interesante es que a pesar de las diferencias de MO entre suelos
forestales y suelo de pastizal, no se encontraron diferencias en la actividad de la
nitrogenasa (ver 1 y 2 en Figura 18). Esto puede explicarse por la abundancia de
diazotrofos, ya que el numero de copias del gen nifH entre suelos forestales y de
pastizal no difiere significativamente y el potencial de fijacion de N en el suelo de
pastizal es equiparable al suelo forestal. Un aspecto que podria complementar el
entendimiento de este fendmeno, seria conocer la identidad de las bacterias
pertenecientes a este grupo funcional, ya que algunos géneros y filos estan
relacionados a ambientes con menos nutrientes, y pueden ser mas eficientes en este

tipo de habitat aunque sus abundancias no sean tan altas (Fierer et al., 2007).
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Figura 17. Efecto de las intervenciones de restauracion en el sitio degradado. El tamaiio de las
bacterias, proteinas y cuadros de nutrientes corresponden a la abundancia, actividad o

concentracion en cada tratamiento.
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Figura 18. Efecto de las intervenciones de restauracién en el sitio de pastizal inducido. El tamaio

de las bacterias, proteinas y cuadros de nutrientes simulan una mayor abundancia, actividad o

concentracion en cada tratamiento.

7.2 Sombra artificial

Conforme a la hipotesis dos, la aplicacion de sombra artificial cumple su cometido
manteniendo el porcentaje de humedad en todos los suelos estudiados (Tabla 4). Se
esperaba que el aumento de humedad a su vez estimulara directamente la actividad
potencial de las dos enzimas estudiadas. En este sentido, encontramos que la sombra,
pero no la transferencia de suelo gener6 diferencias en la actividad potencial de la
enzima nitrogenasa en suelos forestales del sitio de pastizal. A mayor humedad en el

suelo, la difusion de oxigeno a los suelos es menor generando condiciones mas
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anoxicas y favorables para la nitrogenasa, dado que es una enzima sensible al oxigeno,
estas condiciones podrian promover una mayor actividad (Hicks, Harmon, & Giriffiths,
2003; Hofmockel & Schlesinger, 2007; Reed et al., 2011).

La sombra aplicada a suelos forestales en el sitio degradado, no tiene un efecto
mayor en la actividad de la nitrogenasa como lo hace en suelos forestales en el sitio de
pastizal. El suelo forestal por si mismo registra mayor humedad, concordando con lo
que se reporta en el trabajo de Douterlungne et al. (2018) con suelos de transferencia y
para nuestro caso, esto se puede explicar en términos de contar con mas MO, ya que a
mayor contenido de este componente, hay mayor retencion de agua en el suelo (FAO,
2017), concluyendo que la sombra en este tipo de suelos es menos relevante que en

suelos con menos MO.

En el sitio degradado la sombra no es un factor significativo para la actividad de
los diazotrofos pero si en las actividades de los mineralizadores de fosforo. En los
suelos degradados la humedad del suelo es cercano a los valores que se registran en
suelos forestales. En este caso, las actividades enzimaticas de las fijadoras de

nitrogeno estaria mas limitado por los recursos energéticos.

7.3 Supervivencia y crecimiento de plantas

A dos afnos de ser sembradas y emerger, las plantas de encino ya no dependen de los
carbohidratos almacenados en sus cotiledones (Sonesson, 1994; Yi, Bartlow, Curtis,
Agosta, & Steele, 2019). En este momento las plantas ya desarrollaron raices para la
adquisicién de nutrientes y agua, y una parte aérea con hojas que hacen fotosintesis
para sintetizar carbohidratos, por lo tanto su supervivencia y crecimiento dependen de
su capacidad para afrontar las distintas barreras ecolégicas que existen en la etapa de

establecimiento de una planta.

De acuerdo a nuestros resultados, transferir suelo forestal en general aumenta la
concentracion de nutrientes, abundancia y actividad de bacterias fijadoras de nitrdgeno
y mineralizadoras de fosforo, mientras que aplicar sombra mantiene la humedad en el
suelo, por lo que se esperaba que la aplicacion en singular y en combinacion de estas

dos técnicas mejorara el desempeno de Quercus mexicana. Sin embargo, solo en el

55




sitio degradado se obtuvieron diferencias en altura, siendo mas altas en suelos
forestales. Esta situacion es parecida con lo reportado por Douterlungne et al. (2018),
ya que dos especies de encinos creciendo en suelos de transferencia mostraron mayor

crecimiento en altura y diametro en la base.

El crecimiento en didametro en la base (Dab) de Quercus mexicana no difiere ante
las técnicas de restauracidén utilizadas en este trabajo, pero si correlaciona con la
cantidad de nutrientes. EI amonio y los nitratos son los principales predictores del
crecimiento en los sitios degradado y pastizal respectivamente (Figura 14, Figura 15).
Los suelos nativos de estos sitios tienen menores concentraciones de estas formas de
N en comparacion con los suelos forestales, al paso del tiempo las deficiencias de
amonio o nitratos se convertiran en el factor limitante y condicionaran asi el crecimiento
de las plantas en estos tipos de suelo. Plantas que crecen en suelos con baja
disponibilidad de N, reducen su capacidad fotosintética porque usan el N en proteinas
de mantenimiento y estructurales en lugar de sintetizar enzimas fotosintéticas, también
se reduce el numero de hojas y area foliar (Bloom, Chapin, & Mooney, 1985). Esto
explicaria por qué las plantas que crecen en suelos pobres en nitrogeno como el suelo
nativo del sitio degradado son significativamente las mas bajas en altura y en numero

de hojas (obs. personal).

Mientras que en el crecimiento se reconocio la importancia de los nutrientes para
los sitios de pastizal y degradado, para la supervivencia son otros factores que resaltan.
De manera general la supervivencia de las plantas de encino estan relacionados
positivamente con la actividad potencial de la enzima fosfatasa y la abundancia de las
bacterias mineralizadoras de fdésforo. Pero al momento de desglosar por sitio (Tabla
11), solamente en el sitio degradado la actividad de la fosfatasa es significativa. En
estos suelos degradados la actividad de esta enzima es menor que en suelos
forestales, lo que implica que exista menos fosforo disponible en este tipo de suelos.
Esto sugiere que la limitacién de fésforo actua como filtro para la supervivencia en
suelos degradados. Considerando que el amonio es importante para el crecimiento y el
fésforo para sobrevivir en nuestro sitio degradado, la capacidad de enfrentar las
condiciones del sitio degradado dependera de las respuestas fisiolégicas o

interacciones con microorganismos que permitan superar estas barreras.
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Los encinos tienen caracteristicas fisiologicas e interacciones ecologicas para
afrontar los problemas de deficiencias de nutrientes. Los encinos tienen un desarrollo
radical de tipo hipogeo, lo que le permite aumentar su capacidad de interceptar y
absorber agua y nutrientes a través del suelo a mayor profundidad (Zavala-Chavez,
2001). Ramirez-Morales (2019) reporta que plantas de Q. mexicana desarrollaron
mayor biomasa en raiz que en la parte aérea en suelos de pastizal y de tepetate. Estos
rasgos suelen estar asociados a especies de encinos adaptadas a suelos pobres en
nutrientes y puede explicar por qué nuestras plantas han sobrevivido durante dos afios

en suelos de pastizal y degradado.

Ademas, las interacciones estudiadas en este trabajo contemplan la parte
bacteriana, pero también las interacciones con hongos son importantes para los
encinos, su exploracion como variable para la restauracion y entendimiento de la
supervivencia y crecimiento de encinos seria de gran ayuda, sobre todo por la
importancia en la adquisicion de nutrientes. Debido a que los nutrientes estan
distribuidos heterogéneamente en el suelo, las asociaciones simbibticas con micorrizas
son de suma relevancia, ya que se ha documentado que ante la presencia de esta
asociacion hay mayores concentraciones de P y N (Dickie, Koide, & Steiner, 2002), que
pueden ser transportados a las plantas, y ademas se amplia el sistema de raices para

explotar hotspots de nutrientes.

7.4 Implicaciones para la restauracion

Las actividades enzimaticas, las propiedades quimicas del suelo y la abundancia de
bacterias relacionadas con el ciclo del N y P, resultaron ser sensibles a las técnicas de
restauracion que utilizamos en este trabajo, estas variables son reconocidas para
conocer el estado de salud del suelo (Nielsen & Winding, 2002), y diversos autores las
resaltan para conocer la trayectoria de la restauracién (Costantini et al., 2015; Harris,
2003) por su sensibilidad ante cambios en el ambiente. En nuestro trabajo
reconocemos que son variables que complementan el panorama ante estrategias de

restauracion.

Con nuestros estudios provenientes del suelo, obtuvimos evidencias que el suelo

del sitio degradado es el mas disminuido en término de nutrientes, abundancias y
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actividades bacterianas. Por lo que la transferencia de suelo forestal en sitios con suelo
como el tepetate, se torna relativamente mas relevante que en suelos mas saludables.
Sin embargo, en términos practicos la transferencia de suelo forestal hace uso de un
recurso que no es renovable y podria representar un disturbio para el sitio donador, en
dado caso que se requiera recuperar un area muy grande. Algunos autores sugieren
gue su uso sea en casos con degradacion extrema o en casos de emergencia (Bulot et
al., 2014; Vécrin & Muller, 2003) y nosotros a partir de este trabajo recomendamos esta
técnica en lugares estratégicos, ya que se inicia un pequefio nucleo de diversidad, que
tiene mejores condiciones de nutrientes y microorganismos que ayudan a mantener
especies que en sitio degradado no llegan a prosperar (Boanares & Azevedo, 2014;
Reis, Bechara, & Tres, 2010).

En este sentido, los efectos de la transferencia de suelo en el sitio de pastizal
fueron menores que en los del sitio degradado. Tomando en cuenta que en este trabajo
se identifico la importancia de la entrada de MO al sistema, para estimular tanto a las
bacterias fijadoras de nitrogeno y mineralizadoras de fdsforo, que resulté en un
aumento en sus actividades enzimaticas, y por consiguiente mas disponibilidad de N y
P respectivamente. Por ende en la restauracion de sitios parecidos al pastizal, la

recuperacion de nutrientes y MO podria hacerse mediante otras técnicas.

Quercus mexicana se recomienda para su uso en restauracion de encinares,
pero en sitios que sean mas parecidos al sitio de pastizal inducido y no considerarlo
para etapas de sucesion tempranas porque se ha registrado como parte de una
sucesion intermedia (Castillo-Lara et al., 2008), asi mismo Ramirez-Morales, (2019) lo
recomienda para este tipo de sitios. Mientras para sitios mas degradados en nutrientes,
actividades y abundancias bacterianas, se recomendarian otras especies de encino que
han demostrado ser mejores candidatas para estos sitios, como lo puede ser Quercus
eduardii (Alfaro-Garcia, 2018), que ha mostrado sobrevivir y crecer en sitios
degradados, siempre y cuando reciba sombra parcial. Por lo cual, el uso de sombra
artificial dependera de la especie de encino a utilizar, y se recomendaria su uso en
lugares estratégicos ya que a gran escala seria muy costoso. Por lo tanto, es preciso
conocer las respuestas de diferentes especies de encino ante estrategias de

restauracion.
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Reconociendo que en nuestro pastizal y sitio degradado existieron diferencias en
el impacto de las técnicas de transferencia de suelo y sombra artificial, no podemos
generalizar técnicas de restauracion, a pesar de que nuestros sitios estan en el mismo
paisaje. En relacion con esto, reiteramos el uso de indicadores del suelo para conocer
el estado del sistema, principalmente en este trabajo, registramos mediante técnicas
moleculares y de actividades enzimaticas, la presencia y funcion de bacterias
importantes en el ciclo del N y P, asimismo, los analisis de suelo para conocer los
niveles de nutrientes en cada tratamiento. Mediante este tipo de indicadores
provenientes del suelo distinguimos las necesidades por sitios, esto nos ayudara en un
futuro a que los recursos monetarios que se hagan en obras de restauracion sean

distribuidos en acciones que verdaderamente tengan un impacto en el sitio a restaurar.
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8 Conclusiones

1.

El uso de la actividad enzimatica y la abundancia bacteriana resultaron efectivas
para registrar la presencia de bacterias importantes en las dinamicas de Ny P
ante estrategias de restauracion. Asi también, en como sus abundancias
repercuten en la actividad potencial enzimatica y por consiguiente en la

disponibilidad de nutrientes en el suelo.

La transferencia de suelo fue efectiva para introducir materia organica, nutrientes
y estimular a bacterias implicadas importantes en los ciclos del N y P. Su efecto
fue mayor en el sitio degradado que en el sitio de pastizal, y el uso de esta
técnica debera de hacerse en lugares mas pobres en MO, nutrientes y

abundancia de bacterias.

El crecimiento y supervivencia de Quercus mexicana no dependen de los
mismos factores. El crecimiento dependera de los niveles de nutrientes en el
suelo y la supervivencia de factores que estén relacionados con la fisiologia e
interacciones de la planta, por lo tanto conocer el estatus de lugares a restaurar

nos podria ayudar a que esta especie pueda crecer y sobrevivir a largo plazo.
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10 Anexos

Tabla 12. Tabla de ANOVA de las caracteristicas quimicas del suelo (ANOVA de dos vias para sitio

degradado y pastizal inducido; ANOVA de una via para sitio de bosque, p<0.05)
sitio Tratamientos pH C.E. (dS/m) H”meda‘:of;‘ ElsiElo MO (%)
0
Claro Suelo F=631p=0.0147* F=519.18, p<0.001 ** F=142NS F =481.76, p < 0.001 **
degradado Sombra F=5235p<0.001 " F=87.07,p<0.001 " F=16.39,p<0.001** F=1473,p<0.001**
SueloXsombra  F=1427,p<0.001 " F=170.66, p<0.001** F=0.002, NS F=4598, p<0.001**
Pastizal Suelo F=186.5p<0001*" F=122.24, p<0.001** F=175.14,p<0.001** 'F=129.53, p<0.001***
indlicido Sombra F =048, NS F=13.63,p=0.0004 ** (F=29.2, p<0.001** F=735p<0.008*
SueloXsombra  F=10.04,p=0.0022 * F=4.87 p=0.0306 * F =0.045, NS F=2.033,NS
Bosque Suelo F=3281,p<0001** F=27.77,p<0.001** F=0.001 NS F=102, p<0.001**

*p <0.05; " p<0.01; ** p <0.001; NS: no significativo

Tabla 13. Tabla de ANOVA de las caracteristicas quimicas del suelo (ANOVA de dos vias para sitio

degradado y de pastizal inducido; ANOVA de una via para sitio de bosque, p < 0.05)

Sitio Tratamientos C (%) N (%) Relacion C/N
Claro Suelo F =349.66, p<0.001 *** F=5236p<0.001** F=1845 p<0.001**
dagradado Sombra F=3534,p<0.001* F=1832p<0.001* F=96, p=0.0029*
SueloXsombra F=19.35p<0.001** F=9.07,p=0.003* F =0.405, NS
Pastizal Suelo F=130.11,p <0.001 ** F=1569,p<0.001** F=153.36, p<0.001**
S0r s Sombra F=1254,p<0.001** F=2593 p=0.0004** F=26.55 p<0.001**
SueloXsombra F =23.02, NS F=46.96,p<0.001** F=568,p=0.0199*
Bosque Suelo F=2333,p<0.001** F=2825p<0.001*** F=8.64 p=0.0005"***

*p <0.05; * p<0.01; * p <0.001; NS: no significativo
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