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CLONACION POR INJERTO DE Pinus patula SCHIEDE EX SCHLTDL. et CHAM.

Benito Gonzalez Jiménez, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2023

RESUMEN

El injerto es una técnica de propagacion vegetativa utilizada para obtener clones de genotipos
superiores en las especies de pino para el establecimiento de huertos semilleros asexuales dentro
de programas de mejoramiento genético. El objetivo de este trabajo fue realizar ensayos
relacionados con algunos factores que influyen en el prendimiento, crecimiento y supervivencia
de injertos en Pinus patula; al igual que establecer injertos interespecificos para determinar la
compatibilidad de puas de éste con otras especies de pino y manejar plantas injertadas para su
conversion a setos productores de estacas y puas para su propagacion. Se realizaron cinco
experimentos independientes con injertos de P. patula: 1) evaluacion de tres técnicas de injerto
(terminal, lateral e inglés simple) y tres longitudes de corte en la pla y patron (1.5, 2.0 y 2.5 cm);
2) injertos reciprocos para evaluar la compatibilidad de las puas de cuatro genotipos superiores
de P. patula (G105, G106, G114 y G115) injertadas en patrones de las mismas cuatro familias
(F105, F106, F114 y F115); 3) injertos de cuatro genotipos de P. patula (G105, G106, G114 y
G115) y planta no injertada se manejaron como plantas madre (setos) para evaluar la produccion
y morfologia de brotes adventicios (estacas) asi como su posterior enraizamiento; 4) para evaluar
compatibilidad se injertaron puas de un genotipo de P. patula sobre patrones de siete especies de
pino (P. greggii var. australis, P. teocote, P. pseudostrobus, P. cembroides, P. ayacahuite, P.
hartwegii y P. patula); y finalmente 5) plas de P. patula obtenidas a partir de injertos de un clon
manejados como plantas madre se injertaron en patrones de su misma especie y de P. greggii a
tres diferentes alturas de injertado (5, 15 y 20 cm) para evaluar prendimiento, supervivencia y
crecimiento del injerto. Los injertos via terminal y lateral obtuvieron mejor prendimiento. El
corte en la pla y patron es viable en el rango de 1.5 a 2.5 cm -Capitulo I. La supervivencia del
injerto resultd mejor con la pda G115 y la familia de patron F105; pero cada genotipo de pua
mostré afinidad preferencial por una familia de patron diferente a la de su progenie -Capitulo II.
Se logré el desarrollo de brotes adventicios de plantas madre injertadas y no injertadas; el
genotipo influy6 en la morfologia de los brotes y el enraizamiento se presentd solo en brotes de
planta no injertada -Capitulo I1l. Se logré el prendimiento en diferente grado sobre las especies
de patron utilizadas, excepto en P. cembroides y la supervivencia y crecimiento del injerto se
favorecid en patrones de P. teocote y P. greggii que son filogenéticamente mas cercanos a P.
patula -Capitulo V. Las puas de P. patula mostraron alta compatibilidad y mejor crecimiento
con patrones de P. greggii y al injertar la pta mas cerca del apice del patrén el crecimiento se
incremento -Capitulo V.

Palabras clave: clonacion de genotipos superiores, compatibilidad del injerto, establecimiento
de huertos asexuales, injerto interespecifico, mejoramiento genético, plantas madre.



GRAFT CLONING OF Pinus patula SCHIEDE EX SCHLTDL. et CHAM.

Benito Gonzalez Jiménez, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2023

ABSTRACT

Graft is the vegetative propagation technique used to obtain clones of superior genotypes in pine
species for the establishing of asexual seed orchards in programs of genetic improvement. The
aim of this work was to carry out tests related to some factors that influence the success, growth
and survival of Pinus patula grafts, as well as establishing interspecific grafts to determine the
compatibility scions this with other pine species, and manage grafted plants to generate hedges
that allow the production of cuttings and scions to their propagation. Five independent
experiments dealing with P. patula grafts were realized: 1) evaluation of three graft techniques
(top cleft, side-veneer and splice) and three cutting lengths in the scion and rootstock (1.5, 2.0
and 2.5 cm); 2) reciprocal grafts to evaluate the scions compatibility from four superior
genotypes (G105, G106, G114 and G115) grafted on rootstocks of the same four families (F105,
F106, F114 and F115); 3) grafts of four P. patula genotypes (G105, G106, G114 and G115) and
non-grafted plants were used as mother plants (hedges) to evaluate the production and
morphology of adventitious sprouts (cuttings) and their subsequent rooting; 4) Scions of a P.
patula genotype were grafted onto rootstocks of seven pine species (P. greggii var. australis, P.
teocote, P. pseudostrobus, P. cembroides, P. ayacahuite, P. hartwegii and P. patula) to evaluate
compatibility; and finally 5) P. patula scions obtained from the grafts of a clone managed as
mother plants were grafted on rootstocks of either P. patula and P. greggii at three different
grafting heights (5, 15 and 20 cm) to evaluate the success, survival and graft growth. Top cleft
and side-veneer grafts had better success. The cut in the scion and rootstock is viable in the rank
of 1.5 to 2.5 cm -Chapter I. The graft survival was better with the G115 scion and the F105
rootstock family; but each scion genotype showed affinity preferential for one rootstock family
different from its own progeny -Chapter Il. Development of adventitious sprouts was achieved
from grafted and non-grafted mother plants: the genotype influenced the sprouts morphology and
rooting was present only in sprouts from non-grafted plants -Chapter Ill. The success was
achieved in different degrees on the rootstock species used, except on P. cembroides, the graft
survival and growth were benefited by rootstocks of P. teocote and P. greggii, which are
phylogenetically closer to P. patula -Chapter IV. P. patula scions showed high compatibility and
better growth with P. greggii rootstocks, also when grafting the scion closer to the rootstocks tip
the growth increased -Chapter V.

Key words: establishment of asexual orchards, genetic improvement, graft compatibility,
interspecific graft, mother plants, superior genotype cloning.
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INTRODUCCION GENERAL

Pinus patula Schiede ex Schlitdl. et Cham. es una especie nativa de México de gran importancia
econdmica por su rapido crecimiento, calidad de madera y facil manejo, por lo que es una
especie exitosa en plantaciones establecidas en regiones subtropicales (Vargas-Herndndez y
Vargas-Abonce, 2016). Esta especie llega a tener incrementos de 10 a 25 m® / ha/afio
dependiendo si crece por regeneracion natural o en plantaciones, asi como de la edad, densidad e
indice de sitio (Morales et al., 2013; Ramirez-Martinez et al., 2020). En Zacualpan, Veracruz se
ha reportado una productividad en plantacion de 17.9 m* / ha/afio (Parra-Piedra et al., 2017). En
Africa, algunos paises de Sudamérica, Nueva Zelanda y Australia se han establecido
plantaciones de P. patula con éxito (Morales et al., 2013; Vargas-Hernandez y Vargas-Abonce,
2016). En Sudaéfrica, aproximadamente el 50% de la superficie plantada ha sido con P. patula
(Mitchell et al., 2012); y en México se han establecido cerca de 10,000 ha como plantacion

forestal comercial principalmente en el estado de Veracruz.

Debido a la importancia de esta especie, existe el interés creciente en México y otros paises en
establecer programas de mejoramiento genético que contemplan el establecimiento de huertos
semilleros (Aparicio-Renteria et al., 2013). Estos son plantaciones especiales a partir de arboles
fenotipicamente superiores establecidos con la finalidad de obtener semilla genéticamente
mejorada para producir plantas de calidad que se requieren en programas de reforestacion y
plantaciones comerciales con mayor productividad y adaptadas a su ambiente (Mufioz-Gutiérrez
et al., 2017). Los huertos semilleros pueden ser sexuales (por semilla) o asexuales (por clones)
de arboles seleccionados por sobresalir en caracteristicas deseables (White, 2007). En México, se
establecid el primer huerto semillero asexual de P. patula en 2003 en el municipio de Aquixtla,
Puebla y a partir de este, se han establecido otros siete més, distribuidos en diferentes regiones de
Puebla y Veracruz (Vargas-Hernandez y Vargas-Abonce, 2016; Méndez-Neri et al., 2020).
Recientemente se establecieron cuatro huertos semilleros asexuales por medio del Fondo
Sectorial CONAFOR-CONACYT proyecto 2017-2-291322 en los estados de Hidalgo, Oaxaca,
Veracruz y Puebla (Gonzalez-Jiménez et al., 2022).

La tecnica de injerto desde hace casi medio siglo se ha aplicado en coniferas para obtener los
clones utilizados en el establecimiento de huertos semilleros asexuales (McKeand et al., 2003;

Pérez-Luna et al., 2020a). Esta técnica permite multiplicar integramente caracteristicas genéticas



de arboles superiores maduros con baja capacidad de desarrollo de raices adventicias (Hartmann
et al., 2014). El injerto es la union de dos entidades genéticas de origen diferente que influyen
una en la otra y cada una de ellas mantiene su propia identidad genética continuando su
crecimiento a través del ciclo de vida de la nueva planta (Darikova et al., 2011). El injerto consta
de dos partes: 1) La pua que es el genotipo que se desea clonar y representard la parte aérea
encargada de las actividades de fotosintesis y transpiracion requeridas por la planta; 2) El patron
0 portainjerto que aporta el sistema de raices encargado de dar soporte, anclaje y proporcionar
agua y nutrimentos a la pla injertada (Pérez-Luna et al., 2020a).

Las partes del injerto (pua y patron) pueden ser de la misma especie y variedad (intraespecificos)
o de diferente (interespecificos) (Pérez-Luna et al., 2020b). Generalmente, los injertos
intraespecificos tienen mayor compatibilidad debido a las similitudes anatomicas, fisioldgicas y
bioguimicas entre las partes del injerto, por lo tanto, al usar plantas de la misma especie se espera
que la tasa de prendimiento del injerto sea méas alta, por ello son los que principalmente se
realizan (Goldschmidt, 2014; Castro-Garibay et al., 2017). Sin embargo, se han obtenido
resultados variables en injertos interespecificos de compatibilidad alta, media y baja dependiendo
de la combinacién de especies que se haga (Melnyk, 2017). Los injertos interespecificos en
algunos casos pueden incrementar la productividad, capacidad de adaptacion a ambientes
diferentes, resistencia a plagas, enfermedades y estrés por factores abioticos (sequia, salinidad,
exceso o déficit hidrico), acelerar o aumentar la fructificacién, mejorar la compatibilidad del
injerto, propagacion de especies con problemas de germinacion o para mantener un tamafio mas
pequefio que favorezca la cosecha de conos en huertos semilleros asexuales (Castro-Garibay et
al., 2017; Han et al., 2019; Solorio-Barragan et al., 2021). En México existe gran potencial en
injertos interespecificos para buscar combinaciones favorables y mejorar la compatibilidad entre
especies del género Pinus, ya que se distribuyen 49 (40%) de las aproximadamente 120 especies

en el mundo (Gernandt y Pérez-de la Rosa, 2014).

Aunque se ha logrado la propagacion por medio de injerto en diversas especies del género Pinus,
actualmente siguen existiendo problemas de bajo prendimiento (generalmente menos de 50%), a
causa de diversos factores: anatomia interna, sanidad, afinidad taxondmica y genética pua-
patrén, fenologia de la yema, edad del patrén, técnica de injerto, longitud de corte en la pla y

patrén, altura de injertado, condiciones ambientales, manejo y habilidad del injertador (Castro-



Garibay et al., 2017; Peérez-Luna et al., 2019; Gonzéalez-Jiménez et al., 2022). Por ello, es
necesario continuar con investigaciones enfocadas a aumentar el porcentaje de prendimiento y
supervivencia en injertos de P. patula para obtener clones de genotipos superiores en huertos

semilleros asexuales requeridos en diferentes zonas del pais.

Por otro lado, ademés del establecimiento de huertos semilleros asexuales, los injertos pueden
ser utilizados 0 manejados como plantas madre por medio de podas recurrentes para producir
material vegetal con mejores caracteristicas juveniles y ser utilizados en siguientes ciclos de
propagacion (Martinez-Alonso et al., 2012; Riov et al., 2020). Los brotes adventicios generados
de plantas madre llegan a utilizarse como estacas para enraizamiento, puas para siguientes ciclos
de injerto o explantes para cultivo in vitro (Read y Bavougian, 2013). El uso de plantas madre
permite: 1) mantener caracteristicas juveniles en los rebrotes; 2) facilitar el manejo y recolecta de
los rebrotes; 3) programar podas; 4) evita ir al sitio original del arbol para reducir gastos; 5)
controlar la nutricion de la planta; 6) utilizar poco espacio en vivero y mantener material vegetal
sano (Rezende et al., 2014; Sodré y Gomes, 2019). Sin embargo, se desconoce la respuesta de las
plantas injertadas manejadas como plantas madre para multiplicar genotipos deseables de P.
patula ya que la mayoria de los estudios se han enfocado en el manejo de plantas madre
originadas a partir de semilla (Bautista-Ojeda et al., 2022).

El objetivo del estudio es generar informacion acerca de algunos factores que influyen en el éxito
o fracaso del prendimiento y supervivencia en injertos de P. patula como: la técnica, longitud de
corte, altura de injertado, compatibilidad al injertar puas y patrones de P. patula entre parientes
cercanos genéticamente y la compatibilidad en injertos interespecificos con puas de P. patula
sobre patrones de otras especies de pino; asi como la respuesta de injertos al ser manejados como
plantas madre para produccion de brotes adventicios. Para organizar la informacion generada se

abordan cinco objetivos particulares cuyos resultados se desglosan en cinco capitulos.

En el capitulo I se evaluo la técnica y longitud de corte més viable para injertos de P. patula. En
el capitulo 11 se estimd la compatibilidad de injertos intraespecificos realizados entre parientes
cercanos genéticamente (pua-patron) con no emparentados en funcion del genotipo de pla y
familia de patron. En el capitulo Il se generd informacion acerca del efecto del injerto y
genotipo en la induccién y desarrollo de brotes adventicios a partir de plantas madre de P. patula

y su posterior enraizamiento. En el capitulo IV se evalud la afinidad de injertos entre plas de P.



patula sobre patrones de siete diferentes especies de pino. Finalmente, en el capitulo V se
describe la respuesta en la compatibilidad del injerto entre puas de P. patula obtenidas a partir de

plantas madre sobre patrones de Pinus greggii a tres alturas de injertado.



CAPITULO I. COMBINACION DE TECNICAS DE INJERTACION PARA CLONAR
GENOTIPOS SUPERIORES DE Pinus patula SCHIEDE EX SCHLTDL. et CHAM.

1.1. RESUMEN

Los injertos en especies de pino se utilizan para el establecimiento de huertos semilleros
asexuales. Generalmente se obtienen bajo prendimiento, por lo que requiere estudiarse los
factores que influyen en su éxito. Como la técnica y la superficie de contacto del cambium, que
depende de la longitud de corte en la pua y el patron. El objetivo del estudio fue evaluar el
prendimiento, crecimiento y desarrollo de aciculas en injertos de Pinus patula en funcion de la
técnica y longitud de corte. Se espera que alguna combinacion entre la técnica y el corte
especifico defina el éxito del injerto. Se aplico la técnica de injerto terminal, lateral e inglés
simple, asi como tres longitudes de corte (1.5, 2.0 y 2.5 cm) en un disefio completamente al azar
con un arreglo factorial. Los datos se analizaron con analisis de varianza y las medias de los
tratamientos se compararon con la prueba de Tukey (p < 0.05). A los 60 dias de injertar, la
técnica de injerto tuvo efecto en el prendimiento, presentando el valor mas alto el injerto terminal
(80%) sin diferencia estadistica con el lateral (73.3%), pero si entre el terminal y el inglés
(56.7%, p < 0.05). No se presentaron diferencias entre 1as tres longitudes de corte para ninguna
de las tres variables evaluadas. El efecto de interaccion mostré que los injertos terminal y lateral
con una longitud de corte de 1.5 cm expresaron el mayor crecimiento (32.4 y 32.2 mm,
respectivamente), seguido del injerto lateral con una longitud de corte de 2.0 cm (30.4 mm). El
estudio demostré que las técnicas mas viables para aumentar el prendimiento del injerto en P.
patula, es terminal y lateral. El corte en la pla y patron puede considerarse en el rango de 1.5 a
2.5cm.

Palabras clave: huertos semilleros, planta patron, prendimiento del injerto, propagacion
vegetativa, pla.



COMBINATION OF GRAFTING TECHNIQUES TO CLONE SUPERIOR
GENOTYPES OF Pinus patula SCHIEDE EX SCHLTDL. et CHAM.

1.2. ABSTRACT

Grafting in pine species is used to establish asexual seed orchards. Generally, grafting success is
low, therefore, it is required to study the influencing factors. Such as the technique and the
contact surface of the cambium that depends on the length of the cut on the scion and the
rootstock. The objective of this study was to evaluate graft success, growth, and needle
development on Pinus patula grafts as functions of the grafting technique and cutting length. It
was expected that a specific combination of technique and cutting length would allow predicting
the graft success. The techniques of top cleft, side-veneer and splice grafting were used with
three cutting lengths (1.5, 2.0 and 2.5 cm) in a completely randomized design with factorial
array. The data were analyzed with an analysis of variance and treatment means were compared
with the Tukey test (p < 0.05). Sixty days after grafting, technique influenced success; top cleft
grafting had the highest value (80%) but was not statistically different from side veneer grafting
(73.3%). There was, however, statistical difference between top cleft and splice grafting (56.7%,
p < 0.05). There were no differences among the three cutting lengths in terms of the three
variables evaluated. The effect of the interaction showed that top cleft and side veneer grafts with
the cutting length of 1.5 cm expressed the greatest growth (32.4 and 32.2 mm, respectively);
followed by side veneer grafting with the cutting length of 2.0 cm (30.4 mm). The study
demonstrated that the most viable techniques to increase grafting success in P. patula are the top
cleft and side veneer techniques. Cutting length of the scion and the rootstock can be set within

the range 1.5t0 2.5 cm

Keywords: graft success, rootstock, seed orchards, scion, vegetative propagation.



1.3. INTRODUCCION

Pinus patula Schiede ex Schltdl. et Cham. es una especie nativa de México de gran importancia
economica por su alto potencial productivo, lo que la ha llevado a ser sujeta de programas de
mejoramiento genético (Flores et al., 2019), que incluyen el establecimiento de huertos
semilleros asexuales (HSA) para mantener un abasto sostenido de semillas de alta calidad
genetica dirigidas a plantaciones de alto rendimiento (Aparicio-Renteria et al., 2013; Hernandez
et al., 2016).

Los HSA en el género Pinus son establecidos a partir de la clonacién de arboles superiores por
medio de injerto desde hace casi medio siglo (McKeand et al., 2003). Esta técnica permite
multiplicar integramente las caracteristicas genotipicas de arboles superiores maduros que

presentan baja o nula capacidad de desarrollo de raices adventicias (Hartmann et al., 2014).

Sin embargo, aunque se ha logrado la propagacion por medio de injerto en diversas especies de
pino, actualmente siguen existiendo problemas de bajo prendimiento, a causa de diversos
factores: anatomia interna, sanidad, afinidad taxonémica y genética pua-patron, fenologia de la
yema, edad del patrén, técnica de injerto, condiciones ambientales, manejo y habilidad del
injertador (Pérez-Luna et al., 2019; Barrera-Ramirez et al., 2020).

Las técnicas de injertos més utilizadas en especies de coniferas son el injerto terminal y el lateral
(Munoz et al., 2013). Recientemente se han aplicado estas técnicas en especies mexicanas: Pinus
engelmannii Carr. (Pérez-Luna et al., 2019), Pinus rzedowskii Madrigal & M. Caball. (Solorio-
Barragan et al., 2021) y Pinus pseudostrobus (Mirov) Harrison var. oaxacana (Barrera-Ramirez
et al., 2020); particularmente en P. patula se ha documentado la aplicacién de injertos laterales
con el 29% de supervivencia (Aparicio-Renteria et al., 2013), por su parte Villasefior y Carrera

(1980) evaluaron las dos técnicas, favoreciendo el injerto terminal con 63% de prendimiento.

El injerto inglés simple, ha sido poco aplicado en coniferas a pesar de que su ejecucion es
sencilla y rapida. Esta técnica solamente requiere un corte inclinado con igual longitud y angulo
en la pla y el patron, por lo que es uno de los métodos mas utilizados en la horticultura, con alto

porcentaje de prendimiento (Pardo-Alonso et al., 2020).



La anatomia interna de la plda y el patrén es otro aspecto a considerar en el prendimiento del
injerto, particularmente, la superficie de contacto del cambium entre el patron y la pua es clave
en el proceso de union del injerto, por su capacidad de formacion y diferenciacién celular en la

reconexion de los tejidos vasculares (Castro-Garibay et al., 2017).

Pardo-Alonso et al. (2019) sefialaron que ademas de injertar tallos (pUa-patrén) con diametro
similar debe considerarse el area de superficie de corte y angulo. Bajo esta premisa puede
esperarse que cuanto mas largo sea el corte, mayor sera la superficie en contacto y el éxito del
injerto. Se han sugerido diversas longitudes, limitadas por el didmetro de la pta (Mufioz et al.,
2013; Pérez-Luna et al., 2019), por lo que es necesario determinar la longitud de corte que

favorezca mejor la union por cada especie en particular.

Esta investigacion propone hallar la técnica y longitud de corte mas viable para injertos de P.
patula. El objetivo del estudio fue evaluar el prendimiento, el crecimiento y el desarrollo de
aciculas en injertos de P. patula en funcién de tres técnicas de injerto (terminal, lateral e inglés
simple) y tres longitudes de corte en la yema y el patrén (1.5, 2.0 y 2.5 cm). Por lo que se tiene la
hip6tesis de que una mayor superficie de contacto (generada con la mayor longitud del corte)
entre las regiones del cambium de la planta patrén y la pda, permitird una mejor adherencia y
soporte mecanico en el injerto, con una rapida reconexién de los conductos vasculares para

lograr el éxito en las tres técnicas de injerto propuestas en el estudio para P. patula.
1.4. MATERIALES Y METODOS

Las plantas de P. patula usadas como patron fueron generadas con semilla procedente de
Ixtacamaxtitlan, Puebla. Una vez germinadas, las plantas fueron trasplantadas a bolsas de
polietileno de color negro de 6 L, una planta por bolsa, llenadas con una mezcla de aserrin,
corteza de pino, vermiculita y turba en proporcion 70-20-5-5, respectivamente. En la mezcla se
agrego fertilizante de liberacion controlada de ocho meses, Multicote® (18-6-12 +
micronutrientes), a una dosis de 8 g L™ de sustrato; ademas, en los riegos semanales se aplico
una dosis de 1 g L de fertilizante soluble Peters Profesional® (20-20-20 + micronutrimentos); y
cada 15 dias y de manera alternada se aplicaron dos soluciones de fungicida, una de Ridomil
Gold Bravo SC® (1 ml L) y otra de Tecto 60® (1 g L) para prevenir infecciones. Las plantas se

mantuvieron en condiciones de vivero hasta cumplir un afio de edad, en octubre de 2019, cuando



mostraron caracteristicas deseables para injertar: sanas, con alturas de 77 a 79 cm y diametros de
8.02 a 8.04 mm (Figura 1.1 B).

Figura 1.1. Caracteristicas del material vegetal de Pinus patula usado y técnicas de injerto evaluadas en
el experimento. A: arboles donadores de plas; B: planta patron; C: puas; D: injerto terminal; E: injerto
lateral; F: injerto inglés simple. Las flechas indican el lugar de los cortes en cada técnica de injerto.

Entonces se inicid con la recoleccion de yemas (puas) en una plantacion de un ensayo de
progenie de P. patula de cuatro afios de edad (Figura 1.1 A), localizado en el paraje Agua Azul
del Ejido Pefiuelas Pueblo Nuevo, Chignahuapan, Puebla. Los arboles donadores de puas fueron
seleccionados por sobresalir en su crecimiento, tanto en altura como en diametro y con una
buena rectitud del fuste. Estos individuos selectos pertenecen a las familias con mejor
desempefio en el ensayo (8, 27, 50, 81, 84 y 85). Al momento de la recoleccidn, las yemas se
encontraban en un estado fenoldgico de crecimiento activo (de 11 a 15 cm de longitud y 5.8 a 6.0

mm de didmetro), con escamas cerradas, sin aciculas, sanas y vigorosas (Figura 1.1 C).

Después de ser recolectadas, las yemas fueron trasladadas al vivero forestal del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, ubicado en los 19° 27" 34.8" LN y 98° 54" 15.8”" LO a
2,249 m de altitud, lugar donde se establecid el experimento. Para evitar la deshidratacion del
tejido durante el traslado, las yemas fueron humedecidas con agua corriente, envueltas en papel y
colocadas dentro de bolsas de polietileno en una nevera con hielo. Al llegar al vivero, se pusieron
en refrigeracion a 4 °C y al dia siguiente las yemas fueron hidratadas, sumergiéndolas en una
solucion con agua v fertilizante foliar Bayfolan® S 2 g L™ por 10 min. Enseguida, se hizo un
lavado con agua, jabon liquido e hipoclorito de sodio 1 ml L para eliminar el polvo y resina

superficial. Posteriormente, se sumergieron en una solucion de agua y fungicida en polvo Captan



50® 1.5 g L durante 20 min. Finalmente, las yemas fueron cortadas a 7.0 cm de longitud para

tener un tamafio homogéneo de pua.
1.4.1. Tratamientos-Técnicas de injerto

En el experimento se establecieron tres tipos de injerto (terminal, lateral e inglés). Para la
realizacion de los injertos de tipo terminal. Primero, se hizo un corte horizontal en el tallo
(decapitacion) por arriba del ultimo verticilo de la planta patron. Después, se quitaron las
aciculas del tallo principal y se limpid la zona decapitada con una solucion de agua y sales de
amonio cuaternario (Pursue®) 2 ml L. Enseguida, en esa zona decapitada, con un cuter se hizo
un corte vertical de longitud variable segun el tratamiento (1.5, 2.0 o 2.5 cm) para generar la
hendidura. En la base de las plas se aplicaron dos cortes, con el bisturi y navaja del nimero 12,
en forma de cufia tratando de obtener solamente un plano de cada lado. Una vez hechos los
cortes sefialados en el tallo del patron y en la base de la pua, se hizo coincidir el cambium de
ambas partes al insertar la pua en la hendidura del patrén (Figura 1.1 D). Enseguida, para sellar
la zona injertada y evitar su desplazamiento, se colocd una tira de plastico (“hule cristal delgado”
de 1 cm de ancho y 50 um de grosor), con varias vueltas alrededor de esta zona. Al colocar la
tira se realizd una presién firme y continua para favorecer la union de las estructuras internas.
Finalmente, una bolsa de polietileno transparente (15 x 25 cm) fue colocada y cerrada sobre el

injerto para generar y mantener un microambiente himedo y evitar su deshidratacion.

El injerto lateral se realiz6 a los 10 cm por arriba de la base del tallo del patrén (sin decapitarlo).
En esa zona, con el clter se hizo un corte con cierto grado de inclinacion para generar la
hendidura; mientras que en la base de la pua se aplico el mismo corte, en forma de cufia, con las
tres diferentes longitudes de corte que se describieron para el injerto tipo terminal. Entonces, se
insertd la pla en la hendidura del patrén (Figura 1.1 E). La colocacién de la bolsa de polietileno
transparente y el amarre con la cinta de plastico en el punto de unién también fue similar a la

técnica del injerto terminal.

Para el injerto inglés simple, el manejo de la planta patron y la pua fue similar en casi todos los
pasos al injerto terminal, solamente difirié el corte en la base de la pla y en la parte superior del
patrén. En este caso, el corte fue diagonal con la misma longitud y angulo, para ser

complementario entre estas dos estructuras; pero las tres longitudes de corte sefialadas en los
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otros dos tipos de injerto, también fueron aplicadas. Al final, se hizo el amarre en el punto de

unién y se coloco la bolsa de polietileno como en las dos técnicas anteriores (Figura 1.1 F).

Los injertos se mantuvieron en condiciones de invernadero, con riego manual y control parcial
de la temperatura (techo pléstico y paredes con malla antiafidos). Protegidos contra el viento,
lluvia, granizo y bajas temperaturas. Para permitir una adecuada ventilacion, los injertos fueron
colocados sobre bases de plastico, dejando un espacio entre el injerto y el piso. Mediante un
sensor data logger Temp/Hum HOBO® se registrd la temperatura (9.0 - 30.1 °C) y la humedad
relativa (39.3 - 89.8%). A los injertos que mostraban prendimiento se les retiré la bolsa de
polietileno de manera paulatina. En la tercera semana, se llevo a cabo un corte pequefio en las
esquinas de la bolsa; en la quinta semana, se hizo la apertura total en la parte superior de la bolsa,
y en la semana ocho se quitaron completamente las bolsas. El plastico en el punto de union se
retird hasta la semana 12, para asegurar la union de las conexiones internas entre la pua y el

patron, asi como la cicatrizacion completa con la formacion del callo.

El experimento se establecid en un disefio completamente al azar con arreglo factorial; los dos
factores evaluados fueron: técnica de injertado con tres niveles (terminal, lateral e inglés simple)
y longitud de corte con tres niveles (1.5, 2.0 y 2.5 cm) en patron y puda, con diez repeticiones y
generando un total de 90 injertos. A los 60 dias de haber realizado los injertos, se evaluaron tres
variables: 1) Prendimiento o éxito del injerto, 2) Crecimiento en longitud de la pua injertada y 3)
Desarrollo inicial de aciculas. EI prendimiento se evalud considerando en las puas la elongacion,
crecimiento de aciculas, vigorosas, turgentes, y con coloracion verde caracteristico de yema viva.
En el caso de las plas que presentaron coloracion café, deshidratadas, sin turgencia y vigor, se
consideraron como “no prendidas”. El crecimiento de la pua se evalué sacando la diferencia
entre la longitud inicial de la pta (7 cm) y su longitud a los 60 dias de haberlas injertado. A los
injertos prendidos se les evaluo el porcentaje que presentaban aciculas desarrolladas, esto es con

una longitud mayor a 1 cm.

A los datos obtenidos de las variables evaluadas se les aplicd el analisis de varianza con el
programa R version 3.6.1 y posteriormente se hizo la comparacion multiple de medias Tukey (p
< 0.05). Al no cumplir con los supuestos de normalidad, los datos de prendimiento y desarrollo
de aciculas se transformaron con la funcién [T = arcoseno (V Y)] antes de realizar el anélisis de

varianza y posteriormente se retransformaron a las unidades originales con la funcion [Y = 100
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seno? (T)] (Cuevas-Cruz et al., 2015). Se realizé una gréafica de la interaccion (técnica de injerto

x longitud del corte) para la variable que presentd diferencia estadistica.
Yijk = u + Ti + Lj + TLij + Eijk

Yik = valor de la variable respuesta correspondiente a la repeticion k del nivel i de T y nivel j de L; p = media
general; T; = efecto de la técnica de injerto; Lj = efecto de la longitud de corte; TL;; = interaccion técnica de injerto x
longitud de corte, €ijx = error experimental i = terminal, lateral e inglés; j = 1.5, 20y 25 cm; k=1, 2,..., 10
repeticiones.

1.5. RESULTADOS Y DISCUSION

A los 60 dias, cuando finaliz6 el experimento, més del 50% de todos los injertos realizados
prendieron exitosamente, con un crecimiento en longitud superior a los 17 mm y méas del 60% de
los injertos desarrollaron aciculas (Cuadro 1.1). El porcentaje de prendimiento obtenido es
considerado como aceptable para las coniferas; ya que en general se han reportado prendimientos
menores al 50% para las especies de este grupo (Mufioz et al., 2013). Por otro lado, el
crecimiento en longitud y desarrollo de aciculas en los injertos demuestran la viabilidad del
injerto (Cuadro 1.1). En injertos de P. pseudostrobus, el crecimiento y desarrollo de aciculas
indican el establecimiento del nuevo tejido cambial entre ambas partes, que reactiva sus
funciones fisiologicas para iniciar el desarrollo y crecimiento de una planta completa constituida

por dos genotipos (Barrera-Ramirez et al., 2020).

En el andlisis estadistico, entre las técnicas de injerto (T1) evaluadas Gnicamente el prendimiento
resultd con diferencia estadistica (p < 0.05); mientras que en la longitud de corte (LC) no se
presentaron diferencias en las tres variables evaluadas. Para la interaccion entre ambos factores

(TI x LC) solo la variable crecimiento del injerto tuvo diferencia (Cuadro 1.1).
1.5.1. Efecto de la técnica de injerto
Prendimiento del injerto

De las tres técnicas de injerto evaluadas, con la del injerto terminal se obtuvieron los porcentajes
de prendimiento més altos. Con esta técnica el prendimiento se increment6 en mas de 20%,
respecto a los observados con la del tipo inglés, que tuvo los menores porcentajes; mientras en
los injertos laterales el prendimiento presentd valores intermedios (Cuadrol.l). Mugerwa y

Okullo (2010) obtuvieron un resultado similar en injertos de Pinus caribaea var. hondurensis,
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donde el injerto de tipo terminal favorecio el prendimiento de la pla injertada en 25%, respecto
al injerto inglés. Los autores atribuyen el éxito a que los injertos terminales tuvieron una union
mas rapida y fuerte que permitio el transporte de agua y nutrimentos a la pua.

Cuadro 1.1. Analisis de varianza y prueba de medias (+ error estdndar) de las variables prendimiento,

crecimiento en longitud (cm) y desarrollo de aciculas, para los factores técnica de injerto (T1), longitud de
corte (LC) e interaccién (TI x LC) en injertos de P. patula.

Prendimiento Crecimiento Desarrollo de
Factor GL
(%) (mm) aciculas (%)

Técnica de injerto (TI) 2 0.022% 0.749m 0.354"
Terminal 80.0+58a 171+55a 66.9+26a
Lateral 73.3+x33ab 176+3.0a 69.0+ 104 a
Inglés simple 56.7+3.3b 176+52a 456+19.3a
Promedio 700+4.1 176+27 60574
Longitud de corte (LC) 2 0.070m 0.075™ 0.138™
15cm 66.7+3.3a 255+72a 80.2+x44a
2.0cm 66.7+8.8a 17.7+35a 51.3+159a
2.5¢cm 76.7+88a 102+17a 50.0+9.6a
Promedio 70.0+4.1 176+2.7 60.5+7.4
TIxLC 4 0.210m 0.040f 0.529"s
CV (%) 16.5 57.5 34.5

Valores medios de tratamientos con letra diferente en una columna dentro de cada factor de estudio indican
diferencia estadistica. GL: grados de libertad. CV: coeficiente de variacion. Diferencias estadisticas con p < 0.05 y
ns, sin diferencia estadistica.

En especies de coniferas se han obtenido resultados satisfactorios en el prendimiento al utilizar
tanto injertos terminales como laterales (Barrera-Ramirez et al., 2020; Pérez-Luna et al., 2020a);
aunque el injerto lateral ha sido mas frecuentemente aplicado (Blada y Panea, 2011). El éxito de
ambas técnicas esta relacionado con la anatomia interna y externa de los tejidos en el punto de
unién entre pua y patron (Castro-Garibay et al., 2017). Villasefior y Carrera (1980) reportaron
prendimiento de 80% en injertos terminales y 25% menos en laterales para P. patula.
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Para la misma especie, Aparicio-Renteria et al. (2013) obtuvieron 38% menor prendimiento en
injertos laterales, en comparacion con los resultados de este estudio, argumentando que el bajo
prendimiento se debi6 a factores climaticos extremos, principalmente temperatura y humedad.
La eleccion de alguna de las dos técnicas (terminal o lateral) en P. patula dependera del objetivo

final, cada una presenta ventajas y desventajas a considerar.

Las técnicas de injerto terminal y lateral, generalmente se han aplicado para el establecimiento
de huertos semilleros asexuales (Aparicio-Renteria et al., 2013). Particularmente, el injerto
lateral pudiera también considerarse cuando el objetivo es el manejo de setos para produccién de
brotes adventicios, ya que el genotipo de interés se ubica mas cerca de las raices, lo que ayuda a

mantener caracteristicas juveniles (Wendling et al., 2014).

Por otro lado, el menor prendimiento con el injerto inglés se debié a que en esta técnica
Unicamente se realiza un corte o plano en forma diagonal, tanto en la pia como al patrén (Pardo-
Alonso et al., 2020), quedando solamente sobrepuestas las superficies del cambium (pua-patron)
y no se fijan como en el caso del terminal y lateral, que se injertan en una hendidura con dos
planos expuestos (Hartmann et al., 2014). Incluso la pua se coloca bajo la presién que ejercen los

dos planos del patron favoreciendo el contacto de los cambiums (Mugerwa y Okullo, 2010).

Por lo tanto, en el injerto inglés se presenta mayor fragilidad en la zona de union y resulta mas
susceptible al movimiento, aumentando el riesgo de desplazamiento entre las partes del injerto y
provocando interrupcién de las conexiones internas; ademas presenta una menor superficie de
contacto del cambium, estructura responsable y clave para una unién exitosa (Pina et al., 2017,
Gautier et al., 2019). Sin embargo, el injerto inglés simple pudiera ser otra alternativa de
clonacion para P. patula, en particular para plantas patrén y puas de talla pequefia; ya que se ha
recomendado en tallos de diametro menor a 5 mm, donde se dificulta hacer otro tipo de corte
(Lee et al., 2010). Esta técnica se ha aplicado para obtener injertos a mayor escala en especies
del género Abies y Pinus a partir de brotes obtenidos de setos de genotipos superiores injertados

en planta patron menor de un afio (Pérez-Luna et al., 2020a).

Actualmente, esta técnica se utiliza ampliamente para la produccion masiva de injertos en
jitomate (Pardo-Alonso et al., 2020). Pero debido a que la zona de unién en esta técnica es mas

fragil, debe considerarse la utilizacion de clips especiales de silicon para mantener una presion
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firme, continua y mejor alineada que garantice el contacto del sistema vascular de ambas partes
(Lee et al., 2010; Pardo-Alonso et al., 2020). EI material plastico utilizado en este estudio para
fijar el punto de unién, pudo haber influido negativamente en la presion que requiere para
mantenerse unida la pta con el patron. Blada y Panea (2011) recomiendan utilizar el material

mas apropiado para fijar las partes del injerto y que garanticen la cicatrizacion.
Crecimiento en longitud y desarrollo de aciculas en la pua injertada

El tipo de injerto no tuvo efecto en las variables de crecimiento en longitud y en el desarrollo de
aciculas de la poa injertada (Cuadro 1.1). Esto indica que los injertos realizados,
independientemente de la técnica usada, respondieron favorablemente; ya que una vez prendidos,
la reactivacion fisioldgica de la yema se manifiesta inmediatamente con el crecimiento inicial y
desarrollo de aciculas en la pua injertada (Mufioz et al., 2013). Greenwood et al. (2010)
demostraron que injertos exitosos presentan desarrollo y crecimiento inmediato de la pula
injertada en Picea rubens Sarg. En un estudio con P. pseudostrobus si se encontro diferencia de
crecimiento de 2.2 cm entre el injerto lateral y el terminal, los autores consideraron que el mejor
crecimiento en los injertos laterales fue por su ubicacion cercana a las raices, lo que permiti6 un

mejor flujo de agua y nutrimentos (Barrera-Ramirez et al., 2020).

Para este trabajo con P. patula, el bajo crecimiento en longitud de las puas, de solo 17 mm
(Cuadrol.1) en las tres técnicas de injerto evaluadas, probablemente se debié a la temporada del
afio, ya que los datos de esta variable se registraron durante el mes de diciembre. Periodo donde
el crecimiento activo de las yemas de esta especie decrece, tanto por la disminucion del
fotoperiodo como de la temperatura (Viveros-Viveros y Vargas-Hernandez, 2007; Pérez-Luna et
al., 2019).

Aunque no se detecto efecto de la técnica de injerto sobre el porcentaje de plantas con aciculas
desarrolladas (Cuadro 1.1), es importante considerar que posterior al prendimiento, las aciculas
que crezcan seran los érganos encargados de generar los carbohidratos necesarios para procesos
vitales, futuro crecimiento y supervivencia de la planta injertada (Lal, 2018). Estas aciculas son
mas indispensables durante el establecimiento de los injertos laterales, ya que en estos debe
eliminarse toda la parte aérea del patron y al final solamente quedan las aciculas que logre

desarrollar la pua injertada (Barrera-Ramirez et al., 2020).
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1.5.2. Efecto de la longitud de corte
Prendimiento crecimiento y desarrollo de aciculas del injerto

Las diferentes longitudes de corte, realizadas en la planta patron y en la pua, no tuvieron
diferencias estadisticas en las variables consideradas (Cuadro 1.1). Se esperaba que la mayor
longitud de corte (2.5 cm) favoreciera el prendimiento en mayor porcentaje que en los otros dos
cortes (1.5 y 2.0 cm). En algunos trabajos la longitud de corte ha sido importante en el éxito de
los injertos. En Mangifera indica L. el tamafio de corte (> 4 cm) fue determinante en el éxito de
los injertos (Mng omba, 2013). Blada y Panea (2011) encontraron que el mayor prendimiento
fue alcanzado con cortes mayores, que generaron mayores superficies de contacto (de 4 a 5 cm)
entre el cambium del patrén y el de la pua, en injertos laterales de Picea pungens Engelm. var.
glauca Regel. Estos autores argumentaron que la mayor superficie de contacto influy6 en el
desarrollo de callo, estructura celular necesaria para la cicatrizacion del tejido. La cicatrizacion
es el primer paso para que se realice la formacion de nuevas estructuras de conduccion entre las

partes que conforman el injerto (Gautier et al., 2019).

Sin embargo, el éxito en los injertos no solo depende de la longitud de corte sino también de la
especie y del tipo de injerto. Para injertos laterales de P. pseudostrobus se ha recomendado una
longitud de corte de 3 - 5 cm (Pérez-Luna et al., 2019); mientras que para el caso de P. caribaea,
la longitud de corte ha sido menor, de 2.5 cm en injerto terminal y de 2 cm en injerto inglés
simple (Mugerwa y Okullo, 2010). Para injertos de P. patula, basados en los resultados de esta
investigacién, se sugieren cortes de 1.5 a 2.5 cm (sin diferencia estadistica detectada), para
esperar prendimientos superiores a 65% (Cuadro 1.1); ya que, con este intervalo de longitud de
corte, la superficie de contacto del cambium fue capaz de lograr una cicatrizacion eficiente
(Figura 1.2 E, F y G). Si se reduce la longitud de corte mas alla de este intervalo, podria darse
una unién mecanica débil entre las partes del injerto, afectando la formacién del callo y de los
nuevos tejidos vasculares, por reducir en exceso la superficie de contacto del cambium
(Hartmann et al., 2014; Pina et al., 2017).

Para incrementar los porcentajes de prendimiento obtenidos en los injertos de P. patula deben
considerarse otros factores que también influyen en el prendimiento de los injertos: 1) La

morfologia y el estado fenoldgico de las yemas utilizadas como pulas, al momento de la

16



recolecta, ya que en coniferas estos varian considerablemente entre geéneros, especies,
procedencias y genotipos (Castro-Garibay et al., 2017; Flores et al., 2019); y 2) EI angulo de
corte y diametro entre pla y patron, permiten una mayor superficie de contacto y mejor
acoplamiento entre las dos zonas de union del injerto, lo cual incrementa la probabilidad para la

reconexion de los tejidos vasculares (Pardo-Alonso et al., 2019).

Figura 1.2. Establecimiento del experimento y prendimiento de los injertos de Pinus patula. A: injertos
cubiertos con bolsas de plastico para evitar la deshidratacion; B, C, D: prendimiento de injerto terminal,
lateral e inglés simple, respectivamente, a los 60 dias; E, F, G: callo formado en injerto terminal, lateral e
inglés simple a los 90 dias.

La pua reanuda exitosamente su crecimiento y desarrollo cuando la conexién vascular se
establece con un xilema y floema funcional para que ésta pueda obtener agua y nutrimentos, ya
que este proceso involucra una gran demanda de agua (Hartmann et al., 2014; Guadafio et al.,
2016). Un indicador de una posible incompatibilidad es la falta de desarrollo del injerto, lo que
puede ser producida por una conexion vascular insuficiente, discontinua o una degeneracion del
floema en el area de union del injerto, lo que causa desbalance en el trasporte de agua y
nutrimentos que afecta el crecimiento del injerto (Martinez-Ballesta et al., 2010; Pina et al.,
2017).

1.5.3. Efecto de las interacciones entre factores

La interaccion entre factores (tipo de injerto x longitud de corte) generd diferencias en el
crecimiento de los injertos (Cuadro 1.1). Los valores mayores de crecimiento (> 30 mm) se
obtuvieron con las combinaciones: 1) terminal x corte de 1.5 y 2) inglés simple x corte de 1.5y

3) injerto lateral x corte de 2.0 cm (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Medias del crecimiento en longitud del injerto (£ error estandar) de Pinus patula y valores de
p para la combinacion de cada nivel del factor técnica de injerto (T1): terminal (T), lateral (L) e inglés (1);
con cada nivel del factor de longitud de corte (LC): 1.5, 2.0 y 2.5 cm. Letras diferentes indican diferencias
significativas con Tukey (p < 0.05).

Los mejores resultados en el crecimiento se obtuvieron en los cortes de menor longitud (1.5 cm),
con los que se genera poca superficie de contacto entre la planta patrén y la pua, en combinacién
con los injertos que se realizaron cerca de yema terminal de la planta patron (terminal e inglés
simple) (Figura 1.3). Estas interacciones sugieren que los injertos que se realizan en regiones
apicales de las plantas logran una mejor reconexion de tejidos cuando los cortes son pequefios y
esto se refleja en el crecimiento de la pla injertada. Es probable que las hormonas estén jugando
un papel importante en el resultado generado por estas interacciones. Se sabe que las auxinas se
acumulan cerca del apice de las plantas, lugar donde se sintetizan (meristemo apical) y son
responsables de la formacidn y diferenciacion vascular; asi como de la cicatrizacion durante la

unioén de los tejidos parenquimatosos en el injerto (Goldschmidt, 2014; Nanda y Melnyk, 2018).

En este trabajo se observé que el proceso de cicatrizacion fue mas rapido en las heridas hechas
por cortes pequefios. Mientras mas rapida sea la union de los tejidos mediante la cicatrizacion, la
comunicacion célula a célula via plasmodesmos (canales de membrana) se acelera y la fisiologia
de la planta injertada se reactiva, lo cual permite dirigir los recursos disponibles y estimular tanto
el crecimiento como desarrollo de aciculas (Mng'omba, 2013; Gautier et. al., 2019). Martinez-

Ballesta et al. (2010) sugirieron que una formacion correcta de callo puede producir un adecuado
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crecimiento de la pda. Una vez formado el tejido de cicatrizacion y reconexion vascular del
xilema y floema se dara la continuidad en la actividad fisioldgica, reiniciandose el crecimiento y
desarrollo del injerto como si fuera un sélo individuo (Goldschmidt, 2014; Hartmann et al.,
2014), por lo tanto, puede esperarse que mientras mas rapido se forme el callo mas rapido

iniciara el crecimiento del injerto.
1.6. CONCLUSIONES

La técnica y longitud de corte son factores determinantes en el prendimiento, crecimiento y

desarrollo de aciculas en injertos de Pinus patula.

El estudio demostrd que las técnicas mas viables para aumentar el prendimiento del injerto en P.
patula, son terminal y lateral, correspondientes a las técnicas mas comunmente utilizadas en

injertos de coniferas.

La longitud de corte en el rango evaluado no definié el éxito del injerto por lo que pudiera
considerarse aplicar el corte entre 1.5 a 2.5 cm en futuros ensayos de injerto.

Cuando la longitud de corte se combiné con la técnica, se obtuvieron combinaciones favorables

en el crecimiento del injerto, en particular la terminal con corte de 1.5 cm.
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CAPITULO Il. INFLUENCIA DEL GENOTIPO DE LA PUA Y LA FAMILIA DEL
PATRON SOBRE LA COMPATIBILIDAD DEL INJERTO DE Pinus patula

2.1. RESUMEN

El origen genético de la pla y del patron define el éxito del injerto. La compatibilidad genética
por parentesco intraespecifico puede favorecer el prendimiento del injerto. El objetivo fue
evaluar la compatibilidad de las plas de cuatro genotipos, injertadas en patrones de las mismas
cuatro familias de Pinus patula. Se injertaron puas de cuatro genotipos superiores (G105, G106,
G114 y G115) sobre patrones de las mismas familias de medios hermanos (F105, F106, F114 y
F115), en todas sus combinaciones con el disefio bloques completos al azar con arreglo factorial.
Se evalu6é prendimiento, supervivencia, desarrollo de aciculas y crecimiento en longitud y
diametro del injerto. El analisis de varianza indico diferencia (p < 0.05) en la supervivencia por
efecto del genotipo de pua y familia de patron. La supervivencia del G115 fue mayor por 7.5,
41.3 y 46.3% que los otros genotipos G114, G105 y G106, respectivamente; mientras que la
F105 superd por 8.7, 18.7 y 32.5% a la F106, F114 y F115, respectivamente. Las mejores
combinaciones en supervivencia resultaron de injertar G115+F114 (85%), G114+F105 (80%),
G105+F106 (60%) y G106+F105 (60%); el G105 (26 cm) y G115 (2 mm) mostraron los valores
mas altos en el crecimiento en longitud y diametro, respectivamente. La supervivencia del injerto
se favorece con el uso de la pla G115 y el patrén F105; pero cada genotipo de pla mostro, en

distinta proporcion, afinidad por una familia de patrén diferente a la de su progenie.

Palabras clave: clonacién, genotipo superior, mejoramiento genético, parentesco

intraespecifico, prendimiento del injerto.
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INFLUENCE OF SCION GENOTYPE AND THE ROOTSTOCK FAMILY ABOUT THE
COMPATIBILITY OF Pinus patula GRAFT

2.2. ABSTRACT

The genetic origin of the scion and the rootstock determine graft success. Genetic compatibility
by intraspecific relationships can promote graft success. The aim was to evaluate the scion
compatibility from four genotypes grafted in rootstocks of the same four Pinus patula families.
The four superior scion genotypes (G105, G106, G114 and G115) were grafted on rootstocks of
the same families of half-siblings (F105, F106, F114 and F115) in all their combinations with the
complete blocks random design with factorial array. Success, survival, needles development as
well as graft length and diameter growth. The variance analysis indicated differences (p < 0.05)
in the survival by effect of the scion genotype and rootstock family. The survival of G115 was
7.5, 41.3 and 46.3% higher than that of the other genotypes G114, G105 and G106, respectively;
while F105 overcame by 8.7, 18.7 and 32.5% the F106, F114 and F115, respectively. Top
survival combinations emerged from grafting G115+F114 (85%), G114+F105 (80%),
G105+F106 (60%) and G106+F105 (60%); G105 (26 cm) and G115 (2 mm) showed the highest
values in growth length and diameter, respectively. Graft survival is favored by the use of G115
scion and the F105 rootstock, but each scion genotype showed affinity preferential for one

rootstock family different from its own progeny.

Keywords: cloning, genetic improvement, graft success, intraspecific relationship, superior

genotype.
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2.3. INTRODUCCION

Pinus patula Schiede ex Schltdl. et Cham. es un pino subtropical ampliamente plantado en el
mundo, por su productividad, calidad de madera y facil manejo (Vargas-Hernandez y Vargas-
Abonce, 2016). Existe el interés creciente en México y otros paises en el mejoramiento genético
de la especie, que contempla el establecimiento de huertos semilleros asexuales (HSA) a partir
de arboles superiores (Aparicio-Renteria et al., 2013). Actualmente el Fondo Sectorial
CONAFOR-CONACYT proyecto 2017-2-291322 tiene como objetivo el establecimiento de

cuatro HSA de P. patula en los estados de Hidalgo, Oaxaca, Puebla y Veracruz.

Por medio de la clonacién se multiplican genotipos superiores con el fin de producir semilla de
alta calidad genética (Hartmann et al., 2014). En la practica actual, los clones utilizados en el
establecimiento de HSA en especies de pino son obtenidos por medio de injerto (Pérez-Luna et
al., 2020a). Como en P. elliottii Engelm. var. elliottii y P. taeda L. en Estados Unidos (White et
al., 2018), o en P. patula y P. pseudostrobus (Mirov) Harrison var. oaxacana en México
(\Vargas-Hernandez y Vargas-Abonce, 2016; Barrera-Ramirez et al., 2020). El injerto es la unién
de dos entidades genéticas de origen diferente (pua y patron) que influyen una en la otra y cada
una de ellas mantiene su propia identidad genética a través del ciclo de vida de la planta
(Darikova et al., 2011). Esta técnica de propagacion en coniferas se ha documentado con
problemas de bajo prendimiento y supervivencia relacionados con la anatomia interna, sanidad,
afinidad taxonémica y genética entre la pua y el patron, fenologia de la yema, edad del patron,
técnica de injerto, condiciones ambientales y de manejo (Pérez-Luna et al., 2019; Barrera-
Ramirez et al., 2020).

En especies del género Pinus, los genotipos de la pua y patrén constituyen un factor importante
en la compatibilidad y fuente de variacion, que determinan el prendimiento, supervivencia,
desarrollo y floracién de los injertos (Medina et al., 2007). Cuando se presentan altas similitudes
en la estructura genética entre los componentes del injerto, generalmente se espera mayor
afinidad (Goldschmidt, 2014).

Los estudios de compatibilidad puUa-patron en coniferas se han enfocado a nivel de especie,
resultando por lo general, mayor compatibilidad en injertos intraespecificos. Plas de Pinus

rzedowskii Madrigal & M. Caball. injertadas sobre patrones de cinco diferentes especies de pino
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mostraron mayor afinidad (86%) con patrones de la misma especie (Solorio-Barragan et al.,
2021). Por lo que la afinidad del injerto podria incrementarse cuando la pua y el patron

provienen del mismo genotipo o familia.

Debe considerarse que existen variaciones morfologicas y fisiologicas entre genotipos o
procedencias dentro de la misma especie, por ello, tendran una respuesta diferente al ser parte de
una planta injertada, ya sea, como pua o patron (Tandonnet et al., 2010; Méndez-Neri et al.,
2020). Es necesario identificar cuales combinaciones pla-patron son favorables entre ellas a
nivel de genotipo. Pina et al. (2017) sugieren evaluar la compatibilidad del injerto antes de
considerar el uso de un patron para un genotipo de pua especifico.

En P. elliottii el genotipo de la pua y del patron presentaron diferencias en la supervivencia al
afio de ser injertados (Medina et al., 2007). En Larix gmelinii var. japonica la supervivencia del
injerto dependié mas de las caracteristicas clonales de la pua que del patron (Kita et al., 2018).
Para P. patula no se tienen referencias sobre el desempefio del genotipo de pua o patron en los

injertos.

El objetivo del estudio fue evaluar el prendimiento, la supervivencia, el crecimiento y el
desarrollo de aciculas de injertos realizados entre parientes cercanos genéticamente (pUa-patron)
con no emparentados, en funcion del genotipo de pua y familia de patron. Se espera mayor

compatibilidad al injertar las plas en su misma progenie.
2.4. MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron para este estudio cuatro genotipos del estado de Puebla (G105, G106, G114 y
G115). Los arboles elegidos mostraron superioridad en altura, diametro normal y rectitud del
fuste dentro de cada una de sus fuentes (Cuadro 2.1). La fuente del G105 y G106 fue de un
ensayo de progenie (19° 57 43.14"" LN y 98° 06" 15.25"" LO a 2,574 m de altitud); mientras que
la del G114 y G115 de un huerto semillero sexual (19° 57 36.09" LN y 98° 06" 18.92"" LO a
2,592 m de altitud). Ambas fuentes ubicadas en el ejido Pefiuelas Pueblo Nuevo, de

Chignahuapan, Puebla.

En octubre de 2018 se recolectdo semilla de polinizacion abierta de los cuatro genotipos

seleccionados para la produccion de planta patron. Las semillas fueron sembradas y germinadas
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en envases individuales de plastico con capacidad de 320 ml en condiciones de invernadero en el
Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, México; utilizando un sustrato de
corteza de pino, perlita y tepezil en proporcion 60-20-20, respectivamente. En la mezcla se
incluyeron 8 g L de fertilizante de liberacion controlada de ocho meses Multicote® 18-6-12 +
2MgO + microelementos.

Cuadro 2.1. Caracteristicas de los cuatro genotipos superiores de Pinus patula seleccionados como

donadores de puas y su progenie para planta patron, de un ensayo de progenie (G105 y G106) y un huerto
semillero (G114 y G115) ubicados en Chignahuapan, Puebla.

Genotipo Edad (afios) Altura (m) Diametro (cm)
G105 11 9.40 19.8
G106 11 9.80 21.6
G114 15 17.1 25.2
G115 15 16.3 24.8

Edad = al momento de la recolecta de las yemas (2020); Altura y didmetro = al momento de la seleccion de los
genotipos (2018).

En septiembre de 2019 las plantas patron se trasplantaron a envase de plastico rigido de 1 L
manteniendo el control del genotipo que origind cada arbolito. Se utiliz6 como sustrato una
mezcla de turba de musgo, perlita y vermiculita (60-20-20%, respectivamente), incluyendo la
misma cantidad y fertilizante de liberacion controlada utilizada en la etapa de geminacién. Tres
meses después los patrones fueron sacados del invernadero y colocados a sol directo.

El riego de la planta patrén se aplicé cuando se requirié con regadera manual, ajustando el pH
del agua a 5.7 con &cido fosférico, adicionado con fertilizante soluble Peters Profesional® 20-20-

20, arazon de 1 g L%, una vez por semana.

El 25 de marzo de 2020, 80 plantas vigorosas de cada familia fueron seleccionadas para ser
usadas como patron. Las plantas tuvieron en promedio de 60 + 5.0 cm de alturay 8.1 + 0.1 mm

de diametro de la base del tallo.

La recolecta de las puas se realizo el 01 de abril de 2020 de los mismos cuatro genotipos
utilizados como donadores de semilla para la planta patron (G105, G106, G114 y G115) (Figura

2.1 A). Las yemas (puas) presentaban un estado fenoldgico de crecimiento activo, antes de emitir
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aciculas, vigorosas, sin plagas ni enfermedades aparentes; tenian una longitud promedio de 13 +

2.0 cm y un diametro de 4.9 £ 0.1 mm.

Figura 2.1. Arboles seleccionados de Pinus patula y desarrollo del injerto. A: genotipos superiores de
Pinus patula seleccionados como donadores de yemas (puas) y semilla (planta patrén); B: desarrollo de la
pua injertada en los primeros cinco meses.

Después de la recolecta, las yemas se humedecieron, se envolvieron en papel periddico y
guardaron en bolsas plasticas. Los paquetes de 120 puas por genotipo (considerando 50% mas de
las requeridas) se transportaron dentro de la nevera con hielo a las instalaciones del Colegio de
Postgraduados. Los paquetes se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C hasta al dia siguiente para
ser injertadas (22 horas en promedio después de la recolecta). Las plUas se ajustaron a una
longitud de 7 cm al momento de injertar. Los injertos se realizaron de forma reciproca,
injertando la pua de cada uno de los cuatro genotipos probados sobre la progenie de su mismo

genotipo y sobre la progenie de los otros tres genotipos.

En el experimento se usé la técnica de injerto lateral aplicada a 10 cm de la base en el tallo
principal del patron (sin decapitarlo), haciendo un corte de 2 cm de longitud y 80° de inclinacion
con el cuter. A la pua se le hicieron dos cortes con bisturi y navaja del nimero 12 para darle
forma de cufia en la parte basal exponiendo dos planos del cambium. Posteriormente, se hizo
coincidir el cambium de ambas partes al insertar la pda en la hendidura del patrén. Enseguida,
para sellar la zona injertada se coloco una tira de pléstico (hule cristal “delgado” de 1 cm de
ancho y 50 pum de grosor), con varias vueltas alrededor de la zona. Finalmente, una bolsa de

polietileno transparente (15 x 25 cm) fue colocada sobre el injerto para evitar su deshidratacion.
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Las actividades de manejo post-injertacion incluyeron: la apertura de la bolsa de forma paulatina
entre los 35 y 60 dias; el plastico en el punto de union se quito a los dos meses y medio (cuando
se observd la cicatrizacion completa); las podas del patrén se realizaron en tres etapas (40, 60 y
100 dias después de injertar), eliminando aproximadamente un tercio de la parte aérea en cada

fecha, hasta dejar solo la yema injertada como lider de la planta.

Entre el dia 30 y 60 después del injertado se realizaron inspecciones en el punto de union de cada
injerto una vez por semana para detectar y corregir problemas fitosanitarios. El riego,
fertilizacion y aplicacion de fungicidas continuaron con el mismo manejo que en la produccion

de la planta patron.

Se aplico un disefio experimental en bloques al azar en un arreglo factorial. Factor 1: genotipo de
la pua con cuatro niveles (G105, G106, G114 y G115); Factor 2: familia del patron con cuatro
niveles (F105, F106, F114 y F115). Se establecieron cuatro bloques con 16 tratamientos, cada
tratamiento representado con cinco injertos por bloque, por lo que se realizaron un total de 320

injertos.

Las variables evaluadas fueron: prendimiento (%) y numero de injertos que desarrollaron
aciculas (%) a los dos meses, supervivencia del injerto (%) mensualmente hasta los 12 meses,
longitud (cm) y didmetro (mm) de la pla injertada a los cinco meses. Los datos se analizaron

usando el modelo estadistico:
Yijk = u+ B+ G+ F + GFj; + €

Yiik = valor de la variable respuesta correspondiente a la repeticion k del nivel i de G y nivel j de F; p = media
general; p« = efecto del bloque; Gi = efecto del genotipo de la pla; F; = efecto de la familia del patron; GF;; =
interaccion genotipo de la pua * familia del patron; € = error experimental i = G105, G106, G114 y G115; j =
F105, F106, F114 y F115; k=1, 2, 3 y 4 repeticiones.

Los datos de las variables evaluadas cumplieron con los supuestos de normalidad del modelo y
se realizo el analisis de varianza. Posteriormente a las variables que presentaron diferencias
significativas se les aplico la prueba de comparacién multiple de medias de Tukey, con el

programa estadistico SAS (Statistical Analysis System 9.4 [SAS, 2013]).
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2.5. RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto del genotipo de la pua (GP) mostré diferencias (p < 0.05) en la supervivencia,
crecimiento en longitud, didmetro del injerto y desarrollo de aciculas (Cuadro 2.2); de igual
manera la familia del patron (FP) presentd diferencias en las mismas variables, excepto para el
crecimiento en longitud. La interaccion entre los factores probados (GP x FP) solo tuvo efecto en
la supervivencia (Cuadro 2.2).

Cuadro 2.2. Valores de p del anélisis de varianza de las variables evaluadas en la compatibilidad de las
plas de cuatro genotipos superiores, injertadas en patrones de las mismas cuatro familias de Pinus patula.

Fuentede  Prendimiento Supervivencia Longitud Diametro Aciculas

variacion (%) (%) (cm) (mm) (%)
Bloque 0.5046 0.3378 0.6548 0.8307 0.1262
GP 0.3995 0.0001 0.0001 0.0001 0.0002
FP 0.5046 0.0001 0.3274 0.0201 0.0159
GP*FP 0.4684 0.0050 0.1701 0.8348 0.1173

GP: genotipo de la pua; FP: familia del patron.

Se obtuvo un prendimiento promedio de 74.7%, supervivencia 50.0%, 20.8 cm de crecimiento en

longitud y 1.6 mm en didmetro y el 65% de injertos prendidos desarrollé aciculas (Cuadro 2.3).
2.5.1. Efecto del genotipo de la pua
Prendimiento

Se lograron altos porcentajes de prendimiento para P. patula, de 70 a 82%, pero no se detectaron
diferencias entre los cuatro genotipos de pua probados (Cuadro 2.2). El prendimiento
documentado para esta especie es de 35% con la técnica lateral (Aparicio-Renteria et al., 2013).
En coniferas se han obtenido resultados variables, pero en la mayoria de los casos con

prendimiento menor al 50% (Mufioz et al., 2013).

Los altos porcentajes de prendimiento en este estudio indican que los genotipos de pua probados
tuvieron la capacidad de unir sus tejidos de forma completa y funcional. El estado fenolégico de
las yemas (crecimiento activo) fue conveniente para ser injertadas, provienen de arboles con

caracteristicas superiores, sanos y edad similar, lo cual se recomienda para lograr el éxito del
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injerto (Pérez-Luna et al., 2019). Ademas, las condiciones ambientales durante el prendimiento

permitieron que los procesos celulares que inician al momento de injertar se llevaran a cabo

correctamente (Hartmann et al., 2014), independientemente del genotipo de pda probado.

Cuadro 2.3. Valores medios y error estandar () del andlisis de compatibilidad de las plas de cuatro

genotipos superiores injertadas en patrones de las mismas cuatro familias de Pinus patula.

Eactor Prendimiento  Supervivencia Longitud Diametro Aciculas
(%) (%) (cm) (mm) (%)
Genotipo de pua
G105 725+6.3a 325%x6.8D 260+x12a 18+0.1a 69.2+70a
G106 70.0+t55a 275%6.3b 16.1+10c 1.1+02b 406+80D
G114 738+t47a 66.3x4.7a 20.7+0.8b 1.3£0.1b 69.7+6.8a
G115 825+48a 738+57a 205+£09b 20+0.1a 80.9+52a
Familia del patréon
F105 80.0+5.2a 650x4.7a 21.3+10a 19+0.1a 64.3+25ab
F106 70.0+6.1a 56.3x7.1ab 219+15a 16+02ab 81.9+6.0a
F114 71.3+58a 46.3x7.9hc 206+1.3a 13+£0.2b 56.2+8.4b
F115 775+44a 325+£87c 194+15a 15+02ab 58.0+£9.2b
Promedio 74.7 50.0 20.8 1.6 65.1

Medias con letras diferentes en la misma columna para cada factor son estadisticamente diferentes (Tukey, p <
0.05).

Aunque en la interaccién el efecto fue no significativo, en cada genotipo se tuvo un mayor
prendimiento con una familia de patrén no emparentada: G105+F106 (85 + 9.6), G106+F105 (85
+ 9.6), G114+F115 (85 £ 5.0) y G115+F114 (90 + 10.0%). Pina et al. (2017) sugirieron probar y
seleccionar para cada genotipo de interés la planta patron que mejore el prendimiento y reduzca

la incompatibilidad inicial.
Supervivencia

Ademas del prendimiento la supervivencia del injerto es un factor de gran relevancia ya que
deben mantenerse vivos a través del tiempo para cumplir con su finalidad. Se detectd diferencia

en la supervivencia del G115 y G114 respecto al G105 y G106 (Cuadro 2.2). La supervivencia
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mas alta a los 12 meses fue la de yemas del G115 (73.8%) con diferencia de 41.3, 46.3 y 7.5%,
respecto al G105, G106 y G114 (Cuadro 2.3). Se ha identificado en especies de pino que la
supervivencia del injerto se reduce considerablemente a través del tiempo. Para P. patula se
reporto la reduccion en la supervivencia de 100 a 29% y en otro estudio a 34%, entre los siete y
ocho meses después de injertar (Villasefior y Carreara, 1980; Aparicio-Renteria et al., 2013). En
P. engelmannii Carr. disminuyo a 12.5% a los seis meses y a 27% en P. pseudostrobus a los 90

dias (Barrera-Ramirez et al., 2020; Pérez-Luna et al., 2020a).

En los dos genotipos de pla que obtuvieron alta supervivencia, el mayor nimero de injertos
muertos se presentd en la etapa de prendimiento (dos primeros meses) y solamente el 8.7%
(G115) y 7.5% (G114) en el intervalo del mes 2-12 (Figura 2.2 A). Barrera-Ramirez et al. (2020)
coincidieron que el mayor porcentaje de mortalidad en injertos se registré durante los primeros

40 dias, ya que mas del 50% presentaron problemas de prendimiento.

A 100 r B 100
80
60
m Mes 2

Mes 12

40

Supervivencia (%)
Supervivencia (%)

20

G105 Gl06 Gl14 G115 F105 F106 Fl14 Fl115
Genotipo de la pua Familia del patron

Figura 2.2. Porcentaje de supervivencia del injerto de P. patula del mes 2 al 12 de injertado. A:
supervivencia del factor genotipo de pla; B: supervivencia del factor familia del patron.

Por lo contrario, la mayor tasa de mortalidad después del prendimiento se presento en el G105
(40%) y G106 (42.5%) (Figura 2.2 A). Aparicio-Renteria et al. (2013) atribuyeron la mortalidad
de injertos de P. patula en el primer afio a condiciones ambientales extremas por altas

temperaturas, exceso de lluvia, granizo y heladas antes de ser llevados a campo.

Para este estudio la principal causa de mortalidad en el periodo del mes 2-12, se debid a la

muerte de la planta completa (pua y patrén) en casi el 100% de los casos. A los injertos que
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murieron se les detectdé necrosis en las raices ya que se ha reportado a esta especie como

susceptible en los primeros afios al ataque de hongos fitopatdgenos (Ford et al., 2014).

Tambieén la incompatibilidad fisioldgica y anatomica entre la pua y el patron influyen en la
supervivencia, ya que alguna de las dos partes puede debilitar o matar al arbol injertado; pocos
estudios han puesto atencién en el impacto de la pua sobre el patron (Han et al., 2019).
Tandonnet et al. (2010) determinaron que el vigor de la raiz es conferido por la pua injertada,
ademas el genotipo de pua indujo necrosis en las raices del portainjerto. El G115 y G114 después
del prendimiento pudieron haber asimilado eficientemente los recursos proporcionados por el
patron y viceversa, ya que la capacidad de interaccion determina el éxito del injerto
(Goldschmidt, 2014).

Crecimiento del injerto y desarrollo de aciculas

El mayor crecimiento en longitud del injerto se presenté con puas del genotipo G105 (26 cm)
con diferencia de 9.9, 5.3 y 5.5 cm con el G106, G114 y G115, respectivamente (Cuadro 2.3).
Por otro lado, el G115 (2.0 mm) y el G105 (1.8 mm) favorecieron el mayor crecimiento en
didmetro en comparacion con el G106 y G114 (Cuadro 2.3). Las puas de los genotipos probados
expresaron su potencial de crecimiento inicial por ser recolectadas e injertadas a inicios de
primavera, cuando ocurre el principal alargamiento del brote en pinos, en crecimiento activo
(Viveros-Viveros y Vargas-Hernandez, 2007) (Figura 2.1 B). Los genotipos utilizados como

puas presentaron efecto en la respuesta del crecimiento inicial en longitud y didmetro.

El genotipo influye en variaciones, tanto en la fenologia reproductiva como en las caracteristicas
morfolégicas entre clones debido a la diversidad genética entre individuos de la misma especie
(Sivacioglu et al., 2009). Sivacioglu et al. (2009) encontraron efecto del genotipo sobre el
crecimiento entre diferentes clones de Pinus sylvestris L. de un huerto semillero asexual y Han et
al. (2019) demostraron que el genotipo de la pa causo6 un fuerte efecto sobre la concentracion de
prolina en las raices de injertos en Populus. Cada genotipo puede tener diferente capacidad de ser
propagado por injertacion, incluso puede llegar a influir el habito de crecimiento de las

procedencias donde se recolectaron las yemas (Méndez-Neri et al., 2020).

Los injertos prendidos que desarrollaron mas rapidamente aciculas a los dos meses fueron las
puas del G115 (80.9), G114 (69.7) y G105 (69.2), que tuvieron diferencias con el G106 (40.6%)
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(Cuadro 2.3). Esos tres genotipos también presentaron los valores mas altos de crecimiento en
longitud y didmetro (Cuadro 2.3). Esto puede atribuirse a que las plantas injertadas con estos
genotipos de puas reactivaron el crecimiento favoreciendo la fotosintesis y produccion de
carbohidratos al desarrollarse mas rapido (Barrera-Ramirez et al., 2020). Esta velocidad de
respuesta es de gran relevancia en injertos laterales, ya que la parte aérea del patron se poda
paulatinamente y al final solo quedan las aciculas que haya logrado desarrollar la pda injertada
(Mufioz et al., 2013).

2.5.2. Efecto de la familia del patrén
Prendimiento

Se obtuvo en promedio 70 a 80% de prendimiento y la diferencia estadistica fue no significativa
entre las cuatro familias de patron probadas (Cuadro 2.2). Esta respuesta pudiera atribuirse por
ser injertos intraespecificos ya que es mayor la compatibilidad inicial al ser mas cercanos

genéticamente a nivel de individuos dentro de una misma especie (Darikova et al., 2011).

El reconocimiento y primeros eventos celulares, asi como el proceso de union y cicatrizacién
después de injertar ocurren de forma completa y funcional con la mayor afinidad anatémica,
morfoldgica y fisiologica (Pina et al., 2017; Barrera-Ramirez et al., 2020). Ademés de considerar
el estado fitosanitario, nutrimental y de manejo en los patrones.

La respuesta positiva y similar entre las familias de patron probadas sobre el prendimiento
también pudieran relacionarse a la calidad de la planta patrén, ya que la semilla de cada familia
proviene de arboles superiores: F105 y F106 (ensayo de progenie) y F114 y F115 (huerto
semillero sexual depurado). Estos se cruzaron con otros arboles superiores del ensayo o del
huerto y producto de la recombinacion genética generaron semilla de mayor calidad (White et
al., 2007).

Supervivencia

Se detecto diferencia en la supervivencia del injerto entre la F105 y F115 (Cuadro 2.2). La F105
mostré el valor promedio mas alto (65%) con diferencias de 8.7, 18.7 y 32.5% con la F106, F114
y F115, respectivamente (Cuadro 2.3).
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La mayor mortalidad respecto a la familia del patron se presento después del prendimiento en el
periodo del mes 2-12 y vari6 respecto a cada familia, disminuyendo en este periodo 15, 13.7, 25
y 45% con la F105, F106, F114 y F115, respectivamente (Figura 2.2 B).

La mortalidad se atribuyé a problemas fitosanitarios en el sistema de raices que afectaron
directamente la capacidad de proporcionar agua y nutrimentos a la pua injertada. En Sudafrica se
han reportado dafios en las raices al propagar por semilla y estacas a P. patula, detectando que es
susceptible a Fusarium circinatum con bajos niveles de tolerancia en la etapa de vivero,

reduciendo la supervivencia hasta 32% (Ford et al., 2014).

La incorrecta o baja formacion de callo también puede afectar la supervivencia de la planta
injertada, ya que las conexiones vasculares en el punto de union pueden determinar la
traslocacion de nutrimentos y agua, afectando otras caracteristicas fisioldgicas (Martinez-
Ballesta et al., 2010).

Las diferencias encontradas en las familias de patrén sugieren que los portainjertos pueden
diferir en su funcionalidad, por ejemplo, su capacidad para capturar recursos del suelo y
transportarlos a la pua, por diferencias en la arquitectura del sistema de raices, funcionamiento e

interaccion con la rizosfera (Gautier et al., 2019).

La familia de patrén que mantuvo el valor mas alto de supervivencia (F105) podria considerarse
para produccion de planta patrén en futuros estudios de injerto, asi como continuar con ensayos

para identificar las mejores familias de P. patula para este fin.

Los injertos han sido empleados ampliamente en otras areas para incrementar productividad y/o
mejorar la resistencia a enfermedades y estrés abiotico, por ello, debe considerarse injertar puas
en patrones que tienen alta resistencia a problemas fitosanitarios en las raices, debido a que las
principales ventajas documentadas de los portainjertos es la capacidad para controlar
enfermedades (Han et al., 2019).

Crecimiento del injerto y desarrollo de aciculas

El analisis de varianza no mostrd diferencias (p < 0.05) en la familia de patron sobre el
crecimiento en longitud, solamente en diametro (Cuadro 2.2). La F105 (1.9 mm) presentd

diferencia en el crecimiento en didmetro con la F114 (1.3 mm) (Cuadro 2.3). El crecimiento de
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las puas injertadas se considera como un indicativo de prendimiento inicial y vigor del injerto
(Munoz et al., 2013).

El G105 mostro el mayor crecimiento en diametro al injertarse en su misma progenie
G105+F105 (2.1 mm). Sin embargo, esta afinidad puede estar relacionada con el vigor de esta
familia en particular y no por afinidad genética, ya que fue la mejor en todos los casos para esta
variable: G106+F105 (1.6), G114+F105 (1.6) y G115+F105 (2.2 mm). El desarrollo de aciculas
se evaluo a los dos meses para detectar la rapidez con la que se generan estas estructuras. A los
cinco meses el 100% de injertos las habia desarrollado. En P. pseudostrobus la formacion de
aciculas se observé desde los 45 dias (Barrera-Ramirez et al., 2020).

La familia de patron F106 favorecio la formacion de aciculas mas rapidamente (81.9%) y tuvo
diferencias con la F114 y F115 de 25.7 y 23.9%, respectivamente (Cuadro 2.3). La respuesta de
esta familia quizas esté relacionada con una rapida conexién vascular entre las partes del injerto
permitiendo la translocacion de agua y nutrimentos a la pla para reanudar exitosamente la

formacion y desarrollo de aciculas (Hartmann et al., 2014).

Mientras més rapido aparezcan las aciculas se espera que inicien la fotosintesis y produccion de
carbohidratos requeridos por la planta injertada favoreciendo la reactivacion de su crecimiento
(Barrera-Ramirez et al., 2020). Martinez-Ballesta et al. (2010) mencionan que estan poco
documentadas las implicaciones fisioldgicas de la conexidn entre la pla y el patron sobre el area

foliar, la morfologia, el crecimiento, la biomasa y la fotosintesis en injertos.
2.5.3. Interaccidn de los factores en la supervivencia

El efecto del genotipo de la pla es afectado por la familia del patron en la supervivencia del
injerto en P. patula. Las mejores combinaciones para cada uno de los cuatro genotipos de pla
fueron: G115+F114 (85), G114+F105 (80), G106+F105 (60) y G105+F106 (60%) (Cuadro 2.4).
La seleccién de una apropiada combinaciéon de pua y patrén puede mejorar la supervivencia,
como lo encontrado por Kita et al. (2018) en injertos de Larix gmelinii. Cada genotipo de pla
presentd mayor supervivencia siendo injertado en una familia de patron no emparentada y no en
su misma progenie, como se esperaba. Podria maximizarse la supervivencia del injerto para
plantaciones de huertos semilleros asexuales determinando el portainjerto mas apropiado al

genotipo de la pda (Kita et al., 2018).
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Cuadro 2.4. Interaccion entre el genotipo de pla y la familia del patron sobre la supervivencia del injerto
de Pinus patula a los 12 meses.

Genotipo  Familiade  Supervivencia Genotipode  Familiadel  Supervivencia

de pua patron (%) pla patron (%)
G105 F105 45+5.0 G114 F105 80+8.2
G105 F106 60+14.1 G114 F106 60+ 14.1
G105 F114 25+5.0 G114 F114 55+5.0
G105 F115 00x0.0 G114 F115 70+5.8
G106 F105 60 +8.2 G115 F105 75%+5.0
G106 F106 30+5.8 G115 F106 75%15.0
G106 F114 20+8.2 G115 F114 85+ 15.0
G106 F115 00x0.0 G115 F115 60 = 8.2

Valores medios + error estandar.

Aunque cada genotipo de pla tenga afinidad por una familia de patron en particular (Cuadro
2.4), la F105 fue mas estable (primer o segundo valor més alto) en la supervivencia y presenta
caracteristicas que favorecen la viabilidad del injerto a través del tiempo para los genotipos de
puas probados de P. patula. Por lo tanto, pudiera considerarse como patrén en futuras pruebas de
injerto para esta especie. Kita et al. (2018) indicaron que con un apropiado portainjerto puede

obtenerse un arbol que exhiba las mejores cualidades de ambas entidades genéticas (pUa-patron).

En contraste, la F115 fue la menos favorable. Al injertarse el G105 y G106 en la F115 murieron
todos los injertos de los respectivos tratamientos a los 12 meses (Cuadro 2.4); por lo tanto, el uso

de esta familia como patron no garantiza la supervivencia del injerto.

Existen pocos estudios sobre la produccidn de portainjertos en especies del género Pinus, pese a
la importancia del patron sobre el prendimiento, supervivencia y vigor del injerto (Barrera-
Ramirez et al., 2020). Se ha tenido mayor avance en la seleccion de genotipos superiores para ser
utilizados como puas, pero no existe informacion en P. patula de familias sobresalientes que

puedan ser utilizadas como planta patron en injertos.
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2.6. CONCLUSIONES

El éxito de los injertos de Pinus patula es mayor en plantas sin cercania genética intraespecifica,

es mas importante el vigor de ambas partes.

El genotipo de pua y familia de patron no influyen en el prendimiento inicial. EI genotipo de la

pua modifica el efecto de la familia de patron en la supervivencia del injerto y viceversa.

El crecimiento en longitud, diametro y desarrollo de aciculas del injerto varia de manera

particular respecto al genotipo de pua y familia de patron probados.

El genotipo G115 y la familia F105 mostraron superioridad en supervivencia respecto a otros
genotipos y familias probadas, por lo que es posible encontrar familias que pueden ser utilizadas

como plantas patron mas compatibles al injerto.
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CAPITULO Ill. EVALUACION DEL GENOTIPO DE PLANTAS MADRE A PARTIR
DE INJERTO DE Pinus patula PARA LA INDUCCION DE BROTES Y RAICES
ADVENTICIAS

3.1. RESUMEN

Los injertos de pino de genotipos superiores utilizados como plantas madre representan una
alternativa de material para propagacion masiva por medio de la induccion de brotes adventicios.
El objetivo fue evaluar el efecto del injerto y genotipo en la induccion y desarrollo de brotes a
partir de plantas madre de Pinus patula y su posterior enraizamiento. Para inducir los brotes, se
aplicé una poda a la yema terminal de injertos de cuatro genotipos superiores de P. patula
(G105, G106, G114 y G115) y plantulas de dos afios sin injertar, dando cinco tratamientos.
Posteriormente los brotes se cosecharon y pusieron en cdmaras de enraizamiento. Para evaluar la
induccién de brotes y raices adventicias se aplicé un disefio en bloques al azar y se midio el
porcentaje de plantas madre que formaron brotes, asi como el nimero, longitud (cm) y diametro
(mm) a la semana 16. En la segunda etapa, se contabilizaron las estacas vivas y enraizadas (%), a
tres meses de su establecimiento en las cAmaras de enraizamiento. Se detectaron diferencias en
todas las variables (p < 0.05). El genotipo tuvo efecto en el tiempo de inicio de formacion de
brotes. Las plantas no injertadas desarrollaron el mayor nimero promedio de brotes por planta
madre (7.5). Los brotes del G114 y G106 presentaron el mayor crecimiento en longitud (6.0 cm)
y en didmetro (5.1 mm), respectivamente. En la etapa de enraizamiento, los brotes de la planta no
injertada tuvieron el 100% de supervivencia y 20% de enraizamiento. Los brotes de plantas
madre de injerto permanecieron vivos entre 50 y 75% pero sin enraizar. Se logro el desarrollo de
brotes adventicios de plantas madre, tanto de planta no injertada como injertada; el genotipo
influy6 en la morfologia de los brotes y el enraizamiento se present6 solo en brotes de planta no

injertada.

Palabras clave: clon, genotipo superior, morfologia del brote, planta madre, poda.
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GENOTYPE EVALUATION FROM MOTHER PLANTS OF Pinus patula GRAFT FOR
ADVENTITIOUS SPROUTS AND ROOTS INDUCTION

3.2. ABSTRACT

The pine grafts of superior genotypes used as mother plants represent an alternative to massive
reproduction through adventitious sprout induction. The aim was to evaluate the graft and
genotype effect on the induction and development of sprouts based on mother plants of Pinus
patula and its subsequent rooting. To induce the sprouts, pruning was applied to the terminal bud
of four superior genotypes of P. patula (G105, G106, G114 and G115), and two-year non-grafted
seedlings, resulting five treatments. A complete random block design was used to test the effects
of grafted and non-grafted mother plants on production of sprouts, as well as number, length
(cm) and diameter (mm) 16 weeks after. In the second stage, live and rooting cuttings were
counted (%) three months after their establishment in the rooting chamber. Differences were
detected in all variables (p < 0.05). The genotype affected the starting time of sprouts. The non-
grafted plants developed higher average number of sprouts per mother plant. (7.5). The G114
and G106 sprouts presented the highest growth in length (6.0 cm) and diameter (5.1 mm),
respectively. Regarding rooting, sprouting of non-grafted plants showed 100% survival and 20%
of rooting. Survival of sprouts from grafted mother plants was between 50% and 75%, whit no
rooting at all. Development of adventitious sprouts was achieved from grafted and non-grafted
mother plants; the genotype influenced the sprouts morphology and the rooting was present only

in sprouts from non-grafted plants.

Keywords: clone, mother plant, pruning, sprout morphology, superior genotype.
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3.3. INTRODUCCION

La propagacion clonal consiste en obtener nuevos individuos a partir de partes vegetativas que
tienen la capacidad de regeneracion y proporciona la posibilidad de multiplicar integramente la
informacion genética de un arbol con caracteristicas deseables que quieren mantenerse (Niemi et
al., 2004; Hartmann et al., 2014). Esto puede lograrse por medio de injertos, enraizamiento de

estacas, acodos o cultivo in vitro (Bonga, 2016).

Sin embargo, la propagacion por injertos es limitada por la cantidad de puas disponibles por
arbol y la necesidad de producir planta patron de calidad; por lo que para la propagacion masiva
es méas recomendable el enraizamiento de estacas. Los injertos se han utilizado para producir
planta requerida para el establecimiento de huertos semilleros asexuales en especies de pino
porque los arboles maduros son dificiles de enraizar (Wendling et al., 2014; Pérez-Luna et al.,
2020a).

En Pinus patula Schiede ex Schitdl. et Cham., especie endémica de México de importancia
econdmica por su alta productividad y calidad de madera (Escamilla-Hernandez et al., 2020), se
ha comprobado el éxito de la aplicacién de los injertos para la propagacién de genotipos
deseables (VVargas-Hernandez y VVargas-Abonce, 2016).

La multiplicacion masiva por enraizamiento de estacas requiere material juvenil, asi que las
empresas forestales han creado plantas de porte pequefio que generen muchos brotes vigorosos a
las que se les Ilama plantas madre (Rowe et al., 2002; Wendling et al., 2014). El sistema de
plantas madre se refiere al manejo de plantas obtenidas por semilla o por propagacion vegetativa
que son podadas para estimular la formacién de brotes adventicios con caracteristicas juveniles
(Riov et al.,, 2020; Martinez-Alonso et al., 2012). Estos brotes pueden utilizarse para

enraizamiento de estacas, injertarse o para cultivo in vitro (Read y Bavougian, 2013).

El enraizamiento de estacas se ha aplicado operativamente en Pinus radiata D. Don en Nueva
Zelanda, P. taeda L. en USA y P. patula en Sudéafrica (Ford et al., 2014; Wu, 2019). En México
solo hay reportes de experimentos en P. patula, P. leiophylla Schiede ex Schltdl. et Cham., P.
hartwegii Lindl. y el hibrido Pinus elliottii var. elliottii x P. caribaea var. hondurensis (Cuevas-
Cruz et al., 2015; Rivera et al., 2021; Bautista-Ojeda et al., 2022; Cabrera et al., 2022).
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El uso de plantas madre permite: 1) mantener caracteristicas juveniles en las estacas; 2) facilitar
el manejo y recolecta de estacas; 3) programar podas; 4) evita ir al sitio original del arbol para
reducir gastos; 5) controlar la nutricion de la planta; y 6) utilizar poco espacio en vivero y
mantener material vegetal sano (Rezende et al., 2014; Sodré y Gomes, 2019).

La produccion de planta madre por semilla tiene el inconveniente de que se reproducen
individuos genéticamente diferentes al arbol superior seleccionado y requiere preferentemente la
realizacion de cruzas controladas con otros progenitores cuya cruza sea comprobada en campo

en ensayos que requieren tiempo (Mitchell y Jones, 2006; Ford et al., 2014).

Por medio de la propagacion serial puede evitarse la variacion genética y clonar a mayor escala
los arboles superiores originales (Mitchell y Jones, 2006; Wendling et al., 2014). Primero se
injertan los genotipos seleccionados, luego, se podan las plantas a temprana edad para estimular
el desarrollo de brotes adventicios, los cuales se cosechan y mediante tratamientos fisicos y
guimicos se promueve el enraizamiento de estacas (Read y Bavougian, 2013; Bonga, 2016). La
interrogante es si el tejido injertado tendria mayor probabilidad de producir brotes vigorosos,
menos lignificados (juveniles) y con capacidad de enraizamiento como los generados por plantas

madre originadas por semilla (Inoti et al., 2017).

La fisiologia de las plantas madre estd en funcion del genotipo, fecha de poda, condiciones
ambientales, nutricionales y hormonales (Inoti et al., 2017). El genotipo puede influir en la
capacidad de formacion, nimero y morfologia de los brotes adventicios, asi como en su
enraizamiento (Martinez-Alonso et al., 2012; Sodré y Gomes, 2019).

Se encontrd variacion en la induccién y numero de brotes de acuerdo al origen genético de la
planta madre en Pinus taeda y P. jaliscana Pérez de la Rosa (Rowe et al., 2002; Aparicio-
Renteria et al., 2006). En plantas madre de P. taeda las diferencias genéticas entre familias
fueron evidentes en la formacion de brotes (Rowe et al., 2002). Sin embargo, Martinez-Alonso et
al. (2012) no encontraron efecto del origen genético en la longitud del rebrote de plantas madre

de Pinus pinaster Ait.

Se desconoce la respuesta de las plantas injertadas manejadas como plantas madre para
multiplicar genotipos deseables de P. patula seleccionados de un ensayo de progenie y un huerto

semillero. Por lo tanto, el objetivo del estudio es comparar el efecto del injerto y genotipo en la
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produccidn de brotes y en el enraizamiento de estacas en respuesta a la poda de plantas madre de

P. patula.
3.4. MATERIALES Y METODOS
3.4.1. Produccion de planta madre

Para los experimentos se utilizaron cuatro genotipos superiores de Pinus patula seleccionados en
el ejido Pefiuelas Pueblo Nuevo, Chignahuapan, Puebla (G105, G106, G114 y G115). Los
arboles elegidos mostraron superioridad en altura, didmetro normal y rectitud del fuste dentro de
cada una de sus fuentes. La fuente del G105 y G106 fue de un ensayo de progenie (19° 57°
43.14 LN y 98° 06" 15.25" LO a 2,574 m de altitud); mientras que la del G114 y G115 de un
huerto semillero sexual (19° 57" 36.09"" LN y 98° 06" 18.92"" LO a 2,592 m de altitud).

En octubre de 2018 se recolectd semilla de polinizacion abierta de los cuatro genotipos
seleccionados para produccién de planta patron. Las semillas germinaron en envases individuales
de plastico rigido con capacidad de 320 ml en condiciones de invernadero en el Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, México, y en septiembre de 2019 las plantas se
trasplantaron a envase de plastico de 1 L. Se utiliz6 como sustrato una mezcla de turba de
musgo, perlita y vermiculita (60-20-20%, respectivamente), incluyendo 8 g L™ de fertilizante de
liberacion controlada de ocho meses Multicote® 18-6-12 + 2MgO + microelementos. Tres meses

después las plantas fueron colocadas a sol directo.

En marzo de 2020, 18 meses de edad, se seleccionaron 320 plantas vigorosas que fueron
utilizadas como patrén para injertar y generar las plantas madre y 30 mas para producir plantas
madre sin injertar. La recolecta de las puas se realiz6 a principios de abril de 2020 de los mismos
cuatro genotipos utilizados como donadores de semilla para la planta patréon (G105, G106, G114
y G115); las puas se trasladaron al Colegio de Postgraduados, donde se mantuvieron en
refrigeracion a 4 °C. Las yemas presentaban un estado fenoldgico de crecimiento activo, antes de
emitir aciculas, vigorosas, sin plagas ni enfermedades aparentes; una longitud promedio de 13 +

2.0 cm y diametro de 4.9 + 0.1 mm.

Al dia siguiente de la recolecta de las yemas se injerto con la técnica lateral a 10 cm de la base en
el tallo principal del patron, haciendo un corte de 2 cm de longitud y 80° de inclinacion con el
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cater (navaja de doble filo). Al momento de injertar las puas se ajustaron a 7 cm de longitud;
posteriormente a cada pua se le hicieron dos cortes con bisturi (navaja del nimero 12) para darle
forma de cufia en la parte basal, exponiendo dos planos del cambium, de modo que, se hizo
coincidir el cambium de ambas partes al insertar la pda en la hendidura del patron. Para fijar la
pua y sellar la zona injertada se coloco la tira de plastico (“hule cristal delgado” de 1 cm de

ancho y 50 um de grosor), con varias vueltas alrededor de la zona.

Finalmente, fue colocada sobre el injerto una bolsa de polietileno transparente (15 x 25 cm) para
evitar la deshidratacion del mismo. La bolsa fue inflada para generar espacio con la pla injertada
y luego se amarré en la parte superior e inferior. En vivero se dio mantenimiento de riego de
manera individual dos a tres veces por semana a los injertos prendidos y a la planta no injertada.
El pH del agua se ajustd a 5.7 con acido fosforico. La fertilizacion se realizé una vez por semana

con Peters Profesional® 20-20-20 en dosis de 1 g L™
3.4.2. Induccion de brotes (estacas) por poda

A los seis meses del injertado, en octubre de 2020, se seleccionaron las 30 mejores plantas
injertadas de cada genotipo (altura, vigor y con dominancia apical definida) para conformar las
plantas madre. Enseguida, la planta injertada como de la no injertada se pod6 2 cm abajo de la

yema apical para inducir el desarrollo de brotes adventicios.

Al momento de realizar la poda, las plantas madre se encontraban sanas y con fasciculos. La
altura promedio de la planta injertada fue: G105 (36.1 + 1.4), G106 (26.7 + 1.2), G114 (32.7
0.5), G115 (35.8 = 1.1) y de la no injertada (76.8 £ 0.9 cm). La planta no injertada estuvo
constituida de la planta patrén de dos afios de edad que no se injertd, ésta se mantuvo con el

mismo manejo que las injertadas.

Dos meses después de la poda aparecieron los brotes adventicios en las plantas madre, a los
cuales se les aplico solucion de Captan 50® 1 g L con frecuencia de dos veces por semana
mientras seguian creciendo aun en la planta madre, para prevenir problemas fitosanitarios en la
siguiente etapa de enraizamiento. Las plantas se mantuvieron a la intemperie con temperatura
promedio de 21.3 + 0.6, maxima de 36.6 £ 0.6 y minima de 6.1 = 0.3 °C. La humedad relativa
promedio fue 51.8 £ 1.0, la maxima de 72.9 + 0.7 y la minima de 28.5 + 0.8%. El registro de
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estas variables se realizé (cada 4 h) con un sensor HOBO® durante 16 semanas a partir de la

poda de las plantas madre.
3.4.3. Enraizamiento de estacas

A la semana 18 después de la poda, los brotes adventicios generados en las plantas madre fueron
cosechados (Figura 3.1 A y B). Las estacas obtenidas se sumergieron en solucion de agua
corriente y fertilizante foliar Bayfolan® 1.5 g L™ durante 20 min para mantenerlos hidratados.
Luego, fueron lavadas en solucion de jabén liquido comercial e hipoclorito de sodio 1 ml L™ y se
enjuagaron con agua corriente. Finalmente, se trataron con solucion del fungicida Captan® 1 g L-

! durante 15 min y se pasaron a un recipiente con hielo para mantenerlos frescos e hidratados.

Figura 3.1. Produccion y enraizamiento de brotes a partir de plantas madre de P. patula. A: brotes de
plantas madre a partir de injertos; B: brotes de plantula no injertada; C: cAmaras de enraizamiento; D y E:
callo de brotes a partir de injerto; F y G: enraizamiento y aclimatacion de brotes de planta no injertada.

Cada estaca tuvo una longitud de 5 cm, la cual se ajustd con un corte de 45° en su base. En la
zona expuesta por el corte se aplico la auxina Acido indol-3-butirico (AIB) en polvo a una
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concentracion de 5,000 ppm Radix®. Posteriormente, las estacas fueron enterradas en el sustrato
a una profundidad de 1-1.5 cm desde su base, haciendo previamente el hueco y al final

compactando el sustrato en la base de la estaca. Se formaron filas distanciadas cada 5 cm.

El sustrato para enraizamiento fue de una mezcla de perlita y turba de musgo (Peat moss) en
proporcion 3:1, respectivamente. Se utilizaron 8 L de esta mezcla por cdmara de enraizamiento.
El sustrato se saturd con 3.7 L de agua purificada por cdmara. Cada camara estuvo conformada
con contenedores de plastico redondo de 36 cm de didmetro y 15 cm de altura con orificios en la

base y desinfectadas con sales cuaternarias de amonio (Pursue®) 10 ml L,

Las cAmaras fueron cubiertas con bolsas de plastico transparente de 0.8 x 1.2 m para mantener la
humedad ambiental y para evitar problemas fitosanitarios se asperjé el interior con una solucién
de agua y sales cuaternarias de amonio 3 ml L. Las camaras con las estacas establecidas se
mantuvieron en condiciones de invernadero durante seis semanas (Figura 3.1 C). Las estacas que
desarrollaron raices adventicias se pasaron a tubetes individuales de 320 ml en condiciones de

invernadero para su aclimatacion (Figura 3.1 G).
3.4.4. Disefio experimental y andlisis de datos

Se aplico un disefio experimental completamente al azar. Para la etapa de induccién de brotes
fueron seis bloques y cuatro para la etapa de enraizamiento. Se establecieron cinco tratamientos,
evaluando las plantas madre de injertos de cuatro genotipos superiores (T1: G105, T2: G106, T3:
G114 y T4: G115) y planta no injertada a partir de semilla (T5). En la primera etapa, la unidad
experimental constd de cinco injertos o plantas, respectivamente y en la etapa de enraizamiento

de 5 estacas.

Las variables evaluadas en la induccién de brotes fueron: plantas madre que emitieron brotes
adventicios (%) a la semana siete y 16; numero, longitud (cm) y didmetro (mm) de los brotes
solamente a la semana 16. Semanalmente se registrd la respuesta en la formacién de los brotes
para describir su desarrollo fenoldgico. Las variables evaluadas en el enraizamiento de estacas
fueron: estacas vivas (%) y estacas enraizadas (%) a los tres meses de haberse puesto en las

camaras de enraizamiento.
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Se realiz6 un andlisis de varianza a los datos de las variables evaluadas en cada una de las dos
etapas (induccién de brotes y enraizamiento), correspondientes a los cinco tratamientos.
Posteriormente, a las variables que presentaron diferencia estadistica se les aplico la prueba de
comparacion multiple de medias de Tukey (p < 0.05), mediante el procedimiento Mixed del

paquete Statistical Analysis System version 9.4 (SAS, 2013).

Los datos de la variable de numero de brotes y las evaluadas en porcentaje al no cumplir con el
supuesto de normalidad se transformaron con la funcion [T = log10 (Y)] y [T = arcoseno (\ Y)],
respectivamente antes de realizar el analisis de varianza y prueba de Tukey, posteriormente se
retransformaron a las unidades originales con la funcion [Y = 10"] y [Y = 100 seno? (T)],
respectivamente. (Bautista-Ojeda et al., 2022). Se utiliz6 el mismo modelo para las dos etapas

del experimento:
YU = :u+Tl+Bj+€lj

Donde: i =1, 2,...t, j =1, 2,...r: t= niUmero de tratamientos, j = nimero de bloques = nimero de repeticiones; Yij =
valor de la variable respuesta correspondiente a la repeticién j del tratamiento i; p = media general; t; = efecto del
tratamiento i; Bj = efecto del bloque j; €;; = error experimental i =T1, T2, T3, T4y T5; j=1, 2, 3,... repeticiones.

3.5. RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de varianza detecto diferencias estadisticas (p < 0.05) entre los tratamientos para todas

las variables evaluadas (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Valores de significancia generados en el andlisis de varianza del porcentaje de plantas madre
gue formaron brotes a las 7 y 16 semanas, himero de brotes promedio por planta y tamafio de los brotes
[longitud (cm) y diametro (mm)] a la semana 16 en las plantas madre de Pinus patula podadas y sujetas a
los tratamientos establecidos.

Brotes (%) a la semana NUmero Tamafo de brotes
Fuente de
o de brotes/ _ )
variacion 7 16 Longitud Diametro
planta
Bloque 0.1723 0.7778 0.2853 0.3065 0.1333
Tratamiento 0.0023 0.0159 0.0001 0.0001 0.0001
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3.5.1. Formacion de brotes

En la evaluacion a la semana siete se observo que el inicio de la brotacion no fue homogéneo
entre genotipos de planta injertada, lo que dificultd cosechar los brotes en una sola fecha. El
45.8% de las plantas madre de injerto iniciaron la formacion de brotes adventicios entre las
primeras 7 semanas. Las plantas madre del T3: G114, produjeron diferencias de mas del 20 a
40% de brotes que el de las otras plantas injertadas, pero fue similar al de las plantas madre no
injertadas (T5), misma capacidad de respuesta a la poda (Cuadro 3.2).

Cuadro 3.2. Valores medios y error estandar (+) del porcentaje de plantas madre que formaron brotes a

las 7 y 16 semanas, numero de brotes por planta y tamafio de los brotes [longitud (cm) y diametro (mm)]
en las plantas madre de Pinus patula podadas y sujetas a los tratamientos establecidos.

Brotes (%) a la semana Numero de Tamarnio de brotes
Tratamiento brotes/
7 16 Longitud Diametro
planta
T1 46.7+84b 833+109ab 23+0.1b 55+0.6ab 42+0.4bc
T2 36.7+£95bc 70.0+11.2b 19+0.2b 55+05ab 51+02a
T3 70.0+86a 96.7+33a 27+03b 6.0+0.3a 3.8+0.1cd
T4 30.0+£6.8¢C 96.7+33a 26+0.2b 4.0+0.2bc 48+0.2ab
T5 700+6.8a 96.7+33a 75+09a 26+0.1c 3.0+£0.1d

Medias con letras diferentes en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05). T1: G105; T2:
G106; T3: G114; T4: G115; T5: planta no injertada.

De manera similar a nuestros resultados, en plantas madre de P. taeda a partir de semilla las
diferencias genéticas entre familias fueron evidentes en la formacién de brotes (Rowe et al.,
2002). En P. jaliscana encontraron gran variacion en la producciéon de brotes de acuerdo al
genotipo de la planta madre (Aparicio-Renteria et al., 2006). Esta variacion responde al factor
genético, ya que hay genotipos con mayor capacidad de brotacién que otros dentro de una misma
especie (Rezende et al., 2014). También se ha sefialado que influyen otros factores como la
altura del tallo en la que se realiza la poda, la nutricion, la edad, la fecha y la intensidad de poda,
el balance hormonal de la planta madre, la luz, la temperatura y la humedad (Rowe et al., 2002;

Cuevas-Cruz et al., 2015; Escamilla-Hernandez et al., 2020).
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El estimulo para la formacion de brotes adventicios se da en respuesta a factores de estrés como
defoliacion, poda, fuego y sequia (Jiménez-Casas y Zwiazek, 2014). Al eliminar el apice de la
planta madre por medio de la poda, se pierde dominancia apical y las yemas laterales pueden ser
liberadas de la dormancia por la reduccion en los niveles de auxina, las citocininas producidas en
las raices se transportan hacia arriba y pueden actuar en las yemas para promover su desarrollo
(Ning et al., 2013; Read y Bavougian, 2013). Este proceso fisioldgico se da como respuesta de la

planta para mantener una mayor biomasa viva (Smith et al., 2018).

Para la evaluacion final (semana 16) presentaron diferencias de més de 27% los tratamientos T3,
T4 y T5 que desarrollaron brotes adventicios respecto al T2 (Cuadro 3.1). La mayoria de las
plantas madre a partir de injerto lograron formar brotes (87%), asi como la planta no injertada
(97%) (Cuadro 3.2).

Del 70-97% de las plantas madre, a partir de injerto, formaron brotes a pesar de que las puas
injertadas provienen de arboles de 11 y 15 afos de edad con produccion de estructuras
reproductivas. A la fecha no se han documentado datos sobre induccion de brotes en plantas
madre injertadas (con puas de arboles adultos) en especies de pino. En general, los estudios se
han enfocado en plantulas menores de dos afios y producidas con semilla, como en Pinus
leiophylla (Cuevas-Cruz et al., 2015), P. radiata, P. taeda (Wu, 2019), P. hartwegii (Rivera et
al., 2021) y P. patula (Bautista-Ojeda et al., 2022).

Para arboles de mayor edad se ha reportado la induccién de brotes adventicios con arboles del
hibrido Pinus elliottii var. elliottii x P. caribaea var. hondurensis de cuatro afios de edad
(Cabrera et al., 2022). Es dificil que en coniferas adultas se produzcan brotes adventicios
(Wendling et al., 2014), debido a la transicion de la fase juvenil a la madura que trae cambios

progresivos en la capacidad de desarrollarlos (Hartmann et al., 2014).

Solo algunas coniferas como P. leiophylla presentan capacidad de rebrote en etapa adulta
(Jiménez-Casas y Zwiazek, 2014). Posiblemente al injertar las plas de arboles adultos sobre
patrones jovenes se favorecio la formacion de brotes. Wendling et al. (2014) indicaron que el
rebrote es una caracteristica de plantulas juveniles que se confiere del patrén a la pla al injertar.
En este estudio se demuestra que pueden establecerse plantas madres injertadas de arboles

adultos de P. patula con capacidad de producir brotes.
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3.5.2. Nimero de brotes

Se present6 diferencia significativa en el namero de brotes adventicios a la semana 16 (Cuadro
3.1). El testigo mostrd el valor mas alto con 7.5 brotes en promedio por planta madre y tuvo
diferencias con los otros cuatro tratamientos correspondientes a plantas injertadas, que emitieron
entre 1.9 y 2.7 brotes por planta madre (Cuadro 3.2). EI nimero de brotes se vio afectado por el
origen de la planta madre (injerto). Sin embargo, el genotipo dentro de este grupo no tuvo efecto.
En contraste, plantulas de 18 meses de P. jaliscana si presentaron variacion en el nimero de

brotes (0 a 27) entre genotipos (Aparicio-Renteria et al., 2006).

En promedio se formaron 2.4 brotes por planta madre a partir de injertos. Wendling et al. (2015)
sefialaron que la baja productividad inicial es comun por la adaptacion del rameto al sistema de
manejo como planta madre. Hernandez y Rubilar (2012) obtuvieron entre 4 y 10 brotes totales
por planta madre de tres afios de edad en P. radiata originadas de semilla. EI mayor numero de
brotes en general, se formé en las primeras 11 semanas y después se detuvo considerablemente.
El T5 produjo tres veces mas brotes totales que las plantas madre a partir de injerto (T1-T4); el
T3 (G114) y el T4 (G115) produjeron mas que el T1y T2 (Figura 3.2).

250
200
150 r

100 F

Numero de brotes

J
o
T

\
\

() 1 1 | | 1 |
S7 S9 S11 S13 S16
Tiempo (semanas)

Figura 3.2. Numero total de brotes por tratamiento producidos entre la semana siete (S7) y la 16 (S16)
después de la poda; cada tratamiento constituido por 30 plantas madre de Pinus patula. Plantas injertadas:
T1 (G105), T2 (G106), T3 (G114), T4 (G115) y T5 (plantas no injertadas).

Aunque logré multiplicarse el material vegetal de los genotipos de interés, quizas sea necesario
amplificar ain mas el nimero de brotes por planta madre ya que en algunos casos las podas no

son suficientes para inducir y producir la cantidad requerida (Inoti et al., 2017). La fertilizacion
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de las plantas madre podria ayudar a aumentar la produccion de brotes (Martinez-Alonso et al.,
2012; Inoti et al., 2017). Particularmente al aumentar el nitrégeno se incrementa el nimero de
brotes por planta madre (Ford et al., 2014); aunque también debe analizarse previamente el
estado nutricional de la planta para detectar insuficiencias y mejorar su vigor, a mayor vigor

mayor produccion de brotes (Cabrera et al., 2022).

La fertilizacion con nitrogeno en plantas madre de P. taeda y P. radiata aumentd los niveles de
carbohidratos mejorando la produccion de brotes (Rowe et al., 2002; Hernandez y Rubilar,
2012). El desarrollo y crecimiento de rebrotes depende en gran medida de las reservas de
carbono existentes en los tejidos de la planta madre (Smith et al., 2018).

La severidad del tipo de estrés producido a las plantas madre (poda) también puede influir en el
numero de brotes (Jiménez-Casas y Zwiazek, 2014). Podas constantes en plantas madre de P.
jaliscana aumentaron progresivamente la produccién de brotes (Aparicio-Renteria et al., 2006);
Bautista-Ojeda et al. (2022) podaron hasta tres veces las plantas madre de P. patula. Por lo tanto,
para aumentar la produccion de brotes puede considerarse aplicar podas frecuentas 0 mas

severas.
3.5.3. Longitud de brotes

La longitud del brote presento diferencias significativas entre los tratamientos evaluados (Cuadro
3.1). En promedio se obtuvieron 5.3 cm de longitud del brote de plantas madre a partir de injerto
y las de planta no injertada de 2.6 cm (Cuadro 3.2). En los brotes de plantas madre a partir de
injerto el promedio en longitud mas alto lo present6 el T3 (6.0 cm) ya que inici6é su formacion
mas répido y tuvo diferencia solo con el T4 de 2.0 cm. Martinez-Alonso et al. (2012) no

detectaron efecto del origen genético de las plantas madre en la longitud del brote de P. pinaster.

El bajo crecimiento de brotes del T5 pudiera atribuirse a que distribuyeron sus recursos en un
gran numero de brotes afectando su crecimiento. Bautista-Ojeda et al. (2022) recomendaron
eliminar los brotes débiles de cada planta madre de P. patula para reducir la variabilidad en vigor

y optimizar la distribucion de recursos favoreciendo el crecimiento de los remanentes.

Es importante considerar la longitud del brote de acuerdo con su objetivo final, sea pua para
injerto, explante para cultivo in vitro o estaca para enraizamiento (Foster et al., 2000; Sodré y
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Gomes, 2019). Escamilla-Hernandez et al. (2020) recomendaron para P. patula una longitud del
brote de 7-9 cm si va a utilizarse para enraizamiento, Rivera-Rodriguez et al. (2016) obtuvieron
para este mismo fin brotes de 8-10 cm y Ford et al. (2014) de 8 cm. Los brotes del G114 (T3)

son los que se acercaron mas a esta longitud recomendada.

Del total de brotes formados a la semana 16 un porcentaje medio a bajo tuvo una longitud > 5
cm, esto es el T1 (53), T2 (38), T3 (53), T4 (19) y T5 (3%). Esta variacion dificulta tener una
cosecha en una sola fecha, ya que el inicio de la formacion de brotes no fue el mismo para cada
genotipo. Este comportamiento también se observo entre plantas madre de un mismo genotipo y
hasta dentro de una misma planta, ya que tuvieron brotes de diferentes tamafios, desde recién

formados hasta los que ya habian detenido su crecimiento (Figura 3.3 E).

Para este estudio el crecimiento de los brotes fue menor al reportado en otras especies de pino de
7-12 cm (Cuevas-Cruz et al., 2015; Escamilla-Hernandez et al., 2020). Esta menor longitud
puede estar relacionada a la fecha de poda a las plantas madre (octubre) cuando las plantas estan
en un periodo de dormancia y no hay alargamiento visible del brote ocasionado por factores
ambientales y fisioldgicos (Viveros-Viveros y Vargas-Hernandez, 2007). Rowe et al. (2002)
obtuvieron el mayor numero de brotes con > 9 cm de longitud en primavera y la menor longitud
en invierno. Ademas de la fecha de poda, Herndndez y Rubilar (2012) sugirieron desarrollar
esquemas de fertilizacién para optimizar la elongacion de los brotes ya que al aumentar la
concentracion de nitrégeno los brotes elongaron de 4.5 cm con 0 mg L hasta 8.7 cm al fertilizar
con 400 mg L. Este efecto se debid a que los niveles elevados de nitrégeno promueven una

rapida division y elongacién celular (Martinez-Alonso et al., 2012).
3.5.4. Diametro de brotes

Hubo diferencias para el diametro de los brotes. En promedio el diametro de los brotes a partir de
injertos fue de 4.5 y para el T5 (planta no injertada) de 3.0 mm. El valor promedio mas alto se
presento con el T2 (5.1 mm) con diferencia de 0.9, 1.3, 0.3y 2.2 mm con el T1, T3, T4 y T5,
respectivamente (Cuadro 3.2). Escamilla-Hernandez et al. (2020) recomendaron para P. patula
brotes con didmetro promedio de 2.5-3.0 mm para fines de enraizamiento. Los brotes del T5
tuvieron un crecimiento similar a lo reportado por estos autores, ya que ambos fueron originados

de plantas de semilla. Dentro de las plantas madre a partir de injerto, los brotes del T3 tuvieron el
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valor promedio mas cercano al diametro recomendado para enraizamiento. En otras especies de
pino se han obtenido brotes < 3 mm a partir de plantas madre: en P. leiophylla de 1.5 a 2.0 mm
(Cuevas-Cruz et al., 2015), P. radiata de 2.4-2.9 mm (Hernandez y Rubilar, 2012) y de 2-3 mm
en P. taeda (Foster et al., 2000).

Figura 3.3. Fenologia de la formacién de brotes adventicios a partir de injertos manejados como plantas
madre de P. patula. A: poda de la planta madre; B: semana 2-6 con abultamiento en la base de algunos
fasciculos cercanos al &rea de poda; C: semana siete, inicio de la brotacion; D-G: semana 8-14
crecimiento en longitud de los brotes y desarrollo de hojas primarias; H-J: semana 15-16 redujeron
crecimiento e iniciaron desarrollo de hojas secundarias (aciculas unidas al fasciculo).

Los diametros medios de brote de las plantas madre obtenidos en este estudio de las plantas
madre del T1, T2, T3 y T4, fueron superiores a los que se han reportado y quizas se deba a que
son puas de arboles adultos injertadas y esta condicion influyd en la formacién de brotes mas
gruesos en comparacion a los que genera la misma especie, pero en estado de plantula originada
de semilla. También hay que considerar que habrd brotes de genotipos que sean
morfol6gicamente mas adecuados para enraizamiento y otros como el T2 (5.1 £ 0.2 mm) con
mayor diametro. Pocas veces se consideran las relaciones entre las caracteristicas morfoldgicas

50



del brote en su enraizamiento, los estudios se han enfocado a aspectos fisiologicos, hormonales y
del ambiente (Foster et al., 2000).

3.5.5. Enraizamiento de brotes

El analisis de varianza detecto diferencias estadisticas en la supervivencia y el enraizamiento de
brotes (p < 0.05) (Cuadro 3.3). A los tres meses después de establecidas las estacas, la
supervivencia de los brotes procedentes de plantas madre no injertadas (T5) fue de 100% y
presento diferencias de 25 a 50% con las de plantas madre injertadas (T1, T2, T3 y T4), que en
promedio fue de 63.8% (Cuadro 3.3). EI T3 (G114) present6 el valor més alto de supervivencia
en plantas injertadas con diferencia de 25% respecto al T1 (G105).

Cuadro 3.3. Valores medios y error estandar (+) de los porcentajes de supervivencia y enraizamiento de

los brotes para los tratamientos evaluados en el experimento de enraizamiento de estacas obtenidas de
plantas madre de Pinus patula.

Tratamiento Supervivencia (%) Brotes enraizados (%)
0.04497 0.00017
T1 50.0+£10.0c 0.0+0.0b
T2 65.0+£9.6 bc 0.0+0.0b
T3 75.0+12.6b 0.0+0.0b
T4 65.0+17.1bc 0.0x00Db
T5 100.0+0.0a 200+£0.0a

Diferencias estadisticas con *p < 0.05. Medias con letras diferentes en cada columna son estadisticamente diferentes
(Tukey, p <0.05). Plantas madre de injerto: T1 (G105), T2 (G106), T3 (G114), T4 (G115), T5 (planta no injertada).

La mejor respuesta en la supervivencia de las estacas del G114, quizas sea resultado de la
capacidad especifica de cada genotipo de mantener vivas las estacas bajo estas condiciones
experimentales (Medina et al., 2007). No hay informacion acerca de la supervivencia de estacas
de plantas madre a partir de injerto en especies del género Pinus, solamente existen antecedentes
de estacas a partir de plantulas menores de dos afios originadas de semilla. Escamilla-Hernandez
et al. (2020) y Rivera-Rodriguez et al. (2016) reportaron supervivencia > 90% de estacas de P.
patula de 3-5 meses después de ponerlas a enraizar. Estos resultados son similares a los

obtenidos en este estudio por el T5 por tener mismo origen (plantulas de semilla).
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Se detectaron diferencias en el porcentaje de estacas enraizadas (Cuadro 3.3). EI 20% de las
estacas a partir de plantula no injertada correspondientes al T5 lograron desarrollar raices
adventicias con longitud de raiz primaria de 13.9 £ 2.6 cm y 4.8 £ 1.3 en raices secundarias
promedio (Figura 3.1 F). Ninguno de los cuatro genotipos evaluados logré desarrollar raices
(Cuadro 3.3). Solo se tienen antecedentes de enraizamiento de estacas de plantulas originadas de
semilla. Los resultados obtenidos por el T5 son similares a lo reportado por Rivera-Rodriguez et
al. (2016) que lograron enraizar brotes de plantas madre de P. patula entre 10 y 35%. Para la
misma especie recientemente se han reportado valores méas altos de enraizamiento entre 42 y
77% (Escamilla-Hernandez et al., 2020), hasta 99% (Bautista-Ojeda et al., 2022).

Las estacas a partir de injerto que permanecieron vivas a los tres meses solo formaron un
abultamiento (callo) en la base del tallo de la estaca resultado de la division celular (Figura 3.1 D
y E) (Hartmann et al., 2014). La mezcla y proporcion de sustrato utilizada para este estudio
perlita y turba (proporcion 3:1) incrementa la aireacién y se ha relacionado con la formacion de
callo, como se demostrd en estacas de Taxodium distichum (L.) Rich. y P. patula (King et al.,
2011; Escamilla-Hernandez et al., 2020).

El factor de mayor influencia en el nulo enraizamiento de las estacas de injerto se atribuye a la
edad de los arboles originales (11 y 15 afios), que ya se encontraban en la etapa de madurez
fisiologica con la produccion de estructuras reproductivas. La capacidad para formar raices
tiende a disminuir con la edad debido al aumento de los inhibidores del enraizamiento (Inoti et
al., 2017). Aunqgue se esperaba que al injertar las yemas de arboles adultos sobre patrones
jévenes pudieran inducirse caracteristicas juveniles como la capacidad de formar y desarrollar
raices adventicias; sin embargo, esto no sucedid. Hartmann et al. (2014) y Wendling et al. (2014)
argumentaron que la talla mas pequefia, complejidad menor y cerca del sistema de raices,
pudieran producir brotes mas vigorosos y menos lignificados con mayor capacidad de

enraizamiento.

Si bien, los brotes obtenidos de injerto son morfolégicamente similares a los del testigo (Figura
3.1 Ay B), solo los de plantula no injertada desarrollaron raices. Esto indica que existen otros
factores como hormonales, nutrimentales o ambientales que estan impidiendo aun su

enraizamiento (da Costa et al., 2013; Inoti et al., 2017).

52



Las auxinas juegan un papel central en el enraizamiento adventicio y aunque se aplicaron de
forma exogena (5,000 ppm) no se logré inducir su formacion. Una alternativa para tratar de
solucionar este problema seria haciendo mas ciclos de injerto previos (Read y Bavougian, 2013).
Se ha documentado que el injerto en serie es el método més consistente y utilizado para restaurar
gradualmente caracteristicas juveniles en especies forestales adultas por el recurrente injerto de
puas sobre patrones juveniles (Wendling et al., 2014). A través de injertos sucesivos se ha
podido obtener enraizamiento de brotes de &rboles adultos y el numero de ciclos de injerto ha
variado (2 a 6) dependiendo de la especie, pero fueron suficientes tres ciclos para obtener brotes
capaces de formar raices en Pinus oocarpa Schiede ex Schitdl. y P. caribaea Morelet (Wendling
et al., 2014; Santin et al., 2015).

3.6. CONCLUSIONES

Las plantas madre de Pinus patula injertadas y podadas tienen la capacidad de formar y
desarrollar brotes adventicios como la planta no injertada. Sin embargo, los brotes no logran

emitir raices adventicias.

El factor genotipo influye en las caracteristicas morfoldgicas de los brotes adventicios; los brotes
de las plantas madre de un genotipo presentaron caracteristicas morfoldgicas similares a las

recomendadas para enraizamiento de estacas para esta especie.
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CAPITULO IV. COMPATIBILIDAD DE PUAS DE Pinus patula SCHIEDE EX
SCHLTDL. et CHAM., INJERTADAS EN PATRONES DE SIETE ESPECIES DE PINO

4.1. RESUMEN

Los injertos en patrones de especies diferentes a la especie de la pua pueden conferir mayor
prendimiento, supervivencia o crecimiento en campo. El objetivo fue evaluar la compatibilidad
de injertos de Pinus patula sobre patrones de siete especies de pino esperando mejores resultados
sobre patrones filogenéticamente mas relacionados a la pla. Se injertaron plas de P. patula sobre
patrones de P. greggii, P. teocote, P. pseudostrobus, P. cembroides, P. ayacahuite, P. hartwegii
y P. patula (testigo). Un mes después del injertado se evalud el prendimiento, al mes seis el
crecimiento en longitud y de aciculas del injerto y a los ocho meses la supervivencia. Los siete
tratamientos se establecieron en un disefio en bloques completos al azar con cuatro repeticiones.
El andlisis de varianza detectdé diferencias para todas las variables. Se obtuvo mayor
prendimiento inicial en patrones de P. ayacahuite (80%), P. patula (70%) y P. teocote (70%). A
los ocho meses la mayor supervivencia fue en patrones de P. patula y P. teocote ambas con 35%.
El mayor crecimiento del injerto ocurri6 en patrones de P. patula (13 cm), y éste super6 al de los
injertos sobre P. pseudostrobus, P. ayacahuite y P. hartwegii, por 30, 78 y 90%,
respectivamente. Los injertos con patrones de P. greggii presentaron el mayor crecimiento de
aciculas (29.9 cm). El prendimiento varié con la especie de patron, siendo cero para P.
cembroides. La supervivencia y crecimiento del injerto se favoreci6 en patrones
filogenéticamente mas cercanos y el crecimiento de aciculas varid respecto a la especie del

patrén.

Palabras clave: huerto semillero, injerto interespecifico, patron, relacion filogenética,

resistencia a sequia.
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COMPATIBILITY OF SCIONS OF Pinus patula SCHIEDE EX SCHLTDL. et CHAM,,
GRAFTED ON SEVEN PINE SPECIES ROOTSTOCKS

4.2. ABSTRACT

Grafts on rootstocks from species other than that of the scion can confer a higher success,
survival, or field performance. The aim was to evaluate the compatibility of Pinus patula grafts
on seven pine species expecting better results on rootstocks phylogenetically more related to the
scion. P. patula scions were grafted on P. greggii, P. teocote, P. pseudostrobus, P. cembroides,
P. ayacahuite, P. hartwegii and P. patula (control) rootstocks. One month from establishment,
we evaluated graft success, at the month six, we assessed graft length growth and graft needles,
and at month eight, we evaluated survival. The seven treatments were established according to a
complete random block design with four replicates. The variance analysis detected differences
for all the variables. The higher initial success was obtained on P. ayacahuite (80%), P. patula
(70%) and P. teocote (70%) rootstocks. At month eight, the highest survival was on P. patula
and P. teocote rootstocks, both with 35%. The highest graft growth occurred on P. patula
rootstocks, which overpassed by 30, 78 and 90 %, that of grafts on P. pseudostrobus, P.
ayacahuite and P. hartwegii, respectively. The grafts on P. greggii rootstocks showed the highest
needle growth (29.9 cm). Success varied with rootstock species, being zero for P. cembroides.
Graft survival and graft growth were favored on rootstocks phylogenetically closer to P. patula
and needle growth varied depending of the rootstock species.

Keywords: drought resistance, interspecific graft, phylogenetic relationship, rootstock, seed

orchard.
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4.3. INTRODUCCION

Un injerto es la unién entre dos 6rganos de plantas de origen diferente que interactian entre si y
contintian su crecimiento y desarrollo como una sola planta funcional. Esta integrado por la pla
(parte aérea) y el patron (sistema de raices) (Pérez-Luna et al., 2020a). Las partes del injerto
pueden ser de la misma especie y variedad (intraespecificos e intravarietales) o de diferentes
(interespecificos e intervarietales). Los injertos interespecificos se han utilizado con gran éxito
para aumentar la productividad y resistencia a factores adversos en la agricultura, fruticultura y
horticultura (Warschefsky et al., 2016; Castro-Garibay et al., 2017), pero también presentan
potencial para ser utilizados en la silvicultura (Han et al., 2019).

Diversos autores sefialan que la afinidad taxonémica de las especies en injertos intraespecificos
tiene mayor compatibilidad debido a las similitudes anatémicas, fisioldgicas y bioquimicas entre
las partes del injerto (Goldschmidt, 2014; Melnyk, 2017; Pérez-Luna et al., 2020a). Suele
pensarse que por usar plantas de la misma especie la tasa de prendimiento del injerto serd mas
alta (Castro-Garibay et al., 2017).

Sin embargo, se han obtenido resultados variables en injertos interespecificos que han presentado
compatibilidad alta, media y baja (Melnyk, 2017). Solorio-Barragan et al. (2021) encontraron
80% de supervivencia al injertar yemas de Pinus rzedowskii Madrigal & M. Caball. sobre
patrones de Pinus pinceana Gordon & Glend., 5% menor que al injertar en su misma especie.
Pérez-Luna et al. (2020b) injertaron Pinus engelmannii Carr. con la misma especie y con el
hibrido P. engelmannii x P. arizonica Engelm. var. arizonica, y en ese caso, la supervivencia del
hibrido fue mayor al 58% respecto a los injertos de la misma especie. Guadafio et al. (2016)
sugirieron injertar Pinus pinea L. en Pinus halepensis Mill. por su mayor resistencia a sequia,
pero disminuyé el prendimiento hasta 40% y su crecimiento en campo fue menor que al injertar
sobre su misma especie. En otro estudio, plas de Pinus patula Schiede ex Schitdl. et Cham.
fueron injertadas en dos diferentes especies de pino, con mejores resultados sobre patrones de P.

douglasiana Martinez (Villasefior y Carrera, 1980).

La compatibilidad del injerto entre diferentes especies, asi como las caracteristicas y el grado en
que influye el patrén en el desempefio de la pda han sido poco exploradas (Han et al., 2019). Con

este tipo de injertos puede incrementarse la productividad, la capacidad de adaptacion a
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ambientes diferentes, la resistencia a plagas y enfermedades, y el estrés por factores abioticos
(sequia, salinidad, exceso o deéficit hidrico), acelerar o aumentar la fructificacion, mejorar la
compatibilidad del injerto o para mantener un tamafio mas pequefio que favorezca la cosecha de
conos en huertos semilleros asexuales (Castro-Garibay et al., 2017; Han et al., 2019; Solorio-
Barragan et al., 2021).

En México existe gran potencial en injertos para buscar combinaciones favorables y mejorar la
compatibilidad entre especies del género Pinus, ya que se distribuyen 49 (40%) de las

aproximadamente 120 especies en el mundo (Gernandt y Pérez-de la Rosa, 2014).

Injertar plas de genotipos superiores de Pinus patula Schiede ex Schltdl. et Cham. var. patula en
patrones de otras especies de pino ayudaria a incrementar el potencial productivo de la especie al
poder establecer huertos semilleros asexuales en los programas de mejoramiento genético. Un
problema podria ser la compatibilidad entre especies, por lo que es necesario primero investigar
al respecto. Este trabajo plantea estudiar la compatibilidad de P. patula (pua) con patrones de P.
patula, P. greggii var. australis Donahue et Lopez, P. teocote Schiede ex Schlitdl. et Cham., P.
pseudostrobus Lindl., P. cembroides Zucc., Pinus ayacahuite Ehren. y P. hartwegii Lindl. Las
primeras tres especies, pertenecen a la subseccion Oocarpae y P. pseudostrobus y P. hartwegii a
la subseccion Ponderosae del subgénero Pinus. P. ayacahuite y P. cembroides son mas alejadas
taxondmicamente (subgénero Strobus) a la especie de la pta (Gernandt et al., 2005; Lira, 2020).
La seleccion de los patrones se basé en el uso de especies contrastantes respecto a la cercania

taxondmica con la especie de pua utilizada (P. patula).

El objetivo del estudio fue evaluar la compatibilidad inicial del injerto de P. patula sobre
patrones de siete diferentes especies de pino para identificar que patron es mas compatible en el
prendimiento, supervivencia y crecimiento en longitud de la pda y de las aciculas del injerto. La
premisa es que las especies mas cercanas taxonémicamente presenten mayor compatibilidad

inicial.
4.4, MATERIALES Y METODOS

El experimento se establecié en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, ubicado en
los 19° 27" 34.8" LN y 98° 54" 15.8"" LO a 2,249 m de altitud. Cuatro meses antes de realizar

los injertos, las plantas a utilizarse como patron de las siete especies se trasplantaron a envase de
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plastico con capacidad de 1 L, en un medio de crecimiento con la mezcla base de turba de
musgo, perlita y vermiculita (60-20-20, respectivamente) con fertilizante de lenta liberacion
Multicote® 18-6-12 + 2MgO + ME de ocho meses a dosis de 8 g L.

El riego de la planta patron se aplicd en promedio tres veces por semana con regadera manual,
ajustando el pH del agua a 5.7 con &cido fosforico, adicionado con fertilizante soluble Peters
Profesional® 20-20-20, a razon de 1 g L™ una vez por semana. Las plantas patron tenian entre 18
y 24 meses de edad al momento de injertar y cada especie con caracteristicas morfoldgicas
particulares (Cuadro 4.1).

Cuadro 4.1. Procedencia, edad y caracteristicas morfolégicas de las especies de pino utilizadas como
plantas patrén en injertos interespecificos de Pinus patula.

] Edad ] Altura Diadmetro
Especie de patron Procedencia
(meses) (cm) (mm)

Pinus patula 18 Chignahuapan, Puebla 58.7+1.1 7.1+0.2
Pinus greggii 18 Chignahuapan, Puebla 60.0+1.3 73205
Pinus teocote 18 Acaxochitlan, Hidalgo 43.6+1.0 53101
Pinus pseudostrobus 24 Tulancingo, Hidalgo 35.4+1.0 7.7+05
Pinus cembroides 24 Zimapan, Hidalgo 22.3+£0.5 79+0.3
Pinus ayacahuite 24 Huayacocotla, Veracruz 51.8+25 8.4+0.3
Pinus hartwegii 24 Cofre de Perote, Veracruz  246%1.1 9.8+04

En marzo de 2021 se recolectaron yemas (puas) de un solo arbol superior de Pinus patula (G40)
de 16 afios de edad, seleccionado en 2018 por superioridad en altura (16.9 m), diametro normal
(26.8 cm) y rectitud de fuste dentro del huerto semillero sexual depurado, ubicado en el ejido
Pefiuelas Pueblo Nuevo, de Chignahuapan, Puebla en los 19° 57" 36.09"" LN y 98° 06" 18.92""
LO a 2,592 m de altitud (Figura 4.1 A). El criterio para usar plas de un solo arbol fue para evitar
la influencia del factor genotipo en el experimento. Al momento de la recolecta, las yemas
estaban en crecimiento activo, vigorosas y libres de plagas y enfermedades aparentes, con
longitud y diametro promedio de 20.0 cm y 4.7 mm, respectivamente, pero aun sin formar
aciculas (Figura 4.1 B).
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Figura 4.1. Injertos interespecificos de Pinus patula. A: arbol donador de plas de Pinus patula G40; B:
yemas utilizadas como pulas para los injertos; injertos sobre patrones de diferentes especies del género
Pinus: C: P. patula; D: P. greggii; E: P. teocote; F: P. pseudostrobus; G: P. cembroides; H: P.
ayacahuite; I: P. hartwegii.

Las yemas fueron recolectadas, de manera indistinta, de cualquier parte de la copa del arbol
mediante tijeras con extension. Una vez teniendo las yemas a pie del arbol, se humedecieron,
envolvieron en papel periodico y guardaron en bolsas plasticas. Enseguida, se transportaron
dentro de una nevera con hielo a las instalaciones del Colegio de Postgraduados, donde se
mantuvieron en refrigeracion a 4 °C. Los injertos se realizaron al dia siguiente de su recolecta.
Antes de injertar, las yemas se lavaron con jabén liquido e hipoclorito de sodio a razén de 1 ml
L posteriormente, se sumergieron en solucion de agua con fungicida Captan 50® a dosis de 1.5
g L durante 10 min; finalmente, se pusieron en la hielera para mantenerlas frescas e hidratadas
durante el proceso de injertado.

Las yemas o puas fueron ajustadas a una longitud de 7 cm mediante un corte en la base. En todos
los casos la técnica utilizada fue el injerto lateral. Primero se realiz6 la hendidura en el tallo del
patrén; con cuter se hizo un corte de 2 cm de longitud y 80° de inclinacién a la altura de 5 a 10
cm a partir de la base del tallo del patrén, dependiendo de la morfologia de la planta, ya que
variaba de acuerdo con la especie de patron (Figura 4.1 C-I). Después, a la pla se le hicieron dos
cortes con bisturi y navaja del nmero 12 para darle forma de cufia en la parte basal exponiendo
dos planos del cambium. Posteriormente, se hizo coincidir el cambium de ambas partes al
insertar la pla en la hendidura del patrén. Enseguida, para sellar la zona injertada se coloco una
tira de plastico (“hule cristal delgado” de 1 cm de ancho y 50 um de grosor) con varias vueltas

alrededor de la zona. Finalmente, una bolsa de polietileno transparente (15 x 25 cm) fue colocada
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sobre el injerto para evitar su deshidratacion, sujetandola por la parte superior e inferior (Figura
4.1 C-).

Las actividades de manejo post-injertacion incluyeron: la apertura de la bolsa de forma paulatina
entre la tercera y quinta semana; el plastico en el punto de unién se quité a los dos meses y
medio (cuando se observé la cicatrizacion completa); al observar el desarrollo de aciculas en la
pua injertada, se inicio con la poda (eliminacion) de la parte aérea del patrén en tres etapas (2, 3
y 4 meses después de injertar), eliminando aproximadamente un tercio de la parte aérea en cada
fecha, hasta dejar solo la yema injertada como lider de la planta. Los injertos se mantuvieron
bajo malla sombra aluminet al 50% con temperatura promedio de 19.5 + 0.5, maxima de 27.4 +
0.3 y minima de 11.9 £ 0.5 °C, humedad relativa promedio de 48.7 £ 1.3, maxima de 67.1 £ 2y
minima de 32.5 + 1.2%. La temperatura y humedad relativa se monitore6 con un sensor HOBO®.
El riego y fertilizacion continuaron con el mismo manejo aplicado durante la produccion de la

planta patron.

El experimento se establecio con un disefio en bloques completos al azar con cuatro repeticiones.
En cada blogue se establecieron siete tratamientos correspondientes a las siete especies de patron
utilizadas (T1: P. patula, T2: P. greggii, T3: P. teocote, T4: P. pseudostrobus, T5: P.
cembroides, T6: P. ayacahuite y T7: P. hartwegii) tomando a los injertos con patrones de P.
patula como testigo. La unidad experimental constdé de 5 injertos, realizando 140 injertos en
total. Las variables evaluadas fueron: 1) prendimiento (%) a los 30 dias; 2) supervivencia (%) a
los ocho meses después de injertar, considerando las plas vigorosas, turgentes y con coloracion
verde caracteristico de yema viva. Las puas color café, deshidratadas, sin turgencia y vigor, se
consideraron como “no prendidas o muertas”; 3) crecimiento en longitud del injerto (cm), ésta se
obtuvo con la diferencia entre la longitud inicial de la pda (7 cm) y su longitud a los seis meses
después del injertado; 4) para la misma fecha se evalud la longitud de aciculas (cm), la cual se
midié a la mitad del follaje que habia desarrollado la pua injertada. De cada injerto se
seleccionaron cuatro aciculas cubriendo los cuatro puntos cardinales y se midio su longitud
desde la union del fasciculo en el tallo principal hasta la punta de la acicula, y se obtuvo un

promedio por injerto.

Se realiz6 un andlisis de varianza para detectar diferencias estadisticas entre tratamientos y

posteriormente la prueba de comparacién de medias de Tukey, mediante el procedimiento Mixed
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del paquete Statistical Analysis System version 9.4 (SAS, 2013). Los datos de las variables
evaluadas en porcentaje, al no cumplir con el supuesto de normalidad, se transformaron con la
funcion [T = arcoseno (V Y)] antes de realizar el analisis de varianza y posteriormente se
retransformaron a las unidades originales con la funcion [Y = 100 seno? (T)] (Barrera-Ramirez et
al., 2020).

Yl]= :u+TL+Bj+Elj

Donde: i =1, 2,...t,j =1, 2,...r: t= nimero de tratamientos, j = nimero de bloques = nimero de repeticiones; Yij =
valor de la variable respuesta correspondiente a la repeticion j del tratamiento i; i = media general; 7i = efecto del
tratamiento i; B; = efecto del bloque j; €;; = error experimental i = T1, T2, T3, ...; j=1, 2, 3,... repeticiones.

4.5. RESULTADOS Y DISCUSION

En todo el experimento se obtuvo 45% de prendimiento inicial y la supervivencia se redujo a
22.5% al momento de la evaluacién final. Las puas injertadas tuvieron un crecimiento en
longitud y de aciculas de 2.1 y 8.7 cm, respectivamente. El andlisis de varianza detect6
diferencias significativas (p < 0.05) entre los tratamientos para todas las variables, debido a la
diversidad entre las siete especies de patron probadas (Cuadro 4.2).

Cuadro 4.2. Valores de significancia de los resultados del anélisis de varianza en el experimento de puas
de Pinus patula injertadas en patrones de siete diferentes especies de pino, evaluando el prendimiento a

los 30 dias, supervivencia a los ocho meses, la elongacion del brote y longitud de aciculas a los seis meses
después del injertado.

o Prendimiento  Supervivencia Crecimiento del Longitud de
Fuente de variacion

(%) (%) injerto (cm)  aciculas (cm)
Bloque 0.7715 0.4155 0.4970 0.0559
Tratamiento 0.0037 0.0001 0.0001 0.0001

4.5.1. Prendimiento y supervivencia

El mayor porcentaje de prendimiento se obtuvo con los patrones de P. ayacahuite, P. patula 'y P.
teocote con més del 65% a los 30 dias después del injertado; los patrones de P. ayacahuite
sobresalieron en tendencia positiva con prendimiento mayor a 10% respecto a los injertos en P.
patula y P. teocote (Cuadro 4.3). Estos tres tratamientos contrastan con P. cembroides, que fue el

unico con el que no hubo prendimiento (Cuadro 4.3). Este tipo de variacion en el porcentaje de
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prendimiento también se observd cuando se injertaron plas de P. patula sobre patrones de su
misma especie, en P. douglasiana y P. pseudostrobus, pues presentaron prendimiento de 88, 51
y 32%, respectivamente (Villasefior y Carrera, 1980).

Cuadro 4.3. Valores medios y error estandar (+) de los tratamientos probados en el experimento de plas
de Pinus patula injertadas en patrones de siete diferentes especies de pino, evaluando el prendimiento a

los 30 dias, supervivencia a los ocho meses y crecimiento en longitud y longitud de aciculas a los seis
meses después del injertado.

Prendimiento  Supervivencia Crecimiento del Longitud de

Tratamiento

(%) (%) injerto (cm) aciculas (cm)

P. patula 70+ 129a 35+50a 13+1.7a 214+04Db
P. greggii 50+5.8 ab 30+5.8a 9.3+x0.1ab 299+12a
P. teocote 70+19.1a 35+50a 95+£0.7ab 219+15b
P. pseudostrobus 25+50 ab 15+5.0ab 9.1+04b 225+06Db
P. cembroides 00£00 b 0.0+£0.0b - -

P. ayacahuite 80+20.0a 5+£50b 28+05¢c 119+£03c
P. hartwegii 20+ 14.1ab 15+5.0ab 1.3+04c 81+29c
Promedio 45+85 225146 75+15 19.3+1.6

Medias con letras diferentes en cada columna indican diferencias estadisticas entre tratamientos (Tukey, p < 0.05).

A los 60 dias después de injertar se presentd la mayor mortalidad de injertos, atribuyéndoselo
tanto a una posible incompatibilidad fisioldgica y anatémica por las diferencias entre la especie
de patron con la pua, asi como a factores ambientales, pues se observé exceso de humedad
dentro de la bolsa que cubria al injerto, producto de lluvias atipicas abundantes en la zona, lo

cual generd problemas fitosanitarios (pudricion) en el punto de union del injerto.

Después de este periodo se mantuvo relativamente constante la supervivencia. Barrera-Ramirez
et al. (2020) encontraron que el mayor porcentaje de mortalidad en injertos de P. pseudostrobus
(Mirov) Harrison var. oaxacana, se present6 en los primeros 40 dias. Asi mismo, Pérez-Luna et
al. (2020b) observaron la estabilizacion de la supervivencia de injertos de P. engelmannii x P.
arizonica var. arizonica sobre patrones de P. engelmannii a los 60 dias posteriores al injertado.
Los factores ambientales son decisivos en el periodo de prendimiento del injerto. Aparicio-
Renteria et al. (2013) reportaron la reduccion en la supervivencia de 100 a 35% a los cinco

meses despues de injertar por eventos climaticos extremos: temperaturas altas, lluvias
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abundantes, granizo y heladas, por lo que requiere contar con infraestructura especial para
produccién de injertos: vivero cubierto con malla sombra y ademas otro techo retractil de
plastico de invernadero para protegerlos de lluvia, granizo y mantener la temperatura adecuada,
mediante la apertura o cierre del techo pléstico, dependiendo de las condiciones ambientales.
Pérez-Luna et al. (2021) recomiendan la implementacion de sistemas de aire acondicionado de

Ser necesario.

El andlisis de varianza detecto diferencias estadisticas (p < 0.05) entre los tratamientos probados
en la supervivencia de los injertos a los ocho meses posteriores al injertado (Cuadro 4.2). El
porcentaje de supervivencia de los injertos prendidos se redujo de forma variable de acuerdo con
la especie de patron. P. ayacahuite fue el que presentd mayor mortalidad (94%), a diferencia de
P. hartwegii (25%), P. greggii y P. pseudostrobus ambos con 40%, que mostraron ser menos
susceptibles a los factores que influyeron en la mortalidad de los injertos en este periodo de
tiempo (Cuadro 4.3).

Los injertos de P. patula sobre patrones de su misma especie fue de los tratamientos con el valor
mas alto de supervivencia. En injertos intraespecificos generalmente se espera mayor
compatibilidad por la afinidad taxonomica (Goldschmidt, 2014), ya que la estructura genética es
similar entre los componentes del injerto (Darikova et al., 2011). Villasefior y Carrera (1980)
reportaron la mayor supervivencia a los 100 dias en injertos de P. patula sobre su misma especie
(85%) en comparacién con patrones de P. pseudostrobus y P. douglasiana en los que se presento6
menor supervivencia (59 y 28%, respectivamente). Solorio-Barragan et al. (2021) injertaron P.
rzedowskii sobre cinco especies de patron, logrando la mayor supervivencia también en injertos

intraespecificos.

Los injertos sobre patrones de diferente especie a la de la pla con mayor supervivencia se
presentaron en P. teocote y P. greggii. Gernandt et al. (2005) realizaron reconstrucciones
filogenéticas con datos moleculares de regiones de ADN de cloroplastos y nucleo, ubicando a P.
patula en la misma subseccion que P. teocote y P. greggii, por lo que dichas especies estan
relacionadas filogenéticamente. Bajo el supuesto de que las caracteristicas anatomicas
probablemente han evolucionado de manera similar en especies filogenéticamente cercanas
puede sustentarse la posibilidad de obtener injertos compatibles con estas dos especies de pino

utilizadas como plantas patron para puas de P. patula (Solorio-Barragan et al., 2021). Mientras
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que las partes del injerto sean mas cercanas filogenéticamente tendrdn menores diferencias
anatomicas, morfologicas vy fisioldgicas (Darikova et al., 2011). Solorio-Barragan et al. (2021)
encontraron alta compatibilidad al injertar ptas de P. rzedowskii sobre P. pinceana Gordon &
Glend., ambas especies pertenecen a la subseccion Cembroides.

La precocidad en la floracion, las altas tasas de crecimiento en altura y diametro, con potencial
para adaptarse a condiciones limitantes de humedad y suelos pobres son algunas caracteristicas
que pudieran aprovecharse de P. greggii como planta patron al injertarle puas de P. patula (Ruiz-
Farféan et al., 2015). Por otro lado P. teocote es otra alternativa que puede utilizarse como patrén
para P. patula, pues es una de las especies de pino con mas amplia distribucion en México y
podria conferir resistencia a déficit de agua o tolerancia a suelos poco fértiles, ademas de tener
capacidad de respuesta cuando son cortados, lo que pudiera favorecer el porcentaje de
prendimiento, por lo cual se ha sugerido como posible patron para P. patula por la forma circular
y continua de su cambium vascular (Gernandt y Pérez-de la Rosa, 2014; Castro-Garibay et al.,
2017). No se ha documentado informacién sobre injertos de P. patula sobre estas dos especies de
patrén, lo cual hace necesario el realizar ensayos en campo para determinar en qué grado las
caracteristicas de interés de los patrones influyen en la pUa injertada por medio de su interaccion,

pues el conocimiento sobre este tema es limitado (Han et al., 2019).

Se han realizado estudios de combinaciones pua-patron utilizando patrones mejor adaptados a
condiciones de sequia, con el objetivo de incrementar la eficiencia del aprovechamiento de agua
y nutrimentos del suelo (Choi et al., 2020). Esta combinacion puede modificar la densidad o
diametro de los vasos o traqueidas del xilema para aumentar la conductividad hidraulica y
también cambiar la extension horizontal y lateral del sistema de raices para mejorar la
disponibilidad de agua (Han et al., 2019). Guadafio et al. (2016) injertaron Pinus pinea L. sobre
Pinus halepensis Mill. por su mayor resistencia a sequia y suelos calizos. Han et al. (2019)
injertaron Populus cathayana Rehder en patrones de Populus deltoides Bart. ex Marsh con mas

resistencia a sequia con resultados favorables.

Por otro lado, con patrones de P. pseudostrobus y P. hartwegii se presentd supervivencia baja
(ambas 15%). Aungue hubo poca compatibilidad con estas especies de patron, es importante
sefialar que si se logrd obtener injertos funcionales. Estos resultados quizads se deban a que,

aunque pertenecen al mismo subgénero (Pinus) son de diferente subseccion (Ponderosae)
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(Gernandt et al.,, 2005). De manera similar Solorio-Barragan et al. (2021) encontraron
compatibilidad, aunque mayor supervivencia (50%) al injertar puas de P. rzedowskii sobre
patrones de P. ayacahuite var. veitchii, especies de pino clasificadas en el mismo subgénero,
pero diferente subseccion.

Se ha documentado supervivencia de 35% a los 93 dias de injertar P. patula sobre P.
pseudostrobus (Villasefior y Carrera, 1980). En injertos intraespecificos de P. pseudostrobus la
supervivencia también ha sido baja a los 90 dias (20.5%) (Barrera-Ramirez et al., 2020), efecto
que también fue observado en injertos intraespecificos de P. engelmannii (13.3%) (Pérez-Luna et
al., 2020b). Lo anterior manifiesta que pudiera haber mayor dificultad de prendimiento en ciertas
especies de pino, quizas por factores relacionados con las caracteristicas del cambium y de sus

estructuras de conduccion internas (Castro-Garibay et al., 2017; Pérez-Luna et al., 2019).

Al final de la evaluacion, la menor supervivencia se presenté con patrones de P. ayacahuite; y
sobre patrones de P. cembroides no hubo compatibilidad. Probablemente de los principales
factores que influyeron en este resultado, es que ambas especies de patrén son las mas alejadas
taxondmicamente a P. patula ya que pertenecen a otro subgénero (Strobus) (Gernandt et al.,
2005). Posiblemente las caracteristicas anatdmicas, morfoldgicas y fisioldgicas fueron distintas e

impidieron la unién exitosa entre los tejidos de la pda y los del patron (Darikova et al., 2011).
4.5.2. Crecimiento del injerto

El analisis de varianza detectd diferencias estadisticas (p < 0.05) en el crecimiento del injerto a
los seis meses (Cuadro 4.2). Hartmann et al. (2014) indicaron que la pla reanuda exitosamente
su crecimiento y desarrollo cuando la conexion vascular se establece para que ésta pueda obtener
agua y nutrimentos. El valor promedio mas alto fue sobre patrones de su misma especie (13 cm)
y presento diferencias de menor crecimiento con P. pseudostrobus, P. ayacahuite y P. hartwegii
de 30, 78 y 90%, respectivamente (Cuadro 4.3). Estos resultados coinciden con los reportes en
injertos intraespecificos donde generalmente se ha obtenido mejor respuesta por la afinidad
anatomica e histologica de las partes del injerto (Castro-Garibay et al., 2017).

Los patrones de P. patula, aunque tuvieron un valor mayor en comparacion con P. greggii y P.
teocote no presentaron diferencias estadisticas con ellos, pues los tres estuvieron en el rango de

diferencia en crecimiento de 3.7 cm. La cercania taxondmica de estas dos especies con P. patula
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(misma subseccion) pudiera estar relacionada con el crecimiento similar obtenido (Gernandt et
al., 2005). Dado que las evaluaciones en este estudio se limitaron a la etapa de vivero, es
necesario evaluar el desempefio en crecimiento de estas combinaciones de injerto pua-patron
después de varios afios para determinar si los contrastes encontrados son permanentes y descartar

la incompatibilidad tardia en los rametos.

Pinus pseudostrobus es una especie con crecimiento relativamente rapido y se asocia con el
rango de distribucion natural de P. patula (Perry, 1991). Sin embargo, los injertos con patrones
de P. pseudostrobus presentaron menor crecimiento que sobre su misma especie (P. patula). Un
ejemplo de la aplicacion de injertos interespecificos es el uso de portainjertos enanizantes
(Gautier et al., 2019). El crecimiento restringido puede aprovecharse para mantener injertos a
altura baja en los huertos semilleros asexuales y facilitar su manejo y cosecha de conos
(Jayawickrama et al., 1991). Castro-Garibay et al. (2017) mencionaron que al injertar P. patula
sobre P. radiata tuvieron menor crecimiento, pero sin reducir la produccion de estrobilos, lo cual

es favorable en el manejo de huertos semilleros.

En P. ayacahuite y P. hartwegii no hubo respuesta favorable en el crecimiento del injerto (< 3
cm) (Cuadro 4.3). Particularmente en P. hartwegii su habito de crecimiento pudo haber influido
en esta respuesta, pues es una de las especies de pino que menores incrementos presenta y habita
en ecosistemas subalpinos a partir de 3,000 m de altura (Manzanilla-Quifiones et al., 2019). Su
crecimiento esta limitado principalmente por las condiciones ambientales predominantes en
dichas zonas (bajas temperaturas y escasa precipitacion); ademas, después de la germinacion las
plantulas presentan estado cespitoso, por lo cual suspenden su crecimiento en altura e inician un
letargo aparente entre dos y seis afios; esto pudo haber influido sobre el habito de crecimiento de
la plia de P. patula injertada (Gonzalez-Rosales y Rodriguez-Trejo, 2004; Rivera et al., 2021).

4.5.3. Longitud de aciculas

Se presentaron diferencias (p < 0.05) en el crecimiento promedio de las aciculas (Cuadro 4.2).
Pudo identificarse la influencia que ejerce la especie de patron sobre el habito de crecimiento de
las aciculas del injerto debido a que las plas provienen de un solo genotipo. El uso de diferentes
patrones puede conferir diferencias en el fenotipo o arquitectura de la pda (Gautier et al., 2019;

Han et al., 2019). El desarrollo de aciculas es un indicativo del prendimiento del injerto. Al

66



formar un xilema funcional se inicia el crecimiento de estas estructuras debido a la gran demanda
de agua que involucra este proceso (Guadafio et al., 2016). Ademas, estos érganos son los
encargados de realizar los procesos de fotosintesis y transpiracion requeridos por la nueva planta
(Barrera-Ramirez et al., 2020).

Los injertos con patrones de P. greggii presentaron el mayor crecimiento de aciculas (29.9 cm) y
tuvieron diferencias de menor longitud con P. patula, P. teocote, P. pseudostrobus, P.
ayacahuite y P. hartwegii de 28, 27, 25, 60 y 73%, respectivamente (Cuadro 4.3). En general
aciculas mas grandes presentan mayor area fotosintética y aumentan la productividad que esta
relacionada con el crecimiento de las plantas (He et al., 2020). Quizas por esta razon los injertos
sobre patrones de P. hartwegii y P. ayacahuite con el menor crecimiento de aciculas, también
presentaron el menor crecimiento en longitud del injerto (Figura 4.2). Los portainjertos también
pueden alterar la tasa de fotosintesis y conductancia en los estomas de la pla injertada (Alsina et
al., 2011; Han et al., 2019).

Figura 4.2. Injertos interespecificos prendidos de ocho meses después de haber injertado puas de Pinus
patula sobre siete diferentes especies del género Pinus. A: P. patula; B: P. greggii; C: P. teocote; D: P.
pseudostrobus; E: P. ayacahuite; F: P. hartwegii.

La combinacién de pla de P. patula sobre P. greggii como patron generé aciculas mas grandes
(29.9 cm) que lo reportado para ambas especies. P. greggii desarrolla aciculas de longitud (10-15

cm) y P. patula (15-25 cm) en arboles adultos sin injertar (Perry, 1991).

De acuerdo con la especie de patron de referencia o testigo (P. patula), los injertos con patrones
de P. teocote y P. pseudostrobus no presentaron diferencias de crecimiento de aciculas entre las
tres especies (21.4-22.5 cm) (Cuadro 4.3). Sin embargo, solamente sobre P. greggii desarrollaron
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aciculas mas grandes con diferencia estadistica, y sobre P. ayacahuite y P. hartwegii un

crecimiento menor (Figura4.2 Ey F).

La longitud de aciculas en plantas sin injertar de P. ayacahuite (10-18 cm) y P. hartwegii (8-16
cm), es menor que para P. patula en estado adulto de arboles sin injertar (Perry, 1991). Estas
diferencias morfoldgicas en la longitud de las aciculas deben relacionarse con que estas dos
especies de patron estan alejadas filogenéticamente de P. patula y presentan diferentes habitos de
crecimiento bajo el supuesto de haber evolucionado separadas (Gernandt et al., 2005). Este
mismo habito de crecimiento se observo en las plas injertadas de P. patula sobre patrones de
estas dos especies, al desarrollar aciculas de menor longitud que sobre patrones de su misma
especie. Se detectd que estas dos especies de patron ejercieron influencia mas fuerte en el

crecimiento promedio de las aciculas que la pla.

El estado cespitoso de P. hartwegii, también pudo ser la causa de menor longitud en las aciculas
que desarrollaron las plas de P. patula injertadas sobre esta especie (Gonzalez-Rosales y
Rodriguez-Trejo, 2004). Melnyk (2017) sugiri6 seleccionar el patrén correcto que influya en el
tamafo deseado y vigor del injerto, ya que el portainjerto ejerce un importante control sobre la

pla.
4.6. CONCLUSIONES
La compatibilidad entre las siete especies de patrdn de pino probadas fue variable.

Las especies de patron filogenéticamente mas cercanas a Pinus patula presentan mayor

supervivencia del injerto.

Las especies de patron influyen en el crecimiento de la pua de Pinus patula injertada,

favoreciéndolo cuando la pua se injerta sobre su misma especie.

Las diferentes especies de patrén afectan de manera particular el habito de crecimiento de

aciculas en las puas injertadas de P. patula.
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CAPITULO V. INJERTOS INTERESPECIFICOS DE Pinus patula SOBRE PATRONES
DE Pinus greggii A TRES ALTURAS DE INJERTADO

5.1. RESUMEN

En injertos interespecificos, los patrones presentan potencial para incrementar la productividad o
conferir resistencia a algun estrés abidtico y la altura de injertado puede llegar a influir en el
éxito y crecimiento del injerto. El objetivo fue evaluar la compatibilidad del injerto entre puas de
Pinus patula obtenidas de plantas madre sobre patrones de Pinus greggii a tres alturas de
injertado. Las plantas donadoras de puas fueron injertos de 13 meses del genotipo superior de P.
patula (clon G114) podadas para generar brotes y ser utilizados como pulas en un segundo ciclo
de injerto. Las plas se injertaron sobre patrones de su misma especie y de P. greggii a tres
diferentes alturas a partir de la base del tallo del patron (5, 15 y 20 cm). El experimento se
establecio en un disefio completamente al azar con arreglo factorial y cuatro repeticiones. Se
evalud el prendimiento, la supervivencia, el crecimiento en longitud y el didmetro de la pua y la
longitud de aciculas. EI prendimiento fue de 98% y la supervivencia a los 10 meses de 93%; los
injertos crecieron en longitud 37.7 cm en promedio, independientemente de la especie de patron
evaluada. Los injertos sobre P. greggii superaron por 0.3 mm el incremento en didmetro a
aquellos sobre P. patula. Las puas injertadas a 15 y 20 cm superaron en promedio por 10 cm a
las injertadas a 5 cm y el incremento en didmetro también se favorecio al injertar mas cerca del
apice. Las puas de P. patula muestran alta compatibilidad y se favorece su crecimiento con
patrones de P. greggii; al injertar la pda mas cerca del apice del patron aumenta el crecimiento
del injerto. Por lo anterior, pudiera recomendarse injertos interespecificos de P. patula en P.
greggii y hacer el injerto cerca del apice del patrén por los resultados obtenidos y las ventajas
que pudiera implicar el uso de esta Gltima especie de patrén para atribuir resistencia a algin

estrés abidtico en el sitio de plantacion.

Palabras clave: altura de injerto, clon, injertos interespecificos, planta madre.
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INTERSPECIFIC GRAFTS OF Pinus patula ON Pinus greggii ROOTSTOCKS AT
THREE GRAFTING HEIGHTS

5.2. ABSTRACT

In interspecific grafts, rootstocks have potential to increase productivity or confer resistance to
some abiotic stresses, while grafting height can influence graft success and growth. The aim of
this study was to evaluate the graft compatibility between scions of Pinus patula obtained from
mother plants on Pinus greggii rootstocks at three grafting heights. The scion donor plants were
grafts of 13 months of age from the superior genotype of P. patula (G114 clone) that were
pruned to generate sprouts to be used as scions in a second graft cycle. Scions were grafted on
rootstocks of both species on P. patula and P. greggii at three different heights from the
rootstock base (5, 15 and 20 cm). The experiment was established in a complete randomized
design with factorial array and four replicates. Success, survival, length and diameter growth of
the scion, and needle length were evaluated. The success was 98% and the survival at month 10
was 93%; length growth of the grafts was 37.7 cm in average, regardless of the rootstock species.
The grafts on P. greggii exceeded 0.3 mm the diameter increase over those on P. patula. The
grafted scions at 15 and 20 cm overpassed by 10 cm in average those grafted at 5 cm and the
scion increase in diameter also was benefited from grafting closer to the rootstock tip. P. patula
scions showed high compatibility and growth was favored by P. greggii rootstocks; when
grafting the scion closer to the tip of the rootstock the graft growth increased. Therefore,
interspecific grafts of P. patula on P. greggii and as well as grafting near the rootstock tip is
recommended because of the results obtained and the advantages the use of this rootstock species

may implicate to attribute resistance to some abiotic stress at the planting site.

Keywords: clone, graft height, interspecific grafts, mother plant.
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5.3. INTRODUCCION

Pinus patula Schiede ex Schltdl. et Cham. var. patula es una de las especies subtropicales mas
plantadas en el mundo por su alto potencial productivo (Vargas-Hernandez y Vargas-Abonce,
2016). Se distribuye en &reas con temperatura y precipitacion media anual de 10 a 16 °C y de
1,000 a 1,500 mm, respectivamente. Se desarrolla 6ptimamente en sitios con humedad abundante
disponible todo el afio, en suelos acidos, profundos y con altos contenidos de materia organica
(Veldzquez et al., 2004). Existe el interés creciente en México y otros paises en el mejoramiento
genético de la especie que contempla el establecimiento de huertos semilleros asexuales (HSA) a
partir de arboles superiores para obtener semilla genéticamente mejorada (Aparicio-Renteria et
al., 2013). Sin embargo, debido al calentamiento global que altera los patrones de temperatura y
precipitacion, las areas con déficit de humedad cada vez son més frecuentes, pudiéndose reducir
el habitat adecuado para P. patula de 3 a 39% para el afio 2050 (van Zonneveld et al., 2009; Han
et al., 2019). Dado que las especies de arboles se componen de una serie de poblaciones
genéticamente adaptadas al clima local, éstas podrian verse sometidas a estrés y sera necesario la
adaptacion a nuevas condiciones (Sdenz-Romero et al., 2011). Por lo tanto, deben desarrollarse
alternativas para establecer esta especie en areas con déficit de humedad y tratando de mantener
su productividad.

Los injertos unen dos genotipos independientes (pla y patron) que fueron seleccionados para
combinar sus caracteristicas en una sola planta (Kita et al., 2018; Gautier et al., 2019). Han sido
ampliamente usados para incrementar la productividad y/o mejorar la resistencia a enfermedades
y estrés abiotico como la salinidad, la sequia o las temperaturas no 6ptimas (Wang et al., 2016).
Seleccionando un patron apropiado, el injerto puede incrementar la eficiencia del uso de los
recursos disponibles de agua y nutrimentos (Choi et al., 2020), asi como modificar procesos
fisiolégicos como la fotosintesis y conductividad hidraulica y morfoldgicos como extension

lateral y horizontal de raices (Han et al., 2019).

Con el uso de portainjertos adaptados a condiciones adversas puede ayudarse a la pla a presentar
un crecimiento normal aun bajo deéficit de agua e incrementar la productividad de la planta
injertada en ambientes donde su rendimiento estaria restringido (Dadashpour et al., 2017). Al
injertar puas de Populus cathayana Rehder con poca resistencia a sequia sobre patrones de

Populus deltoides Bart. ex Marsh (mas resistente a sequia), los arboles compuestos mostraron
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resistencia al deficit de agua, con mayor crecimiento del tallo (Han et al., 2019). En Corea se han
utilizado portainjertos tolerantes a sequia para la produccion de Malus domestica Borkh en areas

con baja precipitacion (Choi et al., 2020).

Pinus greggii Engelm. ex Parl. es endémico de México, se distribuye en poblaciones aisladas a lo
largo de la Serra Madre Oriental en zonas semiaridas y a veces semitropicales; la variedad Pinus
greggii var. australis Donahue et Lopez habita en la region sur del area de distribucion de la
especie (Ramirez-Herrera et al., 2005). Se ha utilizado en reforestaciones para recuperacion de
suelos degradados y en plantaciones comerciales en sitios marginales donde no se desarrollan
otras especies de pino, ya que tiene capacidad de adaptarse a condiciones limitantes de humedad,

suelos pedregosos y pobres en materia organica (Ramirez-Herrera et al., 2005).

Estas caracteristicas hacen a P. greggii una especie con potencial para ser utilizada como planta
patrén y conferir caracteristicas de resistencia a sequia a P. patula en areas con déficit de
humedad (Castro-Garibay et al.,, 2017). Ambos pinos son taxondémicamente cercanos y
pertenecen a la subseccion Oocarpae (Lira, 2020). Sin embargo, primero es necesario evaluar la
compatibilidad inicial entre estas dos especies al unirse en un injerto e interactuar como una sola

planta.

Por otro lado, se ha determinado que la altura donde se injerta la pla en el patron es un factor
que ejerce efecto sobre el funcionamiento y crecimiento del injerto (Aboutalebi y Hassanzadeh,
2012). Un estudio demostrd que el crecimiento es mejor al injertar plas de Malus x domestica
Borkh mas cerca del apice del tallo del patréon (Karlidag et al., 2016). Sin embargo, Barrera-
Ramirez et al. (2020) obtuvieron el mayor crecimiento en injertos de Pinus pseudostrobus
(Mirov) Harrison var. oaxacana, cuando el injerto de la pla estuvo mas cerca del sistema de
raices. Por lo tanto, estas variaciones sugieren evaluar la altura 6ptima de injertado que favorezca

el éxito y crecimiento de la pla injertada para cada especie en particular.

Ademas de la especie de patron y la altura del injerto, otro aspecto a considerar es el origen del
material vegetal utilizado como puda. El uso de plantas madre es una alternativa para obtener puas
con mayor probabilidad de prendimiento y multiplicar a mayor escala por medio de injerto

(Wendling et al., 2014). Mediante podas a las plantas madre se estimula la formacion de brotes
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adventicios con caracteristicas juveniles con mayor capacidad de éxito en siguientes ciclos de
injerto (Sodré y Gomes, 2019; Riov et al., 2020).

El objetivo del estudio fue evaluar el prendimiento, la supervivencia y el crecimiento en el
segundo ciclo de injerto de plas de un genotipo superior de Pinus patula sobre patrones de Pinus
greggii y P. patula; asi como evaluar el efecto de tres alturas de injertado. Se espera que los
injertos interespecificos probablemente tendran alta compatibilidad por ser especies cercanas
taxondmicamente y por injertar mas cerca del apice del tallo del patron favorezca el éxito y

crecimiento del injerto.
5.4. MATERIALES Y METODOS
5.4.1. Produccion de plantas madre

De un huerto semillero sexual depurado, ubicado en los 19° 57" 36.09"" LN y 98° 06" 18.92"" LO
a 2,592 m de altitud en el ejido Pefiuelas Pueblo Nuevo, Chignahuapan, Puebla, se selecciond un
genotipo superior de Pinus patula (G114) que mostro superioridad en altura, diametro normal y

rectitud del fuste dentro de esta plantacion.

Los patrones utilizados para los injertos que dieron origen a las plantas madre fueron de la
misma especie (P. patula). En el vivero del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo (19°
27 34.87 LN y 98° 54" 15.8"" LO a 2,249 m de altitud), se produjeron los patrones en envase de
plastico de 1 L, utilizando como sustrato la mezcla base de turba de musgo, perlita y vermiculita
(60-20-20%, respectivamente), incluyendo 8 g L de fertilizante de liberacion lenta de ocho
meses Multicote® (18-6-12 + 2MgO + microelementos). El riego de la planta patron se aplico de
dos a tres veces por semana con regadera manual, ajustando el pH del agua a 5.7 con &cido
fosforico, adicionado con fertilizante soluble Peters Profesional® (20-20-20), a razén de 1 g L
una vez por semana. En estas condiciones se mantuvieron durante 18 meses, edad a la que se

injertaron.

Por otro lado, las yemas del arbol superior seleccionado que dieron origen a las plantas madre se
recolectaron en abril de 2020, cuando se presenta el principal alargamiento del brote. Las yemas
fueron trasladadas al Colegio de Postgraduados donde se mantuvieron a 4 °C. Al dia siguiente se
injertaron 80 yemas sobre la planta patron producida mediante la técnica de injerto lateral, la cual
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se realizd a 10 cm de la base en el tallo principal del patron. EI 73% de los injertos hechos
tuvieron prendimiento a los dos meses del injertado y a los 12 meses permanecieron vivos 66%
(52 injertos). En el vivero, los injertos prendidos se mantuvieron en el mismo contenedor y
solamente con malla sombra a los lados. El riego y fertilizacion se aplicaron de manera similar a

la produccion de planta patron.
5.4.2. Poda de plantas madre y desarrollo de brotes adventicios

En octubre de 2020, se seleccionaron 50 injertos prendidos (rametos del G114) para ser
manejados como plantas madre, a los cuales se les aplicaron dos podas. La primera a los seis
meses después del injertado, produciendo brotes adventicios que fueron cosechados dejando uno
como lider. Después de siete meses (mayo de 2021) se les aplicé la segunda poda, eliminando 2

cm del apice del tallo lider de cada planta, con el fin de estimular la formacion de brotes

adventicios y convertir las plantas injertadas en plantas madre donadoras de puas para injerto
(Figura5.1 A).

Y

Figura 5.1. Plantas madre para la produccion de brotes adventicios utilizados como puas en injertos
interespecificos de Pinus patula sobre patrones de Pinus greggii. A: poda de plantas madre de P. patula;
B: formacion de brotes adventicios; C: planta patrén de P. patula y P. greggii; D: brotes utilizados como
puas; E: acoplamiento pua-patron en injerto de hendidura; F: pdas injertadas a tres diferentes alturas de la
base del tallo del patrén (5, 15y 20 cm).

Las plantas madre se mantuvieron en las mismas condiciones de riego, fertilizacion y manejo
durante la formacién y desarrollo de los brotes. Un mes después de la segunda poda se observo el
inicio de la formacion de los brotes adventicios en la base de algunos fasciculos cercanos al area
de poda (Figura 5.1 B). El desarrollo de los brotes tarddé aproximadamente otros dos meses
después de haberse formado.
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5.4.3. Segundo ciclo de injerto

La planta patron utilizada para este experimento estuvo constituida por dos especies: Pinus
patula y Pinus greggii. Ambas se pusieron a germinar en febrero de 2021 en el vivero forestal
del ejido Pefiuelas Pueblo Nuevo, municipio de Chignahuapan, Puebla. En julio de 2021 las
plantulas se trasladaron al vivero del Colegio de Postgraduados y trasplantaron a tubete de 1 L
con la mezcla base igual a la de las plantas madre, previamente descrita. Al momento de realizar
los injertos, la planta patron tenia seis meses de edad con altura promedio de 21.9y 23.1 cm y

didmetro de 3.3 y 4.1 mm en P. patula y P. greggii, respectivamente (Figura 5.1 C).

El experimento se establecid en el vivero forestal del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, mismo lugar donde se manejaron las plantas madre. EI 3 de agosto de 2021 se
cosecharon los brotes haciendo la diseccion de las plantas madre con bisturi y navaja del nimero
21. Esta actividad se llevé a cabo por la mafiana para evitar estrés por deshidratacién en los
brotes recién cosechados. Antes de ser injertados, las varetas se lavaron con agua, jabén liquido e
hipoclorito de sodio 1 ml L. Enseguida, se sumergieron en una solucion de agua y fungicida en
polvo Captan 50® 1.5 g L™ durante 20 min. Finalmente, los brotes fueron cortados a 6 cm de

longitud para tener un tamafio homogéneo de pua (Figura 5.1 D).

El mismo dia que se cosecharon los brotes de las plantas madre del clon G114 se injertaron sobre
las dos especies de patrén a evaluar (P. patula y P. greggii) a tres diferentes alturas (5, 15y 20
cm) a partir de la base del tallo principal del patron. Se utilizo el injerto de hendidura. En esta
técnica se hace un corte en forma de bisel en la base del brote con dos planos expuestos del
cambium (Figura 5.1 D) y un corte en el patron dejando también dos planos expuestos para
colocar la pda en la hendidura del patrén (Figura 5.1 E). Enseguida se coloco cinta plastica de
teflon (Truper® de 12.7 mm de ancho y 75 pm de grosor) en el punto de unién para sellar esta
area; finalmente se le colocé una bolsa de polietileno transparente de 20.5 x 12 cm y 30 pm de

grosor para evitar la deshidratacién del injerto (Figura 5.1 F).

Los injertos se mantuvieron bajo malla sombra al 50% durante el prendimiento (dos meses). La
apertura de la bolsa se inici6 a partir de la tercera semana cortando una esquina superior, a la

siguiente semana la otra esquina, la siguiente semana toda la parte superior y finalmente se quitd
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completamente en la sexta semana. En todos los injertos se quito la cinta teflén a los dos meses,

una vez realizada la cicatrizacion de las heridas producidas por el injertado (Figura 5.2 B).

Figura 5.2. Injertos de puas a partir de plantas madre de Pinus patula injertadas en patrones de P. patula
y Pinus greggii. A: formacion de aciculas a tres semanas del injertado; B: cicatrizacién entre la pla y el
patrén a dos meses del injertado; C y D: prendimiento de injerto sobre patrones de P. patula y P. greggii,
respectivamente a los dos meses del injertado (el punto rojo es el punto de unién); E, F y G: injertos de 10
meses sobre P. patula injertados a 20, 15 y 5 cm de la base del tallo del patrén, respectivamente; H, 1 y J:
injertos de 10 meses sobre P. greggii injertados a 20, 15 y 5 cm de la base del tallo del patrén,
respectivamente.

El experimento se establecié en un disefio experimental completamente al azar con arreglo
factorial en cuatro blogues considerados como repeticiones; los dos factores evaluados fueron: 1)
La especie de la planta patrdn con dos niveles (P. patula y P. greggii) y 2) La altura de injertado
con tres niveles (5, 15 y 20 cm a partir de la base del tallo del patrén), generando seis
tratamientos, cada tratamiento representado por cinco injertos por blogue, por lo que se
realizaron un total de 120 injertos. Se evaluaron las variables de prendimiento (%) a los dos
meses, la supervivencia (%) a los 10 meses, el crecimiento de la pda en longitud (cm) se evaluo
en dos ocasiones correspondientes al primer y segundo ciclo de crecimiento que presentaron los
injertos a los 7 y 10 meses, respectivamente (por la diferencia entre la longitud total de la pla
menos la longitud al momento de ser injertada). EI diametro de la pda injertada por arriba de la
uniéon (mm) se evalué a los 10 meses y la longitud de aciculas (cm) a los siete meses. El
prendimiento se evalud considerando como injertos prendidos a las pdas vivas, turgentes y de
coloracion verde y como no prendidos a las puas muertas, deshidratadas y de color café. La
supervivencia se evalué a los injertos vivos y vigorosos. El crecimiento en longitud y el diametro
de la pua injertada se determinaron sacando la diferencia entre sus dimensiones iniciales al

momento de injertar con la alcanzada en la toma de datos final. La longitud de aciculas maduras
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se midié a la mitad del follaje que habia desarrollado la pua injertada en su primer ciclo de
crecimiento. De cada injerto se seleccionaron cuatro fasciculos cubriendo los cuatro puntos
cardinales y se midio la longitud de las aciculas que los integraban desde la union del fasciculo
en el tallo principal hasta la punta de las aciculas sacando el promedio por injerto.

A los datos obtenidos de las variables evaluadas se les aplico el analisis de varianza con el
programa estadistico (Statistical Analysis System 9.4 [SAS, 2013]) y posteriormente se hizo la
comparacion multiple de medias Tukey (p < 0.05). Al no cumplir con los supuestos de
normalidad, los datos de prendimiento y supervivencia se transformaron con la funcion [T =
arcoseno (V Y)] antes de realizar el anélisis de varianza y posteriormente se retransformaron a las

unidades originales con la funcion [Y = 100 seno? (T)] (Bautista-Ojeda et al., 2022).
Yijk = ,ll+,8k+ Ei+Aj+EAij +Eijk

Yiik = valor de la variable respuesta correspondiente a la repeticion k del nivel i de E y nivel j de A; p = media
general; g« = efecto del bloque; E; = efecto de la especie de patrén; A; = efecto de la altura de injertado; EA;; =
interaccion especie de patrén x altura de injertado; €ij = error experimental i = P. patula y P. greggii; j =5, 15y 20
cm a partir de la base del tallo del patron; k =1, 2, 3y 4 repeticiones.

5.5. RESULTADOS Y DISCUSION

El anélisis de varianza detecto diferencias estadisticas por efecto de la especie de patrdn sobre las
variables de crecimiento de la pua en longitud a los siete meses y crecimiento en didmetro a los
10 meses. Por efecto de la altura de injertado se presentaron diferencias en casi todas las
variables, excepto en el prendimiento y la supervivencia. La interaccion entre factores no fue

significativa para ninguna de las variables evaluadas (Cuadro 5.1).

En general, el prendimiento y supervivencia de los injertos estuvieron por arriba del 90%. Las
puas tuvieron un crecimiento en longitud de 19 cm a los siete meses y en los siguientes tres
meses otros 19 cm. En el diametro del injerto y longitud de aciculas se obtuvieron valores

promedios de 2.5 mm y poco més de 21 cm, respectivamente (Cuadro 5.2).
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Cuadro 5.1. Valores de significancia para las variables respuesta evaluadas, en diferentes especies de
patron y alturas de injertado con puas a partir de plantas madre de P. patula.

PlUa injertada Longitud
Fuente de  Prendimiento Supervivencia Longitud * _ de
o Diametro i
variacion (%) (%) Mes 7 Mes 10 aciculas
(mm)
(cm) (cm) (cm)
Especie de
1.0000 0.6768 0.0054 0.2561 0.0435 0.0635
patrén (EP)
Altura de
injertado 0.6346 0.5925 0.0001 0.0001 0.0051 0.0001
(Alnj)
EP x Alnj 0.2756 0.1295 0.1330 0.1946 0.4609 0.2250

* 7y 10 meses después del injertado.

5.5.1. Factor especies de patron
Prendimiento y supervivencia

Pinus greggii como patron tuvo respuesta similar a los patrones de P. patula con las plas
injertadas, ambas presentaron el mismo prendimiento cercano a 100% y la supervivencia después
de 10 meses mayor a 90% (Cuadro 5.2). La afinidad encontrada en la combinacion de P. patula y
P. greggii como pla y patron, respectivamente, puede estar relacionada con la cercania
taxondmica entre ellas. Gernandt et al. (2005) realizaron reconstrucciones filogenéticas con
datos moleculares de regiones de ADN de cloroplastos y ndcleo, y debido a sus altas
coincidencias ubicaron a P. patula y P. greggii en la misma subseccion. Solorio-Barragan et al.
(2021) evaluaron injertos interespecificos con plas de Pinus rzedowskii Madrigal & M. Caball.
sobre patrones de cinco especies de pino, la supervivencia a los seis meses fue de 20 a 85%,
atribuyendo la variacion a las diferencias filogenéticas y evolutivas entre las especies del mismo
género utilizadas, pero sugieren que mientras mas cercanas mas exitosos. Se ha demostrado que
injertos entre diferentes especies, pero del mismo género, pueden sobrevivir formando una unién
efectiva (Wang et al., 2016).
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Cuadro 5.2. Valores medios y error estandar (+) para las variables respuesta evaluadas, en diferentes
especies de patron y alturas de injertado con puas a partir de plantas madre.

PuUa injertada

o Supervi- i Longitud
Fuente de Prendimiento _ Longitud*
o vencia Diametro  de aciculas
variacion (%) Mes 7 Mes 10
(%) (mm) (cm)
(cm) (cm)

Especie de patrén
P.patula 983+17a 933%+28a 176+20b 36.7+23a 24+01b 209+03a
P.greggii 983+17a 91.7+3.0a 205+14a 387x14a 27+0la 215+04a

Altura de injertado (cm)

5 100.0+0.0a 90.0+33a 127+14c 305+14b 23+01b 228+03a
15 975+25a 925+37a 19.1+09b 403+10a 26+0l1ab 209+0.2b
20 975+25a 950+38a 253+x09a 422+18a 28+0l1la 200+01c

Promedio 98.3+1.2 925+20 19.0+1.2 37.7+13 25%0.1 21.2+0.3

* 7y 10 meses después del injertado. Medias con letras diferentes en cada columna indican diferencias estadisticas
entre los niveles de cada factor (Tukey, p <0.05).

La compatibilidad de injertar P. patula sobre P. greggii abre la posibilidad de considerar a esta
especie de patron en estudios para evaluar si puede conferirse a la pua de P. patula las
caracteristicas de precocidad en la floracion, de adaptacion a condiciones limitantes de humedad,
suelos pedregosos y pobres en materia organica (Ramirez-Herrera et al., 2005; Ruiz-Farfan et
al., 2015).

Las areas con déficit de humedad cada vez son maés frecuentes debido al calentamiento global
que altera los patrones climaticos principalmente de temperatura y precipitacion, lo que puede
reducir el héabitat adecuado para P. patula (Saenz-Romero et al., 2011). Los injertos
interespecificos en ciertos casos particulares podrian ser una alternativa para el establecimiento
de huertos y plantaciones clonales bajo condiciones limitantes de humedad, donde P. patula por

si sola no pudiera prosperar (Dadashpour et al., 2017).

En China, Han et al. (2019) injertaron puas de Populus cathayana para conferirle mayor
resistencia a sequia con patrones de Populus deltoides. Guadafio et al. (2016) con el mismo

proposito evaluaron los injertos de Pinus pinea L. en Pinus halepensis Mill., pero disminuyo el
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prendimiento hasta 40%. En el presente estudio, al injertar P. patula sobre patrones de P. greggii

no afecto el prendimiento, ya que fue igual que al injertarlo sobre su misma especie.

Es sobresaliente el alto porcentaje de prendimiento obtenido (118 injertos exitosos de 120
hechos), lo cual no es frecuente en coniferas; como en P. pseudostrobus > 25.5% y P. patula
35% (Aparicio-Renteria et al., 2013; Barrera-Ramirez et al., 2020), aunque se reportd el
prendimiento promedio de 70% en injertos de P. patula (Gonzalez-Jiménez et al., 2022).
Después del prendimiento la supervivencia de los injertos fue superior al 90% en la evaluacion

de 10 meses para las dos especies de patron evaluadas (Figura 5.2 E-J).

Generalmente en coniferas la supervivencia del injerto disminuye principalmente en los primeros
meses debido a factores ambientales, de manejo o incompatibilidad fisiol6gica, anatémica o
geneética (Han et al., 2019; Pérez-Luna et al., 2020a). Sin embargo, en la mayoria de injertos en
pino se han usado yemas de arboles adultos de campo, que son transportadas hasta la zona de
injertado, que se hace al menos el dia siguiente. La supervivencia disminuy6 72.1% en 90 dias
después del injertado en Pinus pseudostrobus (Barrera-Ramirez et al., 2020). En Pinus
engelmannii Carr. se redujo 67 y 87% en seis meses, principalmente por altas temperaturas y

baja humedad relativa (Pérez-Luna et al., 2019).

El alto porcentaje de prendimiento y supervivencia obtenidos en este estudio se atribuye al
origen de las puas a partir del manejo de plantas madre, independientemente de la especie de
patron evaluada. El manejo de plantas madre involucra el control Optimo del riego y la
fertilizacion, evitando estrés de la planta donadora (Sodré y Gomes, 2019). Las condiciones de
manejo proporcionan ventajas adicionales en la calidad y cantidad de los brotes producidos
(Bautista-Ojeda et al., 2022). Ademas, al haber injertado las puas del arbol adulto original sobre
portainjertos joévenes (1.5 afios) para dar origen a las plantas madre, los brotes emitidos por la
poda presentan ciertas caracteristicas juveniles (fisiologicas, morfolégicas y hormonales) que
pudieron haber influido en la unidn mas eficiente con las dos especies de patron evaluadas,

contrariamente a lo que sucede cuando las plas provienen de arboles de campo.

El prendimiento aumenta considerablemente cuando las partes del injerto provienen de tejido
joven por la capacidad de generar una rapida division y diferenciacion celular (Materan et al.,

2008). Gautier et al. (2019) sugirieron que la rapida union de los tejidos mediante la
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cicatrizacion y reconexion vascular asegura mayor éxito en los injertos. La cicatrizacion se
completo a los dos meses en el estudio actual (Figura 5.2 B), la union entre los tejidos fue mas
rapida que en injertos con yemas provenientes de arboles adultos de campo de P. patula sobre
patrones de ésta especie realizados de manera similar los que tardan tres meses en presentar la

cicatrizacion completa y formacion del callo (Gonzéalez-Jiménez et al., 2022).

Recientemente en Suecia se han establecido plantas madre de plantulas de semilla menores de
dos afios para producir brotes con el objetivo de ser utilizados como puas para injertar en
especies del género Abies y Pinus (Pérez-Luna et al., 2020a). Sin embargo, a esta edad no puede
probarse la superioridad genética. El sistema utilizado en este estudio sobre plantas madre
originadas por injerto de un arbol superior adulto (G114) para producir brotes, y estos ser
utilizados como puas en el segundo ciclo de injerto, ha sido poco documentado. Fraga et al.
(2003) indicaron que los injertos sucesivos, pueden producir plantas fisiolégica y
morfoldgicamente juveniles adecuadas para siguientes ciclos de injertado. La talla mas pequefia
del injerto con caracteristicas juveniles y el corto tiempo en la produccién de patrones de pocos
meses de haber germinado, hacen el proceso de injertado mas rapido y eficiente. Lo anterior
asegura altos porcentajes de prendimiento y supervivencia para la clonacién a mayor escala de
genotipos superiores adultos de P. patula por medio de injerto. Se ha logrado mas del 90% de
prendimiento en mini-injertos de P. patula utilizando puas y patrones con caracteristicas

juveniles (Castillo-Martinez et al., 2021).
Crecimiento del injerto

A los siete meses las puas injertadas sobre patrones de P. greggii tuvieron crecimiento en
longitud mayor a 16.5% en comparacién con los injertos sobre P. patula (Cuadro 5.2). Esta
tendencia de mayor crecimiento (5.5%) en los injertos interespecificos continu6 tres meses
después, sin embargo, ya no se detectaron diferencias estadisticas entre las dos especies de
patrén evaluadas. La elongacion del injerto se observé en el primer y/o segundo mes después de
injertar y es indicativo de la union exitosa entre la pa y el patrdn, que reactivan sus actividades
fisiologicas y refleja la interaccion que se estad dando entre ambas (Darikova et al., 2013). Quizas
el proceso fisioldgico de union entre las puas de P. patula sobre patrones de P. greggii fue mas
rapido favoreciendo el crecimiento inicial en comparacion con los injertos intraespecificos.

Mientras méas rapida sea la cicatrizacion de los tejidos, la fisiologia de la planta injertada se
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reactiva permitiendo dirigir los recursos disponibles para estimular el crecimiento y desarrollo
del injerto (Mng omba, 2013; Gautier et. al., 2019).

Con base en los resultados obtenidos, el crecimiento de las puas injertadas de P. patula no se vio
afectado al utilizar P. greggii como patrén, con crecimiento similar en los primeros 10 meses.
Serd necesario evaluar el crecimiento posteriormente, para determinar si continda dicha
tendencia. En algunos casos los injertos interespecificos han mostrado mejores resultados en el
crecimiento que los injertos intraespecificos. Puas de Larix gmelinii var. japonica Rupr.
injertadas sobre el hibrido Larix gmelinii x Larix kaempferi (Lamb.) Carr. mostraron mas rapido
crecimiento del brote que sobre su misma especie (Kita et al.,, 2018). En otro estudio, la
combinacion de Populus cathayana sobre Populus deltoides resultd con la mayor tasa de
crecimiento en altura del injerto que en injertos intraespecificos (Han et al., 2019). Incluso a
veces la elongacion del brote de plantas injertadas ha sido similar al de plantas sin injertar como
en injertos interespecificos de Abies (Hinesley y Frampton, 2002).

En los primeros 10 meses después de injertar se registré el crecimiento en altura de la pla
injertada cercano a 40 cm (Cuadro 5.2). El crecimiento similar de la pua en las dos especies de
patrén pudiera indicar que los patrones de P. greggii tuvieron mejor absorcion de agua y
eficiencia en su uso similar que los patrones de P. patula. Han et al. (2019) sugirieron que
portainjertos de P. deltoides podian mejorar el uso eficiente de agua en injertos bajo sequia por
una mayor conductividad hidraulica. En manzana se tienen patrones para reducir o aumentar la
altura del injerto, ya que el portainjerto puede cambiar el vigor y crecimiento de la pla
(Aboutalebi y Hassanzadeh, 2012).

El incremento en diametro de la pua injertada fue mayor en 0.3 mm al utilizar patrones de P.
greggii que sobre su misma especie (Cuadro 5.2). Han et al. (2019) indicaron que especies de
patron con caracteristicas adaptativas a déficit de humedad, como en este caso P. greggii, pueden
llegar a modificar el didmetro o la densidad de traqueidas en el xilema e incrementar la
conductividad hidraulica en la pla injertada aumentando la tasa de crecimiento en diametro. Se
ha demostrado que el crecimiento secundario responde principalmente a la disponibilidad de
agua (Arzac et al., 2018).
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Por ello, al utilizar patrones de P. greggii con mayor adaptacion a sequia que P. patula es
probable que se modificaran las estructuras de conduccién hidraulica para el uso mas eficiente
del agua, favoreciendo el crecimiento en didmetro. Ya que la capacidad que tienen las plantas
para transportar el agua determina la tasa de fotosintesis, de crecimiento y de acumulacién de
materia viva (Aleman-Sancheschulz et al., 2019). Con base a los resultados obtenidos, pudiera
considerarse a P. greggii como especie de patron promisoria para injertar P. patula sobre ella, al
favorecer caracteristicas morfoldgicas de la planta injertada. Sin embargo, serd necesario hacer
evaluaciones posteriores para determinar si la tendencia de mayor incremento en diametro

continla a traves del tiempo.

En injertos interespecificos es dificil predecir la influencia del patron sobre el crecimiento del
injerto. Sin embargo, hay evidencias que el patrén altera la tasa de crecimiento, ya que en
algunos casos causa rapido crecimiento y en otros lo reduce (Jayawickrama et al., 1991). Abies
fraseri (Pursh) Poir. se injerto en seis especies del género Abies, evidenciando que la especie de
patrén influye en la variacion del crecimiento en diametro en la pda injertada (6.8 a 7.6 mm)
(Hinesley y Frampton, 2002). Patrones de Pinus sylvestris L. influyeron en el didmetro de las
traqueidas, area y grosor de la pared celular, asi como en la produccién de células en los anillos
de crecimiento, favoreciendo el aumento del diametro en el tallo de la pda injertada de Pinus
sibirica Du Tour (Darikova et al., 2013).

Los patrones de P. greggii no influyeron en el habito de crecimiento de las aciculas desarrolladas
por la pula injertada de P. patula. Bajo el supuesto que las caracteristicas anatomicas han
evolucionado de manera similar en especies filogenéticamente cercanas, pudiera esperarse que
presenten caracteristicas morfolédgicas similares en las aciculas (Gernandt et al., 2005; Solorio-
Barragén et al., 2021). Tomando como referencia arboles adultos sin injertar, Perry (1991)
describio las aciculas de P. greggii (10-15 cm) de menor longitud que las descritas para P. patula
(15-25 cm). Sin embargo, en este trabajo al combinar estas dos especies, P. greggii como patron
y P. patula como pua, los injertos desarrollaron aciculas en promedio de 21.5 cm, dentro del
rango documentado para P. patula. Puede esperarse que no se afecten las actividades de
fotosintesis y transpiracion que llevan a cabo estas estructuras al utilizar patrones de P. greggii, e

incluso pudieran ser mas eficientes por ser una especie adaptada a sequia (Han et al., 2019).
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5.5.2. Factor altura de injertado en el patrén
Prendimiento y supervivencia

La altura de injertado no tuvo efecto sobre el prendimiento y supervivencia del injerto a los 2 y
10 meses con mas de 97 y 90%, respectivamente (Cuadro 5.2). Estos resultados indican que
pueden obtenerse altos porcentajes de prendimiento injertando las puas a 5, 15 0 20 cm a partir
de la base del tallo del patrdon, siempre y cuando las caracteristicas morfolégicas, fenoldgicas y
fisioldgicas del material vegetal (pUa y patron) sea similar al utilizado en este estudio. Resultados
similares se obtuvieron al evaluar cinco diferentes alturas de injertado (4, 8, 12, 16 y 20 cm) en
Citrus aurantifolia Swingle, las cuales no presentaron efecto sobre el prendimiento del injerto
(Chalise et al., 2013).

La respuesta en el prendimiento que presentd el tejido de la planta patrén al injertar la pta en ese
segmento del tallo (5-20 cm) fue similar y con alta compatibilidad inicial. Los procesos que se
llevan a cabo durante el prendimiento se asumen que confluyeron favorablemente casi en el
100% de los injertos hechos en las tres alturas del tallo evaluadas: activa division celular del
cambium para la formacion de callo por ambas partes del injerto, proliferacion del callo y
diferenciacion a cambium que genera el nuevo xilema y floema para restablecer las conexiones
vasculares (Wang et al., 2016; Melnyk, 2017). Ademas, la reconexion de tejidos entre las partes
del injerto para las tres alturas evaluadas, muestra haber sido lo suficientemente completa y
funcional, para continuar vivos los injertos a través del tiempo durante los siguientes ocho meses,
reflejandose en una alta supervivencia, que se redujo solamente menos de 6% durante este
periodo (Cuadro 5.2).

Los patrones de seis meses de edad probablemente presentaron caracteristicas fisioldgicas y
anatomicas internas mas homogeéneas a lo largo del tallo; ademas se ha demostrado que el tejido
juvenil en pinos favorece la division y diferenciacion celular (Materan et al., 2008). Explantes de
arboles juveniles de Pinus leiophylla Schiede ex Schldl. et Cham. mostraron mayor
diferenciacion celular expresada en la respuesta organogénica, en comparacion con explantes de
arboles adultos en condiciones in vitro (Gonzélez-Jiménez et al., 2018). Esta respuesta en el
tejido joven posiblemente favorece la union exitosa entre las partes del injerto, particularmente

en la division celular para formar callo, asi como en la diferenciacion para generar nuevas células
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de xilema y floema a partir del cambium (Melnyk, 2017), independientemente de la altura a la
cual se injertd la pua. En un estudio reciente, al realizar mini-injertos en P. patula con patrones
de solo dos meses de haber germinado en condiciones ex vitro y pulas obtenidas de
multiplicacion in vitro lograron obtener 93% de éxito a los dos meses de haberse injertado
(Castillo-Martinez et al., 2021). En otro estudio con puas de arboles de cuatro afios de edad se
logro el 70% de prendimiento (Gonzalez-Jimeénez et al., 2022), en comparacion con el 35% de
prendimiento reportado en injertos de P. patula a partir de plas de &rboles adultos sobre
portainjertos de mas de un afio de edad (Aparicio-Renteria et al., 2013).

Los patrones en otros estudios de injerto en pino generalmente han sido de mayor edad, entre dos
y tres afios. Cuanto mas viejos son los 6rganos a injertar, mayor sera la especializacion bioldgica
y genética de los tejidos celulares, lo que aumenta la dificultad de propagacion vegetativa en
coniferas en general (Pérez-Luna et al., 2019). Las caracteristicas morfoldgicas del patrén van
cambiando conforme va aumentando la edad, el tallo va lignificando y empiezan a desarrollar
corteza gruesa e incluso estas caracteristicas van siendo graduales a lo largo del tallo de la base
al apice (Read y Bavougian, 2013). Algunos autores han sugerido que al injertar cerca del
sistema de raices puede favorecerse el prendimiento de la pda injertada (Wendling et al., 2014;
Barrera-Ramirez et al., 2020), pero en este estudio no presentd ventaja en las variables en

comparacion con las otras dos alturas de injertado evaluadas a mayor distancia de las raices.
Crecimiento del injerto

El crecimiento en longitud de la pua injertada durante los primeros siete meses tuvo diferencias
entre las tres alturas de injertado evaluadas (Cuadro 5.1). EI mayor crecimiento se obtuvo
injertando a 20 cm de la base del tallo del patrén con crecimiento de 25.3 cm y fue disminuyendo
el tamafio de los injertos de 6.2 y 12.6 cm en los realizados a 15 y 5 cm, respectivamente
(Cuadro 5.2).

En la evaluacion de los 10 meses los injertos a 15 y 20 cm fueron estadisticamente iguales entre
ellos con poco mas de 40 cm de crecimiento en ambas alturas, los injertos realizados a 5 cm de la
base tuvieron 10 cm menos de crecimiento (Cuadro 5.2). Estos resultados muestran que se
favorece el crecimiento al injertar la pla mas cerca de la yema terminal del patrén. De igual

manera al injertar en la parte més alta del tallo del patron favorecio el incremento en diametro
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con diferencia de hasta 0.5 mm al comparar con el injertado cerca de la base del tallo del patron
(Cuadro 5.2).

Otros estudios también indican que el crecimiento del injerto se ve favorecido al injertar mas
cerca de la yema terminal. Puas de Ziziphus mauritiana Lam. injertadas a 30 cm presentaron
mayor crecimiento en altura que al injertar a 20 cm de la superficie del suelo (Aboutalebi y
Hassanzadeh, 2012). En injertos de Malus x domestica Borkh del cultivar Stark Crimsons
injertando a la mayor altura de cuatro evaluadas (15, 30, 45 y 60 cm) se obtuvo el mayor
crecimiento en diametro y altura (Karlidag et al., 2016). Estos autores sugieren que las auxinas
pueden ser responsables de estos efectos en el crecimiento de las plantas injertadas. Pudiera
favorecerse el crecimiento de la nueva pua al sustituir a la original del patrén cuando esta mas
cerca del apice del brote terminal que es donde se sintetizan principalmente las auxinas. Quizas
hay un gradiente en el nivel y sintesis de auxinas a lo largo del tallo, de mayor a menor del apice
a la base. Se ha comprobado que las auxinas actian en el brote terminal para que crezca mas
rapido que los brotes por debajo de €l, conocido este efecto como dominancia apical (Ning et al.,
2013).

También se ha sugerido que el efecto de mayor crecimiento al injertar méas cerca del apice puede
ser resultado de que esa porcion del tallo esta méas expuesta a los rayos solares, permitiendo que
la planta dedique su energia a crecer en altura para obtener méas luz y favorecer la fotosintesis
(Ning et al., 2013; Karlidag et al., 2016). Aunque hay que considerar que en un caso se ha
favorecido el crecimiento al injertar mas cerca de la base del tallo del patrén. Barrera-Ramirez et
al. (2020) indicaron que al injertar P. pseudostrobus méas cerca del sistema de raices podria

mejorar el suministro de nutrimentos y entonces mejorar el crecimiento.

Por otro lado, el incremento en didametro fue favorecido al injertar la pta en la parte mas alta del
tallo del patron. Darikova et al. (2013) indican que el crecimiento y diferenciacion de células del
cambium depende principalmente del balance de fitohormonas que regulan la tasa de
diferenciacion y expansion celular. El desarrollo y diferenciacion del tejido vascular durante el
crecimiento de la planta es regulado por casi todas las fitohormonas conocidas. Sin embargo, las
auxinas parecen ser los principales reguladores de la diferenciacion celular (Nanda y Melnyk,
2018). El cambium acta como un meristemo vascular y durante el crecimiento secundario se

divide para producir mas células de xilema y floema; de este modo le permite al tallo de la planta
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incrementar en diametro (Nanda y Melnyk, 2018), y este pudiera tener mayor actividad celular

en la zona mas cercana al apice del patron, reflejandose en mayor crecimiento del diametro.

Ademas de las fitohormonas, debe considerarse la anatomia interna del tejido en las tres alturas a
lo largo del tallo del patron evaluadas, ya que los factores internos relacionados con la forma del
cambium, numero de traqueidas por milimetro cuadrado, didmetro tangencial y radial de
traqueidas en el xilema en ese segmento del tallo del patron pudieran variar y tener un efecto
diferente en el crecimiento de la pla injertada (Castro- Garibay et al., 2017; Dadashpour et al.,
2017). Las estructuras internas en el tallo del patron a 15 y 20 cm quizéas fueron similares a las
que presentaron las estructuras internas de las puas injertadas, favoreciendo la union y el

crecimiento en comparacién con las encontradas a 5 cm.

Las aciculas tuvieron mayor crecimiento (23 cm) al injertar cerca de la base del tallo a 5 cm con
diferencia de 2 y 3 cm que al injertar a 15 y 20 cm, respectivamente (Cuadro 5.2). En las tres
alturas de injertado evaluadas, las puas lograron desarrollar las aciculas de forma completa y
funcional. Al momento de injertar las puas solo presentaban hojas primarias por provenir de
brotes adventicios generados a partir de plantas madre (Figura 5.1 C). Las puas formaron hojas
secundarias rapidamente. A partir de la tercera semana del injertado se inicio la formacion de
aciculas agrupadas en fasciculos (Figura 5.2 A). El crecimiento de aciculas en plantas injertadas
indica la reconexion vascular entre ambas partes, se reactivan sus funciones fisiologicas para
continuar su crecimiento y desarrollo como planta completa constituida por dos genotipos

(Barrera-Ramirez et al., 2020).

Con base en los resultados obtenidos, puede concluirse que los injertos hechos a 5 cm de la base
del tallo dirigieron sus recursos al follaje incrementando la longitud de aciculas para aumentar el
area fotosintética. Otra explicacion del mayor crecimiento de la longitud de aciculas al injertar
cerca del sistema de raices esta relacionada a el flujo rapido de agua y nutrimentos de las raices
del patron hacia el follaje de la pda injertada (Aleman-Sancheschudlz et al., 2019; Barrera-
Ramirez et al., 2020).
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5.6. CONCLUSIONES

Los patrones de Pinus greggii muestran alta compatibilidad, crecimiento y supervivencia con
puas de Pinus patula con respuesta favorable en el incremento en didmetro a los 10 meses

después del injertado, que al injertar P. patula sobre su misma especie.

La altura del injertado cerca del apice de la yema terminal del patrén beneficia el crecimiento en

altura y didmetro de la pua injertada.

Esto implica considerar el uso de este tipo de injertos interespecificos cerca del &pice del tallo del
patron por los resultados obtenidos y por las ventajas que pudieran obtenerse al utilizar Pinus
greggii como patron por ser una especie mas adaptada a condiciones de déficit de humedad que

P. patula.
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DISCUSION GENERAL

Pinus patula es considerada de las especies de pino subtropicales mas importantes
economicamente por su alto potencial productivo. Se han establecido plantaciones comerciales
con éxito en México y otros paises, o que ha llevado a establecer programas operativos de
mejoramiento genético para obtener semilla genéticamente mejorada y ser utilizada en
plantaciones mas productivas. Los huertos semilleros asexuales son un eslabén dentro de la
cadena de mejoramiento genético de P. patula y se han establecido en México desde 2003,
mediante la técnica de injerto para obtener los clones requeridos. Sin embargo, existen
problemas de bajo prendimiento y supervivencia del injerto cuando se ejecuta esta técnica de
propagacion vegetativa. Parte de estos factores que influyen en esta problematica se tratan de

resolver mediante los estudios realizados en este trabajo.

En el capitulo | se abordaron dos factores que influyen en el prendimiento y crecimiento del
injerto (el tipo de injerto y la longitud de corte que se realiza en la plda y el patron). Se ha
demostrado que cada especie tiene una técnica en particular para obtener el mayor prendimiento.
Los resultados generados a partir de la evaluacion de tres técnicas de injerto en P. patula
(terminal, lateral e inglés simple), demostraron que el injerto terminal y lateral son las dos

técnicas viables para esta especie, obteniendo mas de 70% de prendimiento.

El menor prendimiento del injerto inglés se debe a que la técnica Unicamente realiza un corte o
plano en forma diagonal, tanto en la ptia como al patrén (Pardo-Alonso et al., 2020), quedando
solamente sobrepuestas las superficies del cambium (pUa-patrén) y no se fijan como en el caso
de la técnica terminal y lateral, que se injertan en una hendidura con dos planos expuestos
(Hartmann et al., 2014). El injerto inglés simple podria considerarse en injertos de P. patula
cuando la pua y el patron presenten diametros menores a 5 mm, donde realizar los cortes de las

otras dos técnicas se dificulte.

Por otro lado, los resultados sobre la longitud de corte que se realiza en la pua y el patron y que
esta relacionada con la superficie de contacto del cambium entre las partes del injerto, indicaron
que puede considerarse una longitud de corte en el rango de 1.5 a 2.5 cm para injertos de P.
patula, ya que la union y formacién de callo se realiz6 de manera completa y de forma similar

entre las tres longitudes evaluadas (1.5, 2.0 y 2.5 cm).
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El origen genético de la pua y del patrén es otro factor que puede definir el éxito del injerto; el
capitulo Il se enfocd en este factor, ya que la compatibilidad genética por parentesco
intraespecifico pudiera ser fuente de variacion y favorecer el prendimiento del injerto. Por lo
tanto, al injertar plas de cuatro genotipos superiores de P. patula (G105, G106, G114 y G115)
sobre patrones de las mismas familias de medios hermanos (F105, F106, F114 y F115) en todas

sus combinaciones se logré un prendimiento de 75%.

Se demostré que hubo variacion por efecto del genotipo de pua en el prendimiento. Para la
supervivencia a los 12 meses los genotipos de pla G114 y G115 mostraron ser superiores
respecto a los otros dos genotipos, asi como la familia de patron F105 mostr6 superioridad sobre
las otras familias evaluadas. La mayor supervivencia para cada genotipo de pua se presento sobre
familias de patron no emparentadas y en ningun caso se beneficio al injertar las puas sobre
familias de patron de su misma progenie. El genotipo de pua influyé en la variacion del
crecimiento en longitud y didmetro del injerto, asi como la familia de patron lo fue solo en el
crecimiento en diametro. Por lo tanto, habrd genotipos de pua y familias de patron que

favorezcan el crecimiento inicial del injerto.

Por otro lado, los injertos de pino de genotipos superiores manejados como plantas madre
representan una alternativa de material vegetal para siguientes ciclos de reproduccién vegetativa
por medio de la induccion de brotes adventicios. En el capitulo 11l se demostré que al podar
injertos prendidos de seis meses de haberse injertado de cuatro genotipos superiores (G105,
G106, G114 y G115) y de planta de dos afios sin injertar de P. patula, lograron desarrollarse
brotes adventicios, aunque el tiempo en el que inicia su desarrollo fue variable y esto dificulta
tener la cosecha de los brotes homogenea. Las plantas madre sin injertar desarrollaron el mayor
namero promedio de brotes por planta (7.5). Los brotes del G114 y G106 presentaron a la
semana 16 el mayor crecimiento en longitud (6.0 cm) y didmetro (5.1 mm), respectivamente. Por
lo tanto, puede considerarse que el genotipo del injerto influye en la morfologia (longitud y

didmetro) de los brotes adventicios que generan.

Ademas, los brotes adventicios obtenidos a partir de las plantas madre al cosecharse y ponerse en
condiciones especiales para su enraizamiento, presentaron el desarrollo de raices adventicias solo

en brotes de plantas no injertadas, lo que indica que existen otros factores como hormonales,
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ambientales o de manejo que estan impidiendo su enraizamiento en brotes obtenidos a partir de

plantas injertadas de arboles adultos de P. patula.

Algunos autores sugieren realizar mas ciclos de injertos previos (Read y Bavougian, 2013). Los
injertos en serie son el método mé&s consistente y utilizado para restaurar gradualmente
caracteristicas juveniles en especies forestales adultas por el recurrente injerto de puas de arboles
adultos sobre patrones juveniles (Wendling et al., 2014; Santin et al., 2015).

Otra opcidn en la creacidn de injertos en P. patula, es utilizar patrones de especies diferentes a la
de la pua, ya que pueden conferir al injerto mayor prendimiento, supervivencia o caracteristicas
deseables de crecimiento en campo. En el capitulo 1V se evalu6 la compatibilidad de P. patula
como pua injertada sobre patrones de siete diferentes especies de pino (P. patula, P. greggii, P.
teocote, P. pseudostrobus, P. cembroides, P. ayacahuite y P. hartwegii). El mayor porcentaje de
supervivencia a los ocho meses fue sobre su misma especie de patrén y las dos mas relacionadas

taxondmicamente (P. teocote y P. greggii).

Las tres especies pertenecen a la misma subseccion (Oocarpae) y bajo el supuesto que han
evolucionado de forma similar, las estructuras internas de la pua con las del patrén pudieron ser
compatibles en los procesos de union del injerto. Por lo tanto, estas dos especies pudieran
considerarse en futuros estudios como especies patron viables para P. patula, aprovechando las

caracteristicas particulares de cada especie.

Los resultados mostraron también que conforme la especie de patron va siendo menos
relacionada a P. patula, la compatibilidad va disminuyendo. Como en el caso de los patrones con
P. pseudostrobus y P. hartwegii, que presentaron supervivencia baja (15%); estas especies
pertenecen a diferente subseccion (Ponderosae) que la de la pla (Gernandt et al., 2005). En
patrones de P. cembroides no hubo compatibilidad y con P. ayacahuite como patron hubo la
menor supervivencia de los injertos de P. patula; estas dos especies son las menos relacionadas
taxondmicamente ya que pertenecen a diferente subgénero (Strobus) que P. patula (Gernandt et
al., 2005). Los patrones de P. pseudostrobus le confirieron a los injertos menor crecimiento en
altura que sobre su misma especie. El crecimiento restringido puede aprovecharse para mantener
injertos a altura baja en los huertos semilleros y facilitar su manejo y cosecha de conos

(Jayawickrama et al., 1991).

91



Se evidenci6 una reduccion en el crecimiento en altura y en la longitud de aciculas de la pua de
P. patula al utilizar patrones de P. hartwegii, el habito de crecimiento de la especie de patron fue
dominante al de la pua. P. hartwegii es una de las especies de pino de incremento reducido,
debido las condiciones ambientales que imperan en su area de distribucion natural (Manzanilla-
Quifones et al., 2019). Ademas, P. hartwegii presenta estado cespitoso, lo que pudo haber
influido sobre el habito de crecimiento de la pUa de P. patula injertada (Rivera et al., 2021). Por
lo tanto, el uso de patron diferente a la pla de P. patula, dependera de alguna caracteristica que
el patron le pueda conferir a la pua injertada. En México existe gran potencial de establecer
injertos interespecificos de combinaciones favorables, ya que en este pais crecen cerca del 40%

de las especies del género Pinus.

El capitulo V tuvo como objetivo evaluar la compatibilidad de puas de P. patula obtenidas a
partir de plantas madre injertadas sobre patrones de Pinus greggii a tres alturas de injertado. P.
greggii como patron presentd una respuesta similar a los patrones de P. patula; ambas
presentaron prendimiento cercano a 100% y supervivencia mayor a 90% después de 10 meses.
Sin embargo, los porcentajes obtenidos se relacionaron principalmente con el origen de las puas
a partir de plantas madre, que les confieren a las puas caracteristicas juveniles y mayor vigor. P.
greggii resulté un patrén promisorio para obtener injertos viables con puas de P. patula, esta
combinacion podria ser una alternativa para el establecimiento de huertos semilleros vy
plantaciones clonales bajo condiciones limitantes de humedad, donde P. patula por si sola no

pudiera prosperar (Dadashpour et al., 2017).

Ademas P. greggii, como patrén, le confirid al injerto mayor crecimiento en longitud y diametro
que al injertar sobre su misma especie a P. patula, aunque debera evaluarse si esta tendencia de

mayor crecimiento se mantiene a traves del tiempo.

Por otro lado, al evaluar tres alturas de injertado a 5, 15 y 20 cm a partir de la base del tallo del
patrén se determind que injertar cerca del apice (15 y 20 cm) se favorecid el crecimiento del
injerto que al injertar mas cerca de la base del tallo con diferencia en el crecimiento en longitud
de hasta 10 cm. Las auxinas pueden ser responsables de estos efectos de las plantas injertadas
(Karlidag et al., 2016). Se sintetizan principalmente en el apice del brote terminal y al injertar la
nueva pla que sustituye a la original del patron cerca de dicha zona de sintesis pudieron haber

actuado en la pla para que creciera mas rapido que los brotes por debajo de él, conocido este
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efecto como dominancia apical (Ning et al., 2013). Ademas, el crecimiento y diferenciacion de
células del cambium durante el crecimiento en didmetro depende principalmente del balance de
fitohormonas que regulan la tasa de diferenciacion y expansion celular, siendo las auxinas los

principales reguladores de este proceso (Darikova et al., 2013; Nanda y Melnyk, 2018).
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CONCLUSIONES GENERALES

Las técnicas de injerto terminal y lateral son mas adecuadas para aumentar el prendimiento del
injerto en Pinus patula que el de tipo inglés simple. La longitud de corte en la plda y patron

resulto viable en el rango de 1.5a 2.5 cm.

Los injertos realizados con el genotipo G115, en combinacién con cualquier familia de patrén
favorecieron la supervivencia del injerto; de manera similar sucedié con la familia F105 en

combinacion con cualquier genotipo de pua.

Las puas injertadas sobre patrones de su misma progenie no garantizaron mejor compatibilidad

en los injertos.

Las plantas madre de P. patula injertadas tienen la capacidad de formar y desarrollar brotes
adventicios al igual que plantas no injertadas. Los brotes de plantas injertadas de arboles adultos
no lograron emitir raices adventicias. EI genotipo de la planta madre influye en variaciones sobre

las caracteristicas morfoldgicas de los brotes adventicios.

La especie de pino usada como patrén influye en la compatibilidad con puas de P. patula. Las
puas de P. patula injertadas sobre patrones de Pinus greggii y P. teocote fueron combinaciones
con mayor supervivencia. Las diferentes especies de patron afectan de manera particular el
habito de crecimiento en altura y de aciculas en las plas de P. patula. Pinus pseudostrobus y P.

hartwegii le confirieron menor crecimiento al injerto.

El P. greggii como patrén, muestra alta compatibilidad con plas de P. patula. Fue similar en el
prendimiento y supervivencia, ademas tuvo mayor incremento en didmetro que al injertar P.
patula sobre plantas de su misma especie. La altura del injertado mas cerca del apice de la yema

terminal del patron favorece el crecimiento en altura y didmetro del injerto.
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