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RESUMEN

Los escenarios de cambio climatico predicen que en los bosques estacionalmente secos de México
aumentara la temperatura y se reducira la precipitacion. Esto amenaza a las etapas tempranas del
ciclo de vida de los arboles que residen en estos ecosistemas, ya que el efecto combinado del
calentamiento y la sequia pueden intensificar la mortandad de plantulas durante su primer afio de
vida. Estos cambios climaticos también pueden afectar los procesos bidticos responsables de
incorporar nitrégeno al suelo, lo que alteraria la forma en que las plantulas adquieren y procesan
este nutriente. En este contexto, realizamos dos experimentos de campo donde simulamos las
condiciones de cambio climatico predichas para mediados de siglo en bosques de encinos de la
Sierra de Alvarez, San Luis Potosi, México. El primer experimento estuvo destinado a determinar
los efectos del incremento de temperatura y la reduccion de precipitacion sobre la emergencia, la
supervivencia, las respuestas funcionales y la asimilacién de nitrégeno en plantulas de encinos
durante la temporada de lluvias. En el segundo experimento evaluamos la manera en que el cambio
climatico puede afectar los procesos biolégicos de fijacion de nitrégeno y sus consecuencias para
las plantulas de encino a lo largo de su primer afio de vida. Los resultados de ambos experimentos
sugieren que el cambio climético afectara de manera negativa la emergencia y el establecimiento
de la mayoria de las especies de encino de estos ecosistemas, reduciendo también su crecimiento y
desempefio general. Ademas, nuestros resultados indican que el cambio climatico disminuira las
tasas de fijacion bioldgica de nitrogeno, reduciendo su disponibilidad para las plantulas de encinos
Yy, en consecuencia, la eficiencia de los procesos vegetales ligados a este nutriente.

Palabras clave: establecimiento, nitrégeno, precipitacion, sequia, temperatura, plantulas, encinos.



ABSTRACT

Climate change scenarios predict that temperature will increase, while rainfall will decrease in
seasonally dry forests of Mexico. This threatens the early stages of the life cycle of trees that inhabit
these ecosystems because the combined effect of warming and drought can intensify seedling
mortality during the period of the year in which their establishment occurs (rainy season). These
climatic changes can also affect biotic processes responsible of incorporating nitrogen into the soil,
which could alter how seedlings acquire and process this nutrient. In this context, we conducted
two field experiments where we simulated climate change conditions predicted for the middle of
this century in oak forests of Sierra de Alvarez, San Luis Potosi, Mexico. The first experiment was
aimed to determine the effects of raising temperature and decreasing rainfall on the emergence,
survival, functional responses and assimilation of nitrogen in oak seedlings during the rainy season.
In the second experiment we evaluated the manner in which climate change can affect biological
processes linked with nitrogen fixation and its consequences for oak seedlings throughout their
first year of life. The results of both experiments suggest that climate change will negatively affect
the emergence and establishment of most oak species from these ecosystems, also reducing their
growth and overall performance. In addition, our results indicate that climate change will decrease
the rates of biological nitrogen fixation, reducing its availability for oak seedlings and,

consequently, the efficiency of plant processes linked to this nutrient.

Keywords: recruitment, drought, nitrogen, oaks, rainfall, seedlings, temperature.



INTRODUCCION GENERAL

Los bosques son ecosistemas que influyen fuertemente en los ciclos biogeoquimicos del agua y el
carbono, participando en la regulacion climética del planeta. Ademas, brindan otros servicios
ecosistémicos de gran importancia econdmica y cultural, como son el aprovisionamiento de
materias primas, la prevencion de inundaciones, el mantenimiento de la fertilidad de los suelos y
su uso como sitios de esparcimiento y recreacion, entre otros (Anderegg et al., 2012). Sin embargo,
los incrementos de temperatura debidos al cambio climatico, aunados a la creciente incidencia de
sequias prolongadas, han resultado en el decaimiento de extensas superficies forestales en todo el
mundo (Redmond et al., 2015). Esto se debe a que las condiciones climaticas predominantes han
superado los umbrales de tolerancia tanto de arboles adultos (Breshears et al., 2005; Jentsch et al.,
2007) como de juveniles y plantulas recién emergidas de diferentes especies arbdreas (Valladares,
2008). De esta manera, la persistencia de los bosques dependera de la capacidad de establecimiento
de reclutas bajo condiciones de mayor temperatura y menos precipitacion (Suarez & Kitzberger,
2008). Sin embargo, es un reto identificar cuales especies seran capaces de sobrevivir y cuales
seran mas vulnerables, por lo que necesitamos conocer las respuestas de distintas especies de
arboles ante condiciones de estrés térmico e hidrico (Freshman et al., 2015).

Para México, los ultimos modelos de circulacion general propuestos por el Grupo
Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climatico (IPCC) predicen que en los préximos
20-30 afios habra un incremento en la temperatura superficial promedio entre 1 y 3 °C, asi como
un descenso del 10-20% en la precipitacion anual (Karmalkar et al., 2011; IPCC, 2014). A pesar
de ello, los estudios que evaltan las respuestas de las plantas ante el cambio climatico son muy
generales (Villers-Ruiz & Trejo-Vazquez, 2010), habiéndose enfocado en modelar la distribucion

potencial de especies (GOmez-Mendoza & Arriaga, 2007; Trejo, 2011) o en analizar las respuestas



de especies de interés agricola bajo condiciones de laboratorio o invernadero (Hede et al., 1999;
Aguilar-Becerril & Pefia-Valdivia, 2006; Reynolds et al., 2007; Cairns et al., 2013). Aunque estos
estudios brindan informacion importante sobre las posibles respuestas de la vegetacion ante los
cambios de temperatura y precipitacion, sus resultados dificilmente son extrapolables a
condiciones naturales debido a la alta complejidad ambiental que presentan los ecosistemas
(Mittler, 2006; Sinclair et al., 2010; Woodin et al., 2013). En este sentido, el desarrollo de
experimentos en campo permite monitorear de manera directa las respuestas que las plantas tendran
ante el cambio climatico en su ambiente original.

La sequia es una de las causas de mortandad méas importantes de plantulas de arboles en la
naturaleza (Moles & Westoby, 2007), mientras que las altas temperaturas intensifican los impactos
negativos de la falta de agua (Adams et al., 2009; Cardn et al., 2015). Por ello, se espera que el
cambio climatico intensifique la mortandad de arboles a nivel global (McDowell et al., 2008; Wang
et al., 2012), pero aun hay un vacio sobre los mecanismos fisioldgicos ligados a estos procesos
(Camarero et al., 2015). Por ello, resulta prioritario generar informacion que permita entender
cudles aspectos de las plantulas se veran mas afectados por este fendmeno, lo que permitiria realizar
algunas predicciones respecto al reclutamiento de arboles a medida que se intensifique el cambio
climético.

Las etapas tempranas del ciclo de vida de los arboles son quizas las méas vulnerables ante
variaciones ambientales (Larcher, 2003; Ramirez-Valiente et al., 2014). Los bajos umbrales de
tolerancia ambiental en estas etapas de las plantas se deben a su escaso desarrollo ontogénico, ya
que tanto tallos como raices apenas comienzan a desarrollarse y la cantidad de recursos que pueden
adquirir desde el medio es limitada (Padilla & Pugnaire, 2007). Por ello, las plantulas recién
emergidas deben desarrollarse rapidamente durante los periodos climaticamente favorables, con

objeto de establecerse exitosamente antes de que inicien las estaciones donde predomina el estrés
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ambiental. Esto es muy comun en nuestro pais, donde la distribucion de diversos ecosistemas
forestales coincide con la distribucion de climas estacionalmente secos que presentan una estacion
de lluvias muy marcada (hasta el 80% de las precipitaciones ocurre en un periodo de 3-4 meses)
seguidos por un periodo de sequia prolongado (Rzedowski, 2006). Por estos motivos, para
establecer qué ocurrira con el establecimiento de las plantulas de especies arboreas en escenarios
de cambio climatico, es necesario desglosar sus respuestas ante las diferentes condiciones
ambientales que atraviesan, al menos, durante su primer afio de vida (Fisichelli et al., 2014).

Las plantas sometidas a estrés desarrollan respuestas morfoldgicas, fisiologicas y
bioquimicas que les permiten sobrevivir y adaptarse bajo estas condiciones (Grossnickle &
MacDonald, 2018). En este sentido, se tiene informacidn respecto a las respuestas de plantas ante
ciertos factores de estrés (Chapin et al., 1987), como son las temperaturas extremas y el exceso o
deficiencia de nutrientes minerales, luz o agua (Ashton & Larson, 1996; Aranda et al., 2005,
Garcia-Forner et al., 2016; Pinto et al., 2016). Sin embargo, es necesaria mas informacion en torno
a las respuestas de especies en ecosistemas naturales sometidas al efecto simultaneo de varios
factores de estrés, como la sequia y el calor, ya que su combinacién podria tener efectos sinérgicos
negativos mas fuertes que cualquier factor de estrés de manera individual (Xu & Zhou, 2006).

Bajo escenarios de cambio climético, también resulta fundamental conocer las dinamicas
de nutrientes en ecosistemas forestales (Bielenberg & BassiriRad, 2005), asi como la relacién
existente entre su disponibilidad y la fisiologia de las plantas (Marafion et al., 2014). El
macronutriente mas importante para las plantas es el nitrogeno (Taiz & Zeiger, 2006) y su
deficiencia afecta todos los aspectos del metabolismo vegetal (Kimmins, 2004; Canfield et al.,
2010). Sin embargo, la incorporacion de nitrégeno en ecosistemas forestales y su asimilacién por
las plantas depende de factores ambientales, incluyendo la temperatura y la disponibilidad de agua

(George et al., 1988, Cleland & Harpole, 2010, Matias et al., 2011). Hasta ahora, los experimentos
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gue han manipulado temperatura o precipitacion han brindado resultados controversiales al
respecto (Shaw & Harte, 2001). Los incrementos de temperatura, en general, producen aumentos
en la cantidad de nitrégeno en el suelo (Shaw & Harte, 2001; Sardans et al., 2008), pero bajo
condiciones de sequia ocurre lo contrario (Moyano et al., 2013; Duan et al., 2015). Sin embargo,
el efecto combinado de estos factores produce respuestas Unicas que no pueden ser extrapoladas
desde experimentos donde solo se manipula uno de ellos (Mittler, 2006). Asi, dado que las futuras
condiciones de cambio climatico tienen el potencial de alterar la disponibilidad de nitrégeno en el
suelo y los aspectos metabdlicos que regulan su absorcidn por parte de las plantas, se debe analizar
la magnitud y direccion de dichas alteraciones.

Entre los componentes méas importantes de los bosques templados del hemisferio norte se
encuentran los encinos o robles (género Quercus, familia Fagaceae). México constituye el mayor
centro de diversificacion de encinos en el planeta, con 161 especies de las 500 especies que se
estiman en el mundo (Manos et al., 1999), de las cuales 109 son endémicas (Valencia, 2004).
Asimismo, los bosques de encinos cubren aproximadamente 5.5% de la superficie total del pais y
tienen un gran valor ecolégico, econdmico y cultural (Pérez-Olvera et al., 2000). A pesar de la
importancia de encinos en el pais, actualmente se encuentran bajo intensa presion debido al cambio
climatico (Bonan, 2008; Camarero et al., 2008), donde la combinacién del aumento de temperatura
y la disminucién en la disponibilidad pueden reducir su regeneracion y sobrevivencia (Gutiérrez,
2014). Por lo anterior, elegimos a los encinos como modelo para estudiar las respuestas de las
especies forestales ante el cambio climético.

La finalidad de esta investigacion es brindar informacion sobre los posibles impactos de
condiciones mas calidas y secas en las etapas tempranas del ciclo de vida de los encinos. Para ello,
realizamos dos experimentos en condiciones de campo en diferentes sitios. En ambos experimentos

se monitored la emergencia, crecimiento y sobrevivencia de las plantulas. Asimismo,
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monitoreamos algunas variables relacionadas con su actividad fotosintética y con el contenido de
clorofila en sus hojas, como también el contenido de carbono y nitrégeno en hojas. También se
determind la cantidad de nitrégeno inorgénico disponible en el suelo y se estudié el metabolismo
del suelo midiendo la actividad de la enzima nitrogenasa, responsable de la fijacion de nitrgeno.
Como hipotesis propusimos que las condiciones de cambio climatico afectaran
negativamente el desarrollo de las plantulas de encinos. Para ello, simulamos estas condiciones en
el campo mediante manipulaciones experimentales, comparando las respuestas de las plantulas
desarrolladas bajo estas condiciones contra las de plantulas desarrolladas bajo el clima actual.
Asimismo, suponiamos que el suelo se veria afectado por la simulacion de cambio climético y, por
ende, las plantas responderian a las variaciones generadas en el ambiente edafico, principalmente

en torno al contenido de agua y nitrogeno.



CAPITULO 1: EFECTOS DEL CAMBIO CLIMATICO EN ETAPAS

TEMPRANAS DEL CICLO DE VIDA DE LOS ENCINOS

1.1. Introduccion

La prevalencia de los ecosistemas forestales depende de la emergencia y el establecimiento de las
plantulas de arboles, pero el cambio climatico podria alterar estos procesos (Clark et al., 2016). En
bosques templados de Norteamérica, la mayoria de los modelos de circulacion general prevén que
la temperatura del aire se incrementara 5 °C durante este siglo, mientras que las proyecciones para
la precipitacion sugieren una disminucion anual de hasta un 20 % (IPCC, 2013). Debido a ello,
estos ecosistemas se veran sometidos a condiciones mas célidas y secas, pero los experimentos de
campo destinados a evaluar como podrian subsistir las plantulas de las especies arbdreas ante el
efecto combinado de estos cambios ain son controversiales.

La disponibilidad de agua es un factor clave que regula la emergencia de plantulas en los
bosques, por lo que el cambio climatico podria perjudicar dicho proceso (Pérez-Ramos et al., 2013;
Clark et al., 2016). Esto es particularmente critico para especies de arboles cuyas semillas son
recalcitrantes, dado que los aumentos de temperatura y la disminucién de la precipitacion pudieran
incrementar la pérdida de agua en las semillas, produciendo la muerte del embrion (Zavala-Chavez,
2008; Joét et al., 2013). Por otro lado, aun si las plantulas lograran emerger bajo estas condiciones,
podrian exhibir una variedad de respuestas funcionales que, en ultima instancia, afectarian su
desempefio bajo escenarios de cambio climatico. El aumento de temperatura usualmente promueve
la transpiracion foliar, pero cuando las plantas también estan sometidas a estrés hidrico, se induce
el cierre estomatico para evitar la pérdida excesiva de agua y esto disminuye las tasas de fijacion

de carbono porgue disminuye el intercambio de gases (Chaves et al., 2002; Haldimann & Feller,



2004; Rodriguez-Dominguez et al., 2016). Adicionalmente, el cambio climatico podria afectar los
procesos fotosintéticos dependientes de la luz, pues el estrés térmico e hidrico reducen el flujo de
electrones en la membrana tilacoidal de los cloroplastos y esto disminuye la conversion de energia
luminica en energia quimica (APT y NADPH), la cual es requerida para fijar carbono (Maxwell &
Johson, 2000; Baker & Oxborough, 2004). Entonces, el efecto combinado de condiciones mas
calidas y secas proyectadas para los ecosistemas forestales podria alterar el balance de agua y de
carbono de las plantulas, e incluso reducir sus tasas de sobrevivencia.

La disponibilidad de nitrégeno en el suelo es otro factor importante que podria alterarse
debido al cambio climatico. El nitrdgeno es el nutriente mineral mas importante para las plantas ya
que regula su crecimiento (Poorter et al., 2012). Sin embargo, la disponibilidad de nitrégeno en los
ecosistemas forestales depende principalmente de la actividad de bacterias edaficas, las cuales son
extremadamente sensibles a cambios en la temperatura y la humedad del suelo (Brookshire et al.,
2011). Por lo tanto, las variaciones en el clima podrian afectar la mineralizacion y fijacion de
nitrogeno (Brookshire et al., 2011; Chen et al., 2011). No obstante, los efectos reales del cambio
climatico en la disponibilidad de nitrégeno aun son controversiales. Por un lado, el calentamiento
podria estimular la actividad metabdlica de las bacterias y producir un incremento del nitrégeno en
el suelo (Melillo et al., 2002; Brookshire et al., 2011; Butler et al., 2012). Por otro lado, se espera
que la baja disponibilidad de humedad en el suelo debido a menor precipitacién genere efectos
opuestos (Borken & Matzner, 2009; Chen et al., 2011). Desde la perspectiva de las plantulas, la
interaccién de condiciones mas calidas y secas podria comprometer su habilidad de adquirir
nitrégeno, independientemente de las concentraciones presentes en el suelo. Esto se debe a que los
déficits hidricos disminuyen la movilidad del nitrégeno disponible en la matriz edafica, reduciendo
la capacidad de las plantas para capturar este recurso a través de las raices (Rennenberg et al., 2009;

He & Dijkstra, 2014). En consecuencia, es probable que la disponibilidad de nitrégeno y las tasas
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de crecimiento de las plantulas de arboles en ecosistemas forestales decrezca conforme avanza el
cambio climético.

El presente estudio evalia como el cambio climéatico podria afectar la emergencia, la
sobrevivencia y el desempefio de plantulas de encino recién emergidas en un bosque templado de
México. Para ello, desarrollamos un experimento de campo donde manipulamos la temperatura y
la precipitacion durante el periodo del afio en que naturalmente emergen las plantulas, pues en esta
temporada las etapas tempranas de los encinos son extremadamente sensibles a variaciones en las
condiciones ambientales (Zavala-Chavez & Garcia-Moya, 1996; Badano et al., 2011, 2015). En
estos ecosistemas, los encinos adultos producen bellotas (frutos tipo nuez, que contienen una sola
semilla) en primavera y las liberan hacia finales del verano, lo cual coincide con la segunda mitad
de la temporada de lluvias (Zavala-Chavez & Garcia-Moya, 1996; Gonzélez-Salvatierra et al.,
2013; Badano et al., 2015). Dado que las semillas de encinos mexicanos son altamente
recalcitrantes (los embriones mueren si el contenido de agua de la semilla baja a menos del 25-
30%) y requieren altos niveles de hidratacion para germinar (méas de 80% de contenido de agua en
la semilla), la emergencia de plantulas en campo ocurre poco después de que las semillas son
liberadas de los arboles parentales (Zavala-Chavez & Garcia-Moya, 1996; Zavala-Chavez, 2008).
El desarrollo de las plantulas recién emergidas depende de las reservas nutricionales de los
cotiledones, aunque son extremadamente susceptibles a la mortandad asociada a periodos de estrés
térmico e hidrico (Badano et al., 2009; Gonzéalez-Salvatierra et al., 2013). Por ello, propusimos
como hipotesis que las condiciones méas céalidas y secas esperadas con el cambio climético,
reduciran la emergencia y sobrevivencia de plantulas de encinos, afectando también su desempefio.
Ademas, dado que el cambio climatico podria reducir la disponibilidad de nitrégeno para las
plantulas, se propuso que el contenido de nitrégeno de las plantulas sometidas a condiciones de

cambio climatico sera menor que el de aquellas creciendo bajo las condiciones climaticas actuales.
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1.2. Materiales y métodos

1.2.1. Sitio de estudio

Nuestro experimento se desarrollo en el Parque Nacional “El Potosi”, ubicado en la seccion mas
occidental de la Sierra Madre Oriental, en Sierra de Alvarez, San Luis Potosi, México. El clima en
la region es templado (temperatura media anual de 18 °C) y mas del 80 % de la precipitacion ocurre
entre junio y noviembre (precipitacion media anual de 500-600 mm), aunque pueden ocurrir
eventos dispersos de precipitacion hasta enero (Vargas-Marquez, 1997). Los suelos son someros,
con una profundidad maxima de 10-15 cm, y la vegetacion se compone de bosques de encinos
semi-caducifolios (Zavala-Chévez & Garcia-Sanchez, 1999). En estos ecosistemas, a pesar de la
poca profundidad de los suelos, las raices de los arboles penetran la roca madre mediante pequefias
fisuras, anclandose asi al sustrato (Zavala-Chavez & Garcia-Sanchez, 1999). Dado que la
emergencia de plantulas de encino ocurre principalmente en la seccién superior del perfil del suelo
del sotobosque (Badano et al., 2015), ubicamos el sitio experimental debajo del dosel de un bosque
bien conservado dominado por Quercus crassifolia, Quercus eduardii y Quercus jonesii (21° 55’
10>’ N, 100° 19° 34> W, 2123 m.s.n.m).

Para determinar la magnitud del cambio climatico esperado en la zona de estudio, se usaron
las bases de datos de Fernandez-Eguiarte et al. (2012, 2014) para calcular la diferencia entre los
valores actuales de temperatura del aire y precipitacion y los que se esperan en el futuro. Estas
bases de datos brindan los valores de ambas variables a una resolucion espacial de 1-km? por pixel.
Los valores actuales son promedios mensuales que integran datos desde 1902 hasta 2011
(Fernandez-Eguiarte et al., 2012). Los valores futuros también son estimados para cada mes del
afio usando como base el modelo de cambio climatico HaddGEM2-ES y consideran los cuatro

escenarios climaticos (RCP2.6, RCP4.5, RCP6.0 y RCP8.5) propuestos por el IPCC para mediados
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de siglo (2021-2040) (Fernandez-Eguiarte et al., 2012). EI modelo HadGEM2-ES es cominmente
usado para hacer predicciones de cambio climatico en México porque tiene desviaciones mas
pequefias que otros modelos cuando se utiliza para realizar predicciones de las condiciones
climéticas pasadas, lo cual reduce la incertidumbre sobre las predicciones referidas al clima futuro
(Fernandez-Eguiarte et al., 2014). Dado que nos enfocamos en las etapas tempranas del ciclo de
vida de los encinos, las diferencias entre condiciones climaticas presentes y futuras se calcularon
para el periodo del afio en que ocurre la emergencia de las plantulas, comprendido entre los meses
entre octubre y febrero. Nuestras estimaciones indicaron que, durante la temporada de
establecimiento de los encinos, la temperatura del aire en el &rea de estudio tendra un incremento

de 1.3-1.7 °C, mientras que la precipitacion disminuira un 11-18 % (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Cambios a corto plazo (periodo 2021-2040) de temperatura del aire y precipitacién predichos
para la zona de estudio durante la temporada de reclutamiento de encinos (octubre-febrero). Las
predicciones fueron hechas con el modelo HadGEM2-ES considerando los cuatro escenarios climaticos
propuestos por el IPCC (RCP2.6, RCP4.5, RCP6.0 y RCP8.5).

o Temperatura del aire Precipitacion
Escenario climatico X ;
(cambio neto) (cambio porcentual)
RCP2.6 +1.7°C -18 %
RCP4.5 +1.2°C -14 %
RCP6.0 +1.3°C -11 %
RCP8.5 +1.3°C -16 %

1.2.2. Disefio experimental

El experimento se desarroll entre el 17 de octubre de 2015 y el 27 de febrero de 2016. Para ello,
en septiembre 2015 trazamos un cuadrante de 50 x 50 m en el area de estudio y aleatoriamente
seleccionamos 20 sitios dentro de él, separados a una distancia de 5 m entre si. En cada sitio,

removimos la hojarasca y las rocas. La mitad de los sitios fue asignada aleatoriamente a parcelas
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de simulacion de cambio climatico (parcelas SCC, de ahora en adelante), mientras que la otra mitad
se us6 como control y se mantuvo bajo las condiciones climaticas actuales. Para manipular la
temperatura en las parcelas SCC usamos cdmaras de techo abierto hexagonales de policarbonato
(3 mm de grosor, longitud de transmision de onda de 280-750 nm), las cuales siguieron el disefio
propuesto por Marion et al. (1997). Las camaras median 0.5 m de alto, 1.5 m de ancho en su parte
superior y 2.08 m de ancho en su base (Figura 1.1A). Estudios previos indican que este disefio
incrementa la temperatura del aire entre 1 y 3 °C, en relacion con el ambiente externo, sin afectar
la transmision de luz al interior de la camara (Dabros & Fyles, 2010; Aragon-Gastélum et al., 2014).
La precipitacion dentro las parcelas SCC fue reducida con refugios de lluvia siguiendo el disefio
de Yahdjian & Sala (2002). Estos refugios consistian en canaletas de policarbonato (1.5 mm de
grueso, 10 cm de ancho, 3 m de largo), y fueron distribuidos de forma equidistante sobre marcos
metalicos cubriendo el 15% de la superficie de las cdmaras (Figura 1.1A). Antes del experimento,
realizamos una serie de pruebas de intercepcion de lluvia y comprobamos que estas estructuras
reducian entre un 10 y 20 % la precipitacion en las parcelas SCC, lo cual simulaba los valores
predichos para la zona de estudio. Las unidades experimentales de control, por otro lado, fueron
circuladas con malla de alambre para evitar el acceso de vertebrados granivoros y herbivoros, tales
como ratones, ardillas y aves (Figura 1.1B).

Las plantulas de encino fueron desarrolladas en campo mediante la siembra directa de
semillas en las unidades experimentales. Solamente incluimos dos especies de encino dominantes
en la zona de estudio (Q. crassifolia y Q. eduardii) debido a que la tercera especie (Q. jonessi) no
produjo semillas en 2015. La colecta de bellotas se realiz6 el 27 de septiembre de 2015 debajo de
la copa de 10 arboles de cada especie. Dado que las semillas de los encinos pierden viabilidad
rapidamente por desecacion o infestacidn por insectos, las bellotas fueron llevadas al laboratorio y

empleamos el método de flotacion para separar aquellas que estaban viables (Gribko & Jones,
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1995). Esto dio como resultado mas de 600 semillas viables de cada especie, las cuales fueron

almacenadas a 5 °C para evitar la pérdida de viabilidad debido a desecacion.

Figura 1.1. Disefio de las unidades experimentales. Las parcelas de simulacion de cambio climatico

consisten en camaras de techo abierto para incrementar la temperatura y refugios de lluvia para disminuir
la precipitacion (A), mientras que parcelas control solo son circuladas con malla de alambre para prevenir

el acceso de depredadores de bellotas y plantulas (B).

Tras la colecta de bellotas, visitamos el sitio de estudio de manera semanal para establecer
el momento en que inicia la emergencia de plantulas de encino en los bosques. Esto ocurrio el 14
de octubre de 2015, fecha en la cual seleccionamos aleatoriamente 200 bellotas viables de cada
especie de encino, de las semillas que teniamos en refrigeracion, y las sembramos en las parcelas
experimentales el 17 de octubre de 2015. Para ello, asignamos aleatoriamente cinco controles y
cinco parcelas SCC a cada especie de encino y sembramos 20 bellotas en su interior. Las bellotas
se enterraron a una profundidad de 2 cm para imitar el comportamiento de los roedores
almacenadores de semillas, que son sus principales dispersores en bosques de Norte América
(Smallwood et al., 2001). La posicion de cada bellota fue marcada con una pequefia estaca de
madera y la emergencia de los brotes aéreos se monitored cada siete dias hasta el 27 de febrero de

2016. En cada fecha de monitoreo, también registramos la sobrevivencia de cada plantula. Se
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supuso que las plantulas habian muerto cuando sus tallos y brotes apicales estaban completamente
secos (Gonzalez-Salvatierra et al., 2013). También registramos las fechas de emergencia foliar en
cada plantula porque, si el cambio climéatico cambia su fenologia, la edad foliar deberia usarse para
controlar los efectos del tiempo en los andlisis de los atributos funcionales foliares descritos en las
secciones siguientes. Para evitar pseudo-replicacion, la edad foliar (i.e., el nimero de dias

transcurridos desde la emergencia de la hoja) fue promediada entre todas las hojas de cada plantula.

1.2.3. Condiciones climaticas y edaficas
Para determinar la magnitud de los cambios microclimaticos inducidos con las camaras de techo
abierto y los refugios de lluvia, en comparacion con el clima actual, seleccionamos aleatoriamente
tres parcelas de cada tratamiento climatico (control y SCC) e instalamos sensores automatizados
que median la temperatura y humedad relativa del aire, la temperatura del suelo y la precipitacion.
La temperatura y humedad relativa del aire fueron medidas con sensores fijados en estacas de
madera a 20 cm de la superficie del suelo (HOBO U23-Pro-V2, Onset Computer Corporation,
USA), mientras que la temperatura del suelo se midié con sensores enterrados a una profundidad
de 5 cm (HOBO Pendant-UA-002, Onset Computer Corporation, USA). De esta manera, la
temperatura fue medida tanto en el ambiente donde germinan las bellotas (bajo el suelo) como en
el ambiente donde se desarrollan las plantulas (sobre el suelo). Todos estos sensores fueron
programados para medir las variables climaticas respectivas cada hora durante todo el experimento.
La precipitacion se midi6 con pluviometros automaticos programados para registrar esta variable
en cada evento de lluvia (HOBO S-RGB-M002, Onset Computer Corporation, USA).

También medimos el contenido volumétrico de agua en el suelo durante todo el
experimento. Para ello, seleccionamos al azar cinco unidades experimentales de cada tratamiento

y, en cada una de ellas, realizamos seis mediciones con un reflectometro de dominio de tiempo
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(FieldScout TDR 300, Spectrum Technologies, USA). Estos valores fueron promediados por
parcela en cada fecha de medicion. Esta variable fue medida a 3.8 cm de profundidad, que es el
ambiente donde se sembraron las bellotas, y a 12.0 cm de profundidad, que corresponde al ambiente
donde las raices de las plantulas emergidas toman agua y nutrientes. Estas mediciones se realizaron
siempre en las mismas parcelas experimentales.

Para evaluar si la induccion de cambio climético altera el contenido de nitrdgeno inorganico
disponible, medimos las concentraciones de nitrato (NOz’) y amonio (NH4") en los controles y en
las parcelas SCC. Nos enfocamos en NO3z™ y NH4* porque son las formas minerales de nitrogeno
que asimilan las plantas (Fitter, 1997). Las concentraciones de NO3"y NH4" fueron medidas en las
cinco unidades experimentales de cada tratamiento donde se media el contenido volumétrico de
agua. Sin embargo, dado que las mediciones de NO3z"y NH4" involucran la extraccion de muestras
de suelo, lo cual podia dafiar las plantulas en desarrollo, estas mediciones solamente se realizaron
al inicio (antes de la manipulacién climética) y al final (después de la manipulacion climética) del
experimento. En ambas ocasiones, se tomaron cuatro ntcleos de suelo (5 cm de profundidad, 2 cm
de ancho) en cada unidad experimental y los mezclamos para obtener una muestra compuesta. Cada
muestra fue tamizada (malla de 2 mm) y el contenido de NOs™ fue determinado in situ con un
medidor ion-selectivo portétil (LAQUATwin B-742, Horiba, Japon). El procedimiento se repitio
tres veces para cada muestra de suelo y los valores de NOs™ fueron promediados para cada parcela
experimental. La fraccidn restante de cada muestra fue almacenada en bolsas herméticas y puesta
en hielo para reducir la actividad metabdlica de los microorganismos del suelo. Al llegar al
laboratorio, las muestras fueron esparcidas en laminas de aluminio y secadas en una estufa a 40 °C
hasta alcanzar peso constante (aproximadamente 48 horas). Una vez que las muestras estuvieron
completamente secas, tomamos 5 g de suelo y el NH4" fue extraido con una solucién 2 M de cloruro

de potasio (KCI). Los extractos fueron tratados con la solucion Berthelot y leidos en un
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espectrofotometro UV-vis (Genesys 10S, Thermo Fisher Scientific). Este procedimiento se repitio

tres veces para cada muestra de suelo y los valores de NH4* fueron promediados para cada muestra.

1.2.4. Respuestas de las plantulas

Al final del experimento (27 de febrero de 2016), recuperamos las bellotas que no germinaron y
las llevamos al laboratorio para determinar su viabilidad. Para ello, hicimos una pequefia incision
en su pericarpio y las incubamos en solucién de cloruro de trifeniltetrazolio durante 24 horas en
oscuridad. Si los embriones de las semillas estan vivos, la sal incolora del tetrazolio reacciona con
el hidrogeno liberado por enzimas deshidrogenazas activas y esto genera formazan, un pigmento
rojo (Bewley et al., 2013). Dado que ninguna semilla recuperada estaba viable (i.e. los embriones
no se tifieron de rojo), asumimos que no ocurriria mas germinacion una vez concluido el
experimento. En esta fecha, también medimos la longitud del brote aéreo de todas las plantulas
sobrevivientes (i.e., desde el suelo hasta el brote apical) con un calibre digital. Estos datos fueron
usados para estimar tasas relativas de crecimiento y estos valores se compararon entre tratamientos
climaticos.

Posteriormente, evaluamos respuestas funcionales foliares en tres plantulas de cada unidad
experimental para determinar si el cambio climatico podria afectar su desempefio. Todas las
plantulas elegidas tenian al menos tres hojas maduras sin sintomas de desecacion o dafios por
insectos, las cuales fueron marcadas y enumeradas con pequefias etiquetas de papel. En campo,
usamos un fluorémetro portable (MINI-PAM 11, Heinz Walz, Alemania) para medir la temperatura
foliar y la densidad fotosintética de flujo de electrones (PPFD, por las siglas en inglés de
Photosynthetic photon flux density) en cada hoja, a la vez que estimamos el rendimiento cuantico
efectivo (@rsi) mediante la medicidn de la fluorescencia de la clorofila. Los valores de gpsii fueron

calculados como (F’m — Ft) / F’m, donde Ft es la fluorescencia emitida por hojas bajo condiciones
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de iluminacion natural y F’m es la fluorescencia maxima emitida por las hojas cuando un pulso de
luz actinica (2500 pummol foton m-2s-1, en nuestro caso) se sobrepone a los niveles de luz
ambiental (Maxwell & Johnson, 2000). Estas mediciones fueron realizadas entre las 10:00 y 12:00
horas porque, después del medio dia, los altos niveles de luz que predominan podrian enmascarar
los efectos de otros factores ambientales sobre el rendimiento fotosintético cuantico de la plantas
(Franco & Llttge, 2002). Los valores de temperatura foliar, PPFD y ¢psii fueron promediados entre
las hojas de la misma plantula para evitar pseudo-replicacion.

Las hojas marcadas fueron posteriormente cosechadas, almacenadas en bolsas plasticas y
puestas en hielo para reducir la pérdida de agua. Estas hojas fueron pesadas inmediatamente
después de llegar al laboratorio (aproximadamente tres horas después de la cosecha) para
determinar la biomasa fresca (BF). Después, secamos las hojas en una estufa a 60 °C hasta que la
biomasa seca (BS) permanecio constante (aproximadamente 24-36 horas). Los valores de BF y BS
fueron determinados usando una balanza analitica con resolucién de 0.1 mg (Cubis, Sartorius,
Alemania) y usados para estimar el porcentaje de contenido de agua (PCA) de las hojas mediante
larazon (BF —BS) / BF. Estos valores fueron promediados entre las hojas de cada plantula y usados
como indicador de su estado hidrico al momento de la cosecha (Gond et al., 1999). Posteriormente,
para evaluar si el cambio climatico puede afectar el balance de carbono y nitrégeno de plantulas de
encino recién emergidas, pulverizamos las hojas secas en un molino de bolas (MM200, Retsch,
Alemania) y las procesamos para determinar sus contenidos relativos de carbono y nitrogeno
usando un analizador elemental (ECS 4010, Costech, USA). Debido al pequefio tamarfio de las
hojas, mezclamos todas las hojas de cada plantula para alcanzar la cantidad minima de biomasa

necesaria (0.8 g) para estos analisis.
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1.2.5. Anélisis estadisticos

Usamos ANOVA de medidas repetidas para comparar todas las variables ambientales entre
tratamientos climéticos. Para estos analisis, los valores de temperatura del aire y del suelo, asi como
los valores de humedad relativa del aire, fueron promediados para cada semana del experimento y
para cada sensor (n = 3 por tratamiento climatico, medidas repetidas = 19 semanas). Por otro lado,
la precipitacion registrada por cada pluvidmetro fue acumulada para cada semana del experimento
(n = 3 por tratamiento climatico) pero, dado que los ANOVASs no admiten grupos con varianza
cero (Zar, 2010), excluimos las semanas sin lluvia de los anélisis (medidas repetidas = 11 semanas).
Las comparaciones de contenido de agua del suelo a 3.8 y 12.0 cm de profundidad fueron realizadas
con los valores medidos cada semana en las parcelas experimentales de cada tratamiento climético
(n = 5 por tratamiento climatico; medidas repetidas = 19 semanas), mientras que las
concentraciones de NO3z™ y NH4* en el suelo fueron comparadas entre las dos fechas en que esas
variables fueron medidas (n = 5 por tratamiento climatico; medidas repetidas = 2 fechas).

La proporcién de semillas germinadas y plantulas sobrevivientes fueron comparadas entre
tratamientos climaticos y entre especies mediante un ANOVA de dos vias (2 tratamientos
climaticos x 2 especies de encino = 4 tratamientos en total; n=5 por tratamiento). La identidad de
los encinos fue incluida en estos analisis porque la respuesta ante cambio climéatico puede variar
entre especies. Los mismos andlisis fueron usados para comparar la edad de las plantulas, sus tasas
relativas de crecimiento y su edad foliar, como también los valores de temperatura foliar, PPFD,
#prsi, PCA y los contenidos foliares de carbono y nitrégeno. Los valores de estas variables fueron

promediados entre las plantulas de la misma unidad experimental para evitar pseudo-replicacion.
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1.3. Resultados

1.3.1. Condiciones climaticas y edaficas

La temperatura del aire fue mas alta en las unidades experimentales SCC que en los controles
durante todo el experimento, mientras que ocurrié lo opuesto con la precipitacion (Tabla 1.2). La
diferencia en temperatura del aire entre tratamientos incrementd conforme avanzo el experimento.
Las parcelas SCC estuvieron aproximadamente 1.3 °C mas célidas que los controles hasta el 18 de
diciembre de 2015, pero esta diferencia se incremento hasta 1.5 °C después de esa fecha (Figura
1.2A). La precipitacion fue 10-11% menor en las unidades SCC en las semanas donde las lluvias
superaron los 10 mm, mientras las parcelas SCC recibieron 14-15 % menos lluvia en las semanas

donde las precipitaciones fueron menores a ese valor (Figura 1.2B).

Tabla 1.2. Resultados de los ANOVA de medidas repetidas realizado para comparar las variables climaticas
y edéficas entre controles y simulaciones de cambio climatico. La tabla muestra los valores F obtenidos para
cada factor (tratamientos climaticos y tiempo) y su interaccion. Los efectos significativos de cada variable

de respuesta estan indicados con un asterisco (valor a critico = 0.05).

Variable ambiental Tra_taml_ento Tiempo Interaccion
climético (semanas)

Temperatura del aire | Fu1) = 853.759* Fs72) = 5178.385* Fus72) = 3.163*

Precipitacion | Faa =339.846* | Fea =10846.486* | Fay) = 31.435*

Temperatura del suelo | Fa4 =5310.901* | Fusr) = 1482.021* Fusr2) = 0.229
Humedad relativa del aire | Fa4) =1076.431* | Fas7o =14174.897* | Fusr) = 109.919*
Contenido de agua en el suelo (3.8 cm) | Fug =180.184* | Frusiae = 1722.143* | Fusaa4) = 32.258*
Contenido de agua en el suelo (12.0cm) | Fug = 743.359* | Fpusias = 1522.408* | Frsaa4) = 35.600*
Concentracion de nitrato del suelo | Fus = 181.203* Fas = 562.389* Fsg = 299.475*
Concentracion de amonio del suelo | Fqg = 405.474* Fag =1111.181* Fag =577.643*
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Figura 1.2. Valores promedio (+ 95% IC) de la temperatura del aire (A), precipitacion (B), temperatura del
suelo (C), humedad relativa del aire (D) y contenido de agua del suelo (E) para cada semana del experimento
en los controles (simbolos negros) y parcelas SCC (simbolos blancos). Los nimeros sobre las barras de
precipitacion indican la diferencia porcentual entre tratamientos climaticos. EI contenido de agua del suelo

esta reportado a 3.8 (circulos) y 12 cm de profundidad (triangulos).

La temperatura del suelo, la humedad relativa del aire y contenido de agua del suelo también

difirieron entre tratamientos climaticos (Tabla 1.2). La temperatura del suelo dentro de las parcelas
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SCC fue aproximadamente 2 °C mas alta que en los controles y esta diferencia se mantuvo a lo
largo del experimento (Figura 1.2C). La humedad relativa del aire fue siempre mas baja en las
parcelas SCC que en los controles, pero estas diferencias disminuyeron durante las semanas con
lluvia (Figura 1.2D). Los contenidos de agua del suelo a ambas profundidades (3.8 cm y 12 cm)
fueron maés bajos en las parcelas SCC que en los controles y estas diferencias se incrementaron
cuando las lluvias disminuyeron (enero-febrero; Figura 1.2E).

Las concentraciones de nitrogeno en el suelo difirieron entre tratamientos climaticos y
fechas de muestreo (Tabla 1.2). Al principio del experimento (antes de la manipulacion climética),
no hubo diferencias en las concentraciones de NOs™ (Figura 1.3A) ni de NH4™ (Figura 1.3B) entre
las unidades experimentales asignadas a los diferentes tratamientos climaticos. Sin embargo, las
concentraciones de ambos nutrientes minerales fueron mas bajas en las parcelas SCC que en los

controles al final del experimento (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Concentraciones del suelo (promedio £ 95% IC) de nitrato (A) y amonio (B) en controles y
parcelas SCC al principio (17 de octubre de 2015) y final del experimento (27 de febrero de 2016).
Diferentes letras sobre las barras indican diferencias significativas entre tratamientos (valor o, critico de las
pruebas de Tukey = 0.05).
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1.3.2. Respuestas de las plantulas

Las proporciones de plantulas emergidas y sobrevivientes difirieron entre tratamientos climéticos
(emergencia: F1,16) = 18.086, p = 0.006; sobrevivencia: F(1,16) = 50.585, p < 0.001) y entre especies
de encino (emergencia: F,16) = 60.409, p < 0.001; sobrevivencia: F(1,16) = 152.669, p < 0.001).
También se encontraron efectos significativos para la interaccion entre estos dos factores
(emergencia: F,16) = 7.763, p = 0.013; sobrevivencia: F,16) = 108.411, p < 0.001). La emergencia
de plantulas de Q. crassifolia fue més baja en las parcelas SCC que en los controles, mientras que
la emergencia de plantulas de Q. eduardii no difirio entre tratamientos climéticos (Figura 1.4A).
Sin embargo, en ambos tratamientos, la proporcion de plantulas emergidas fue mayor para Q.
eduardii que para Q. crassifolia (Figura 1.4A). La proporcion de plantulas sobrevivientes en los
controles no difirié entre especies de encino, pero las plantulas de Q. eduardii tuvieron mayor
sobrevivencia que las de Q. crassifolia en las parcelas SCC (Figura 1.4B).

La edad de las plantulas sobrevivientes no difirid entre tratamientos climaticos ni entre
especies de encinos, promediando 102 dias entre unidades experimentales. Sin embargo, las tasas
relativas de crecimiento difirieron entre tratamientos climaticos (F 16 = 346.225, p < 0.001) y
especies de encino (F,16) = 9.181, p = 0.008), sin encontrarse efectos para la interaccion de estos
dos factores (F(1,16) = 0.113, p = 0.741). Estos anélisis indicaron que las plantulas de Q. crassifolia
y Q. eduardii tuvieron tasas de crecimiento mas altas en los controles que en las unidades

experimentales con simulacion de cambio climatico (Figura 1.4C).
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indican diferencias significativas entre tratamientos (valor o critico de las pruebas de Tukey = 0.05).
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La edad de las hojas de las plantulas difirié entre tratamientos climaticos (F,16) = 38.267,
p < 0.001), especies de encino (F@16 = 8.152, p = 0.011) y también se encontraron efectos
significativos de la interaccion entre estos factores (F,16) = 5.060, p = 0.039). La emergencia de
las hojas ocurrié mas tarde en las plantulas de Q. crassifolia de las parcelas SCC que en plantulas
de todos los demas tratamientos (Figura 1.5A). Por esta razon, la edad de las hojas fue incluida
como variable concomitante en los anélisis dirigidos a comparar el resto de los rasgos funcionales
foliares entre tratamientos climéticos (se usaron ANCOVA en vez de ANOVA). Los valores de
PCA no fueron afectados por la edad de las hojas, pero hubo diferencias significativas entre
tratamientos climaticos y especies de encino (Tabla 1.3). Las hojas de ambas especies de encino
tuvieron valores de PCA mas bajos en las parcelas SCC que en los controles, y las diferencias
fueron mayores para Q. crassifolia que para Q. eduardii (Figura 1.5B). Ni la edad foliar ni la
identidad de las especies de encino afectaron la temperatura foliar (Tabla 3), pero ambas especies

tuvieron temperaturas mas altas en las unidades SCC que en los controles (Figura 1.5C).

Tabla 1.3. Resultados de los ANCOVA que comparan rasgos foliares y variables asociadas entre
tratamientos climaticos y especies de encino, usando la edad foliar como variable concomitante. La tabla
muestra los valores F obtenidos para cada factor y su interaccion. Los efectos significativos de cada variable

de respuesta estan indicados con un asterisco (valor a critico = 0.05).

Variable ambiental Edad foliar Tl(’;?itr?gltliecr;to Especie Interaccion
PCA F(1,15) =1.501 F(1,15) =60.208* F(1,15) =10.332* F(1,15) =2.299
Temperatura foliar F(1,15) =0.285 F(1,15) = 32.095* F(1,15) =1.331 F(1,15) =1.061
¢psin | Fas) =1.397 | Fuis) = 115.490* F.1s = 0.693 F,15 = 60.504*
Nitrogeno foliar total | Fais) = 0.640 | Faas = 142.040* | Faas = 40.424* F15 = 48.803*
Carbono foliar total F(1,15) =0.034 F(1,15) =501.276* F(1,15) =60.225* F(1,15) = 37.492*
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Figura 1.5. Rasgos funcionales foliares (promedio + 95% 1.C) de plantulas de Q. crassifolia y Q. eduardii
en controles y parcelas SCC, incluyendo la edad de hojas (A), contenido porcentual de agua de las hojas
(B), temperatura foliar (C), rendimiento cuéntico efectivo del fotosistema Il (D), contenido foliar de
nitrogeno (E) y contenido foliar de carbono (F). Diferentes letras sobre las barras indican diferencias

significativas entre tratamientos (valor a critico de las pruebas de Tukey = 0.05).
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No se encontraron efectos de la edad foliar sobre los contenidos de nitrégeno y carbono de
las hojas, pero los valores de estas variables difirieron entre tratamientos climaticos y especie de
encino (Tabla 1.3). Ambas especies de encino tuvieron contenidos de nitrogeno (Figura 1.5E) y de
carbono (Figura 1.5F) més altos en los controles que en las parcelas SCC y estas diferencias fueron

mayores en las plantulas de Q. crassifolia que en las plantulas de Q. eduardii.

1.4. Discusion

Nuestro estudio indica que los aumentos en la temperatura y la sequia que se esperan en escenarios
de cambio climatico afectaran el desarrollo de plantulas de encino recién emergidas en el campo
y, hasta donde sabemos, éste es el primer estudio experimental que se enfoca en este tema para
especies arbdreas de bosques templados de Norteamérica. De hecho, dado que las camaras de techo
abierto y los refugios de lluvia simularon apropiadamente las condiciones de temperatura y
precipitacion esperadas en el corto plazo (2021-2040), nuestros resultados experimentales sugieren
que los efectos negativos del cambio climéatico podrian ocurrir mucho antes de lo predicho por
otros estudios, los cuales han usado modelos de distribucion de especies y han propuesto que los
efectos del cambio climético en estos bosques seran evidentes hasta después de mediados del siglo
XXI1 (Gémez-Mendoza & Arriaga, 2007; Mclaughlin & Zavaleta, 2012).

La induccion de temperaturas mas altas y precipitaciones mas bajas en campo también
modificé otras variables ambientales que podrian impedir el desarrollo de las plantulas de encino,
donde es importante notar que los cambios futuros en los valores de estas variables no han sido
directamente predichos por los modelos de cambio climatico. Por ejemplo, observamos un
descenso general de la humedad relativa del aire dentro de las parcelas SCC, lo cual puede
atribuirse a la relacion directamente inversa que existe entre esta variable y la temperatura del aire

(Hardwick-Jones et al., 2010). Ademas, las temperaturas de suelo mas altas, resultantes del
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calentamiento, podrian haber incrementado la evaporacion de agua del suelo en las parcelas SCC
(Parlange et al., 1998) y esto, aunado a los menores aportes de agua que recibieron estas parcelas
debido a los refugios de lluvia, podrian ser responsables de los menores contenidos de humedad
que registramos en las mismas. De esta manera, los cambios climéticos que podrian ocurrir durante
las siguientes décadas en los bosques templados debido al incremento en la emision de gases de
efecto invernadero, podrian reducir las tasas de reclutamiento de encinos en estos ecosistemas. No
obstante, nuestros resultados también indican que las dos especies incluidas en este estudio difieren
de alguna manera en sus respuestas ante el cambio climético.

La emergencia y la sobrevivencia de plantulas de Q. crassifolia fueron mas bajas en las
parcelas SCC que en los controles, mientras que dichas diferencias no existieron para Q. eduardii.
Esto sugiere que las etapas tempranas del ciclo de vida de Q. crassifolia podrian ser méas sensibles
al cambio climético que las de Q. eduardii. Debido a que las bellotas de la mayoria de las especies
de encino pierden viabilidad rdpidamente cuando disminuye su contenido de agua (Zavala-Chavez,
2008; Joét et al., 2013), las temperaturas del suelo mas altas en las parcelas SCC pudieron haber
acelerado la desecacién y, consecuentemente, esto pudo haber reducido la emergencia de plantulas
de Q. crassifolia. Ademas, dado que las semillas de encino requieren altos niveles de hidratacién
para estimular el desarrollo de sus embriones (Zavala-Chavez & Garcia-Moya, 1996), los bajos
valores de humedad en el suelo en las parcelas SCC pudieron haber evitado que las semillas de Q.
crassifolia alcanzaran los niveles de agua requeridos para germinar. Esto, combinado con la mayor
temperatura y la menor precipitacion, podria ser responsable de la baja proporcion de plantulas
emergidas de esta especie de encino en las parcelas SCC.

La baja sobrevivencia de las plantulas recién emergidas de Q. crassifolia en las parcelas
SCC también podria ser atribuida a la combinacion de mayores temperaturas y sequia. Muchos

autores han reportado que, bajo las condiciones climaticas actuales, las plantulas de encino se
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marchitan rapidamente si enfrentan estrés hidrico o térmico durante el periodo de establecimiento,
lo cual incrementa drasticamente su mortandad (Rey-Benayas et al., 2005; Gonzalez-Salvatierra et
al., 2013; Montes-Hernandez & Lopez-Barrera, 2013; Badano et al., 2011, 2015). En nuestra zona
de estudio, los modelos de cambio climéatico predicen que estos dos factores de estrés se veran
intensificados en el futuro cercano, y nuestros resultados indican que el aumento de la severidad
ambiental reduciré la sobrevivencia de plantulas de Q. crassifolia. Por otro lado, ni la emergencia
ni la sobrevivencia de las plantulas de Q. eduardii se redujo dentro de las parcelas SCC,
comparadas con los controles, lo cual sugiere que esta especie de encino podria ser capaz de tolerar
el cambio climatico.

Las diferencias en emergencia y sobrevivencia entre las dos especies de estudio podrian
atribuirse a distintas capacidades que poseen para reclutar en habitats contrastantes. En los bosques
templados de encino en México, Q. crassifolia esta considerada una especie de sucesion tardia,
cuyas plantulas se establecen en ambientes sombreados bajo el dosel del bosque. Asi, aunque posee
una elevada capacidad competitiva para adquirir recursos del suelo, en comparacion con otras
especies de arboles, sus plantulas no toleran altas temperaturas o escasez de agua (Castillo-Lora et
al., 2008). En cambio, incluso cuando Q. eduardii esta reportada como una especie conspicua en
estos bosques, este arbol es considerado como especie pionera porque puede colonizar areas
abiertas previamente disturbadas, en las cuales la temperatura y la sequia son mucho mayores que
bajo el dosel del bosque (Alfonso-Corrado et al., 2007). Por lo tanto, la falta de efectos del cambio
climatico en la emergencia y sobrevivencia de las plantulas de Q. eduardii podria deberse a las
adaptaciones que posee para establecerse en ambientes estresantes para otras especies.

A pesar de la alta emergencia y sobrevivencia de las plantulas de Q. eduardii en las parcelas
SCC, comparadas con las plantulas de Q. crassifolia, nuestros resultados sugieren que el cambio

climatico afectara negativamente el desarrollo de las etapas tempranas de ambas especies. El
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crecimiento de brote aéreo de las plantulas fue practicamente el doble en los controles que en las
parcelas SCC. Esto contrasta con los resultados de experimentos que han manipulado la
temperatura en bosques frios y templados, los cuales han indicado que el calentamiento podria
inducir el desarrollo acelerado del brote aéreo de plantulas de arboles (Danby & Hik, 2007; Xu et
al., 2012; Piper et al., 2013). Sin embargo, experimentos realizados en ambientes aridos y semi-
aridos han reportado que la ocurrencia de eventos de sequia durante la estacion de reclutamiento
podria reducir fuertemente las tasas de crecimiento de plantulas (Valladares & Sanchez-Gémez,
2006; Mclaughlin & Zavaleta, 2012). Asi, las bajas tasas de crecimiento de las plantulas en las
parcelas SCC podria deberse a este Gltimo factor, dado que las variables ambientales medidas en
estas unidades experimentales sugieren que el efecto combinado de mayores temperaturas y menor
precipitacion genero fuertes déficits hidricos.

La manipulacién climética dentro de las parcelas SCC también indujo otros efectos
perjudiciales para las plantulas de encino, incluyendo disminucion del contenido de agua en las
hojas (PCA), menor acumulacion de carbono foliar y menor rendimiento cuantico fotosintético
(#prsn). Los bajos contenidos de agua en las hojas de las plantulas de las parcelas SCC podrian estar
relacionados con las altas temperaturas foliares, la cual pudo haber incrementado la pérdida de
agua mediante transpiracion (Haldimann & Feller, 2004; Rodriguez-Dominguez et al., 2016). El
bajo valor de humedad relativa del aire en las parcelas SCC también pudo haber reducido la capa
de vapor limite que poseen las hojas, causando un incremento en la transpiracion foliar (Martin et
al., 1999; Will et al., 2013). Debido a que la deshidratacién foliar induce el cierre estomatico
(Brodribb & Holbrook, 2003), los bajos valores de PCA podrian haber reducido el intercambio
gaseoso, Y esto podria explicar parcialmente por qué las plantulas de las parcelas SCC tuvieron
contenidos més bajos de carbono que las de los controles. Los bajos valores de gpsi en estas

plantulas también podrian estar relacionados con los bajos contenidos de carbono, pues el estrés
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térmico y/o hidrico disminuye el gpsi (Xu & Zhou, 2006; Gonzalez-Salvatierra et al., 2013;
Aragon-Gastélum et al., 2014; Badano et al., 2015) y causa déficits energéticos para el proceso de
fijacion de carbono mediante el ciclo de Calvin (Baker & Oxborough, 2004; Xu & Zhou, 2006).
Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que el cambio climéatico también podria reducir la
eficiencia fotosintética de las plantulas de encino.

Los bajos contenidos de NOs~ y NH4" en las parcelas con simulacién de cambio climético
coinciden con los resultados de otros experimentos conducidos en ecosistemas forestales, los cuales
demostraron que el cambio climatico podria producir déficits de nitrogeno para las plantas
(Rennenberg et al., 2009; Chen et al., 2011; Roa-Fuentes et al., 2015). Los descensos en el
nitrogeno del suelo bajo condiciones de cambio climatico se han atribuido principalmente al déficit
de agua, pues tiene efectos perjudiciales en la actividad metabdlica de bacterias relacionadas con
el ciclo del nitrégeno (principalmente fijadoras de nitrégeno y mineralizadoras) (Borken &
Matzner, 2009; Chen et al., 2011). La menor disponibilidad de nitrégeno en el suelo podria explicar
los bajos contenidos de nitrégeno foliar de las plantulas en las parcelas SCC. Sin embargo, es
importante mencionar que los bajos niveles de humedad en estas parcelas pudieron haber reducido
la movilidad de dicho nutriente en la matriz del suelo y, consecuentemente, disminuido la
capacidad de captura de las raices de las plantulas. Los efectos de la sequia en la actividad de los
microorganismos del suelo y/o la movilidad del nitrégeno en la matriz del suelo podrian explicar
las menores tasas de crecimiento de las plantulas en las parcelas SCC, ya que el nitrégeno es un
nutriente clave que regula el desarrollo vegetal (Rennenberg et al., 2009; He & Dijkstra, 2014).

En general, nuestro estudio indica que las condiciones de cambio climatico que ocurriran
en los bosques templados de Norteamérica tienen el potencial de disminuir el establecimiento de
algunas especies de encino. Bajo el clima actual, las altas temperaturas y los eventos de sequia que

ocurren durante la temporada de crecimiento de los encinos constituyen importantes barreras
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ecoldgicas para su establecimiento en bosques templados (Zavala-Chavez & Garcia-Moya, 1996;
Gonzélez Salvatierra et al., 2013; Montes-Hernandez & Lopez-Barrera, 2013; Badano et al., 2009,
2011, 2015) y nuestros resultados revelan que el aumento en la severidad de estos factores de estres

afectaran alin més el desarrollo de plantulas de encino recién emergidas.
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CAPITULO 2: EFECTOS DEL CAMBIO CLIMATICO SOBRE LA
FIJACION Y DISPONIBILIDAD DE NITROGENO EN EL SUELO Y SUS

CONSECUENCIAS PARA PLANTULAS DE ENCINOS

2.1. Introduccion
Las dinamicas del nitr6geno en ecosistemas terrestres estan principalmente reguladas por procesos
bioldgicos que a su vez dependen del clima. Por ejemplo, la mayor entrada de nitrégeno de origen
natural a los ecosistemas depende de la actividad de los microorganismos edaficos, mientras que
su transferencia a las cadenas troficas estd limitada por la capacidad de las plantas para capturarlo
del suelo, pero estos procesos bioticos estan modulados por los regimenes locales de temperatura
y disponibilidad de agua (Agehara & Warneke 2005; Sardans et al. 2008). Se ha pronosticado que
la temperatura incrementara durante este siglo debido a la creciente acumulacion de gases de efecto
invernadero en la atmésfera y, con ello, se esperan alteraciones en los regimenes de precipitacion
(Flato et al. 2013). Esto ha llevado a proponer que el avance del cambio climatico modificara los
flujos de nitrégeno entre los compartimentos bioticos y abidticos de los ecosistemas (Rennenberg
et al. 2009; Fowler et al. 2015). No obstante, a pesar de que es ampliamente reconocido que esto
podria afectar el estado nutricional de los productores primarios, la magnitud y direccion (positiva
0 negativa) que dichos cambios tendran en los flujos de nitrdgeno adn es tema de discusion.
Después del agua, el nitrogeno suele ser el factor que mas restringe la productividad vegetal
en bosques sin intervencion humana directa (Binkley & Hart 1989) y las bacterias edaficas son las
principales responsables de incorporar este nutriente en el suelo (Granhall & Lindberg 1980;
Cleveland et al. 2010). En suelos forestales, los organismos fijadores de nitrégeno capturan el

nitrogeno atmosférico (N2) y lo reducen a amonio (NH4*) mediante el complejo enzimatico
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nitrogenasa (Colnagui et al. 1997; Waters et al. 1998). Este amonio puede ser capturado por las
plantas, pero también puede ser usado como sustrato por los organismos nitrificadores que lo
oxidan a nitrato (NO3") en la presencia de oxigeno (Canfield et al. 2010). Tanto el NH4" como el
NOs" pueden ser utilizados por las plantas, pero la nitrificacion incrementa la probabilidad de
pérdidas de nitrégeno de los ecosistemas porque el NOs™ es susceptible a perderse por lixiviacion
(Canfield et al. 2010). En ambos casos, se libera 6xido nitroso (N20) a la atmoésfera, el cual es un
gas de efecto invernadero (Canfield et al. 2010).

A pesar de la importancia que estos procesos tienen en el funcionamiento de los ecosistemas
(Fowler 2013), existe gran incertidumbre sobre las dindmicas futuras bajo las condiciones
predichas de calentamiento y sequia (Vitousek et al. 2013). En este sentido, los ecosistemas que
actualmente tienen restricciones hidricas podrian sufrir los impactos severos del cambio climético,
ya que el incremento de temperatura aumenta la desecacion del suelo (Trenberth et al. 2014). Por
lo tanto, en estos ecosistemas, se espera que la baja disponibilidad de agua tenga mayor influencia
en las dindmicas de nitrégeno que los cambios de temperatura, lo cual podria derivar en
concentraciones mas bajas de dicho nutriente en el suelo (Agehara & Warncke, 2005). Sin
embargo, los experimentos de campo donde se manipule simultdneamente la temperatura y la
disponibilidad de agua podrian brindar una aproximacion sobre los factores clave que determinan
la disponibilidad de nitrégeno en el suelo.

El cambio climatico podria también afectar el estado nutricional de las plantas, su
desempefio y sobrevivencia (Greenwood et al. 2017; Shaver et al. 2000). Las plantulas son
particularmente sensibles a la baja disponibilidad de nitrégeno, pues no poseen grandes reservas
de nutrientes ni sistemas radiculares bien desarrollados para capturarlos desde el suelo (Kennedy
et al. 2004; Padilla & Pugnaire 2007). En este sentido, ademas de enfrentar condiciones mas célidas

y secas, también es posible que las plantulas enfrenten deficiencias nutricionales (Sardans &
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Pefiuelas 2005). Por lo anterior, bajo las condiciones climaticas predichas para el futuro, las
plantulas podrian presentar una serie de respuestas que redunden en un menor crecimiento y
actividad fotosintética, lo cual podria conllevar a su muerte si las condiciones ambientales superan
sus umbrales de tolerancia (Alberte & Thornber 1977; Grossnickle & MacDonald 2018).

Por estas razones, analizamos las dindmicas de nitrogeno en el suelo bajo las condiciones
de cambio climatico predichas para bosques templados de México. Para ello, instalamos un
experimento en campo y evaluamos la fijacion de nitrogeno en el suelo bajo incrementos de
temperatura y sequia. Determinamos las variables ambientales que controlan la actividad
nitrogenasa y establecimos el impacto general de este proceso sobre la disponibilidad de nitrégeno
inorganico en el suelo. Adicionalmente, evaluamos si la manipulacién climéatica y sus
consecuencias sobre el nitrégeno del suelo podrian tener algin efecto en el desarrollo de las
plantulas. Nuestras hipotesis eran: i) el cambio climatico afectara la fijacion de nitrégeno y esto se
reflejara en cambios en la disponibilidad de nitrégeno inorganico (NH4" y NOz") en el suelo; y ii)
la simulacién de cambio climatico afectara el desempefio de las plantulas de manera directa, debido
al incremento de temperatura y menor precipitacion, e indirecta, mediante cambios en la

disponibilidad de nitrogeno en el suelo.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Sitio de estudio y especies de encino

El estudio se llevo a cabo en el area protegida privada “La Laguna” (21°58°36°° N, 100°34°10>’
W, 2 200 m.s.n.m.), localizada en la Sierra de Alvarez, estado de San Luis Potosi, México. Los
suelos son calcareos y poco profundos, alcanzando una maxima profundidad de 10-15 cm a la roca
madre. La temperatura media anual es de 18 °C y la precipitacion anual varia entre 400 y 600 mm.

Mas del 80% de la precipitacion ocurre entre julio y noviembre y, después, se presenta una marcada
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estacion seca que termina en junio (Medina-Garcia et al. 2005). Los ultimos modelos de circulacion
global del IPCC predicen que, para mediados de este siglo (2040-2060), la temperatura en la region
se incrementara 1.5-2.0 °C en invierno y 2.0-2.7 °C en verano, mientras que la precipitacion anual
disminuird entre 10-20 % (Flato et al. 2013). Estos valores climéticos fueron usados como
referencia para simular las condiciones de cambio climético en el campo.

El experimento comenzo en la estacion de lluvias del afio 2016 y terming en la estacion de
lluvias del 2017 (un afio de datos). Se desarrollé bajo el dosel de un bosque maduro de encinos
localizado en el &rea de estudio, el cual estd co-dominado por encinos blancos (seccion Quercus)
y rojos (seccién Lobatae). Los encinos blancos incluyen Quercus ariifoliay Q. laeta, y los encinos
rojos incluyen Q. castanea, Q. crassifolia, Q. eduardii y Q. mexicana. Estas especies producen
grandes cantidades de bellotas después de afios de escasa o nula produccion de semillas
(reproduccion masting). Debido a que la reproduccidn no siempre esté sincronizada entre especies
(Zavala-Chavez & Garcia-Moya 1996), para el experimento solamente utilizamos encinos que
produjeron semillas el afio 2016 (Q. ariifolia, Q. eduardii and Q. mexicana). Las bellotas (semillas
individuales, tipo nuez) se producen en primavera y se liberan de los arboles parentales en verano,
amitad de la estacion de lluvias. Como las semillas de encinos son altamente recalcitrantes (Zavala-
Chévez 2004), la emergencia de las plantulas en campo ocurre durante la segunda mitad de la
estacion de lluvias (Zavala-Chéavez & Garcia-Sanchez 1999).

Las bellotas usadas en el experimento fueron colectadas bajo el dosel de diez arboles de
cada especie, en agosto del 2016. Colectamos 100 bellotas recién liberadas debajo de cada arbol y
mezclamos en una misma muestra todas las semillas pertenecientes a la misma especie. Dado que
las semillas podrian ser inviables debido a desecacion o parasitismo por insectos (Ramos-Palacios
et al. 2014), las semillas fueron llevadas al laboratorio y se sometieron a la prueba de flotabilidad.

Para ello, removimos la cupula de las semillas y pusimos las nueces en agua durante dos horas. Se
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asumio que las semillas sumergidas eran viables, mientras que las bellotas que flotaron fueron
desechadas (Gribko & Jones 1995). Con este procedimiento retuvimos méas de 400 semillas viables
de cada especie de encino, las cuales fueron almacenadas en camaras de refrigeracion (5 °C) para

prevenir la germinacion hasta que fuesen usadas en campo.

2.2.2. Disefio experimental

El 16 de septiembre de 2016, seleccionamos 20 sitios bajo el dosel del bosque distanciados al
menos 10 m entre ellos. Removimos hojarasca y rocas en un radio de 3 m alrededor de cada sitio.
Después, la mitad de los sitios fue aleatoriamente asignada a parcelas control, que permanecieron
bajo las condiciones climaticas actuales, mientras la otra mitad fue asignada a parcelas de
simulacion de cambio climatico (parcelas SCC), donde manipulamos la temperatura y la
precipitacion.

Las condiciones de calentamiento en las parcelas SCC fueron simuladas con camaras
hexagonales de techo abierto, construidas con acrilico transparente (3 mm de grosor, 280-750 nm
de transmision de longitud de onda). Para esto, seguimos el disefio propuesto por Marion (1997) y
las cdmaras median 2.08 m de ancho en la base y 1.5 m de ancho en el borde superior (Figura
2.1A). Su funcionamiento radica en que las paredes de acrilico reducen la velocidad del viento
dentro de las camaras, lo cual incrementa la temperatura del aire de manera pasiva entre 1.5y 3.6
°C, en comparacién con el ambiente externo (Aragon-Gastélum et al. 2014; Pérez-Ruiz et al. 2018).
Se considera que dichas estructuras son un método eficiente para inducir calentamiento en regiones
remotas sin acceso a energia eléctrica, como en nuestro caso (Hollister & Webber 2000). Para
reducir la precipitacién en las parcelas SCC utilizamos refugios de lluvia (Yahdjian & Sala 2002).
Este sistema consiste en canaletas de policarbonato transparente en forma de U (1.5 mm de grosor,

10 cm de ancho, 3 m de longitud) apoyadas en estructuras metalicas rectangulares (Figura 2.1A).
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Como la cantidad de lluvia interceptada depende del nimero de canaletas, en julio de 2016
realizamos pruebas de campo para determinar cuantas canaletas eran requeridas para reducir la
precipitacion un 10-20%, como lo predicen los modelos de cambio climéatico. Asimismo, dado que
las canaletas podrian disminuir ain mas la circulacion del viento dentro de las camaras de techo
abierto, incrementando la temperatura més alla de los valores deseados, usamos esas pruebas para
evaluar como debia disponerse los refugios de lluvia sobre las cdmaras para evitar estos efectos.
Nuestros ensayos indicaron que cinco canaletas distribuidas equidistantemente (20 cm entre cada
una) y ubicadas a una altura de 25 cm sobre las cAmaras de techo abierto, eran suficientes para
reducir la precipitacion en un 10-18% sin interferir con el calentamiento (Figura 2.1A). Por otro
lado, las parcelas control fueron circuladas con malla de alambre para prevenir el acceso de

pequefios vertebrados que pudieran interferir con el experimento (Figura 2.1B).

Figura 2.1. Disefio de las unidades experimentales. Las parcelas de simulacion de cambio climéatico
consisten en camaras de techo abierto para incrementar la temperatura y refugios de lluvia para disminuir
la precipitacion (A), mientras que parcelas control solo son circuladas con malla de alambre para prevenir

el acceso de pequefios vertebrados.
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2.2.3. Condiciones ambientales
Para evaluar diferencias en las condiciones ambientales entre parcelas control y SCC, utilizamos
sensores automatizados para medir la intensidad de la luz, temperatura del aire, temperatura del
suelo, humedad relativa del aire y precipitacion en todas las unidades experimentales. Para ello, en
el centro de cada parcela instalamos un sensor de intensidad de luz (HOBO Pendant-UA-002, Onset
Computer Corporation, USA) y un sensor de temperatura del aire/humedad relativa HOBO U23-
Pro-V2, Onset Computer Corporation, Bourne, USA), los cuales fueron fijados 20 cm sobre la
superficie del suelo en estacas de madera. La temperatura del suelo fue medida con un sensor
apropiado (HOBO Pendant-UA-002, Onset Computer Corporation, USA) enterrado a 5 cm de
profundidad en cada parcela. Estos dispositivos fueron programados para registrar las variables
ambientales cada hora. Con la finalidad de evaluar diferencias de precipitacion entre parcelas
control y SCC, utilizamos pluviémetros automatizados (HOBO S-RGB-M002, Onset Computer
Corporation, USA) que fueron configurados para registrar la cantidad de agua en cada evento de
precipitacién. Ademas, empleamos un medidor de humedad de suelo (Field Scout TDR 300,
Spectrum Technologies, USA) para monitorear el contenido volumétrico de agua en todas las
unidades experimentales. Estas mediciones fueron tomadas cada dos semanas a una profundidad
de 7.6 cm, ya que por las caracteristicas del suelo no pudimos realizar mediciones mas profundas.
En cada fecha de monitoreo, seis mediciones de humedad relativa fueron tomadas en puntos
aleatorios dentro de cada unidad experimental para disminuir la micro-variabilidad del contenido
de agua y estos valores fueron automaticamente promediados por el instrumento.

Para evaluar si existian diferencias en las condiciones ambientales previas entre los sitios
donde instalaron las unidades experimentales pertenecientes a cada tratamiento climatico,
comenzamos las primeras mediciones el 17 de septiembre de 2016 (14 dias antes de aplicar los

tratamientos climaticos). Los controles y las parcelas SCC fueron instaladas en campo el 30 de
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septiembre del 2016 vy, después de esta fecha, las mediciones ambientales continuaron hasta el 15
de septiembre de 2017 (364 dias de monitoreo). Nuestra expectativa era no registrar diferencias en
los valores iniciales de las variables ambientales, mientras que desedbamos detectar diferencias
una vez que los tratamientos climéticos fuesen aplicados. Usamos ANOVAs de medidas repetidas
de una via para comparar las condiciones ambientales entre tratamientos climaticos a lo largo del
tiempo. Para estos analisis, la intensidad de luz (medida Unicamente durante el periodo diurno;
08:00-19:00 h), temperatura del aire, temperatura del suelo y humedad relativa del aire registradas
con cada sensor fueron promediadas cada dos semanas durante el experimento (medidas repetidas
= 26 fechas). Para la lluvia, analizamos la precipitacion registrada por cada pluviémetro cada dos
semanas. Sin embargo, dado que en algunos de esos periodos de dos semanas no se registré lluvia,
y debido que los ANOVAs no admiten grupos con varianza cero (Zar 2010), excluimos estos
registros de los andlisis (medidas repetidas = 24 fechas, s6lo en este caso). El contenido
volumétrico de agua en el suelo fue comparado entre tratamientos climéaticos usando los valores

medidos en las unidades experimentales cada dos semanas (medidas repetidas = 26 fechas).

2.2.4. Actividad de la nitrogenasa

Para evaluar si la simulacion de cambio climatico habia alterado el desempefio de las bacterias
fijadoras de nitrégeno del suelo, medimos la actividad de la nitrogenasa en las parcelas control y
las SCC. Estas mediciones iniciaron el 30 de septiembre de 2016, antes de instalar las unidades
experimentales en sus sitios. Después de esa fecha, la actividad de la nitrogenasa fue evaluada en
ambos tratamientos cada 70 dias hasta el fin del experimento (seis fechas en total). En cada fecha
de monitoreo, tomamos muestras de suelo con un nucleador manual (2 cm de ancho x 5 cm de
profundidad) en sitios aleatorios dentro de cada unidad experimental y los transferimos

cuidadosamente a frascos de vidrio estériles con capacidad de 120 mL, los cuales fueron llenados
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hasta %2 de su volumen. Los frascos de vidrio fueron sellados herméticamente con tapas de goma y
los pusimos en hielo para reducir la actividad metabolica de los microorganismos edaficos mientras
trasladabamos las muestras al laboratorio (aproximadamente 6 h después de colectar el suelo). Para
medir la actividad de la nitrogenasa, usamos el método de reduccion de acetileno. Este método se
basa en que la nitrogenasa es capaz de reducir el acetileno (C2H>) a etileno (C2Hs), que es una
reaccion anéloga a la reduccion de nitrégeno atmosférico a amoniaco (Hardy et al. 1968). Para esto
extrajimos 6 mL de aire de cada frasco e inyectamos el mismo volumen de C2H. para crear una
atmosfera enriquecida de acetileno en el espacio libre del frasco. Los frascos fueron incubados a
25 °C utilizando un ciclo de iluminacion de 12:12 h luz/oscuridad (Houlton et al. 2008). El
contenido de humedad no fue manipulado porque buscabamos mantener las condiciones de campo.

Se midié la produccion de CoHa4 tomando muestras de gas de 500 uL del espacio libre de
cada frasco e inyectandolo en el cromatdgrafo de gases (6890N Network Gas Chromatograph,
Agilent Technologies, USA). Después de tomar estas muestras, se reinyectaron 450 uL de aire y
50 uL de C2H: en cada frasco para mantener las condiciones iniciales (Hendrickson 1990). Estas
mediciones fueron realizadas después de 3, 12 y 24 h de incubacidn, pero durante este tiempo las
concentraciones de C2Ha estaban por debajo de los limites de deteccidn del equipo. Por esta razén,
la actividad de la nitrogenasa se midié cada cinco dias hasta que se obtuvieron lecturas confiables
de C2Ha, lo cual ocurri6 después de 30 dias de incubacion. Posteriormente, el suelo fue extraido de
los frascos, se secO y se volvid a pesar y, en este momento, la actividad de la nitrogenasa se calculd
como nano-moles de C2Ha4 producidos por gramo de suelo seco por dia (Lopez-Lozano et al., 2016).

La actividad de la nitrogenasa fue comparada entre tratamientos climaticos y a lo largo del
tiempo mediante ANOVAs de medidas repetidas de una via (medidas repetidas = 6 fechas).
Posteriormente, se realizaron regresiones lineales multiples con variables categdricas para

determinar si existia relacion entre la actividad de la nitrogenasa y las variables ambientales
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medidas en las parcelas experimentales durante las fechas de muestreo. En estos andlisis, la
actividad de la nitrogenasa medida después de la aplicacion de los tratamientos fue promediada
independientemente para las unidades control y SCC, y estos valores fueron usados como variables
de respuesta continuas. Los valores correspondientes de intensidad de luz, temperatura del aire,
temperatura del suelo, precipitacion, humedad relativa del aire y humedad del suelo medidas en las
fechas respectivas, también fueron promediados para las parcelas control y SCC, y se usaron como
variables predictivas continuas. Finalmente, los tratamientos climéticos (control y SCC) fueron
incluidos en los andlisis de regresion como una variable predictiva categorica con dos niveles.
Como resultado de estos andlisis se obtuvieron dos curvas de regresion que describen la relacion

entre variables continuas para cada nivel de la variable categorica (Kutner et al. 2005).

2.2.5. Contenido de nitrégeno inorganico en el suelo
Para evaluar si la simulacion de cambio climético alter6 el contenido de nitrégeno inorganico en el
suelo, medimos las concentraciones de nitrato (NOs”) y amonio (NH4") en las mismas fechas en
que evaluamos la actividad de la nitrogenasa. En cada fecha de monitoreo, tomamos seis nicleos
de suelo (2 cm de ancho x 5 cm de profundidad) en sitios aleatorios dentro de cada unidad
experimental y los mezclamos en una Unica muestra compuesta. Las muestras de suelo fueron
tamizadas (malla de 2mm), almacenadas en bolsas plasticas herméticas y puestas en hielo para
trasladarlas al laboratorio. Una vez en el laboratorio, esparcimos las muestras de suelo en laminas
de aluminio y las secamos en una estufa hasta que su peso se mantuvo constante (40 °C, durante
20 h).

Para determinar la concentracion de NOs-, depositamos 10 g de cada muestra de suelo en
un frasco de extraccion con 50 mL de agua desionizada. Las botellas fueron agitadas manualmente

por dos minutos, se filtraron los extractos y se determinaron las concentraciones de NOz™ con un
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electrodo ion-selectivo (LAQUATwin B-742, Horiba, Japan). En el caso del NH4", depositamos 5
g de suelo de cada muestra en un tubo Falcon ™ con 25 mL de solucién de cloruro de potasio 2 M.
Los extractos fueron filtrados y tratados con la solucion Berthelot para luego leerse en un
espectrofotometro UV-visible (Genesys 10S, Thermo Fisher Scientific, USA). Las concentraciones
de NOs~ y NH4" fueron comparadas entre tratamientos climaticos y a lo largo del tiempo con
ANOVAs de medidas repetidas de una via (medidas repetidas = 6 fechas) y empleamos regresiones
lineales maltiples con variables categoricas para determinar si las concentraciones de NO3™y NH4"
estaban relacionadas con los respectivos valores de nitrogenasa medidos en las parcelas control y
SCC. Estos analisis de regresion fueron realizados de la misma manera que se explico en la seccion

previa.

2.2.6. Respuestas de las plantulas de encino

Para evaluar los efectos del cambio climatico en el desarrollo de las plantulas de encino, el 30 de
septiembre de 2016 seleccionamos aleatoriamente 200 semillas viables de cada especie de encino
(Q. ariifolia, Q. eduardii y Q. mexicana) y las llevamos al campo. Sembramos 10 semillas de cada
especie de encino en posiciones aleatorias dentro de las parcelas control y SCC. Las bellotas fueron
sembradas a una profundidad de 2 cm para simular el comportamiento de los roedores, los cuales
son los principales dispersores de semillas en el area de estudio (Barragan et al. 2018). Las
posiciones de siembra fueron marcadas con pequefias estacas de madera que indicaban el nombre
de la especie. Después de ello, registramos la emergencia de los brotes aéreos semanalmente hasta
el 15 de septiembre de 2017 (350 dias de monitoreo). En cada fecha de monitoreo, también
registramos si las plantulas emergidas permanecian vivas o habian muerto. Asumimos que las

plantulas habian muerto si los tallos y los meristemas apicales estaban completamente marchitos.
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Al final del experimento recuperamos las bellotas que no germinaron en cada unidad
experimental y las llevamos al laboratorio para evaluar su viabilidad, para lo cual usamos la prueba
de tetrazolium. Para ello, hicimos una pequefia incision en el pericarpio de la semilla y las
incubamos en una solucién al 1% de 2,3,5- cloruro de trifeniltetrazolio (24 h en la oscuridad). En
esta prueba, la sal incolora de tetrazolium reacciona con el hidrogeno liberado por las enzimas
deshidrogenasas activas, lo cual solamente es posible si los embriones estan vivos, produciendo un
color rojo formazén (Bewley et al. 2013). Ningin embrion se tifié de rojo, por lo que asumimos
que ninguna semilla hubiese germinado una vez que el experimento termino.

Después de corroborar que ninguna bellota era viable, para cada especie de encino (Q.
ariifolia, Q. eduardii y Q. mexicana) calculamos el porcentaje final de plantulas emergidas en las
unidades control y SCC como la relacion entre el nimero de plantulas emergidas durante el
experimento y el nimero de bellotas sembradas. Dado que varias plantas murieron durante el
experimento, calculamos el porcentaje final de plantulas sobrevivientes como la relacion que existe
entre el nimero de individuos vivos al final del experimento y el nimero de plantulas emergidas.
En esta fecha también medimos la longitud del tallo de todas las plantulas sobrevivientes (desde la
superficie del suelo hasta el meristemo apical) con un vernier digital. Como teniamos la
informacion precisa respecto a la fecha en que cada plantula emergio (lo cual se monitored cada
semana), estos datos fueron usados para estimar las tasas netas de crecimiento (TNC) como la
relacién entre la longitud del tallo y el nimero de dias transcurridos desde la emergencia del tallo.
Para evitar pseudorreplicacion, los valores de TNC de cada especie de encino fueron promediados
entre las plantulas pertenecientes a la misma unidad experimental. Todas estas variables fueron
comparadas entre tratamientos climaticos y entre especies de encino con ANOVAs factoriales de

dos vias.
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Regresamos al campo el 16 de septiembre de 2017 (un dia después de terminar el monitoreo
de emergencia y sobrevivencia de plantulas) y seleccionamos una plantula viva de cada especie,
en cada unidad experimental para evaluar varias respuestas funcionales que las plantas pueden
presentar al enfrentar cambios en la temperatura, la humedad del suelo y la disponibilidad de
nitrégeno. Para esto, todas las hojas de las plantulas seleccionadas fueron marcadas y enumeradas
con pequefias etiquetas de papel, posteriormente medimos la temperatura y fluorescencia de la
clorofila con un fluorometro portéatil fluorometer (MINI-PAM II, Heinz Walz, Germany). Las
mediciones se realizaron cada 6 h, comenzando antes del amanecer (04:00 h) y terminando antes
de la puesta de sol (16:00 h). La fluorescencia de la clorofila medida antes del amanecer fue usada
para estimar el rendimiento cuantico maximo del fotosistema I, pues esto requiere el uso de hojas
adaptadas a la oscuridad (Maxwell & Johnson 2000). Esta variable se calculd6 como la relacion
entre la fluorescencia variable (F,) y la méaxima fluorescencia (F,) como:
F,/Fy= (Fy — Fy)/Fy, donde F,es la fluorescencia minima de las hojas adaptadas a la
oscuridad cuando sea aplican pulsos de luz de baja intensidad (= 50 pmol foton m2s)y F, es la
fluorescencia maxima cuando se aplican pulsos saturantes de luz (= 2500 pmol foton m? s?). La
fluorescencia de la clorofila medida a las 10:00 h y 16:00 h fue usada para determinar el
rendimiento cuantico efectivo del fotosistema Il en hojas expuestas a la luz (®pg;;). Esta variable
se calculé como: ®pg;; = (Fyy — F)/Fy, donde F es la fluorescencia de la clorofila bajo
iluminacion ambiental y F,, es la fluorescencia méxima cuando se aplica un pulso de luz saturante
sobre las condiciones ambientales de iluminacion (Maxwell & Johnson 2000). Los valores de
Fy,/Fy y ®pg; usualmente disminuyen en plantas sometidas a estrés térmico, estrés hidrico o
déficits nutricionales (Adams & Demmig-Adams 2004). La temperatura foliar y los rendimientos

cuanticos fueron promediados entre las hojas de la misma plantula para evitar pseudorreplicacion,
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y usamos ANOVAs de medidas repetidas de dos vias para comparar estos valores entre
tratamientos climéticos y entre especies de encinos en los diferentes horarios de medicién (04:00,
10:00 y 16:00 h).

Como también estabamos interesados en determinar si los efectos del cambio climético en
el nitrogeno del suelo podrian transferirse a las plantulas, medimos el contenido de clorofila (CCI)
de las hojas. Nos enfocamos en esta variable porque las plantas suelen asignar grandes fracciones
de nitrogeno a la sintesis de moléculas de clorofila (Richardson et al. 2002), donde cambios en CCl
podrian afectar su desempefio fotosintético. Estas mediciones se realizaron inmediatamente
después de finalizar las mediciones de la fluorescencia de la clorofila y, para ello, empleamos un
reflectometro portéatil (SPAD 502, Konica Minolta, Japdn). Este instrumento mide CCl en unidades
relativas (unidades SPAD), las cuales convertimos en CCI neto (incluyendo clorofila a y b,
expresado en mg cm?) con la ecuacion de Coste et al. (2010), la cual indica que: CCIl =
(117.10 * SPAD)/(148.84 — SPAD). Los valores de CCI fueron promediados entre las hojas de
la misma plantula y comparados entre tratamientos climéticos y especies de encino con ANOVASs
factoriales de dos vias.

El 17 de septiembre de 2017 cosechamos las plantulas seleccionadas (hojas, tallos y raices)
para estimar su contenido de agua, contenido de nitrégeno y sus relaciones raiz:tallo. Para esto, en
campo removimos cuidadosamente el sustrato alrededor de las plantulas para recuperar los sistemas
radiculares completos. Cosechamos las plantulas y las lavamos con agua para remover materiales
gruesos y tierra y, posteriormente, las secamos cuidadosamente con toallas de papel. La biomasa
fresca de las plantulas (BF) fue determinada con una balanza analitica (Cubis, Sartorius, Alemania).
Las plantulas fueron depositadas en prensas botanicas y las llevamos al laboratorio, donde las
secamos en estufas (60 °C, 72 h) y las pesamos nuevamente para obtener su biomasa seca (BS).

Con estos datos, calculamos el porcentaje de contenido de agua (PCA) de cada plantula como:

46



PCA = (BF — BS)/BF. Estos valores fueron usados como indicadores del estado hidrico de las
plantulas en los diferentes tratamientos climaticos. Después, pesamos individualmente el tallo y
los érganos aéreos de cada plantula (tallo y hojas) para calcular la relacion raiz:tallo. Los 6rganos
vegetales fueron posteriormente pulverizados en un molino de bolas (MM200, Retsch, Alemania)
para determinar el contenido porcentual de nitrogeno de cada plantula con un analizador elemental
(ECS 4010, Costech, USA). Usamos ANOVAs factoriales de dos vias para comparar el contenido
porcentual de agua, el contenido porcentual de nitrégeno y la relacion raiz:tallo entre los

tratamientos climaticos y entre las especies de encino.

2.3. Resultados

2.3.1 Condiciones ambientales

La intensidad de la luz vari6 a lo largo de las fechas de monitoreo (F(s450) = 10258.0240, p <
0.001), pero no encontramos diferencias entre parcelas control y SCC en ningin momento del
experimento (F,18) = 0.929, p = 0.348). La densidad de flujo de fotones fue, en promedio, 209.1
umol m?2 st (+ 24.8, 95% 1.C.) en los controles y 206.2 umol m? st (+ 24.9, 95% I1.C.) en las
parcelas SCC. Esto indica que ni las camaras de techo abierto ni los reductores de lluvia
interfirieron con el ambiente luminico dentro de las unidades SCC. El 30 de septiembre de 2016,
después de 14 dias de mediciones en los sitios seleccionados para el experimento, los valores de
temperatura del aire y suelo, precipitacion, humedad relativa del aire y contenido de humedad del
suelo fueron similares entre los sitios experimentales (Fig. 1), lo cual demuestra que habia
condiciones ambientales altamente homogeéneas entre ellos antes de aplicar los tratamientos
climaticos. Sin embargo, una vez que se montaron las unidades experimentales, los valores de todas
estas variables difirieron entre tratamientos y a lo largo del tiempo (p < 0.05 en todos los ANOVAs

de medidas repetidas).
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Durante el experimento, la temperatura promedio del aire en las parcelas SCC fue 1.9 °C
mas alta que en los controles. Sin embargo, esta diferencia fue entre 1.5y 1.7 °C durante los meses
de invierno, mientras que varié entre 1.9 y 2.2 °C durante el resto del afio (Figura 2.2A). Esto
prueba que las cdmaras de techo abierto simularon exitosamente las condiciones de calentamiento
del aire que se esperan para mediados de siglo, asi como su variabilidad estacional. La temperatura
del suelo, por otro lado, siempre fue 2.2-2.4 °C mas alta en las parcelas SCC que en los controles
(Figura 2.2B), lo cual indica que el efecto de calentamiento inducido por las cAmaras de techo
abierto fue transferido al suelo.

La precipitacion promedio en las parcelas SCC fue 13% maés baja que en los controles, lo
cual coincide con los niveles predichos por los modelos de cambio climéatico. No obstante, las
parcelas SCC recibieron entre 17-19% menos precipitacion que los controles en los periodos de
dos semanas en los que la precipitacion acumulada era inferior a los 20 mm, mientras que las
diferencias en lluvia fueron menores al 14% cuando la precipitacion acumulada sobrepasaba los
20 mm (Figura 2.2C). La humedad relativa del aire y la humedad del suelo también fueron menores
en las parcelas SCC que en los controles. Las diferencias en la humedad relativa del aire (Figura
2.2D) fueron mayores durante la estacion seca (5-6% mas alta en los controles) que durante la
temporada de lluvias (2-4% més alta en los controles). Por el contrario, hubo mayores diferencias
en la humedad del suelo (Figura 2.2E) durante los periodos de lluvia (8-15% mas alta en los

controles) que durante la estacién seca (1-3% mas alta en los controles).
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Figura 2.2. Temperatura del

contenido de humedad en el suelo (E) en los controles (simbolos negros) y en las parcelas con simulacién de cambio
climatico (simbolos blancos). Los valores para cada fecha son los promedios (+ 95% 1.C.) que abarcan los 14 dias de

registros en las unidades experimentales. En el panel de precipitacién (C), se indican con flechas las diferencias
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2.3.2. Actividad de la nitrogenasa
Antes de que los tratamientos fueran aplicados, no encontramos diferencias en la actividad de
nitrogenasa entre sitios asignados a los controles y parcelas SCC (Figura 2.3A). Después de iniciar
el experimento (30 de septiembre de 2016), la actividad de nitrogenasa fue mayor en los controles
que en las parcelas SCC (F,18 = 271.112, p < 0.001). Estas diferencias variaron entre las fechas
de muestreo (Fi00) = 441.713, p < 0.001) y también encontramos efectos significativos de la
interaccion entre tratamientos climaticos y fechas (Fs90) = 29.539, p < 0.001). La actividad
nitrogenasa fue mayor durante los periodos de lluvias que durante los periodos de sequia en ambos
tratamientos. Durante la temporada de lluvias, la actividad de la nitrogenasa siempre fue mayor en
los controles que en las parcelas SCC, mientras que no hubo diferencias entre tratamientos
climaticos durante la estacion seca (Figura 2.3A).

La actividad de la nitrogenasa estuvo positivamente relacionada con la humedad relativa
del aire (Fz6) = 9.752, p = 0.010, R?=0.830) y con la humedad del suelo (F6) = 39.627, p < 0.001,
R%=10.952). Sin embargo, la actividad de la nitrogenasa incrementd mas rapido (i.e., las pendientes
de las regresiones fueron mayores) en los controles que en las parcelas SCC conforme
incrementaban los valores de humedad relativa del aire (Figura 2.3B) y contenido de humedad del
suelo (Figura 2.3C). Ninguna otra variable ambiental estuvo relacionada con la actividad de la

nitrogenasa (p > 0.05 en todos los ajustes de bondad de los ANOVAs; datos no mostrados).
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Figura 2.3. Actividad de la nitrogenasa (+ 95% 1.C.) en los controles (simbolos negros) y en las parcelas con
simulacion de cambio climatico (simbolos blancos) en las diferentes fechas de muestreo (A). También se muestra la
relacion que existe entre la actividad de la nitrogenasa y la humedad relativa del aire (B), asi como la relacién entre la
actividad de la nitrogenasa y la humedad relativa del suelo (C) en los controles (simbolos negros con linea continua)

y en las parcelas con simulacion de cambio climatico (simbolos blancos con linea discontinua).

51



2.3.3. Contenido de nitrégeno inorganico del suelo

No hubo diferencias en las concentraciones de NOsz~ (Fig. 4A) y NH4" (Fig. 4B) entre sitios
experimentales antes de que se aplicaran los tratamientos climaticos (30 de septiembre de 2016),
pero las concentraciones de ambas formas minerales de nitrgeno difirieron entre los tratamientos
una vez que empezo el experimento (NOs: F(1,18y = 112.030, p < 0.001; NH4": F(1,18) = 84.476, p <
0.001). Los valores de NOs~ y NH4* también variaron entre las fechas de muestreo (NO3™: Fs,00) =
97.678, p < 0.001; NH4": Fs,90) = 257.551, p < 0.001) y encontramos interacciones significativas
entre tratamientos climaticos y fechas (NO3™: Fs90) = 11.031, p < 0.001; NH4": F500) = 27.407, p
< 0.001). Las concentraciones de NOs~ (Figura 2.4A) y NH4" (Figura 2.4B) fueron mayores en las
muestras de suelo tomadas en los controles que en las parcelas SCC durante la mayoria de las
fechas de muestreo. Para ambas formas de nitrégeno, la Unica fecha en que no se encontraron
diferencias entre tratamientos fue el 28 de abril de 2017, que coincidi6 con el periodo mas seco del
experimento (Figura 2.4A, 2.4B).

Las concentraciones de NOsz~ y NH4* estuvieron relacionadas positivamente con la
actividad de la nitrogenasa durante las fechas de muestreo de suelo (NO3z™: F@ge) = 13.776, p =
0.004, R2=10.873; NH4": F36)= 11.077, p = 0.007, R? = 0.847). Los analisis de regresion indicaron
que, a pesar de que las concentraciones de NOs~ siempre fueron mas bajas en las parcelas SCC que
en los controles, en ambos tratamientos incrementd6 de manera similar a la actividad de la
nitrogenasa (Figura 2.C). De manera opuesta, conforme aumentaban los valores de la actividad de
la nitrogenasa, las concentraciones de NH4" incrementaron mas rapido en los controles que en las

unidades SCC (Figura 2.4D).
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Figura 2.4. Concentracién de nitrato (A) y amonio (B) en el suelo de los controles (simbolos negros) y de las parcelas
con simulacién de cambio climatico (simbolos blancos) en las diferentes fechas de muestreo (los valores son promedios
+ 95% I.C.). La figura también muestra la relacion entre la concentracion de nitrato y la actividad de la nitrogenasa
(C) y la relacién entre las concentraciones de amonio y la actividad de la nitrogenasa (D) en los controles (simbolos
negros) y en las parcelas con simulacion de cambio climatico (simbolos blancos).

2.3.4. Respuestas de las plantulas de encino
La emergencia de las plantulas difirié entre tratamientos climaticos (F,54) = 52.577, p < 0.001) y
entre especies de encino (F,54) = 35.036, p < 0.001), y ademés encontramos efectos interactivos

entre estos factores (Fp,54) = 25.314, p < 0.001). La emergencia de plantulas fue mayor en Q.
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ariifolia que en Q. eduardii, pero no hubo diferencias entre tratamientos climaticos para ninguna
de estas especies (Figura 2.5A). La emergencia de las plantulas de Q. mexicana en los controles
fue similar a la de Q. ariifolia, pero Q. mexicana en las parcelas SCC mostro los valores mas bajos
de emergencia que las otras dos especies en cualquiera de los tratamientos climaticos (Figura 2.5A).
La sobrevivencia de las plantulas también difirio entre tratamientos climaticos (F(1,54) = 163.247, p
< 0.001) y especies de encino (F54) = 4.081, p = 0.022), y también se vio afectada por el efecto
combinado de ambos factores (F(1 54 = 14.424, p < 0.001). Todas las especies de encino mostraron
menor sobrevivencia en las parcelas SCC que en los controles, pero en las parcelas SCC las
plantulas de Q. eduardii tuvieron la menor sobrevivencia (Figura 2.5B). Las tasas netas de
crecimiento de las plantulas fueron mas altas en los controles que en las parcelas SCC para las tres
especies y, en ambos tratamientos, Q. ariifolia y Q. mexicana mostraron valores més altos que Q.
eduardii (Figura 2.5C).

No encontramos diferencias de temperatura foliar entre las plantulas de las tres especies
(Fess = 0.098, p = 0.907), pero los valores fueron mas altos en las parcelas SCC que en los
controles (Fu54) = 1114.196, p = 0.009) y aumentaron progresivamente desde las mediciones
realizadas a las 04:00 h hasta aquellas de las 16:00 h (F,108) = 5.205, p = 0.009). En promedio, las
temperaturas de las hojas de las parcelas SCC fueron 2.5 °C mas altas que aquellas de los controles
a las 04:00 h, 3.3 °C mas altas a las 10:00 h y 7.3 °C més altas a las 16:00 h (Figura 2.6A). El
rendimiento cuéntico del fotosistema I, por otro lado, difirié entre tratamientos climaticos (F (154
= 141.454, p < 0.001) y entre las especies de encino (Fes4 = 31.115, p < 0.001), disminuyendo
desde las 04:00 h hasta las 16:00 h (F,108 = 172.836, p < 0.001). No detectamos diferencias de
rendimiento cuantico al amanecer (04:00 h), ni entre tratamientos climaticos ni entre especies de

encino (Figura 2.6B). Por otro lado, Q. eduardii y Q. mexicana mostraron valores mas
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Figura 2.5. Porcentaje (promedios + 95% 1.C.) de plantulas emergidas (A) y plantulas sobrevivientes (B) de las
diferentes especies de encino incluidas (Q. ariifolia, Q. eduardii y Q. mexicana) en los controles (barras grises) y en
las parcelas con simulacion de cambio climético (barras blancas). La figura también muestra las tasas netas de
crecimiento (promedios + 95% 1.C.) de las plantulas en cada tratamiento climatico. Las letras diferentes sobre las
barras indican diferencias significativas entre las combinaciones de los tratamientos climaticos y las especies de

encinos (valor a critico de la prueba de Tukey = 0.05).
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bajos en las parcelas SCC que en los controles a las 10:00 h y a las 16:00 h, mientras que dichas
diferencias no fueron detectadas para Q. ariifolia en ambos momentos (Figura 2.6B).

El contenido de clorofila de las hojas difirio entre tratamientos climaticos (Fs4) = 56.287,
p <0.001, especies (F(,54) = 188.207, p < 0.001) y también se vio afectado por la interaccién entre
esos factores (F(2,54) = 18.065, p < 0.001). Tanto en controles como unidades SCC, el contenido de
clorofila de Q. ariifolia fue el mayor y, para este encino, no hubo diferencias entre tratamientos
climéticos (Figura 2.6C). En Q. eduardii y Q. mexicana, el contenido de clorofila fue mayor en los
controles que en las parcelas SCC (Figura 2.6C). Los contenidos de agua y nitrdgeno de las
plantulas también difirieron entre tratamientos climaticos (contenido de agua: Fq 54 = 117.664, p
< 0.001; contenido de nitrogeno: F(1,54) = 162.306, p < 0.001), y estas dos variables de respuesta
estuvieron afectados por la interaccion de los factores predictivos (contenido de agua: Fes4) =
4.219, p = 0.019; contenido de nitrégeno: Fs4 = 15.099, p < 0.001). Las plantulas de las tres
especies de encino tuvieron valores similares de contenido de agua en los controles del
experimento, y estos valores fueron mas altos que los registrados para las plantulas de las parcelas
SCC (Figura 2.6D). Todas las especies de encino mostraron valores mas altos de nitrdgeno en las
unidades experimentales control que en las SCC pero, en ambos tratamientos climaticos, Q.
ariifolia tuvo los valores mas altos de contenido de nitrégeno (Figura 2.6E). La relacion raiz:tallo
de las plantulas difiri6 entre tratamientos climaticos (F,54) = 3079.899, p < 0.001) y entre especies
de encinos (Fes4 = 245.015, p < 0.001), y estuvo afectada por la interaccion de estos factores
(Fess4 =52.431, p < 0.001). Las tres especies de encino tuvieron relaciones raiz:tallo mayores en
las parcelas SCC que en los controles, pero Q. ariifolia presento las diferencias mas grandes entre

tratamientos climaticos (Figura 2.6F).
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Figura 2.6. Valores promedios (+ 95% I.C.) de temperatura foliar (A) y rendimiento cuantico efectivo del fotosistema

11 (B) medidos en las plantulas de las diferentes especies de encino (Q. ariifolia = circulos; Q. eduardii = tridngulos;

Q. mexicana = cuadrados) en las diferentes fechas de muestreo en los controles (barras grises) y en las parcelas de

simulacion de cambio climético (barras blancas). Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas

entre las combinaciones de tratamientos climaticos y especies de encinos (valor a critico de la prueba de Tukey =

0.05).
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2.4. Discusion

Se espera que las condiciones climéticas futuras alteraren el funcionamiento de mudltiples
ecosistemas boscosos debido a la alteracion de ciclos biogeoquimicos clave, como el ciclo del
nitrégeno. Sin embargo, las respuestas de los ecosistemas podrian variar entre diferentes tipos de
bosques. En nuestro caso, los resultados sugieren que en bosques templados estacionalmente secos,
es probable que las condiciones climaticas futuras provocaran un efecto de cascada en el
funcionamiento del ecosistema debido a su influencia en las dindmicas de nutrientes y en el
desarrollo de las plantulas. Los aumentos de temperatura, asi como la disminucion de precipitacion,
produjeron un efecto negativo en la fijacion de nitrogeno, lo cual resulté en menor disponibilidad
de nitrégeno inorgénico en el suelo. Adicionalmente, las condiciones climéticas y los cambios en
el suelo afectaron el desarrollo de las plantulas de las tres especies de encino estudiadas, aunque

cada especie exhibi6 variaciones en sus respuestas.

La fijacion de nitrégeno depende de la disponibilidad de agua y temperatura debido a que
es un proceso principalmente biolégico (Son 2001). Contrario a lo que esperdbamos, no
encontramos relacion entre la actividad de la nitrogenasa y la temperatura. Se han encontrado
resultados similares en procesos microbianos relacionados con el ciclo del nitrégeno (Auyeung et
al. 2013; Kuster et al. 2012; Peterjohn et al. 1994), lo cual se ha relacionado con los relativamente
bajos incrementos de temperatura logrados por los experimentos (1.5-2.2 °C). Sin embargo, dado
que los incrementos de temperatura promueven que el suelo se seque e incrementa el déficit de
presién de vapor (Trenberth et al. 2014; Williams et al. 2013), no deberian descartarse los efectos
del calentamiento en este ecosistema, pues el contenido de humedad en el suelo, asi como la
humedad relativa del aire, fueron las principales variables que controlaron la actividad de la

nitrogenasa. Por otro lado, algunos autores han sugerido que los organismos del suelo sometidos a
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condiciones mas calidas y secas podrian aclimatarse y de esta forma disminuir las respuestas
propuestas por estudios con corta duracion (Luo et al. 2001). Nosotros no evaluamos este aspecto,
sin embargo, al menos durante la duracion de nuestro estudio, la actividad de la nitrogenasa siempre
fue menor en las parcelas SCC comparadas con los controles, lo cual sugiere que los

microorganismos no lograron aclimatarse.

Las alteraciones antropogénicas del ciclo del nitrégeno han afectado el proceso de fijacion
de nitrégeno en muchos ecosistemas debido a la adicion de nitrégeno, como en el caso de algunos
bosques europeos (Vitousek et al. 2013). Debido a que la fijacion de nitrdgeno es un proceso
altamente demandante de energia, una vez que existe nitrogeno disponible en el ecosistema, los
fijadores de nitrogeno optan por usar estos recursos en vez de fijar nitrogeno atmosférico (Norman
& Friesen 2017). Sin embargo, nuestros resultados sugieren que la fijacion de nitrégeno aln juega
un papel importante en la disponibilidad de nitrégeno en este ecosistema, lo cual se observa en la
relacién que existe entre la actividad de la nitrogenasa y las concentraciones de amonio y nitrato.
Por otro lado, las concentraciones de amonio siempre fueron mas bajas que las concentraciones de
nitrato, lo cual sugiere que la actividad nitrificadora estaba principalmente limitada por la
disponibilidad de sustrato, méas que por las condiciones ambientales. Este resultado contrasta con
estudios previos donde el proceso de nitrificacion ha sido reportado como muy sensible a
condiciones de sequia, especialmente cuando coincidian con temperaturas mas altas (Rennenberg
et al. 2009).

Las especies del género Quercus han sido reportadas como tolerantes al estrés ambiental
(Arend et al. 2011; Aranda et al. 2014; Esperon-Rodriguez & Barradas 2015), sin embargo, su
tolerancia podria depender de la especie, asi como de su edad (Pérez-Ramos et al. 2013; Villar-

Salvador et al. 2004). En nuestro caso, el tratamiento de simulacién de cambio climatico redujo la
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emergencia de las plantulas Gnicamente en Q. mexicana, aunque la sobrevivencia fue reducida para
las tres especies. Los encinos blancos generalmente poseen semillas més grandes que los encinos
rojos (Bonfil 1998), asi como mayor contenido de humedad (40 % de humedad vs 50 %,
respectivamente; Bonner 1974; Bonner 1976). Esta caracteristica pudo haber proporcionado
ventajas, en términos de emergencia, a Q. ariifolia (biomasa promedio de semilla 2081.82 + 94.08
mQ), no obstante, entre los encinos rojos estas diferencias no pueden ser explicadas por el tamafio
de semilla, pues las semillas de Q. mexicana (biomasa promedio de semilla 981.02 + 157.91 mg)
son mas grandes que las de Q. eduardii (biomasa promedio de semilla 684.93 + 164.79 mg), pero
presentd menor emergencia. En este sentido, los aspectos ecoldgicos son determinantes, pues Q.
eduardii es una especie pionera capaz de colonizar areas abiertas donde las condiciones
ambientales son usualmente mas calidas y secas que bajo el dosel del bosque (Douterlungne et al.
2018). Por otro lado, en términos del nimero de plantulas sobrevivientes respecto al nimero de
plantulas emergidas, Q. mexicana fue tan competitiva como Q. ariifolia, lo cual también se vio
expresado en las tasas netas de crecimiento. Sin embargo, en términos de plantulas sobrevivientes
en relacidn al total de las semillas sembradas, Q. ariifolia tuvo el porcentaje mas alto de plantulas
sobrevivientes, seguida de Q. mexicana and Q. eduardii. Estos Gltimos resultados coinciden con
los modelados por Gbmez-Mendoza & Arriaga (2007), pues ellos encontraron un decremento mas
fuerte, en términos de ocupacién de territorio, para Q. eduardii, seguido por Q. mexicana y Q.

ariifolia (Q. ariifolia = Q. rugosa Née, An. Ci. Nat. 3:275. 1801; Valencia 2004).

En términos de respuestas morfoldgicas y fisioldgicas, cada especie se comportd diferente
cuando se vieron sometidas al tratamiento de simulacion de cambio climatico. Por ejemplo, las tres
especies mostraron disminucion en el rendimiento cuéntico efectivo del fotosistema Il (grsi). Esta

respuesta podria relacionarse directamente con las altas temperaturas y la menor disponibilidad de
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agua. Por un lado, las condiciones més calidas promueven la transpiracion, lo cual, combinado con
menor disponibilidad de agua, podria haber desencadenado los menores contenidos foliares de agua
observados en las plantulas en las parcelas SCC. El cierre estomatico es una respuesta general para
evitar la pérdida de agua y, a pesar de que no evaluamos este aspecto, podria estar relacionado con
los bajos valores de ¢psii que también se observaron. Por otro lado, las altas temperaturas asociadas
con condiciones méas bajas han sido asociadas con alteraciones en el contenido de nitrogeno y
clorofilay, por lo tanto, con actividad fotosintética (Baquedano & Castillo, 2007; Gallé et al. 2007;
Salifu et al., 2008). No obstante, en nuestro caso, la reduccion en los valores de nitrégeno que se
observaron en las tres especies de encino de las parcelas SCC no coincide con las disminuciones
en los contenidos de clorofila. En este caso, nuestros resultados sugieren que la reduccion en el
contenido de clorofila observados en Q. eduardii and Q. mexicana podria tener como finalidad
incrementar la capacidad fotoprotectora y antioxidante de las hojas (Munné-Bosch & Alegre 2000;
Niinemets & Keenan 2014). Esta explicacion parece mas probable debido a que tanto Q. eduardii
como Q. mexicana tuvieron valores mas bajos de ¢psi y contenido de clorofila en las parcelas SCC,
mientras que no se observaron dichas diferencias para Q. ariifolia.

La disponibilidad de nutrientes en el suelo determina la captura de nutrientes en las plantas,
sin embargo, cuando el contenido de agua en el suelo es baja, la movilidad de los nutrientes
minerales disminuye, lo cual repercute en la captura por las plantas. Nosotros observamos
disminuciones en las concentraciones de nitrégeno inorganico en el suelo, y esto podria explicar
las reducciones en el contenido de nitrégeno observado en las tres especies de Quercus de las
parcelas SCC. Como respuesta a estas variaciones en la disponibilidad de nutrientes, asi como
debido a la menor disponibilidad de agua en el suelo, las plantulas de las tres especies en las
unidades SCC incrementaron la asignacién de biomasa a las raices, lo cual pudo haberles permitido

capturar mas agua y nitrégeno (Bloom et al. 1985; Brunner et al. 2015).
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Finalmente, observamos que el primer afio constituye un filtro importante para el
establecimiento de plantulas, pues incluso bajo las condiciones ambientales actuales, las plantulas
de las tres especies que usamos apenas sobrepasaron el 50% de sobrevivencia (considerando el
total de semillas sembradas). Por ello, las futuras condiciones ambientales que se esperan para la
region podrian afectar la sobrevivencia de las plantulas mediante efectos tanto directos como
indirectos en su desempefio, tal como lo observamos en la baja sobrevivencia de Q. eduardii y Q.
mexicana, las cuales tuvieron menos del 20% de plantulas sobrevivientes en las parcelas SCC.
Nuestros resultados sugieren que bajo las condiciones de cambio climético, podrian esperarse

importantes limitaciones para la regeneracion de encinos.
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DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

Nuestros experimentos corroboran la hipdtesis de que el cambio climatico afectara negativamente
el desarrollo de las plantulas de encinos. Sin embargo, cabe indicar que las especies pueden
responder de manera particular e independiente de las demés especies. Por otro lado, el cambio
climatico también puede llegar a impactar las dindmicas metabolicas del suelo, ya que los
incrementos de temperatura, aunados a la menor precipitacién, alteraron procesos microbianos
relacionados con la disponibilidad de nitrogeno. Asimismo, se observo que las variaciones
producidas en el contenido de nitrogeno del suelo detonaron respuestas por parte de las plantulas.

Debido a la menor disponibilidad de nitrégeno inorganico en el suelo de las parcelas SCC,
asi como a la disminucién en la actividad de organismos fijadores de nitrégeno y el menor
contenido de nitrégeno en las plantulas, nuestros resultados sugieren que el cambio climético
podria afectar las dindmicas de nitrégeno en los ecosistemas estacionalmente secos de Mexico.
Esto, a su vez, podria repercutir en el ciclo del carbono dada la relacion que existe entre el contenido
de nitrégeno en las plantas y su capacidad para secuestrar o liberar carbono (Sardans et al., 2008).
En este sentido, nosotros observamos que las plantulas de varias especies tuvieron afectaciones en
la actividad fotosintética (observada en los valores de ¢psi). Sin embargo, deberian incrementarse
los estudios donde la evaluacion de la fluorescencia de la clorofila se complemente con la
evaluacion del intercambio gaseoso en las plantulas (Maxwell & Johnson, 2000).

Las diferentes especies tuvieron diferentes comportamientos bajo la simulacién de cambio
climatico. Sin embargo, nuestro estudio permitié identificar aspectos peculiares en cada especie.
En el caso de Q. ariifolia, nuestros resultados sugieren que podria emerger y desarrollarse en
futuras condiciones de cambio climatico porque, aunque su sobrevivencia disminuyo en las

parcelas SCC, las plantulas sobrevivientes mostraron buen desempefio general. Como caso opuesto
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tuvimos a Q. crassifolia y Q. mexicana, donde ambas especies mostraron una fuerte reduccién en
términos de emergencia, sobrevivencia y crecimiento, asi como en otras variables de respuesta. Por
otro lado, Q. eduardii exhibi6 respuestas contradictorias en ambos estudios. En el primer estudio
mostro gran capacidad adaptativa a condiciones de cambio climatico, pero en el segundo estudio
observamos patrones opuestos. Dichas variaciones podrian explicarse por la duracion de los
experimentos, ya que durante el primer experimento las plantulas no se vieron sometidas a las altas
temperaturas, aunadas a mayor estrés hidrico, alcanzadas en el verano. De esta manera, nuestro
estudio brinda informacion clave sobre las respuestas de las plantulas durante su primer afio de
vida, los cual es crucial para el mantenimiento de los bosques (Tyree et al., 2003). No obstante, se
recomienda extender la duracion de los estudios para alcanzar un panorama mas amplio del ciclo
de vida de las especies.

Las respuestas individuales de cada especie conllevan el reordenamiento de especies en las
comunidades (Smith et al., 2009), por lo que es importante conocer las variaciones que muestran
diferentes especies de un mismo género. Con base en los resultados observados en las plantulas,
podriamos sugerir que Q. ariifolia podria usarse en programas de restauracion o recuperacion del
bosque estudiado. En el caso de los encinos rojos (Q. crassifolia, Q. eduardii y Q. mexicana), se
recomiendan acciones de conservacion encaminadas a facilitar la emergencia y sobrevivencia
durante sus primeras etapas de vida, ya que la abundancia de estas especies podria verse reducida
en el futuro. Finalmente, es recomendable incrementar los estudios de campo donde se estudie la
respuesta de especies clave para el funcionamiento de los ecosistemas en futuros escenarios de
cambio climatico, pues ello brindara informacion para determinar futuros cambios en los
ecosistemas (Larsen et al., 2011) y para desarrollar planes de manejo que reduzcan la

vulnerabilidad de los ecosistemas forestales.
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