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CAMBIO CLIMATICO GLOBAL Y COMUNIDADES DE
MICROORGANISMOS RIZOSFERICOS DE FRESA SILVESTRE
(Fragaria mexicana Schltdl.)

Adriana Patricia Gamboa Mendoza, M. en C. Posgrado de Edafologia
RESUMEN

El cambio climético global es un fendbmeno que ha cobrado gran importancia en los
ultimos afios, debido al impacto que causa en los ecosistemas naturales, la agricultura y
las condiciones de vida del ser humano. Para los proximos 100 afios, se pronostica un
incremento en la temperatura de casi 4°C, lo cual pondra en riesgo especies que no
logren adaptarse. En este estudio se sometieron plantas de fresa silvestre (Fragaria
mexicana) a un incremento de temperatura con el fin de evaluar su impacto en la
fisiologia de la planta y en las comunidades microbianas de la rizésfera. La investigacion
se realizo en dos etapas. En la primera etapa se gener6 un protocolo de propagacion in
vitro de fresa silvestre, para obtener plantas homogéneas y con baja variabilidad
genética, de gran utilidad para futuros experimentos. La fresa silvestre mostré ser un
excelente candidato para estudios de propagacion in vitro ya que presentd un rapido
desarrollo y crecimiento de nuevos individuos. Asimismo, se logré establecer el mejor
medio y tipo de explante vinculado a un protocolo de propagacion in vitro el cual puede
ser replicado en otros estudios. En la segunda etapa se evaluaron los efectos de un
incremento de temperatura en 5.1°C en plantas de fresa silvestre y en las comunidades
rizosféricas asociadas a ésta. Al incrementar la temperatura, las plantas de fresa silvestre
presentaron mayor crecimiento en la parte aérea y menor desarrollo en la raiz. Las
comunidades de microrganismos rizosféricos, las bacterias fijadoras de nitrégeno de vida
libre (BFN) y los hongos micorrizicos arbusculares (HMA), se vieron afectadas
negativamente con el incremento de temperatura. La diversidad de las comunidades
disminuyd, mientras que la dominancia aumenté al incrementar la temperatura, lo que
sugiere que el cambio climatico puede favorecer grupos metabdélicos como el de los
acidos carboxilicos.

Palabras claves: propagacion, temperatura, diversidad, bacterias fijadoras de nitrégeno,

hongos micorrizicos arbusculares, respiracion del suelo, biomasa microbiana.



GLOBAL CLIMATE CHANGE AND MICROBIAL COMMUNITIES IN THE

RHIZOSPHERE OF WILD STRAWBERRY (Fragaria mexicana Schltdl.)

Adriana Patricia Gamboa Mendoza, M. en C. Posgrado de Edafologia

ABSTRACT

Global climate change is a phenomenon that has become more important in recent years.
It has a negative impact on natural ecosystems, agriculture and human wellness. One of
the most important effects is the projected increase in temperature by almost 4°C during
the next 100 years, thereby the escalation of extreme weather events. In this study two
experiments were performed. First, an in vitro propagation protocol of wild strawberry was
generated to obtain homogenous plants with low genetic variability, useful for future
experiments. The wild strawberry has proved to be an excellent candidate for in vitro
propagation studies becauses presented a rapid development and growth of new
individuals. Also, it was found the best medium and type of explant linked to an in vitro
propagation protocol which can be replicated in other studies. In the second experiment
the effects of increasing temperature in 5.1°C on wild strawberry plants and them
associated rhizospheric communities were evaluated. Wild strawberry plants presented
a different response in the aerial part and root with increasing temperature, which is
related to the changes observed in the soil, such as an increase in respiration and the
rate of mineralization of soil organic matter. Rhizospheric microorganisms communities,
free-living nitrogen fixing bacteria (NFB) and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) were
negatively affected by warming. The microbial diversity decreased, while dominance
increased with increasing temperature, suggesting that climate change may be beneficial

for metabolics groups as carboxylics acids.

Key words: Propagation, temperature, diversity, nitrogen fixing bacteria, arbuscular

mycorrhizal fungi, soil respiration, microbial biomass.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

El cambio climético es un tema de importancia cientifica, politica y ambiental (Dong et
al., 2015), que esta determinado por factores externos e internos de la tierra (Florides et
al., 2013). Durante el siglo XX, como consecuencia de la actividad humana se observé
un incremento acelerado de la concentracion de algunos de los gases que componen la
atmosfera, tales como: el diéxido de carbono (COz), el metano (CH4) y el éxido nitroso
(N20), los cuales han aumentado progresivamente la temperatura del planeta (Schneider
et al., 2015; Dong et al., 2015; Florides et al., 2013; IPCC, 2007). En la actualidad, estos
gases, junto con otros de origen antropogénico (p.e. compuestos halocarbonados) son
considerados como gases efecto invernadero (GEl). El incremento en las
concentraciones de estos en la atmodsfera, son resultado de la dinamica entre las
emisiones antropogénicas y la perturbacion en los procesos naturales (Schneider et al.,
2015; Liebig et al., 2012; IPCC, 2013).

Antes de la revolucion industrial la concentracion de CO2 en la atmosfera se encontraba
en un rango de 250 a 280 ppm, mientras que hoy estos valores estan cercanos a las 390
ppm (Kutilek, 2011). Esto se debe principalmente al uso de combustibles fdsiles,
procesos industriales, cambios en el uso de la tierra, la agricultura y la deforestacion
(IPCC, 2014). De acuerdo con el Grupo Intergubernamental de Expertos sobre Cambio
Climético (2007) (IPCC por sus siglas en inglés) al duplicar la cantidad de CO:z en la
atmosfera, la temperatura de la tierra aumentara entre 2 a 4.5 °C. Por tanto, los esfuerzos
de la comunidad mundial estan dirigidos a prevenir que el alza de la temperatura del

planeta no sobrepase los 2°C (Rossi, 2015).

Sin embargo, de continuar el incremento de los GEI en la atmosfera, el calentamiento
del planteta continuaria y el sistema climatico global experimentaria diversos cambios

como: cambios en la cantidad y distribucion de las precipitaciones, cambio en el nivel del
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mar, cambios en la dinamica del viento, aumento en la temperatura del mar, acidificacion
del mar, condiciones climaticas extremas por periodos mas largos y cambios en la
dindmica de los ciclos biogeoquimicos (IPCC, 2007; McCubbin et al., 2015; Leng et al.,
2015; Guenet et al., 2012).

El efecto del cambio climatico en los bosques ha sido estudiado durante los ultimos afios
debido a que estos son importantes reservas de carbono y se reconocen como
ecosistemas capaces de mitigar el cambio climatico. Es de vital importancia conocer el
impacto en los ecosistemas forestales dado que pueden ser vulnerables y poco

adaptables a las variaciones de las condiciones climéaticas (Lidner et al., 2010).

En México, estudios realizados con diferentes especies arbéreas y en bosques
templados, han propuesto diferentes escenarios de cambio climatico, que incluyen
aumento de los gases efecto invernadero, aumento en la temperatura y cambio en la
precipitacion. Estos sugieren que la distribucién y el aérea ocupada por especies
arbdreas podria disminuir considerablemente para 2060, hasta en 87,6% en bosques
templados y el &rea ocupada por Pinus hartwegii en 86 % (Gutiérrez y Trejo, 2014;
Saenz-Romero et al., 2012).

Los escenarios de cambio climatico con aumento de CO:2 y temperatura, sugieren
pérdidas en la diversidad y extincién de algunas especies; pérdidas en las poblaciones y
distribucion de las especies arboreas forestales, en diferente grado; disminucion de los
bosques y por tanto de los nichos para la fauna; migracion de las especies a otros
lugares. Sumado a esto, las condiciones ambientales cambiaran rapidamente, por lo que
la permanencia y establecimiento de muchas especies se verian afectadas (Gutiérrez y
Trejo, 2014; Sdenz-Romero et al., 2012).

La intima relacion que existe entre las plantas y los microorganismos del suelo puede ser
afectada ampliamente por el cambio climatico en modos diferenciales. El impacto
generado en el ambiente alterara las condiciones de la planta y con ello, el microbioma

de laraiz (Macdonald et al., 2011). Uno de los efectos mas observados es el cambio en



la composicion y diversidad de las comunidades de microorganismos (McFarland et al.,
2013; Nguyen et al., 2011). Por tanto, es importante seguir estudiando la dindmica de las
comunidades microbianas y su relacion con las plantas. El objetivo de este estudio fue
identificar los cambios en la fisiologia de la planta y en las comunidades de
microorganismos asociados a la rizosfera de fresa silvestre (Fragaria mexicana Schitdl.)

en diferentes condiciones de temperatura y radiacion solar.



CAPITULO 2

OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1. OBJETIVOS

2.1.1. OBJETIVO GENERAL

Identificar los cambios en la fisiologia de la planta, diversidad metabdlica, colonizacion
de bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico de vida libre y hongos micorrizicos
arbusculares en la rizosfera de fresa silvestre (Fragaria mexicana Schltdl.) sometidas a

diferentes condiciones de temperatura y radiacion solar.

2.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar los cambios fisiol6gicos ocurridos en las plantas de fresa silvestre (F.

mexicana) sometida a diferentes condiciones de temperatura y radiacion solar.

e Conocer las variaciones en la diversidad metabdlica en la rizésfera de fresa
silvestre (F. mexicana) sometida a diferentes condiciones de temperatura y

radiacion solar.

e Cuantificar la colonizacién y el numero de esporas de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) en la rizésfera de fresa silvestre (F. mexicana) sometida a

diferentes condiciones de temperatura y radiacion solar.

e Evaluar la colonizacion de bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre (BFN) en
la rizosfera de fresa silvestre (F. mexicana) sometida a diferentes condiciones de

temperatura y radiacion solar.



2.2. HIPOTESIS

2.2.1. HIPOTESIS GENERAL

Se presentan cambios en la fisiologia de la planta, diversidad metabdlica, colonizacion
de las bacterias fijadoras de nitrdgeno atmosférico de vida libre y hongos micorrizicos
arbusculares en la rizésfera de fresa silvestre (Fragaria mexicana Schitdl.) al someterla

a diferentes condiciones de temperatura y radiacion solar.

2.2.2. HIPOTESIS ESPECIFICAS

e La fisiologia de la planta de fresa silvestre (F. mexicana) puede verse afectada
por las diferentes condiciones de temperatura y radiacion solar.

e La diversidad metabdlica en la rizésfera de fresa silvestre puede verse afectada
al modificar las condiciones de temperatura y radiacion solar.

e La temperatura y radiacion solar impactan los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) asociados a la rizésfera de fresa silvestre.

e La colonizacién de la endorrizosfera por BFN se ve alterada por la temperatura y

radiacion solar.



CAPITULO 3

REVISION DE LITERATURA

3.1. Cambio climatico

El clima de la tierra ha presentado variaciones drasticas a través del tiempo, fenomeno
que ha sucedido naturalmente; alteraciones climaticas como calentamiento y
enfriamiento de la superficie terrestre han ocurrido a lo largo de la historia del planeta. El
cambio climéatico puede ser considerado como un fendbmeno natural, el cual es causado
por factores astrondmicos vinculados a los ciclos solares o por procesos naturales
internos o externos de la tierra, como erupciones volcanicas (Florides, et al., 2013; IPCC,
2014).

La atmdsfera es una capa protectora que hace posible la vida en la tierra y la protege del
ambiente hostil del espacio exterior; esta constituida por nitrdgeno, oxigeno, argon,
diéxido de carbono, nedn, helio, metano, Kriptdn, éxido nitroso, hidrogeno, dioxido de
azufre, ozono, diéxido de nitrégeno, amoniaco, monéxido de carbono y xendn, que en
conjunto estabilizan la temperatura del planeta (Manahan, 2007). Sin embargo, en la
actualidad el cambio climatico, se ha visto influenciado ampliamente por las actividades
humanas llevados a cabo dentro del planeta, generando un desequilibrio en la
composicién de los gases de la atmosfera, lo que afecta directamente las condiciones

climaticas y meteorologicas (Rajkumar, et al., 2013; Rossi et al., 2015).

El IPCC, (2014b), define el cambio climatico como el cambio en el estado del clima, el
cual ha sido reconocido a través de modelos estadisticos, donde variaciones en la media
y/o variabilidad de las de las propiedades de este son observadas, las cuales han
persistido por un periodo de tiempo prolongado. En el articulo 1 de la Convencion Marco
sobre el Cambio Climatico (CMCC) de las Naciones Unidas, se define como “cambio de

clima atribuido directa o indirectamente a la actividad humana que altera la composicién



de la atmoésfera mundial y que se suma a la varibilidad natural del clima observada

durante periodos de tiempo comparable” (Figura 3.1).

Las emisiones antropogénicas, vinculadas a los procesos industriales, la agricultura 'y la
deforestacion, han incrementado la concentracion de algunos gases en la atmosfera
como: el diéxido de carbono (CO2), el metano (CHa4), el 6xido nitroso (NOz2), los cuales
han generado un incremento en la temperatura del planeta (Schneider et al., 2015; Liebig
et al., 2012; IPCC, 2013). Segun el IPCC (2013), existe una correlacion positiva entre el

incremento en las concentraciones de los GEI y el calentamiento global del planeta.
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El calentamiento global derivado de estas alteraciones, ha producido diferentes cambios
en las condiciones meteoroldgicas y climaticas de la tierra. En general, se ha observado
un aumento en la temperatura de la superficie terrestre y el océano, los volimenes de
hielo y nieve han disminuido, el pH del océano ha disminuido (acidificacion), la
variabilidad global en las precipitaciones, el nivel del mar han aumentado (Figura 3.1)
(IPCC, 2007; IPCC, 2013; Leng et al., 2015; Guenet et al., 2012). Estas variaciones a
nivel meteoroldgico y climatico, estan afectando directamente el medio ambiente y han
generado grandes modificaciones en las actividades, condiciones y calidad de vida de
las poblaciones humanas (McCubbin et al., 2015; Leng et al., 2015).

El cambio en el clima del planeta ha generado que numerosos fenémenos
meteoroldgicos y climaticos sean cada vez mas extremos y frecuentes. Por ejemplo, en
gran parte de Europa, Asia y Australia se ha visto un aumento en la frecuencia de olas
de calor o temporadas extremadamente calientes. A nivel mundial, se puede decir que
el nimero de dias y noches frias han disminuido, y de dias y noches calidas han
aumentado (IPCC, 2013).

Las proyecciones a futuro segun el IPCC, 2014 y el IPCC, 2013, debido al constante
aumento de didxido de carbono dard como resultado un mayor calentamiento global y
cambios en todo el sistema climatico. Los impactos negativos sobre todos los
ecosistemas y las condiciones de vida de los seres humanas, incluyendo la posible
desaparicion de algunas regiones del planeta por la elevacion del mar y la extincion de
algunas especies de animales, requiere acciones inmediatas sobre las emisiones de

gases efecto invernadero.

Para el periodo 2016 - 2035, el IPCC prevé cambios en la temperatura media de la
superficie de la tierra entre 0.3-0.7°C; y para el 2100 el aumento en la temperatura
oscilara entre 1.5-4 °C. Mientras que la precipitacion sera cambiante y mas intensa a lo
largo del planeta. Ademas, se observaran con mayor frecuencia condiciones extremas
de temperatura (IPCC, 2014a; IPCC, 2007). Para México, segun Saenz — Romero et al.,

(2010) se estima que para 2030, 2060 y 2090, se podrian esperar aumentos en la



temperatura en 1.5, 2.3 y 3.7 °C y una disminucion en la precipitacion en 6.7%, 9.0% y

18.2%, respectivamente.

Los riesgos vinculados a estos cambios en algunas ocasiones seran especificos para
determinadas regiones, pero a nivel global existird mas riesgo de extincién y desaparicion
de especies, la biodiversidad sera afectada, los ecosistemas tendran cambios
irreversibles. Habr& impactos negativos sobre todos los ecosistemas y las condiciones
de vida de los seres humanos, la produccion de alimentos y la calidad del agua. Existira
una gran pérdida de carbono almacenado en la tierra, vinculado con altas temperaturas,
sequia y tormentas de viento, aumentando con ello el riesgo a incendios, enfermedades
y plagas (IPCC, 2014a).

El cambio climatico debe observarse desde los puntos de vista mas holisticos, que
contemplen el impacto no solo en el medio ambiente y la agricultura, sino otras
dimensiones como el bienestar humano, la economia mundial, las relaciones sociales y
ecoldgicas, que son esenciales para iniciar programas de adaptacion y mitigacién (Rossi
et al., 2015).

3.2. Gases efecto invernadero y fuentes

La intima relacion tierra — atmdésfera, ha logrado mantener condiciones estrechas para
gue la vida pueda existir. La atmosfera es un escudo, que tiene como papel esencial
absorber la mayoria de rayos césmicos del espacio exterior, entre ellos la radiacién
electromagnética del sol, permitiendo solo el paso de las cantidades necesarias

(ultravioleta e infrarrojo cercano) no dafina para los seres vivos (Manahan, 2007).

La atmosfera reabsorbe grandes cantidades de radiacion infrarroja proveniente del sol,
la cual es reemitida al espacio (30% de la luz solar). La fraccion de energia solar restante,
pasa a través de la atmdsfera, donde se absorbe una pequefia cantidad y luego sigue
hacia la superficie terrestre donde es finalmente absorbida. Para lograr un equilibrio

energético en la Tierra, esta debe irradiar la misma cantidad de energia al espacio. Por



tanto, la superficie terrestre reemite la energia absorbida en forma de radicion de onda
larga, energia térmica, la cual queda “atrapada” en la atmdsfera por los gases efecto
invernadero, y las nubes. Los GEI son similares a un manto, por lo cual se evita la pérdida
de calor, con lo que se logra estabilizar la temperatura del planeta a un nivel adecuado
para la vida, esto es conocido como efecto invernadero natural (IPCC, 2007; Manahan,
2007).

En la actualidad, este efecto invernadero natural se ha visto intensificado por las
emisiones de gases efecto invernadero derivados de las actividades antropogénicas, las
cuales han causado un desequilibrio en la composicion atmdsferica y con ello un
incremento en la temperatura del planeta. Segun el IPCC, (2013), la temperatura
promedio global de la superficie terrestre y oceanica, ha mostrado un calentamiento de
0.85°C durante el periodo de 1880 a 2012.

Los GEI més importantes son el dioxido de carbono (COz2), el metano (CH4) y el 6xido
nitroso (NOz2) (Schneider et al., 2015; Liebig et al., 2012). Las emisiones de gases efecto
invernadero (GEI) han incrementado 2.2 % por afio para el periodo 2000 - 2010,
observandose un aumento mas pronunciado respecto al periodo 1970-2000. Dentro de
las emisiones de GEI el CO2 representa 76%, el CH4 16% y el N2O 6.2% (IPCC, 2014).
El CO2 ha aumentado 40% (278 ppm en 1975 a 390,5 ppm en 2011); asi mismo el CH4
y el N20O en el mismo intervalo de tiempo han aumentado 150% (de 722 ppb a 1803 ppb)
y 20% (de 271 ppb a 324,2 ppb), respectivamente (IPCC, 2013). El incremento de estos
gases se debe a las emisiones antropogénicas, principalmente el consumo de energia
derivado de fuentes fésiles y el cambio en el uso del suelo, en particular de areas

naturales a agricolas (IPCC, 2013).

El total de emisiones de GEI derivados de las actividades antropogénicas esta
relacionado con el sector eléctrico y de calefaccion (25%), el sector transporte (14%), el
sector de la construccion (6,4), el sector industria (21%), el sector de otras fuentes de
energia (9,6%) y el sector “AFOLU” (que incluye la agricultura, el sector forestal y otros
usos de tierra, 24%) (IPCC, 2014). Segun Huang et al. (2011), la agricultura contribuye
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con 14% de los GEI, mientras que los cambios en el uso del suelo de bosque y la
deforestacion para tierras agricolas aporta un 17% de estos, lo que implica que una

tercera parte de los GEIl, son atribuidos a la agricultura.

3.3. Los bosques y su rol en el cambio climatico

El término bosque esté referido a un conjunto de arboles que crecen en altas densidades,
con diferente tamafio y composicion. En la actualidad los bosques cubren 30% de la
superficie terrestre, aproximadamente 3,8 billones de hectareas globalmente (Pawar y
Rothkar, 2015; Houghton, 2014; Pan et al., 2011). Para finales del siglo XX se estimo
1,700 millones de ha de bosque tropical y 1,600 millones de ha de bosques templados
en todo el mundo (Ghazoul, 2013).

Las mayores reservas de carbono terrestre en el mundo se encuentran en la vegetacion
y suelos de bosques; y las otras se encuentran distribuidas en praderas, humedales y
tierras agricolas. Estos representan el 75% del carbono total del planeta y albergan cerca
de 90% de la biodiversidad terrestre (Pawar y Rothkar, 2015), tanto en la parte aérea
como en el suelo. En términos generales, el carbono se halla basicamente en la
vegetacion, mientras que los animales (incluyendo los humanos), representan menos de

0,1% de carbono de los organismos vivos (Houghton, 2014).

Dentro de las funciones de los bosques se encuentran entre muchas otras, el ser un
soporte como hébitat para muchos organismos vivos proveyendo proteccion y comida
para estos. Es importante en el balance de los ciclos hidrogeoldgicos y de carbono,
preservador de suelos, purifica el agua, regula el clima del planeta, produce oxigeno,
captura y almacena CO:2 tanto en la biomasa aérea, como debajo esta (la hojarasca, la
madera muerta y los suelos); y mitiga el cambio climético (Pawar y Rothkar, 2015; Wani
et al., 2015; Schoene y Bernier, 2012). Ademas, los bosques brindan servicios
ambientales relacionados con la reserva y conservacion de la biodiversidad, turismo,
papel, madera, recreacion, entre muchos otros, por lo que se han convertido en un

importante recurso (Wani et al., 2015; Schoene y Bernier, 2012).
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Es por esto, que los bosques son objeto de estudio como una alternativa para la
mitigacion del cambio climatico. Con el protocolo de Kyoto (afio 2000 y sus proyectos de
reforestacion posteriores del 2008) firmado por los paises industrializados, los bosques
cobraron gran importancia econémica y se convirtieron en un producto comercializable
a nivel mundial (Schoene y Bernier, 2012). Sin embargo, en muchos lugares se
desconoce el valor monetario de la contribucion de cada pais en emisiones y captura de
carbono. Segun Carrasco y Papworth (2014) el mercado internacional deberia cuantificar
los servicios ambientales, principalmente la captura de carbono; de tal forma que se
pueda identificar de manera tangible el pago y la deuda de cada parte del mundo por

este producto.

Para entender el uso del bosque en la mitigacion del cambio climatico, se debe
comprender el funcionamiento del C en la tierra. El diéxido de carbono (CO2) es
guimicamente estable y tiene residencia media en la atmdsfera cercana a los 4 afios

antes de entrar a los ecosistemas oceanicos o terrestres (Houghton, 2014).

La fijacion de COz2 se lleva a cabo principalmente por las plantas en la fotosintesis. Estas
convierten el CO2 usando la energia del sol en compuestos de C, los cuales son
adicionados como materia organica dentro de la estructura vegetal. La reduccion de CO:2
a diferentes compuestos de C por el proceso de fotosintesis, finaliza en diferentes formas
de materia organica tales como: glucosa, celulosa, carbohidratos, proteinas y acidos
grasos. El C organico en los ecosistemas terrestres existe en diferentes formas
incluyendo hojas, raices, animales, microorganismos, madera, hojarasca y humus del
suelo. Estos materiales pueden tener una residencia en la superficie terrestre menor a

un afno o mayor a mil ailos (Houghton, 2014).

Segun Wani et al. (2015) en un estudio realizado en el Himalaya, en diferentes tipos de
bosques de coniferas, encontré que la captura total de C en la biomasa de dos tipos de
abeto (Abies pindrow y Picea smithiana) con dosel cerrado fue mayor que para pino azul

(Pinus wallichiana) y cedro del Himalaya (Cedrus deodara) con dosel abierto. Este
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estudio logra demostrar como varia la captura de C en las diferentes especies de arboles

forestales a diferentes densidades.

Segun Colombo et al. (2012) se puede buscar una mitigacion de cambio climatico
sostenible en el tiempo realizando diferentes formas de extraccion forestal. Un estudio
realizado en 3,4 millones de hectareas de bosque en el noreste de Ontario, Canada;
encontraron que estos almacenan 558 Tg de C, de los cuales el 40,5% se encuentra en
arboles vivos de diferentes especies y el sotobosque, el 37,5% se encuentra en el suelo
y el 22% se encuentra en materia organica muerta (arboles muertos en pie, madera

muerta, etc.).

3.4. Impacto del cambio climético en los bosques

En general, los cambios en las condiciones climaticas tienen un impacto sobre la
biodiversidad de la tierra, produciendo la emergencia o extincion de las especies
(Dawson y Spannagle, 2009). Asimismo, estos cambios generan cambios en la
distribucion y abundancia de las especies en los ecosistemas, esto incluye a aves,
mamiferos, insectos, plantas, etc. Cada especie dentro de un ecosistema tiene un limite
de tolerancia y adaptacién al cambio. Sin embargo, este Ultimo proceso ocurre
lentamente, siendo distinto para todas las especies dada su plasticidad fenotipica, por lo
gue el cambio en las condiciones climéticas sera mucho mas rapido que la adaptacion
en algunas especies (Hughes, 2000; Parmesan, 2006; Ledig et al., 2010; Sdenz-Romero
et al., 2012; Gutiérrez y Trejo, 2014).

Por lo general, las especies pertenecientes a ecosistemas restringidos tienden a
desaparecer dado que no pueden ir a otro lugar, mientras que otras especies podrian
expandirse y colonizar nuevos ecosistemas, en forma vertical elevando su habitad de
crecimiento en altitud (Hughes, 2000; Parmesan, 2006; Ledig et al., 2010; Sdenz-Romero
et al., 2012; Gutiérrez y Trejo, 2014).
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El calentamiento de la tierra en este siglo podria acelerar la pérdida de biodiversidad
trayendo como resultado una gran extincion de especies para 2100. Otro de los
resultados probables del cambio climético, dado los episodios climaticos extremos, son
los cambios en los ciclos de vida, la fenologia, ovoposicién y eclosién, nacimientos,
épocas de emergencia de insectos, época de floraciobn y patrones de migracion.
Asimismo, puede influenciar de gran manera las tasas de mortalidad, desarrollo y la

produccién de semillas (Dawson y Spannagle, 2009).

Algunas especies confinadas a nichos ecolégicos muy especificos, los cuales presentan
una distribucion fragmentada y con poblaciones relativamente pequefias pueden verse
ampliamente afectados (Dawson y Spannagle, 2009; Ledig et al., 2010). Un estudio
realizado en bosques de pinos mexicanos con diferentes escenarios de cambio climatico
para 2030, 2060 y 2090, encontraron que el nicho climatico adecuado se veria
drasticamente reducido, en algunos casos desapareciendo donde se encuentran
actualmente, trasladandose hacia el sur del pais en el cinturén volcéanico transmexicano,
elevandose entre 600 a 700 m de altitud. En el caso de los bosques de pinos de
Chihuahua, también se prevé una drastica reduccién y fragmentacion del nicho
ecoldgico, desapareciendo para 2090 en el centro y norte de la Sierra Madre Occidental

y trasladandose hacia el sur del estado (Ledig et al., 2010).

En México para 2050, un escenario pesimista pronostica alta probabilidad de perdida de
las areas de distribucién de 5 especies de arboles presentes en bosques templados,
siendo mas susceptible Pinus hartwegii reduciendo su area en un 80%. Abies hickelii,
Quercus laurina, Q. ocoteifolia y Pinus ayacahuite, 79, 48, 69 y 46%, respectivamente.
Por lo que se podria prever una probable reduccion en la poblacion de las especies
(Gutiérrez y Trejo, 2014). Asimismo, Saenz-Romero et al. 2012, encontraron que P.
hartwegii en el estado de Michoacéan es bastante susceptible al cambio climatico, debido
a que su habitat se encuentra por encima de los 3,500 msnm, por lo que su ecosistema
es restringido en este estado dado que los picos mas altos se encuentran a 3,800 msnm,

por lo que este podria ser sustituido por P. pseudostrobus.
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Por otro lado, independiente del escenario de cambio climético, se espera que para
México la migracion de las plantas se haga hacia latitudes mas altas, ya que existen
algunas regiones semiaridas funcionando como barrera, lo cual impediria la migracion
hacia el norte. Asimismo, se espera que exista una expansion de las especies xerdfitas
y pastos hacia al norte y sur dada la ampliacion del clima semiéarido; invadiendo las zonas

actualmente ocupadas por bosque tropical seco con pinos (Saenz-Romero et al., 2012).

3.6. Importancia de los microorganismos del suelo

El suelo es un cuerpo natural, formado a partir de material parental a lo largo de millones
de afios, este ha sido alterado por las interacciones del clima, el relieve y los organismos
vivos. El suelo comprende tres estados: soélido, referido a los minerales y la materia
organica,; el liquido y el gaseoso; los cuales soportan y proporcionan un habitat para la
evolucion y existencia de la vida en el planeta (USDA, 2010; Voroney y Heck, 2015). El
suelo es un recurso natural esencial para los organismos vivos Yy la productividad de los
ecosistemas terrestres, dado que interviene en el almacenamiento e intercambio de
energia, agua y nutrientes (Voroney y Heck, 2015). Por tanto, no es un cuerpo estatico,
se encuentra en constante transformacién dada la actividad y relaciones entre el pH, las
sales solubles, el contenido de materia organica, la relacién C/N, los microrganismos, la

fauna, la temperatura y la humedad (USDA, 2010).

El ambiente del suelo, es un habitat complejo que involucra las plantas, animales y
microorganismos; y la interaccion con el entorno abiotico. El funcionamiento de este, esta
determinado por una compleja interrelacion entre la geologia, el clima y la vegetacion. El
suelo como hébitat, es caracterizado por su heterogeneidad a escala macro y micro. A
nivel micro, los microrganismos estan influenciados por las propiedades fisicas y
guimicas del suelo, pero a su vez estos influyen en el crecimiento y supervivencia de

otros organismos presentes en este espacio (Voroney y Heck, 2015).

Los microorganismos del suelo regulan gran cantidad de procesos en el suelo tales como

formacion de suelo, ciclo de nutrientes, disponibilidad de nutrimentos para la planta como
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C y N, disponibilidad y calidad de materia organica, descomposicion de la hojarasca,
relaciones antagdnicas con otros microorganismos, entre otros (Delgado-Baquerizo et
al., 2015). Los cambios en las condiciones quimicas y fisicas del suelo, en las estaciones
climaticas, en el uso de suelo, en el manejo e intensidad de los cultivos influyen en la
actividad y estructura de las poblacionales microbianas del suelo. Cualquier cambio
dentro de las poblaciones microbianas del suelo pueden alterar la disponibilidad de los
nutrientes, la fertilidad y con ello, la productividad de los cultivos en los agro-ecosistemas
(Dong et al., 2014).

3.6.1. Bacterias Fijadoras de Nitrégeno de Vida libre

La atmoésfera esta compuesta por diferentes gases que le permiten ser una capa ideal
para la vida de la tierra. Uno de esos gases es N atmosférico (N2) el cual representa el
79% de la composicién atmosférica, siendo la forma mas abundante de N en la biosfera.
Esta forma de N no esta disponible para casi ningln organismo vivo, excepto para un

acotado grupo de bacterias (Bottomley y Myrold, 2015; Robertson y Groffman, 2015).

La fijacion biol6gica de N atmosférico (FBN) permite que el N esté disponible para los
organismos vivos, ya que transforma el N2 a nitrdgeno organico. Este es un proceso
energéticamente caro, ya que requiere romper el triple enlace del N2, de manera que
este puede formar compuestos con el C, Hy O. La FBN esta mediada por la actividad de
la enzima nitrogenasa, la cual rompe el triple enlace del N atmosférico. Esta enzima esta
compuesta por dos unidades de proteina denominadas dinitrogenasa y nitrogenasa

reductasa (Bottomley y Myrold, 2015; Robertson y Groffman, 2015).

La FBN se lleva a cabo por microorganismos de vida libre o por procariotas simbi6ticos
de los dominios Archae y Bacteria, estableciendo asociaciones mutualistas con
eucariotas (Robertson y Groffman, 2015; Coleman y Wall, 2015; Bottomley y Myrold,
2015). Las bacterias que utilizan el nitrégeno atmosférico como fuente de nitrégeno son
denominadas diazotroficas. Estas son diversas y se desarrollan en diferentes ambientes
utilizando diversas fuentes de energia tales como la luz (fotétrofos), la reducciéon de

compuestos inorganicos (litétrofos), y los consumidores de diferentes sustratos
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(heterdtrofos), ademas pueden ser aerobias obligadas o facultativas, o anaerobias
obligadas (Bottomley y Myrold, 2015).

Las bacterias diazotroficas que no establecen asociaciones simbidticas mutualistas con
eucariotas, son llamadas bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre. Sin embargo, las
bacterias de vida libre son menos eficientes en fijar nitrégeno, que las que establecen
simbiosis con eucariotas, relacionado con el gran gasto energético que requiere la
fijacion de nitrdgeno atmosférico e impedir que la enzima nitrogenasa sea inactivada por
O2. En el caso de las bacterias de vida libre el C es tomado a partir de residuos organicos
y de la descomposicion de plantas herbaceas y madera, ademas del C labil que se

encuentra en el suelo (Bottomley y Myrold, 2015).

Existe una alta competencia entre las bacterias fijadoras de nitrégeno y otros
microrganismos del suelo, en cuanto a los recursos fuente de energia, principalmente
compuestos carbonados y de amonio. La competencia por C, entre los microorganismos
del suelo, es menor cuando este elemento se encuentra en abundancia, mientras que a
altas cantidades de amonio, las bacterias fijadoras de nitrégeno pierden su ventaja contra
otros competidores y no pueden sobrevivir en el sistema. Sin embargo, si estas son
capaces de establecer asociaciones de amensalismo pueden sobrevivir (Kavadia et al.,
2007).

La fijacidn biolégica de N realizada por bacterias de vida libre se produce principalmente
en suelos con concentraciones de Oz bajas, asi como en habitats marinos y de agua
dulce (Kavadia et al., 2007). Algunos géneros de bacterias fijadoras de nitrégeno de vida
libre y que establecen asociaciones con raices de las plantas son Azotobacter,
Beijerinckia, Azospirrillum, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Bulkholderia, entre otros
(Kavadia et al., 2007; Bottomley y Myrold, 2015).

Los diferentes problemas ambientales de la actualidad y el cambio climatico, pueden
generar alteraciones en la supervivencia de las comunidades de las bacterias fijadoras

de N atmosférico de vida libre y, en general, de todos los microorganismos. Los
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microorganismos fijadores de N de vida libre son indispensables para el ciclo del N,
pudiendo asi mantener la productividad y fertilidad de los ecosistemas (Kavadia et al.,
2007).

3.6.2. Hongos formadores de micorriza arbuscular

La micorriza arbuscular (MA) es una asociacion simbidtica mutualista obligada que se
establece entre los hongos del phylum Glomeromycota y las raices de las plantas, la cual
es tipica de muchas plantas en los diferentes ecosistemas terrestres (Parniske, 2008;
Moora y Zobel, 2010; Horton, 2015), y es la simbiosis mas antigua conocida. Esta
asociaciéon mutualista es clave en los ecosistemas terrestres ya que permite la union de
los componentes bidticos y abibticos, permitiendo el flujo de nutrientes y C, entre el suelo

y las plantas (Moora y Zobel, 2010).

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) penetran la corteza de la raiz, creciendo
intercelularmente, formando una estructura altamente especializada denominada
arbusculo (del latin arbusculum que significa pequefio arbol). En esta estructura ocurre
el intercambio de P y otros minerales, transportados a través de las hifas del hongo desde
el suelo. En la interfase intercelular ocurre el traslado de los fotoasimilados para el
micobionte. La formacion de arbusculos, hace que este tipo de micorriza se denomine
“micorriza arbuscular” (MA). Aproximadamente 90% del P y 80% del N que es absorbido
por la planta proviene de la asociacion con HMA (Parniske, 2008; van der Heijden y
Horton, 2009; Moora y Zobel, 2010).

La asociacion simbidtica entre HMA y raices de las plantas en especial aumenta el area
superficial de la raiz, permitiendo que la planta absorba mas eficientemente agua y
minerales del suelo como P y N, ademas de hacer disponibles varios nutrientes y
proteger a la planta contra diferentes tipos de estrés abi6tico, como la compactacién
(Nadeem et al., 2014; Miransari et al., 2009).
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3.6. Impacto del cambio climatico en los microorganismos del suelo

La biomasa microbiana depende de condiciones ambientales tales como temperatura,
humedad y sustrato. La diversidad y actividad de los microorganismos es diferente en
relacion con el tipo de suelo, el ambiente y las especies vegetales. Ademas, esta
fuertemente influenciada por el tipo de sustrato en el que se encuentra, principalmente
la relacion C:N:P. Las relaciones C:N:P varian ampliamente en el suelo y a su vez esto
puede determinar que elemento en esta relacion es el limitante en el crecimiento
microbiano (Spohn y Chodak, 2015; Qin et al., 2014).). Por lo tanto, es evidente que
alteraciones de las condiciones actuales en el clima del planeta podrian influenciar

ampliamente las comunidades microbianas en el suelo.

El impacto del cambio climético en los microorganismos del suelo ha sido objeto de
estudio dada la importancia que estos tienen en procesos biogeoquimicos, el reciclaje,
movilizacion, descomposicién y flujo de nutrimentos, y en la interaccion con los
ecosistemas terrestres a través de las plantas (Urbanova et al., 2015; Wen et al., 2014).
Por otro lado, las comunidades microbianas estan relacionadas estrechamente con la
fertilidad y calidad del suelo (Wen et al., 2014; Pezolla et al., 2015).

Al elevar las concentraciones de CO2 de 370 ppm a 572 ppm para el periodo de 2001 a
2009 se ve un aumento en la biomasa microbiana para los afios de 2003 y 2005 en 15y
13%, respectivamente. Para el periodo 2007 a 2009 esta tendencia desapareci6
totalmente. Lo mismo se observa en cuanto al comportamiento de la respiracion del suelo
la cual aumenta hasta el afio 2005 y luego disminuye, esto se atribuye a una disminucién
en lareserva de N en el suelo con mayor biomasa vegetal por encima de esta (Hagedom
et al., 2013).

Un estudio realizado en concentraciones elevadas de CO2, encontrdo un incremento
significativo (26%) en la abundancia de hongos y en especial Basidiomycota comparado
con Ascomycota, después de 11 afios. Esta tendencia puede explicarse porque muchos
hongos saprofitos y descomponedores de materia organica como la lignina son del filo

Basidiomycota, ademas de servir como formador de ectomicorrizas (Dunbar et al., 2014).
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Este aumento en las poblaciones de hongos bajo ambientes elevados de CO:2 en la
rizosfera se ha relacionado con una mayor produccion de compuestos de C por parte de
las plantas, los cuales son transferidos hacia la raiz y de ésta a las comunidades de
hongos saprofitos, estimulando su crecimiento (Nguyen et al., 2011).

Algunos microorganismos patégenos de plantas como Fusarium spp. se pueden ver
favorecidos por el cambio climéatico, al aumentar la temperatura y disminuir la
precipitacion, generando condiciones de estrés hidrico que afectan su hospedante
volviéndolo mas apetecido para el hongo, esto se observo en la palma de aceite. Por lo
contrario, para la enfermedad causada por Ganoderma sp. el impacto fue desfavorable
dado que altas temperaturas y bajas precipitaciones crean un ambiente menos eficiente
para este hongo y para la descomposicion de la lignina vegetal (Paterson et al., 2013).

Las comunidades de microorganismos relacionadas con el ciclo de N podrian verse
afectadas con un incremento en la temperatura y dependiendo de la fuente de N aplicada
en el suelo podrian contribuir a las emisiones de NO:2 a la atmésfera. Las comunidades
oxidadoras de amoniaco y las comunidades de microorganismos desnitrificantes se ven
afectadas por el aumento en la temperatura. La abundancia del gen amoA en bacterias
disminuy6 cuando aumento la temperatura de 30 a 40 °C. Sin embargo, se observé una
disminucién aun mas drastica en la abundancia del gen amoA en archeas. Asimismo,
disminuyé significativamente la abundancia en los genes nirK con el aumento en la
temperatura. En el caso de hongos, se encontré que estos crecieron en los tres tipos de
temperatura (20, 30 y 40 °C) y los mayormente encontrados fueron Aspergillus fumigatus,

Aspergillus niger y Fusarium oxysporum (Xu et al., 2017).

3.7. Fresa silvestre (Fragaria mexicana Schlitdl.)

La fresa silvestre (Fragaria mexicana Schitdl.), pertenece a la familia Rosaceae, fue
descrita en 1839, por Diederich Franz Leonhard von Schlechtendal en Jalapa, Mineral

del Monte y Atotonilco el Chico, hoy Mineral el Chico. Actualmente, dentro de su
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clasificacion botanica es aceptada como sinénimo de Fragaria vesca L. (Barrie, 2015) y
Fragaria vesca subsp. bracteata (Staudt, 1999; Rzedowski y Calderén, 2005).

La fresa silvestre se encuentra distribuida en 12 de los 31 estados de México, que son:
Baja California, Sonora, Chihuahua, Tlaxcala, Estado de México, Hidalgo, Michoacan,
Puebla, Veracruz, Oaxaca y Chiapas; y en la Ciudad de México (Figura 3.2) (Rzedowski
y Calderon, 2005; Missouri Botanical Garden, 2016; Southwest Environmental
Information Network, 2016).

En general, las fresas silvestres son plantas herbaceas perennes, estoloniferas,
rizomatosas, pubescentes, con laminas foliares trifoliadas, hojas cartdceas con margen
aserrado, flores y frutos por encima de las hojas. Puede presentar flores solitarias o
inflorescencias con varias flores, con 5 pétalos y 5 sépalos. Presenta flores perfectas de
color blanco. Los frutos son globosos a ovoides, rojos o blanquecinos, formado por

numerosos aquenios (Barrie, 2015; Rzedowski y Calderdn, 2005).

Esta planta se encuentra en bosques templados (bosque de Abies, Pinus, de pino-
encino y encino), donde existen condiciones climaticas y edafolégicas especiales, que
permiten el crecimiento adecuado de esta. En general la fresa silvestre crece en lugares

con poca intensidad luminica (Rzedowski y Calderdn, 2005; Villasefior y Ortiz, 2014).
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Figura 3.2. Distribucion de Fragaria mexicana Schltdl. Tomado de Southwest

Environmental Information Network (2016).

3.8. Justificacion

El cambio climatico ha ocurrido en nuestro planeta a través de su historia como un
fendmeno natural mediado por diferentes factores; sin embargo, en la actualidad se ha
visto influenciado por fuerzas antropogénicas, acelerandolo en un periodo de tiempo
relativamente corto con respecto a la edad de la tierra. Las investigaciones sobre cambio
climatico incluyen uso de ambientes con aumento en el CO2 y en la temperatura;
variaciones entre altas y bajas precipitaciones. Estas se han encaminado al impacto
sobre los ciclos geoquimicos, el ciclo del agua, los océanos, ecosistemas, agricultura,
sistemas urbanos, salud, bienestar y seguridad de los seres humanos. Los posibles
escenarios de cambio climatico publicados por el IPCC, 2014, también ha sido objeto de

estudio y modelacion.
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Dentro del cambio climético los bosques juegan un papel muy importante debido a que
podrian ser parte del proceso de mitigacion, siendo grandes reservas y almacenes de C.
El cambio climatico, a futuro, podria estar limitando el habitat de miles de especies
vegetales pertenecientes a ecosistemas especificos y con nichos climaticos, por lo que
un aumento en la temperatura, puede disminuir el area de tales ecosistemas o llevar a

su desaparicion.

Por otro lado, la relacion suelo-planta-atmosfera, vinculada a los microorganismos del
suelo también podra verse afectada tanto por la dinamica en la fisiologia de la planta
como por el cambio en la temperatura del suelo, cambiando las condiciones fisicas para
los microorganismos del suelo, de tal forma que se genere un impacto sobre las

comunidades microbianas del suelo.

Por ello, es importante indagar sobre los posibles impactos del aumento de temperatura
en las comunidades de microorganismos del suelo y la fisiologia de la planta, de tal forma
gue se pueda lograr un acercamiento al cambio en la composicidn de estas y su relacion

con la planta y de esta manera actuar a favor de los ecosistemas naturales.
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CAPITULO 4

Propagacion in vitro de fresa silvestre (Fragaria mexicana Schltdl.)

4.1. RESUMEN

Los bosques templados mexicanos albergan gran cantidad de especies de flora y fauna
las cuales son componentes esenciales de estos ecosistemas. La biodiversidad en
plantas silvestres y endémicas es amplia y representan fuentes genéticas importantes
gue deben ser conocidas y estudiadas. La fresa silvestre, Fragaria mexicana Schltdl., es
un taxon restringido a bosques templados de Norte América. En México se encuentra
distribuida en varios estados del pais, en bosques de encino, pino y oyamel y por ende,
con una variacion genética amplia en ambientes naturales. Con la propagacion in vitro
de fresa silvestre se pretende obtener plantas sanas y homogéneas, con el fin de que
estas puedan ser objeto de estudio en trabajos de investigacion como aquellos
relacionados con el efecto del cambio climético en las comunidades rizosfericas de F.
mexicana. En el presente estudio se evaluaron tres medios de cultivo y dos tipos de
explantes: 1.- yemas apicales y entrenudos con hojas jovenes abiertas (HA) y 2.- yemas
apicales o entrenudos con hojas jovenes cerradas (HC); con el fin de observar el
comportamiento de estos en la propagacion in vitro. Se evalué el porcentaje de
supervivencia, el tamafio de la planta, el porcentaje de plantas con raiz y el nimero de
hojas. Los resultados mostraron que las plantulas formadas in vitro fueron influenciadas
por el tipo de explante mas que por el medio utilizado. Las plantulas derivadas de
explantes HA presentaron mejor desarrollo para todas las variables. El tamafio promedio
de las plantas obtenidas a partir de explantes HA fue mayor en 0.66 cm y presentaron
una hoja mas con respecto a las plantulas derivadas de explantes HC. Asimismo, el
porcentaje de supervivencia de plantulas fue del 66% en explantes HA. Finalmente, el
87% de las plantulas regeneradas a partir de explantes tipo HA desarrollaron raiz.

Palabras claves: propagacion in vitro, fresa silvestre, medios de cultivo, explantes,

bosques templados.

28



CHAPTER 4

In vitro propagation of wild strawberry (Fragaria mexicana Schltdl.)

4.1. ABSTRACT

Mexican temperate forests keep a lot off number of species of flora and fauna which are
essential components of these ecosystems. Biodiversity in wild and endemic plants is
wide and represents important genetic sources that must be known and studied. Wild
strawberry, Fragaria mexicana Schiltdl., is a taxon restricted to temperate forests of North
America. In Mexico it is distributed in several states of the country, in forests of oak, pine
and oyamel, with a great genetic variation in natural environments. With the in vitro
propagation of the wild strawberry, we want to obtain healthy and homogeneous plants,
so that they can be studied in research projects as the related to the effect of climate
change on the rhizosphere communities of F. mexicana. In present study, three culture
media and two types of explants were evaluated: 1.- apical and internodes buds with open
young leaves (LO) and 2.- apical or internodes buds with closed young leaves (LC); with
purpose to observe the behavior of these in an in vitro propagation. The percentage of
survival, the size of the plant, the percentage of plants with roots and the number of leaves
were evaluated. The results showed that the seedlings formed in vitro were influenced by
the explant type rather than by the medium used. Seedlings derived from LO explants
showed better development for all variables. The mean size of the plants obtained from
LO explants was greater in 0.66 cm and presented one leaf more with respect to the
seedlings derived from LC explants. Also, the percentage of seedling survival was 66%

in LO explants. Finally, 87% of seedlings regenerated from LO explants developed root.

Key words: in vitro propagation, wild strawberry, culture media, explants, temperate

forests.
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4.3. INTRODUCCION

México es un pais considerado como megadiverso, representando 12% de la
biodiversidad del planeta (Toledo y Ordoiiez, 1998; Villasefior 2004; Villasefior y Ortiz,
2014). En la actualidad, México ocupa el quinto lugar a nivel mundial respecto a la
diversidad floristica, con 22,259 especies, después de Brasil, Colombia, China y
Sudafrica (Villasefor, 2004; Villasefior y Ortiz, 2014).

En los bosques templados (bosque de Abies, Pinus, pino-encino y encino) se registra el
mayor numero de especies vegetales (8,824 especies) y endemismos en el pais (4,534
son endémicas de México); se estima que el 85% de pinos y un 70% de encinos,
presentes en estos bosques, son endémicos de México (Mittermeier y Goettsh, 1992;
Villasefor y Ortiz, 2014).

La Familia Rosaceae es componente importante de la vegetacion en los bosques
templados debido a su rigueza en géneros y especies (Sanchez et al., 2006). Para
México se han reportado 30 géneros dentro de esta familia, en los cuales el género
Fragaria L., se encuentra representado por tres especies (Fragaria californica Cham. &
Schiltdl.; Fragaria mexicana Schltdl. y Fragaria virginiana Duchesne) (Villasefor, 2016;
Villasefior y Ortiz, 2014). Fragaria mexicana Schltdl. (fresa silvestre), es un taxén
restringido a bosques templados de América del Norte (Stanley et al.,, 2015) y

considerada como endémica de México (Villasefior, 2016).

En México Fragaria mexicana Schltdl. se encuentra asociada principalmente a bosques
templados de Abies, pino, pino-encino y encino, los cuales son ecosistemas importantes
para el pais debido a que albergan gran cantidad de plantas endémicas y biodiversidad
(Rzedowski y Calderdn, 2005; Villasefior y Ortiz, 2014; Villasefior, 2016).

F. mexicana es una planta herbacea perenne distribuida en bosques templados de
México desde los 1,750 a 3,200 msnm (Rzedowski y Calderon, 2005), en los estados de

Aguascalientes, Baja California Sur, Chihuahua, Colima, Durango, Hidalgo, Jalisco,
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Oaxaca, Nuevo Leon, Tlaxcala, Estado de México, Michoacan, Sinaloa, Tamaulipas,
Nayarit, Morelos, Querétaro, Zacatecas, San Luis Potosi, Puebla, Veracruz, Oaxaca y
Chiapas; y la Ciudad de México (Rzedowski y Calderén, 2005; Missouri Botanical
Garden, 2016; Southwest Environmental Information Network, 2016; Villasefior, 2016).

Los estudios en plantas silvestres como F. mexicana son importantes dado que son un
reservorio de genes de resistencia a plagas y enfermedades, tolerancia a diferentes tipos
de estrés, mejoramiento en la calidad del fruto, eficiencia en la absorcion de nutrientes,
entre otros (Vincent et al., 2013; Yokoya et al., 2017; Reeve et al., 2008; Maxted et al.,
2006).

Lamentablemente esta especie, al igual que la vegetacién asociada a los bosques
templados, esta en peligro permanente debido a los fendmenos naturales y a presiones
antropogénicas, ya sea por el cambio en el uso del suelo para la agricultura, la ganaderia,
la explotacion forestal no sustentable, o por la presion demogréfica ejercida por la

urbanizacion, el crecimiento de la poblacion y la expansion en areas industriales.

Aunado a lo anterior, cambios ambientales asociados al calentamiento global también
ejercen efectos a los que tienen que adaptarse especies vegetales como esta (FAO,
2010; Torres, 2004; Pawar y Rothkar, 2015; CONAFOR, 2013). Lo anterior resulta en la
degradacion y transformacién de los bosques mexicanos (Torres, 2004; CONAFOR,
2013), principal habitat de esta especie, por lo que es importante implementar estrategias

gue permitan mantenerla y propagarla.

El cultivo de tejidos es una biotecnologia que incluye técnicas y métodos que permiten
manipular células, érganos, o tejidos derivados de una planta madre, los cuales crecen
sobre un medio nutritivo artificial para generar nuevas plantas con caracteristicas iguales
a la que le dio origen. Las plantas regeneradas por este tipo de técnica estan libres de
microorganismos, ya que crecen en ambientes asépticos con medios de cultivo

esterilizados (George, 2008; Taji et al., 2002), por lo que son de gran utilidad para el
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estudio y la propagacion rapida y masiva de las especies vegetales que presentan

problemas de conservacion.

La propagacion in vitro de fresa comercial (Fragaria x ananasa) se ha basado en el
protocolo desarrollado por Boxus (1974). Este puede utilizar como macronutrientes la
solucion nutritiva de Knop, o la solucion de Murashige y Skoog (MS); asimismo, usa
soluciones de micronutrientes, vitaminas y aminoacidos de Murashige y Skoog (MS)
(Boxus, 1974, Boxus, 1987; Boxus, 1999).

Por otro lado, diferentes estudios han probado el uso reguladores de crecimiento vegetal
como bencilaminopurina (BAP), acido indol-butirico (AIB), acido giberélico (AGs), prolina,
cinetina, zeatina, thidiazuron (TDZ) y &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2-4-D), en diferentes
concentraciones para hacer mas eficiente la propagacion y regeneracion de diferentes
tipo de explantes derivados de plantas de fresa silvestre y comercial (Kaushal et al.,
2004; Yonghua et al., 2005a; Yonghua et al., 2005b; Hanhineva et al., 2005;
Ashrafuzzaman et al., 2013; Yildirim y Turker, 2014; Capelleti, 2016).

Yildirim y Turker (2014) encontraron que el TDZ y el AIB, de manera independiente, no
permiten la produccion de brotes en Fragaria vesca L. La mejor combinacion de TDZ y
AlB, se encontré en las concentraciones de 1.5 y 0.5 mg L™, respectivamente; logrando
gue 54% de los explantes formaran brotes (13.5 brotes por explante). Resultados
similares, encontr6 Hanhineva 2005, quien obtuvo el nimero mas alto de plantas
regeneradas en cinco cultivares de F. x ananassa (Bounty, Jonsok, Korona, Polka y
Zephyr) con 9 uM de TDZ y 2.5 uM de AIB.

Igualmente, Yonghua et al. (2005a) encontraron que en F. x ananassa cultivar Toyonoka,
el medio MS con TDZ (1.5 mg L) y AIB (0.4 mg L?) indujo el mayor porcentaje de
explantes con brotes (76.67%) y numero de brotes por explante (5.8); asimismo, la
capacidad de regeneracion de los explantes se redujo conforme aumentd la

concentracion de 2-4-D (0.2-1 mg L),
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Por otro lado, la adicién de AgNO3 (1.0 mg L) increment6 el porcentaje de regeneracién
de brotes (87.38%) y el nimero de brotes por explante (11.67), cuando la concentracion

de este compuesto no sobrepasaba los 2.0 mg L (Yonghua et al., 2005b).

Por otro lado, Ashrafuzzaman et al. (2013) encontraron que el uso de BAP en una
concentracion de 0.5 mg L1, favorecié en F. x ananassa el nimero y altura del brote; y
una mayor produccion de hojas en los brotes; mientras que el uso de AIB a una

concentracion de 0.5 mg L, indujo eficientemente la formacién de raices.

Capelleti (2016) encontro respuestas diferentes en dos variedades de fresa Fragaria x
ananassa por efecto de distintas combinaciones de reguladores de crecimiento. En la
variedad Calypso se obtuvieron los porcentajes mas altos de explantes con brotes, con
callos y nimero de brotes con TDZ (0.5 mg L™"), y 2-4-D (0.02 mg L™"); mientras que en
la variedad Sveva la mayor produccién de brotes se obtuvo con 3 mg L™' de BAP) y 0.2
mg L' de AIB. De acuerdo con Biswas et al. (2009) las plantas de F. x ananassa
regeneradas in vitro produjeron mas flores y frutos que aquellas obtenidas por el método

convencional.

Aungue se ha generado informacion sobre la propagacién in vitro de la fresa comercial,
se sabe poco sobre la propagacion de las fresas silvestres como F. mexicana. Estudios
ecoldgicos y biotecnoldgicos en especies silvestres, como F. mexicana son necesarios
para aumentar el conocimiento sobre las caracteristicas ecolégicas vy fisiolégicas, que
permitan proponer programas de conservacion, preservacion, mejoramiento genético y

desarrollo biotecnoldgico.

El uso de la propagacién in vitro en plantas silvestres permite reducir la variabilidad
genética, ya que se obtienen clones con la misma constitucion genética que la madre
(George, 2008). Al disminuir esta variabilidad se consigue material vegetal similar con
caracteristicas deseables segun el objetivo cientifico o agronémico, y a su vez se reduce

la respuesta de la planta dada por el genotipo, garantizando que los resultados obtenidos
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en los diferentes estudios no provengan de la variacion genética, sino de la respuesta de
la planta a los factores evaluados. Por tanto, el objetivo de este estudio fue desarrollar

un protocolo de propagacion in vitro de plantas de fresa silvestre (F. mexicana).

4.4. MATERIALES Y METODOS

4.4.1. Material Vegetal

Se emplearon plantas de Fragaria mexicana colectadas durante la primavera de 2015 en
el Monte Tlaloc perteneciente a la Sierra Nevada del municipio de Texcoco, Estado de
México. Dichas plantas se colocaron en macetas con suelo del Monte Tlaloc, con un pH
de 5.89, 0.77 dSm, 16.5% de materia organica, 3 ppm de fésforo extractable, 31 ppm
de N-NOsy 31 ppm de N-NHa. Las plantas se crecieron en uno de los invernaderos del
Campus Montecillo del Colegio de Postgraduados durante cinco meses.

4.4.2. Medios de cultivo

La preparacion de medios de cultivo se llevd a cabo utilizando las sales basales de
Murashige y Skoog (MS, 1962), 30 g L de sacarosa y 2.3 de phytagel. Los medios
fueron suplementados con distintas concentraciones de reguladores de crecimiento para
tener tres medios diferentes: M1): bencilaminopurina (BAP) 0.5 mg L* y &cido
indolbutirico (AIB) 0.1 mg L?; M2): BAP 0.1 mg L%, AIB 0.1 mg L y &cido giberélico
(AG3) 0.1 mg L%, M3): BAP 1 mg Ly acido indolacético (AIA) 0.2 mg L.

4.4.3. Desinfestacion del material vegetal

Secciones de tallo de tres cm de longitud que incluian yemas axilares y apicales se
enjuagaron en agua con detergente, luego se les agreg6 alcohol al 70% por un min,
seguido de una solucién de cloro al 20% (v/v) y 0.4 mL L jabdn liquido durante 15 min.
En una campana de flujo laminar, se desecho el cloro y se agregé agua estéril con 45
mL L de nanoparticulas de plata (Agrovit®) durante una hora.
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4.4.4. Siembra de los explantes

Los tallos una vez desinfestados se cortaron en segmentos de un cm de largo
(explantes); los cuales consistian de yemas apicales o entrenudos con hojas jovenes
abiertas, y explantes derivados de yemas apicales o entrenudos con hojas jovenes
cerradas. Se coloco un explante por frasco que contenia alguno de los tres medios de
cultivo descritos anteriormente. Los cultivos se colocaron en una camara de ambiente

controlado a 26 + 2 °C con 16 h de luz y una intensidad luminica de 140 pmol m=2 s,
4.4.5. Variables evaluadas

Dos meses después de haber establecido los cultivos, se evalud el porcentaje de
supervivencia; el tamafio de la planta, el nUmero de hojas y el porcentaje de plantas con

raiz en cada uno de los tratamientos.
4.4.6. Disefio experimental y analisis estadistico

Se establecié un experimento factorial 2 x 3 que incluy6 dos tipos de explantes y tres
medios de cultivo, para un total de seis tratamientos con 30 réplicas cada uno (frascos
con un explante), distribuidos en un disefio experimental completamente al azar. Los
datos obtenidos fueron sometidos a andlisis de varianza factorial y comparacion de
medias con la prueba de Tukey (a=0.05) mediante el paquete estadistico SAS (Statistical

Analysis System).

4.5. RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de varianza factorial indica que la interaccion entre el tipo de explante y los
medios de cultivo no causé diferencias significativas para ninguna de las variables de
crecimiento determinadas. En contraste, cuando se analizé cada factor por separado se
encontraron diferencias significativas para el porcentaje de supervivencia, porcentaje de

brotes con raiz, numero de hojas y tamafio de las plantas (Cuadro 4.1).
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Esto sugiere que la propagacion in vitro de F. mexicana, es afectada en mayor medida
por el tipo de explante y no por el medio de cultivo. Resultados similares fueron
reportados por Ling y Wetten (2017), en F. vesca f. vesca y F. vesca f. semperfloren,
quienes encontraron una gran dependencia en la propagacion de estas dos variedades

al tipo de explante.

Cuadro 4.1. Andlisis de varianza para los efectos del medio, tipo de explante y su

interaccidn sobre la propagacion in vitro de F. mexicana.

VARIABLE
SUPERVIVENCIA - NUMERODE BROTES CON
(%) VAN e RAIZ (%)
FACTOR
Medio 0.0113* 0.2830 0.4742 0.0889
Tipo de <0.0001* 0.0413* 0.0335* 0.0416*
explante
Medio x
tipo de 0.1270 0.3737 0.4874 0.9757
explante

* indica diferencias significativas (Tukey, a=0.05).

4.5.1. Supervivencia

Independientemente del tipo de explante, el medio de cultivo 2 (sales MS con BAP: 0.1
mg L1, AIB: 0.1 mg L'ty GAs: 0.1 mg L) promovi6 el mayor porcentaje de supervivencia
(52%) de los explantes; mientras que en el medio de cultivo 3 se observé el menor
porcentaje de supervivencia (38%), mostrando diferencias estadisticamente

significativas entre los tratamientos (Figura 4.1a).
Estos resultados difieren de lo encontrado por Rama et al. (2012) al reportar menores

porcentajes de supervivencia (10% a 40%) en explantes de F. x ananassa var. Chandler
cultivados en presencia de BAP (1 a 1.5 mg L?) y GAz (0.1 a 0.5 mg L!) en diferentes
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mezclas. Sin embargo, Quiroz et al. (2017) reporté que la presencia de BAP (0.5 mg L)

en el medio de cultivo, reduce la muerte de los explantes en Fragaria chiloensis.

Algunos autores han encontrado que concentraciones altas de citocininas {mayores a
1.25 mg L1 (BAP); 0.9 mg L* (BA) y 0.48 mg L1 (TDZ)}, disminuyen el nimero de brotes
por explante en F. x ananassa cv. Chandler (Jatoi y Hussain, 1999), Fragaria indica (Bhatt
y Dhar, 2006), F. x ananassa (Sakila et al., 2007), GxN15 (hibrido entre almendra y
melocoton) (Arab et al., 2014) y Fragaria viridis Duch. (Ghasemi et al., 2015); mientras
que concentraciones de 2 mg L* inhiben la produccién de brotes en F. x ananassa
(Ashrafuzzaman et al., 2013).

Para el tipo de explante se encontrd que las plantulas derivadas de yemas apicales o
entrenudos con hojas jovenes abiertas (HA) presentaron un porcentaje de supervivencia
significativamente mayor (66%) que los explantes con yemas apicales con hojas jovenes
cerradas (HC) (Figura 4.1b).

Diferentes estudios indican que el tipo y edad del explante utilizado puede afectar los
resultados obtenidos en el proceso de propagacion in vitro en Solanum trilobatum L. y F.
X ananassa cv. Sweet Charlie (Chakravarthi et al., 2009; Abboud, 2014). Sin embargo,
otros autores reportan no haber encontrado efecto del tipo de explante en F. vesca
(Yildirim y Turker, 2014). Chakravarthi et al. (2009) sugiere que el tipo de explante, podria
ser el primer paso para la estandarizacion de los protocolos de propagacion in vitro y

para garantizar el éxito de la regeneracion (George, 2008).
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Figura 4.1. Porcentaje de supervivencia de explantes de F. mexicana cultivados in vitro
para tres medios de cultivo (a); y dos tipos de explantes (b). Medias con la misma letra
no son significativamente diferentes (Tukey, a=0.05). Media % el error estandar (n=89).
M1: bencilaminopurina (BAP) 0.5 mg L-1 y &cido indolbutirico (AIB) 0.1 mg L-1; M2: BAP
0.1 mg L-1, AIB 0.1 mg L-1 y acido giberélico (AG3) 0.1 mg L-1; M3: BAP 1 mg L-1y
acido indolacético (AlA) 0.2 mg L-1. HC: yemas apicales con hojas jovenes cerradas y
HA: yemas apicales o entrenudos con hojas jovenes abiertas.

4.5.2. Tamafio del brote, niumero de hojas y presencia de raiz

La composicién del medio de cultivo no causé diferencias significativas en el tamafio de
los brotes, el nimero de hojas, ni en el porcentaje de brotes con raiz (Cuadro 4.1; Figuras
4.3a, 4.2a y 4.2c). Para los medios M1 y M3, la concentracion de auxinas utilizada
corresponde a niveles bajos (0.1 a 0.2 mg L), combinado con altas concentraciones de
citoquininas (0.5 a 1 mg L), estableciendo una combinaciéon equilibrada de los

reguladores de crecimiento. De la misma forma, la composicion del medio M2, estuvo
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dada por una baja concentracion de los tres reguladores de crecimiento. En general, los
tres medios no permitieron un desarrollo estadisticamente significativo de ninguna de las
variables dado el equilibrio que se mantuvo entre las concentraciones de los reguladores
de crecimiento, evitando efectos antagonicos entre auxinas y citoquininas, promoviendo
la morfogénesis y manteniendo la dominancia apical de los explantes. Asimismo, la tasa
auxina: citoquinina fue la adecuada, de tal forma que se mantuvo el desarrollo de la
planta, los procesos de division celular y la regulacion de la organogénesis dentro de la
planta (Machakova et al., 2008; van Staden et al., 2008; Moshkov et al., 2008).

Por otro lado, Ling y Wetten (2017), no encontraron un efecto de la combinacion entre
auxinas (AIB: 0.1, 0.2 y 0.4 mg L) y citoquininas (BAP: 1, 2, 3y 4 mg L) en el medio
de cultivo, sobre la regeneracién de plantulas de F. vesca f. vesca y F. vesca f.

semperfloren, observando solo un efecto individual de los reguladores de crecimiento.

Ashrafuzzaman et al. (2013), encontraron que al utilizar 0.5 mg L* de BAP los brotes de
F. x ananassa alcanzaron la mayor longitud (3.34 cm) y el mayor nimero de hojas (5).
Datos similares se obtuvieron en la presente investigacién con concentraciones de 0.1
mg L de BAP y AIB, con un tamarfio de brote de 4.52 cm y un promedio de hojas de
4.81. Por otro lado, al aumentar la concentracién de BAP a 1 mg L, el tamafio de brote
y namero de hojas disminuyd, resultados que coinciden con los observados en F. x
ananassa (Sakila et al., 2007), GxN15 (hibrido entre almendra y melocoton) (Arab et al.,
2014), Malus domestica (Dobranszki y Teixeira da Silva, 2010) y Fragaria indica (Bhatt y
Dhar, 2006).

La formacion de raices en los brotes fue afectada significativamente por el tipo de
explante. Se observé que 87% de los brote derivados de yemas apicales con hojas
jovenes abiertas (HA) presentaban raiz; mientras que soOlo el 69% de los brotes
obtenidos de explantes de yemas apicales con hojas jovenes cerradas (HC) enraizaron
(Figura 4.2d).
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Figura 4.2. Numero de hojas y porcentaje de brotes con raiz de F. mexicana cultivados
in vitro. a) numero de hojas por efecto del medio; b) nimero de hojas por efecto del tipo
de explante; c) porcentaje de enraizamiento por efecto del medio; d) porcentaje de
enraizamiento por efecto del tipo de explante. Medias con la misma letra no son
significativamente diferentes (Tukey, a=0.05). Media * el error estandar (n = 29). M1:
bencilaminopurina (BAP) 0.5 mg L-1 y acido indolbutirico (AIB) 0.1 mg L-1; M2: BAP 0.1
mg L-1, AIB 0.1 mg L-1 y &cido giberélico (AG3) 0.1 mg L-1; M3: BAP 1 mg L-1 y acido
indolacético (AIA) 0.2 mg L-1. HC: yemas apicales con hojas jovenes cerradas y HA:

yemas apicales o entrenudos con hojas jovenes abiertas.

El tipo de explante causé diferencias significativas en el tamafio del brote y el nimero de
hojas (Figuras 4.3a y 4.2b). Los brotes derivados de explantes que consistian de yemas
apicales o entrenudos con hojas jovenes abiertas (HA) presentaron un tamafo

significativamente mayor que el de los obtenidos a partir de explantes HC (Figura 4.3b).
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Asimismo, el numero de hojas aumentd de manera significativa en los brotes

provenientes de explantes HA (Figura 4.3b).

Los dos tipos de explantes usados en esta investigacion, provienen de entrenudos de
estolones con 6rganos determinados y crecimiento organizado. En este tipo de explante
se espera que las células sigan desarrollandose y creciendo hasta la madurez, debido a
que mantienen la informacién de diferenciacion, por lo que pueden preservar la

estructura en el medio de cultivo (George, 2008).

La diferencia encontrada entre los dos tipos de explantes para las variables medidas,
radica en el hecho que el explante con hoja cerrada requerira un mayor gasto de energia
para la formacion completa de la hoja a partir del primordio presente, enfocado hacia la
division y elongacion celular, asi como a la formacion de 6rganos y tejidos (Burgess,
1985). Mientras que el explante con hoja abierta, al presentar un d&rgano
fotosintéticamente activo, puede llegar a producir los fotosintatos que contribuyan al
mejor desarrollo, mantenimiento y crecimiento de las nuevas hojas dentro del brote (Yue
et al., 1992).

Asimismo, la posicion del explante dentro del estolon podria estar, generando la
respuesta encontrada en este estudio, probablemente su ubicacion pueda estar relaciona
con una mayor tasa citoquinina:auxina, que se traduciria en caracteristicas fenotipicas y
mayor color verde en la hoja como lo encontrado por Jemmali et al., 2002, al utilizar dos
tipos de explantes en F. x ananassa cv. Elsanta ubicados en diferentes partes de la

planta.

En los explantes con hoja abierta es posible que la concentracién de BAP del medio haya
modificado la concentracion de auxinas y citoquininas, de tal forma que se haya logrado
un mejor comportamiento para todas las variables en este. Algunos estudios han
encontrado que el tipo de explante, puede tener una respuesta diferencial a la exposiciéon

de BAP en el medio de cultivo, variando el contenido endégeno de reguladores de
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crecimiento y mostrando una mejor respuesta morfogenética (Charriére et al., 1999; Ling
y Wetten, 2017).
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Figura 4.3. Tamario de las plantulas de Fragaria mexicana propagadas in vitro a) Efecto
del medio de cultivo; b) efecto del tipo de explante. Medias con la misma letra no son
significativamente diferentes (Tukey, a=0.05). Media + el error estandar (n = 29). M1:
bencilaminopurina (BAP) 0.5 mg Ly &cido indolbutirico (AIB) 0.1 mg Lt; M2: BAP 0.1
mg L, AIB 0.1 mg Ly acido giberélico (AGz) 0.1 mg L*; M3: BAP 1 mg L y acido
indolacético (AIA) 0.2 mg L. HC: yemas apicales con hojas jovenes cerradas y HA:

yemas apicales o entrenudos con hojas jovenes abiertas.
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4.6. CONCLUSIONES

e El tipo de explante es un factor clave propagacion in vitro de Fragaria mexicana
Schitdl.

e Los explantes derivados de yemas apicales y entrenudos con hojas jovenes
abiertas (HA), presentaron el mejor comportamiento en cuanto a supervivencia,
tamano de brote, numero de hojas y desarrollo de raices

e La composicion del medio de cultivo so6lo afectd significativamente la
supervivencia de los explantes. El medio de cultivo 2 (M2), promovio el mayor

porcentaje de supervivencia de los explantes.
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CAPITULO 5

Adaptaciones ante el calentamiento global de fresa silvestre (Fragaria
mexicana Schltdl.) del estrato herbaceo en bosque de oyamel (Abies

religiosa) de la Sierra Nevada, México.
5.1. RESUMEN

El incremento de la temperatura del planeta vinculado a un efecto de cambio climatico
global, puede generar variabilidad en la respuesta tanto de las plantas como de las
comunidades microbianas asociadas a ellas, asi como en los procesos ecosistémicos
del suelo. El objetivo de esta investigacion fue determinar la respuesta de F. mexicana y
sus comunidades microbianas a un incremento de temperatura de 5.1°C. Las plantas
sometidas a alta temperatura presentaron mayor acumulacioén de biomasa seca de la
parte aérea (14.89 g), area foliar (653.17 cm?) y tasa de asimilacion neta (2.80 pmol m2
s1). Sin embargo, el aumento de la temperatura tuvo un efecto negativo en la biomasa
seca de la raiz, el contenido de clorofila, en el numero de flores y frutos; y en el peso
seco de los frutos. Por otro lado, las plantas con baja temperatura presentaron un inicio
mas temprano de la floracion y la fructificacion en comparacion con las plantas sometidas
a alta temperatura. Al incrementar la temperatura, se observd una disminucion en la
diversidad y equidad de las comunidades microbianas. El porcentaje de micorrizacion de
las plantas de fresa silvestre se vio afectada negativamente con el aumento de
temperatura, observandose una disminuciéon del 18.54%. No se encontraron diferencias
significativas en el numero de esporas de HMA para los dos sitios. El nimero de UFC de
las BFN de vida libre recuperadas, fue menor en el sitio de alta temperatura.

Palabras claves: temperatura, diversidad microbiana, biomasa aérea, biomasa radical,

respiracion del suelo, micorrizas, bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre.
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CHAPTER 5

Adaptations to global warming of wild strawberry (Fragaria mexicana
Schltdl.) in a herbaceous stratum of oyamel forest (Abies religiosa) in

the Sierra Nevada, México.

5.1. ABSTRACT

Increasing temperature of earth linked to the effect change global climate can generate
responses variabilities of both the plants and the microbial communities associated with
them, as well the ecosystem processes that occur in the soil. The objective of this
research was to determine the response of F. mexicana and its microbial communities to
a temperature increase of 5.1 ° C. The plants subjected to high temperature presented
greater accumulation of dry biomass of the aerial part (14.89 g), leaf area (653.17 cm2)
and net assimilation rate (2.80 umol m-2 s-1). However, the increase in temperature had
a negative effect on the dry biomass of the root, the chlorophyll content, on the number
of flowers and fruits; And on the dry weight of the fruits. On the other hand, the plants with
low temperature showed an earlier onset of flowering and fruiting compared to plants
subjected to high temperature. Increasing temperatura, there was a decrease in the
diversity and evenness of microbial communities. Percentage of mycorrhization of wild
strawberry plants was negatively affected by the increase in temperature, observing a
decrease of 18.54%. No significant differences were found in the number of AMF spores
for the two sites. The number of UFC recovered from free-living NFB was lower at the

high temperature site.

Key words: temperature, microbial diversity, aerial biomass, radical biomass, soil

respiration, mycorrhizae, free nitrogen fixing bacteria.
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5.3. INTRODUCCION

El cambio climatico es un fenbmeno natural que ha ocurrido a través de los afios del
planeta tierra (Florides et al., 2013). Sin embargo, en la actualidad el clima del planeta
se ha visto influenciado enérgicamente por la actividad antropogénica que ha aumentado
la concentracién de los gases con efecto de invernadero (GEI) como CO2, CHa4, NO2 en
la atmdsfera causando variaciones a nivel meteoroldgico y climético (Rajkumar et al.,
2013; Rossi et al., 2015; Schneider et al., 2015; Liebig et al., 2012; McCubbin et al., 2015;
Leng et al., 2015).

El flujo de GEI a la atmdésfera se debe principalmente al uso de combustibles fosiles
(transporte e industria), el cambio en el uso del suelo, la deforestacion, la ganaderia, la
fertilizacion nitrogenada, el tratamiento de aguas industriales, las actividades industriales
(sector construccion, electricidad y energia) y la agricultura (IPCC, 2014; Huang et al.,
2011; Schneider et al., 2015; Liebig et al., 2012; Rossi et al., 2015; Guenet et al., 2012).

Una de los efectos més notables del aumento de los GEI en la atmésfera es el aumento
de la temperatura en todo el planeta, tanto en la superficie terrestre como en el océano
(IPCC, 2013; Leng et al., 2015; Guenet et al., 2012). Lo que afecta directamente el medio
ambiente, la agricultura, las condiciones y calidad de vida de las poblaciones humanas,
la biodiversidad y los ecosistemas terrestres y marinos (McCubbin et al., 2015; Leng et
al., 2015; Smith et al., 2013; IPCC, 2014; IPCC, 2013).

El aumento de temperatura podria tener cambios diferenciales en las plantas
dependiendo de la region del planeta, la especie y el genotipo (Bar etal., 2015; Li etal.,
2014; Lizana et al., 2017; Huang et al., 2011). Se ha encontrado que un incremento en
la temperatura, aumenta el peso seco y aérea foliar en plantas de fresa (Sgnsteby et al.,
2016); la fotosintesis neta en uva (Greer y Weedon, 2012); el rendimiento del tubérculo

en papa (Lizana et al., 2017) y la produccion de maiz (Li etal., 2014).
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Sin embargo, otros autores reportan una disminucion en la produccion fresa (Ledesmay
Kawabata, 2016), arroz (Sheehy et al., 2006), trigo (Asseng et al., 2011), Brachypodium
distachyon (Hartsan et al., 2013), maiz (Li et al., 2014, Sierra et al., 2010) y frijol (Porch
y Jahn, 2001), y menor acumulacion de materia seca en olivo (Benlloch-Gonzalez et al.,
2016). Asi como una disminucién en la produccion de semillas y frutos, viabilidad del
polen, contenido de clorofila y menor nimero de flores e inflorescencias (Young et al.,
2004; Prasad y Djanaguiraman, 2014; Hartsan et al., 2013; Porch y Jahn, 2001; Sgnsteby
et al., 2016; Sage et al., 2015; Hasanuzzaman et al., 2013). Estas diferencias radican en
el umbral maximo de temperatura y el tiempo de exposicion a la que la planta es
expuesta, después del cual los procesos fisiolégicos y de crecimiento caen
drasticamente; asi como la ubicacion geografica de las especies (Struik, 2007; Li et al.,
2014; Greer, 2017).

Asimismo, algunos estudios han encontrado que al aumentar la temperatura del planeta
aumentara la fotosintesis de las plantas y la respiracion del suelo (Wu et al, 2011). Sin
embargo, también existen reportes en plantas sensibles, en las que se ha observado una
disminucién en la fotosintesis y su desaparicion del ecosistema por los incrementos en
la temperatura (Vanha-Majamaa et al., 2017). Por otro lado, la relacion existente entre la
temperatura y los microorganismos, puede afectar la composicién, estructura, biomasa
y diversidad de las comunidades microbianas, asi como la actividad enzimatica; todo
esto relacionado con los cambios experimentados en la planta y el medio ambiente
(Castro et al., 2010; Tripathi et al., 2015; Jain y Pandey, 20016; Yao et al., 2017).

El incremento en la temperatura del planeta puede tener efectos positivos, negativos,
directo e indirectos sobre las comunidades microbianas (Sofi et al., 2016; Compant et al.,
2010). Por ejemplo, en un estudio realizado por Egamberdiyeva y Hoflich (2003) se
observd que Mycobacterium sp. y M. bullata aisladas de clima semiarido se comportaban
mejor en la rizésfera de trigo a 26°C que a 16°C. Mientras que estas mismas cepas
aisladas de climas frios, disminuian la colonizacion de la rizosfera de trigo al aumentar

la temperatura. Por otro lado, se ha encontrado que al aumentar la temperatura en suelos
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contaminados se reduce la actividad deshidrogenasa, la biomasa y la diversidad

microbiana (Henriques et al., 2015; Tripathi et al., 2015).

En el caso de los hongos micorrizicos, se ha encontrado que el porcentaje de
colonizacion micorrizica en la raiz de Capsicum annuum (Martin y Stutz, 2004), Acacia
farnesiana (Udaiyan et al., 1996) y Pascopyrum smithii (Monz et al., 1994), asi como la
longitud del micelio extraradical (Gavito et al., 2005) disminuyen al aumentar la

temperatura.

Por otro lado, se ha reportado que el aumento de temperatura puede beneficiar el
porcentaje de colonizacion micorrizica en Antennaria dioica (Vega-Frutis et al., 2014),
Potentilla crantzii y Ranunculus acris (Kitbviita y Ruotsalainen, 2007), Trifolium
subterraneum (Gavito y Azcon-Aguilar, 2012), Plantago lanceolata (Heinemeyer y Fitter,
2004), asi como en la proporcién de longitud de raices colonizadas (Gavito et al., 2005);
el crecimiento del micelio extraradical (Gavito et al.,, 2005; Vega-Frutis et al., 2014;
Heinemeyer y Fitter, 2004) y el nUmero de esporas por gramo de suelo (Vega-Frutis et
al., 2014). El objetivo de este estudio fue identificar los cambios en la fisiologia de

Fragaria mexicana y en las comunidades de microorganismos asociados a su rizosfera.

5.4. MATERIALES Y METODOS

5.4.1. Material Vegetal

Las plantas de fresa silvestre (Fragaria mexicana Schiltdl.), fueron colectadas en el monte
Tlaloc, Texcoco, Estado de México. El sitio de colecta geograficamente se encuentra
entre las coordenadas 19° 30' 14” de latitud norte y a 98° 53’ 7" de longitud oeste, a una
altitud de 3,121 m, una temperatura promedio anual entre 10 a 14°C y una precipitacion
media entre 900 a 1,200 mm afio?® (Ortiz-Solorio y Cuanalo de la Cerda, 1977). Se
colectaron 56 plantas de fresa silvestre con 500 g de suelo, las cuales fueron trasladadas
al invernadero de Microbiologia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,

Texcoco, Estado de México. Las plantas de Fragaria mexicana Schltdl. se colocaron en
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bolsas plasticas de 2 kg con 50% de turba y 50% de arena de rio previamente lavada, y
se aclimataron en invernadero por un afio. Una vez concluida la aclimatacion, las plantas
fueron separadas para establecer los tratamientos de temperatura e inoculacion con

bacterias fijadoras de nitrégeno (BFN).

5.4.2. Microorganismos rizosféricos

Las bacterias fijadoras de nitrogeno (BFN) se obtuvieron de la endorizosfera de las
plantas de fresa silvestre (Fragaria mexicana Schitdl.). Se cortaron trozos de raiz de 1
cm de largo y se desinfectaron con cloro al 20% por 5 min. Se sembr6 una raiz por tubo
de ensayo con medio Rennie semisdlido, las cuales se incubaron a 28 °C por 10 dias.
De los tubos que presentaron crecimiento bacteriano en condiciones semi anaerdbicas
se tomaron muestras con un asa bacteriologica y se sembraron en medio Rennie sélido
en caja de Petri, aislando 11 cepas de las cuales 5 se utilizaron para probar su capacidad
para promover el crecimiento vegetal de fresa silvestre (Fragaria mexicana Schitdl.).
Finalmente, las dos cepas (4 y 8) se seleccionaron por presentar un crecimiento rapido
(24 h) en el medio de cultivo y por capacidad de promover crecimiento vegetal en F.

mexicana (datos no mostrados).
5.4.3. Transformacidn genética del material microbiolégico

Las cepas 4 y 8 fueron transformadas genéticamente mediante el método Sambrook et
al. (1989), con modificaciones, para la obtenciéon de células competentes.

Células competentes por el método Sambrook et al. (1989)

Para el método Sambrook et al. (1989) modificado se utilizé 1 mL de cultivo de células
bacterianas crecidas en caldo nutritivo con y sin MgCl2 (Método 1), y en medio
NFB con y sin MgCl2 (Método 2). A los medios de cultivo con MgClz tanto para el caldo
nutritivo y NFB, se les agregé 20 mmol L* de MgCl.. El Cuadro 5.1 presenta la

concentracion celular obtenida en los precultivos.
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Cuadro 5.1. Concentracion celular pre-cultivo bacteriano.

CONCENTRACION

CEPA MEDIO
(células mL™1)

CN 2.4 X 10°
A CN con MgCl2 2.9 X 10°
NFB 2.7 X 108
NFB con MgClz 5.7 X 108
CN 2.3X10°
o CN con MgCl2 2.6 X 10°
NFB 3.5 X108

NFB con MgCl2 4 X 108

CN= caldo nutritivo. NFB= medio de cultivo para bacterias fijadoras de N atmosférico.

La biomasa bacteriana se colecté mediante centrifugacion a 7,800 rpm durante 10 min,
y se resuspendié con una solucién de CaCl2 50 mmol L, la cual habia sido colocada en
hielo. La suspensién bacteriana fue colocada en hielo por 30 min y centrifugada a 7,800

rpm durante 10 min.

Cuadro 5.2. Concentracién celular células competentes.

CONCENTRACION

CEPA MEDIO
(células mL™?)

CN 2.4 X 10°

4 CN con MgCl2 4.5 X 10°
NFB 1.5 X 10°

NFB con MgClz 3.9 X 10°

CN 4.3 X10°

g CN con MgCl2 4.7 X 10°
NFB 7.1 X108

NFB con MgClz 3.1 X10°

CN= caldo nutritivo. NFB= medio de cultivo para bacterias fijadoras de N atmosférico.



Bajo camara de flujo laminar se desechd el sobrenadante y se re-suspendieron
nuevamente las células bacterianas en una solucién de 50 mmol L-* de CacClz con glicerol
al 20%, previamente colocada sobre hielo. La concentracion de las células competentes
obtenidas se presenta en el Cuadro 5.2.

5.4.4. Transformacion genética

Las cepas 4 y 8, se transformaron con el fin de poder rastrear las BFN inoculadas,
dandoles la capacidad de fluorescencia y resistencia a antibioticos. Las cepas fueron
transformadas genéticamente utilizando el método 1, con MgClz, debido a que en el
método 2 se observo una concentracion de células competentes menor. A 200 pL de
células competentes se le agregaron 5 pl de plasmido. Los plasmidos utilizados fueron
pmp7604 y p519gfp, para las cepas 4 y 8, respectivamente. Los plasmidos fueron
donados por el Laboratorio de Microbiologia de la Universida de Sevilla, Espafia. El
plasmido pmp7604, contiene un gen de resistencia a tetraciclina (Tet), y la expresion de

la proteina mCherry (proteina DsRed fluorescente).

El plasmido p519gfp presenta un gen de resistencia a kanamicina (Kan) y expresion del
gen reportero gfp (proteina verde fluorescente). Las células competentes con los
plasmidos se colocaron en hielo por 30 min y luego se sometieron a choque térmico, en
plancha de calor a 42°C, por 30 s y se colocaron en hielo nuevamente por 5 min. Se
agreg6 1 mL de caldo nutritivo y se incubaron por 2 h a 28°C. Se sembraron 100 pL del
anterior “inoculo” en medio de cultivo sdélido con el antibiético indicado para cada

plasmido (tetraciclina para pmp7604 y kanamicina para p519gfp).

La biomasa bacteriana sobrante se centrifugé a 3,000 rpm por 5 min, desechando un
poco de sobrenadante. Finalmente, esta se agito manualmente y se sembraron 50 pL en
medio de cultivo con antibiético. Las colonias crecidas, supuestos transformantes, se
resembraron en medio de cultivo con antibiético tetraciclina (40 pl ml?) para la cepa 4 y
kanamicina (50 pl mlt) para la cepa 8. Se comprob6 la transformacién con extraccion del
ADN plasmidico (ZyppyPlasmid Miniprep Kit, Zymo Research) y posterior electroforesis

del ADN en gel de agarosa, asi como la observacion de las bacterias con ayuda de
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microscopia de fluorescencia y el crecimiento de estas en medio de cultivo sdlido con

antibidtico, teniendo como control las cepas 4 y 8 sin transfromar.

5.4.5. Preparacion del in6culo

Las cepas 4 y 8 transformadas genéticamente fueron sembradas en 100 mL de caldo
nutritivo con antibiético, tetraciclina (40 pl mlt) para cepa 4 y kanamicina (50 pl ml?t) para
cepa 8, e incubadas por 24 h hasta obtener una concentraciéon de 3.3 X 10°y 3.2 X 10°
bacterias mL1, respectivamente. El indculo se centrifugé a 7,000 rpm por 15 min. En
camara de flujo laminar se descartd el sobrenadante y se agregaron 25 mL de agua
destilada estéril. Finalmente, se aplicaron 5 mL de esta suspensidn acuosa a cada planta,
con una concentracion celular de 8.1 X 108y 3.5 X 10° bacterias mL, para las cepas 4

y 8, respectivamente.

5.4.6. Andlisis de suelo

Un kilogramo de suelo del monte Tlaloc se muestreo para su analisis quimico en el
laboratorio de Fertilidad de Suelos y de Nutricion Vegetal del Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo. El suelo presentd un pH de 5.89 (1:2 en agua), una conductividad
eléctrica de 0.77 dSm, 16.5% de materia organica (Walkley y Black, 1934), 3 ppm de
fosforo (Bray y Kurtz, 1945), 31 ppm de N-NOs y 31 ppm de N-NH4 por colorimetria
(Baker, 1969). Al inicio (1ddi) y final (213ddi) del experimeto, se realiz6 un analisis
guimico del sustrato en cada una de las unidades experimentales, para la variables: pH
(1:2 en agua), conductividad eléctrica, materia organica (Walkley y Black, 1934), P (Bray
y Kurtz, 1945), N-NO3s y N-NH4 determinados por destilacion por arrastre de vapor
(Baker, 1969).

5.4.7. Tratamientos

Las plantas de fresa silvestre se dividieron en dos grupos, uno fue conducido bajo
invernadero y el otro se condujo a cielo abierto con el fin de dar dos condiciones
diferentes de temperatura. En cada condicién se establecieron cuatro tratamientos de
inoculacién: T, testigo sin inocular; CP8, plantas inoculadas con la cepa 8; CP4, plantas

inoculadas con la cepa 4 y CP8+4, plantas inoculadas con las cepas 8 y 4. Cada
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tratamiento consinti6 de 7 repeticiones, una maceta por repeticion, dos plantas por

maceta. El experimento se establecio en un disefio factorial completamente al azar.

5.4.8. Variables de crecimiento vegetal

Se llevé a cabo la cosecha de las plantas 213 dias después de la inoculacién (ddi). Se
midio el peso seco de la planta (g): total, parte aérea y radical; altura de la planta (cm),

longitud de raiz (cm); area foliar (cm?), nimero de flores y frutos; y peso seco de frutos

(9).

5.4.9. Fotosintesis y contenido y fluorescencia de clorofila

Tasa de fotosintesis

Se realizaron tres evaluaciones de fotosintesis con el equipo CIRAS-2 (Portable
Photosynthesis System, PPSystems) con una lampara para la medicién del intercambio
de gas en la hoja, PLC6 (U), Universal Leaf Cuvette, con un plato de 2.5 cm? y 18 mm
de didmetro. Este cuenta con dos sensores para la medicion de la radiacion
fotosinteticamente activa y un sensor de luz infraroja para medir la temperatura de la
hoja. La cAmara es un sistema abierto, donde se controla automaticamente la intensidad
de luz (1000 pmol m~ s1) y la temperatura en la superficie de la hoja (aproximadamente
23°C). La concentracién de CO2dentro de la cAmara se mantuvo a 450 umol m s, Para
la medicién se tomo el foliolo central de la hoja compuesta completamente abierta y la
camara permanecio cerrada durante 45 a 60 s. Las evaluaciones se realizaron a los 62,
113y 130 ddi.

Ademas, se realizaron cuatro medidas de fotosintesis con el equipo CIRAS-3 (Portable
Photosynthesis System, PPSystems), al cual se le adapt6 un sistema cerrado para medir
el flujo de CO2 hacia el dosel de la planta, CPY-4, Canopy Assimilation Chamber, la
camara tenia las siguientes dimensiones: 145 mm de altura, 146 mm de diametro, un
volumen de 2344 cm?®y un area de 167 cm?. La camara consiste de un material acrilico

transparente con un anillo de acero inoxidable en la base con el fin de aislar totalmente
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la planta del medio. La concentracion maxima de CO:z en la camara se establecio a 50
umol mol -1 y el tiempo maximo para tomar la medida fue de 90s. La cAmara tiene un
sistema de ventilacion interno y sensores para medir la radiacion fotosintéticamente
activa y la temperatura del aire. En este caso, la medida de fotosintesis se tomo teniendo
en cuenta la planta completa. Para ello se aislo la planta completamente del suelo
cubriendo ésta con polietileno de baja densidad. Las medidas se tomaron a los 132, 136,
140 y 144 ddi.

Contenido de Clorofila

El contenido de clorofila se midi6é a los 137, 145, 151, 157, 164, 171 y 180 ddi. Esta se
determindé tomando el foliolo central de la hoja compuesta, el cual se encontraba

completamente expandido. Se usoé el equipo SPAD-502 (Marca Minolta).
Fluorescencia de la clorofila

A las 160, 171 y 180 ddi se midi6 la fluorescencia de la clorofila en el foliolo central de
hojas completamente expandidas, mediante el uso de un fluorobmetro (Modelo
Chlorophyll Fluorometer OS30p, Marca Opti-sciences). Las variables medidas fueron:
fluorescencia minima (Fo), fluorescencia maxima (Fm), eficiencia fotoquimica del

fotosistema Il (Fv /Fm) y fluorescencia variable (Fv).

5.4.10. Variables relacionadas con las comunidades rizosféricas de

fresa silvestre

Respiracion y temperatura del suelo

Se realizaron cuatro medidas de temperatura y respiracion del suelo con el equipo
CIRAS-3 (Portable Photosynthesis System, PPSystems), el cual es un sistema cerrado
para medida la salida de CO2 desde suelo. La camara usada con medidas 21.5 cm de
didmetro y 21 cm de altura, con un volumen de 7624.1 cm® y un area de 363 cm?. La

concentracion maxima de CO:z en la cAmara se establecié a 200 umol mol 1 y el tiempo
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maximo para tomar la medida fue de 120s. Para ello se cubrieron las plantas con
polietileno de baja densidad y plastico negro, para evitar la interferencia de las plantas
en la medida de respiracion. Las evaluaciones se realizaron a las 153, 160, 165 y 170
ddi.

Porcentaje de colonizacion micorrizica en plantas de fresa silvestre

Al inicio y final del experimento se evalué la colonizacion micorrizica para cada
tratamiento en los dos sitios. Para ello se colectaron raices finas de las plantas de fresa
silvestre y cortaron a aproximadamente 1 cm de largo. Luego, se realiz6 el procedimiento
de clareo y tincién de raices por el método de Brundrett et al. (1996). Los segmentos de
raiz se colocaron en un vaso de precipitado con una solucion de KOH al 10% por 24 h,
de tal forma que se logré el clareo de las raices. Luego, se retird el exceso de KOH de
las raices con agua y se acidificaron con HCI al 10%. Después, se procedio a tefiir las
raices con azul de tripano al 0.05%. Se colocaron 25 fragmentos de raiz en un
portaobjetos y se humedecieron con lactoglicerol antes de colocar el cubreobjetos sobre

ellas. Se realiz6 la observacion en el microscopio con el objetivo 10X.

El porcentaje de colonizacién de raices fue calculado teniendo en cuenta el nUmero de
raices colonizadas por una estructura caracteristica de hongos micorrizicos
arbusculares, las cuales fueron vesiculas, arblsculos o hifas cenociticas, utilizando la

siguiente formula:

Segmentos colonizados

% de Colonizacion Micorrizica = ( ) * 100

Segmentos observados
Conteo de esporas de hongos micorrizicos arbusculares

La extraccion y conteo de esporas se realizé mediante el método de tamizado hiumedo
con gradiente de sacarosa modificado de Gerderman y Nicholson (1963). Para ello se
pesaron 10 g de suelo seco al cual se le agreg6 aproximadamente un litro de agua, se
agité vigorosamente por 10 s y se dej6 reposar por 40 s, desechando el agua sobre una

columna de tamices de 500 um y 40 um, procedimiento que se repitid cinco veces hasta
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obtener el agua relativamente limpia. El suelo presente en el tamiz de 40 um fue
colectado en tubos de centrifuga con gradiente de sacarosa (20 y 60%) y centrifugados
por 5 min a 3,000 rpm. El sobrenadante fue desechado y el pellet obtenido se pasé
nuevamente por un tamiz de 40 um, lavandose con abundante agua con el fin de retirar
el exceso de sacarosa. El suelo retenido en el tamiz de 40 um fue colectado en una caja
de Petri. El material fue revisado con estereoscopio y las esporas fueron extraidas con
ayuda de una micropipeta. Todas las esporas colectadas fueron colocadas sobre una
lamina con alcohol polivinilico acido-lactico-glicerol (PVLG) y reactivo de Melzer para su
montaje y posterior observacion en el microscopio. Para el conteo de esporas se tuvieron

en cuenta solo aquellas esporas que se encontraran en buen estado.
Perfil metabodlico

Al inicio y final del experimento se realizaron los perfiles metabdlicos de la rizésfera de
F. mexicana para los cuatro tratamientos en las dos condiciones de temperatura,
utilizando microplacas de Biolog ™ EcoPlates (BIOLOG Inc., Hayward, CAC). Cada
microplaca tiene 31 fuentes de carbono y un blanco de agua destilada esterilizada, con
tres repeticiones para cada uno. Los sustratos de carbono utilizados fueron 9 acidos
carboxilicos (Acido D-Galactonico y-Lactona, Acido D-Galacturonico, Acido 2-Hidroxi
Benzoico, Acido 4-Hidroxi Benzoico, Acido y-Hidroxi butirico, Acido D-Glucosaminico,
Acido Itaconico, Acido a-Ketobutirico, Acido D-Malico), 2 aminas/amidas (Fenil etil amina
y Putrascina), 6 aminoacidos (L-Arginina, L-Asparagina, L-Fenilalanina, L-Serina, L-
Treonina, Acido Glicil-L-Glutamico), 7 carbohidratos (B-Metil-D-Glucosida, D-Xylosa, i-
Eritritol, D-Manitol, N-Acetil-D-Glucosamine, D-Celobiosa, a-D-Lactosa), 3 miscelaneos
(Pyruvic Acid Methyl Ester, Glucose-1-Phosphate, D,L-a-Glicerol Fosfato) y 4 polimeros
(Glicogeno, Tween 40, Tween 80, a-Ciclodextrina). Se tomaron 10 g de suelo de cada
tratamiento y se adicionaron a una botella con 90 mL de agua destilada estéril. Con esto
se construyo la dilucion 10-1. Después se realizé una serie de diluciones decimales desde
102 hasta 10°3. Se coloc6 en cada pocillo de la placa biolog 150 pL de las diluciones 10
3. Las placas biolog fueron incubadas a 28 °C, por 24, 48 y 72 h y se realiz6 la lectura de
absorbancia a una longitud de onda de 590 nm, usando un lector de microplacas (Perkin-

Elmer LifeSciences, Massachusetts, EEUU).
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Diversidad metabdlica

La absorbancia obtenida se utiliz6 como la densidad 6ptica (DOI) a la cual se le resto la
absorbancia obtenida del blanco (agua destilada esterilizada). ElI promedio del color
desarrollado en el pozo (AWCD), se calculo teniendo en cuenta la sumatoria total de la
DOi dividido en 31 (numero de sustratos usados):

XDOi

AWCD =
31

5.4.11. Variables ecoldgicas

La diversidad se calcul6 con el indice de Shannon-Weaver (H’) teniendo en cuenta la
siguiente ecuacion:

H = —Z pi (In Pi)
Donde pi es la densidad 6ptica, actividad obtenida en un sustrato particular y la suma de
las actividades de todos los sustratos (Magurran, 1988). Ademas, se calcul6 el indice de
equidad (E) y dominancia de Simpson (D) (Zak et al., 1994; Choi and Dobbs, 1999):

u’

k= H max

Donde H’ es el indice de diversidad de Shannon-Weaver y H max es la diversidad
maxima de la poblacién, calculada como:

Hmax = InS
Donde S es la riqueza, determinada como el numero de pozos con desarrollo de color
(Staddon et al., 1997). El indice de dominancia de Simpson (D) se calcul6 con la
siguiente formula:

D = pi?

Poblacién bacteriana inoculada recuperada

Se realiz6 el conteo de unidades formadoras de colonias en agar nutritivo con antibiético.
Se tom6 1 g de suelo y se adicionaron a un tubo de dilucién de 9 mL con agua destilada
estéril, de alli se realiz6 una serie de diluciones de 10, 102, 103y 10. Se sembraron
100 pL de las diluciones 102 y 10 por triplicado en medio sélido con antibiético
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tetraciclina (40 pl mlt) para cepa 4 y kanamicina (50 pl mIt) para cepa 8, y se incubaron
por 48 h a 28°C. Finalmente, se realizo el conteo de unidades formadoras de colonias

recuperadas de las cepas 4 y 8.

5.4.12. Andlisis Estadistico

Los datos fueron analizados con el paquete estadistico SAS (Statistical Analysis
System), a los cuales se les realizé un analisis de varianza considerando un factorial 2X4

(ANOVA), y una prueba de comparacion de medias (Tukey, a=0.05).

5.5. RESULTADOS

Durante el experimento el sitio con alta temperatura presentd una temperatura promedio
de 19.6 °C y el sitio con baja temperatura de 14.6°C. La maxima temperatura para los
dos sitios se present6 en el mes de abril con un promedio de 22.3 °C y 17.3 °C para el
sitio de alta y baja temperatura, respectivamente. En general se observd una diferencia
de 5.1°C entre los dos sitios (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Temperatura promedio mensual en las dos condiciones en las que se
condujo el experimento de fresa silvestre. Temperatura alta = bajo invernadero,
Temperatura baja = en cielo abierto, Diferencia = diferencia de temperatura entre las dos

condiciones.
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La intensidad luminica del sitio con alta temperatura en promedio fue de 341.3 pmol m?
sty la del sitio con baja temperatura de 630.4 pmol m? s, En los dos sitios la mayor
intensidad luminica se obtuvo a la 1:30 p.m. (Figura 5.2a). Los valores de intensidad
luminica por muestreo mantienen la misma tendencia que la tomada en el perfil del sitio,

siendo mayor para todos los casos en el sitio con baja temperatura (Figura 5.2b).
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Figura 5.2. Intensidad luminica durante el dia (a) (Media + error estandar (n=27)) y en
diferentes fechas (b) (Media * error estandar (n=28)), en el experimento de fresa
silvestre conducido en dos condiciones ambientales. Temperatura alta = bajo

invernadero, Temperatura baja = en cielo abierto.

63



5.5.1. Andlisis de Suelos

Los resultados del analisis de suelo mostraron que en ambas condiciones de temperatura
hubo una disminucién en el contenido de MO, con un aumento en la concentracion de
NOs, NHs y P, al final del experimento. Esta reduccion en el contenido de MO indica un
proceso de mineralizacion de la misma, proceso que es mayor cuando la temperatura es
mas alta, lo que concuerda con la mayor disponibilidad de N en forma de NOs y NHa4, y
P disponible (Cuadro 5.3).

Cuadro 5.3. Diferencia entre las propiedades quimicas finales del suelo de fresa silvestre

inoculada sometidas a dos condiciones de temperatura.

L MO N-NO3 N-NHa4 P
Condicion de
Temperatura

(%) (mg kgt de suelo)

Temperatura

Baja -3.8 +8.0 +0.75 +36
Temperatura

Alta -4.4 +15.0 +2.0 +34

Numeros positivos indican aumento en la concentracién de los analitos y signos negativos indican

reduccion de la concentracién de los analitos con respecto a la concentracion inicial.

5.5.2. Variables de Crecimiento Vegetal

La temperatura tiene un efecto significativo sobre todas las variables de crecimiento
vegetal, mientras que la inoculacion con BFN no mostré efecto sobre las variables,
excepto para tamafo de la planta. La interaccion temperatura y BFN presento un efecto

significativo, solo para la altura (Cuadro 5.4).
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Cuadro 5.4. Efecto de los factores BFN, temperatura y su interaccion sobre las variables

de crecimiento de la planta (ANOVA). Probabilidad de significancia <0.05.

Factor Bacteria
- Temperatura
Fijadora de

. (Tmp) Tmp * BFN
Variable Nitrogeno

(BFN)
Altura (cm) 0.3738 <0.0001* 0.0030*
Longitud de Raiz (cm) 0.1079 <0.0001* 0.8244
Tamafo de la Planta (cm) 0.0439* 0.0027* 0.3907
Biomasa seca aérea (g) 0.5247 0.0001* 0.8503
Biomasa seca raiz (Q) 0.1941 <0.0001* 0.4981
N° de Flores 0.6528 <0.0001* 0.9163
N° de Frutos 0.3752 <0.0001* 0.9653
Peso seco frutos (g) 0.5572 <0.0001* 0.1394
Area Foliar (cm?) 0.4508 <0.0001* 0.3794

A temperatura alta se observaron plantas con mayor altura (12.38 cm), con respecto al
sitio de baja temperatura (10.49 cm). Las plantas inoculadas con la cepa 8 a temperatura
alta presentaron la mayor altura, mientras que a temperatura baja las plantas inoculadas

con las dos cepas fueron més altas (Figura 5.3).

En este estudio el aumento de temperatura afectdé negativamente la longitud de la raiz
disminuyendo el crecimiento de esta en 3.96 cm (18.15%) en el sitio de alta temperatura.
Los testigos absolutos presentaron el menor crecimiento de raiz, aunque sin efecto

estadisticamente significativo (Figura 5.3).

En general, las plantas que no fueron inoculadas con ninguna cepa de BFN presentaron
el menor tamafio. Las plantas inoculadas con BFN, mostraron un comportamiento distinto
en los sitios con alta y baja temperatura. La cepa 8 presentd el mayor tamafo de planta

a alta temperatura pero el el menor tamafo a baja temperatura.
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Figura 5.3. Altura de la planta y longitud de raiz con inoculacion de BFN cepas 8, 4y
8+4, y testigo (T) para temperatura alta (19.6 °C) y baja (14.6°C). Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey a=0.05). * indica diferencias

significativas dada por la temperatura (Tukey a=0.05). Media + error estandar (n=7).

Las plantas sometidas a un aumento de temperatura presentaron mayor acumulacion de
biomasa seca en la parte aérea, 3.1 g mas, con respecto al sitio de baja temperatura. El
peso seco de la raiz fue menor en 3.0 g a temperatura alta que a temperatura baja (Figura
5.4). Los testigos absolutos, a diferencia de las plantas inoculadas con BFN, presentaron
la menor acumulacion de biomasa seca de la parte aérea en ambas condiciones, aunque

sin observarse diferencias estadisticamente significativas entre ellos.

El aumento de temperatura afectd positivamente el area foliar de las plantas, en
promedio estas presentaron un area de 653.17 cm?, mayor que la presentada en el sitio
de baja temperatura, que tuvo un area foliar de 437.06 cm?. En el sitio de temperatura
alta, las plantas inoculadas con la cepa 4 y las dos cepas (4+8), presentaron la mayor
area foliar; mientras que la menor se encontré con la cepa 8. A baja temperatura el
tratamiento testigo mostro la menor area foliar con respecto a los tratamientos inoculados
(Figura 5.5).
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Figura 5.4. Biomasa seca de la parte aérea y la raiz con inoculacion de BFN cepas 8, 4
y 8+4, y testigo (T) para temperatura alta (19.6 °C) y baja (14.6°C). * indica diferencias

significativas dada por la temperatura (Tukey a=0.05). Media + error estandar (n=7).
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Figura 5.5. Area foliar de plantas inoculadas con BFN cepas 8, 4 y 8+4, y testigo (T) para
alta (19.6 °C) y baja (14.6°C). * indica diferencias significativas dada por la temperatura

(Tukey a=0.05). Media * error estandar (n=7).
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La fecha de floracion y fructificacion para los dos sitios inicidé cuatro meses después de
establecido el experimento. Sin embargo, en el sitio de alta temperatura la floracion y
fructificacion empezé dos semanas después con respecto al de baja temperatura. El
namero de flores y frutos siempre fue mayor en el sitio de baja temperatura (Figura 5.6a,
b, cyd).

El aumento de temperatura afecté significativamente el peso seco de los frutos siendo
mayor en el sitio con baja temperatura. El peso seco de los frutos en el sitio con
temperatura alta fue de 0.79 g, mientras en que en el sitio de baja de temperatura el peso
de los frutos cosechados fue de 2.34 g. No se observo efecto relacionado con las BFN,
ni con la interaccién de la temperatura y las BFN. Sin embargo, el testigo absoluto a alta
temperatura present6 el menor peso seco de frutos. EI menor peso seco de frutos para
las plantas sometidas a bajas temperaturas, lo presentaron las plantas inoculadas con la

cepa 8 de BFN (Figura 5.7).
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Figura 5.6. Numero de flores (a, b) y frutos (c, d) acumulados en plantas inoculadas con

BFN cepas 8, 4 y 8+4, para temperatura alta (19.6 °C) y baja (14.6°C).
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Figura 5.7. Peso seco de frutos cosechados en plantas inoculadas con BFN cepas 8, 4
y 8+4, y testigo para temperatura alta (19.6 °C) y baja (14.6°C). * indica diferencias

significativas dada por la temperatura (Tukey a=0.05). Media + error estandar (n=7).

5.5.3. Fotosintesis y contenido y fluorescencia de clorofila

Las variables relacionadas con la fotosintesis, contenido y fluorescencia de clorofila se
vieron afectadas por la temperatura, pero no por la interaccion entre los factores. Las
BFN impactaron positivamente la fotosintesis y el contenido de clorofila en las plantas.
La fotosintesis, el contenido de clorofila, la fluorescencia minima (Fo), fluorescencia
variable (Fv) y eficiencia fotoquimica del PSII (Fv/Fm), cambiaron con el tiempo

presentando diferencias significativas entre los muestreos (Cuadro 5.5).

En la medicion de fotosintesis, en la cual se tuvo en cuenta la planta completa (CIRAS
3), se observo que las plantas del testigo absoluto presentaron el valor mas bajo de
fotosintesis, mientras que las plantas inoculadas con BFN presentaron valores mayores
de fotosintesis, sin presentar diferencias significativas entre los tratamientos 4, 8 y 4+8.

En este estudio, el aumento de temperatura en 5.1°C afect6 directamente la tasa de
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asimilacion de las plantas siendo mayor en el sitio de temperatura alta, 2.80 umol m2 s-
1, con respecto al sitio de baja temperatura con una tasa de asimilacién de 1.86 umol m-
251 En cuanto a la tasa de asimilacion de las plantas en el tiempo, esta disminuyé desde
el muestreo 1 (133 dias después de establecido el experimento) hasta el muestreo 4

(152 dias después de establecido el experimento) (Figura 5.8).

Cuadro 5.5. Efecto de los factores: BFN, temperatura y su interaccion, sobre la
fotosintesis, el contenido de clorofila y la fluorescencia de clorofila (ANOVA).

Probabilidad de significancia <0.05.

Factor
BFN Tmp Tmp * BEN

Variable

Fotosintesis (umol m s1) (CIRAS3) <0.0001* <0.0001* 0.6737
Fotosintesis (umol m2 s1) (CIRAS2) <0.0001* <0.0001*  0.0481*
Contenido de Clorofila (Lecturas SPAD) 0.0001* <0.0001* 0.2032
Fluorescencia minima (Fo) 0.3142 <0.0001* 0.7501
Fluorescencia variable (Fv) 0.5498 <0.0001* 0.2922
Fluorescencia maxima (Fm) 0.4542 <0.0001* 0.3357
Eficiencia Fotoquimica del PSII (Fv/Fm) 0.7101 <0.0001* 0.5487

La fotosintesis medida en el foliolo central de la hoja compuesta completamente abierto
(CIRAS 2), mantuvo la misma tendencia que al medir la planta completa (CIRAS 3). Sin
embargo, en este caso se encontro efecto de la temperatura, las BFN y la interaccion de
los factores. Los testigos absolutos presentaron el valor mas bajo de fotosintesis (6.65
umol m=2 s1), y las plantas inoculadas con las dos cepas (4+8), presentaron una mayor
fotosintesis (9.50 umol m s1) para las dos temperaturas. Por otro lado, el sitio con alta
temperatura presentdé mayor fotosintesis (9.61 pumol m? s?1) que el sitio de baja

temperatura (6.86 pumol m2 st) (Figura 5.9).
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Figura 5.8. Tasa de fotosintesis de las plantas inoculadas con BFN cepas 8,4y 8+4,y
testigo para temperatura alta (19.6 °C) y baja (14.6°C) (CIRAS 3). M1 = 132, M2 = 136,
M3 = 140 y M4 =144 ddi. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos dada por la inoculaciéon de BFN (Tukey a=0.05). * indica diferencias

significativas dada por la temperatura (Tukey a=0.05). Media * error estandar (n=7).
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Figura 5.9. Fotosintesis en plantas inoculadas con BFN cepas 8, 4 y 8+4, y testigo para
temperatura alta (19.6 °C) y baja (14.6°C) (CIRAS 2). M1 =62, M2 =113 y M3 =130 ddi.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey a=0.05).

Media * error estandar (n=7).
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El contenido de clorofila a través del tiempo presentd un aumento significativo desde los
137 hasta los 164 dias (39.06 lecturas SPAD), para luego disminuir entre los 171 y 180
(37.40 lecturas SPAD) dias después de establecido el experimento (Figura 5.10ay b), lo
gue corresponde con un incremento acelerado en la produccién de flores y frutos (Figura
5.6). Por otro lado, el aumento de temperatura afectdé negativamente el contenido de
clorofila, mientras que la inoculacion de las plantas con BFN present6 un efecto positivo.
Los testigos absolutos en los dos sitios presentaron el valor mas bajo de contenido de
clorofila (36.97 lecturas SPAD), con respecto a los tratamientos inoculados con las cepas
4,8y 4+8; 37.80, 37.97 y 38.28 lecturas SPAD, respectivamente (Figura 11a).
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Figura 5.10. Contenido de Clorofila en plantas inoculadas con BFN cepas 8, 4y 8+4,y
testigo para temperatura a) alta (19.6 °C) y b) baja (14.6°C).
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Las plantas sometidas a temperatura alta también presentaron el menor contenido de
clorofila, 37.21 lecturas SPAD, con respecto a las plantas con menor temperatura. Sin
embargo, no se observo un efecto contundente de la temperatura o las BFN, sobre el
contenido de nitrégeno en las plantas de fresa silvestre. En esta variable, seria
recomendable realizar mas estudios y mediciones a lo largo de todo el ciclo para lograr
observar una tendencia (Figura 5.11b).
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Figura 5.11. Contenido de Clorofila en plantas inoculadas con BFN cepas 8, 4y 8+4,y
testigo para temperatura alta (19.6 °C) y baja (14.6°C). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos (Tukey a=0.05). Media + error estandar
(n=7).

Las plantas en el sitio de alta temperatura presentaron mayores valores de fluorescencia
minima (Fo), fluorescencia maxima (Fm), fluorescencia variable (Fv) y eficiencia
fotoquimica del PSII (Fv/Fm). Para el sitio de alta temperatura, la Fo disminuyé desde
los 160 hasta los 180 ddi y la Fm fue mayor en el segundo muestreo. En el sitio de baja
de temperatura, el mayor valor de Fo se observé a los 180 ddi y el Fm aument6 desde
los 160 hasta los 180 ddi (Figura 5.12).
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Figura 5.12. Fluorescencia de la clorofila en plantas inoculadas con BFN cepas 8, 4 y
8+4, y testigo para temperatura alta (19.6 °C) y baja (14.6°C): fluorescencia minima (Fo)
(), fluorescencia variable (Fv) (b), fluorescencia maxima (Fm) (c) y eficiencia fotoquimica
del PSII (Fv/Fm) (d). * indica diferencias significativas dada por la temperatura (Tukey

a=0.05). Media * error estandar (n=7).
5.5.4. Variables relacionadas con las comunidades rizosféricas de F.

mexicana

Temperaturay respiracion del Suelo

La temperatura del suelo en los cuatro muestreos realizados, varidé entre 15.55°C a
18.22°C, observandose la mayor temperatura para los dos sitios en el muestreo 2, 160

dias después de establecido el experimento (Figura 5.13a). El sitio de temperatura baja
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presenté un promedio de 14.23°C, mientras que en el sitio de alta temperatura fue de
19.28°C, con una diferencia de 5.05°C (Figura 5.13b).
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Figura 5.13. Temperatura promedio del suelo a) 153 (M1), 160 (M2), 165 (M3) y 170
(M4) dias después de establecido el experimento y b) para los sitios de temperatura alta
(19.6 °C) y baja (14.6°C). Media * error estandar (n=7).

La respiracion del suelo fue diferente para las cuatro evaluaciones realizadas. La mayor
tasa de respiracion fue de 225.40 mg m?2 h', y corresponde al muestreo 2 (160 ddi),
donde también se observo la mayor temperatura del suelo (18.22°C). El valor mas bajo
de respiracion fue de 158.25 mg m?2 h1, a los 153 ddi (muestreo 1), la cual present6 una

temperatura del suelo de 15.55°C, la menor temperatura registrada.

Las BFN, la temperatura y la interaccion de los dos factores afectaron de manera
significativa la tasa de respiracion del suelo. EI aumento en la temperatura en 5.1°C

aumenté la respiracion del suelo en 67.2 mg m? h! con respecto al sitio de baja
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temperatura. La inoculacion con BFN aument6 significamente la respiracion del suelo. El
testigo presenté el promedio mas bajo, 175.9 mg m2 h, y las plantas inoculadas con las
dos cepas presentaron el promedio mas alto, 219.9 mg m hl, Las plantas inoculadas
con las dos cepas (4+8) a temperatura alta presentaron el valor mas alto de respiracion
269.1 mg m2 hly el testigo a temperatura baja el menor valor, 145.3 mg m2 h? (Figura
5.14).
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Figura 5.14. Respiracion del suelo para a) temperatura alta (19.6 °C) y baja (14.6°C), y

b) en plantas inoculadas con BFN cepas 8, 4 y 8+4, y testigo. Letras diferentes indican

diferencias significativas entre tratamientos (Tukey a=0.05). Media + error estandar

(n=7).

Porcentaje de colonizacion micorrizicay namero de esporas

La temperatura y las BFN mostraron un impacto sobre el porcentaje de colonizacion
micorrizica, pero no se encontré un efecto dado por la interaccion de los factores. Para
el niumero de esporas de HMA, no se observo un efecto estadisticamente significativo de

ninguno de los factores (Cuadro 5.6).
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Cuadro 5.6. Efecto de los factores: BFN, temperatura y su interaccion, sobre el
porcentaje de colonizacion micorrizica y el nimero de esporas por 10 gramos de suelo
seco (ANOVA). Probabilidad de significancia <0.05.

Factor
BFN Tmp Tmp * BFEN
Variable
Porcentaje de colonizacion
_ - 0.0058* <0.0001* 0.3526
micorrizica (%)
Esporas micorrizicas 0.4097 0.5656 0.6498

El porcentaje de colonizacion micorrizica al inicio del experimento no presento
diferencias significativas entre las unidades experimentales, encontrdndose en un rango
entre 33 y 55%. La colonizacion en plantas de F. mexicana fue mayor a los 213 ddi con
respecto al tiempo cero, pasando de 47.36% a 68.09%, aumentando en un 20.73%. En
el sitio de alta temperatura, se observo un incremento en el porcentaje de micorrizacion
del tiempo cero al tiempo final de 10.89%; mientras que las plantas ubicadas a baja
temperatura presentaron un mayor incremento en el numero de esporas a los 213 ddi
con 30.57%.

La colonizacién de HMA en raices de fresa silvestre 213 ddi, fue diferente para los sitios
de alta y baja temperatura, y entre las BFN inoculadas. La colonizacién micorrizica al
final del experimento fue de 77.36%, para el sitio de temperatura baja; y de 58.82% a
temperatura alta (Figura 5.15a). Las plantas del testigo absoluto presentaron el menor
aumento en la colonizacion de raices con respecto al tiempo inicial (8.14%), mientras
gue las plantas inoculadas con BFN mostraron un porcentaje mayor, siendo las plantas
inoculadas con las cepas dos cepas, la de mayor aumento, 32.21% (Figura 5.15b). Los
testigos absolutos en ambos sitios presentaron el menor porcentaje de colonizacion
(62.79%), mientras que el mayor porcentaje de colonizacion lo mostré el tratamiento

inoculado con la cepa 8 (75.57%).
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Figura 5.15. Colonizacién micorrizica para a) temperatura alta (19.6 °C) y baja (14.6°C),
y b) en plantas inoculadas con BFN cepas 8, 4 y 8+4, y testigo. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos (Tukey a=0.05). Letras minusculas en cada
columna corresponden al tiempo inicial y letras mayusculas al tiempo final. Media + error
estandar (n=7).

El nimero de esporas al inicio del experimento no presento diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos. El nimero de esporas de hongos micorrizicos fue mayor
al final del experimento, pasando de 205.2 a 863.3 esporas por 100 g de suelo,
observandose diferencia estadisticamente significativa en el tiempo. Todos los

tratamientos aumentaron entre 60 a 82%, el nUmero de esporas con respecto a lo
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observado al inicio del experimento. Los tratamientos ubicados en el sitio de baja
temperatura incrementaron el niumero de esporas en un 77%; mientras que a alta
temperatura fue de 74%. Sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas para los factores (Figura 5.16).
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Figura 5.16. Numero de esporas en plantas inoculadas con BFN cepas 8, 4y 8+4, y
testigo (T) para temperatura alta (19.6 °C) y baja (14.6°C). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos (Tukey a=0.05). Letras mindsculas en cada
columna corresponden al tiempo inicial y letras mayusculas al tiempo final. Media + error

estandar (n=7).

Para el final del estudio, en promedio la baja temperatura favorecio la esporulacién de
las especies de hongos micorrizicos en todos los tratamientos encontrando 935.7
esporas por 100 g de suelo seco. En el sitio de alta temperatura el promedio de esporas
fue de 790.7, siendo mayor en los tratamientos 4 y 4+8, sin embargo, en este sitio se

observo gran variacion entre las repeticiones (Figura 5.16).
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Poblacién de BFN recuperada

Independientemente de la cepa, el sitio de alta temperatura presenté menor recuperacion
de la poblacién microbiana de BFN, después de 213 ddi. Al aumentar la temperatura se
observé una disminucién en la poblacion de BFN de ambas cepas a 213 ddi, con 35.7 X
10° ufc g%, mientras que en el sitio de baja temperatura la recuperacion fue de 80.8 X
10° ufc g*. Las cepas 4 y 8 mostraron un comportamiento similar con el aumento de
temperatura, disminuyendo su poblacion en ambos casos. La cepa 8 mostré6 una
disminucién del 27.99% y la cepa 4 del 21.82%, en los tratamientos CP8 y CP4. Sin
embargo, cuando se hizo la recuperacion de BFN en el tratamiento CP8+4, la reduccién
fue del 70.10% y 76.73%, para las cepas 8 y 4, respectivamente (Figura 5.17). La cepa
con mayor crecimiento en los sitios de alta y baja temperatura fue la cepa 8 (85.4 X 103
ufc gb).
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Poblacién microbiana (UFC g1)
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CP4 CP8+4 CP4 CP8+4 CP8 CP8+4 CP8 CP8+4
Temperatura Alta Temperatura Baja Temperatura Alta Temperatura Baja
Poblacién cepa 4 Poblacién cepa 8

Figura 5.17. Poblacion microbiana recuperada en suelo de rizésfera de F. mexicana
inoculada con BFN cepas 8, 4 y 8+4, y testigo para temperatura alta (19.6 °C) y baja
(14.6°C). Media * error estandar (n=3).
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5.5.5. Diversidad Metabdlica

El promedio de color desarrollado en el pozo (AWCD), es un indicador de la actividad de
los microorganismos sobre las fuentes de carbono (Gomez-Luna et al., 2012). Al inicio
del experimento no se encontraron diferencias significativas entre las unidades
experimentales para AWCD, ni para los seis grupos de sustratos. La actividad metabolica
medida en el tiempo inicial fue menor (2.18), con respecto a la actividad metabdlica
desarrollada 213 ddi (2.26) (Figura 5.18). La actividad metabdlica incrementd en 3.5%

con respecto al inicio del experimento.
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Figura 5.18. Promedio del color desarrollado en el pozo (AWCD) por las comunidades

de microorganismos rizosféricos de plantas de F. mexicana inoculadas. Tiempo cero (O)

y tiempo final (F). Media * error estandar (n=3).

La actividad metabdlica (AWCD) dentro de los seis diferentes grupos de sustratos no
present6 diferencias significativas en el tiempo inicial. La AWCD para los sustratos
evaluados incremento6 en todos los grupos con respecto al tiempo inicial, excepto en el
sustrato de las aminas/amidas. Al final del experimento teniendo en cuenta el tiempo
inicial, s6lo se observaron diferencias significativas para el grupo de los &cidos

carboxilicos (Cuadro 5.7).
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Cuadro 5.7. Actividad metabdlica (AWCD) para el tiempo inicial y final.

Grupo metabdlico Tiempo Inicial Tiempo Final
Acidos Carboxilicos 226157 a 2,3723 b
Aminas/Amidas 2,3439 a 2,2532 a
Aminoacidos 2,2333 a 2,2793 a
Carbohidratos 2,1794 a 2,2514 a
Miscelaneos 1,9798 a 1,9892 a
Polimeros 2,0409 a 2,1267 a

Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey a=0.05).

Al finalizar el experimento, los dos sitios presentaron actividad metabdlica (desarrollo de
color) en todos los pozos en las primeras 24 h de lectura. El AWCD en los dos sitios, tuvo
un comportamiento de crecimiento logaritmico aunque en el sitio de baja temperatura el
punto de inflexién ocurrié a las 48 h mientras que a alta temperatura se dio a las 72 h
(Figura 5.19a y b). Sin considerar el efecto de las BFN, el AWCD a las 24, 48 y 72 h fue
mas alto en el sitio de temperatura baja, observandose diferencias estadisticamente
significativas a las 24 y 48 h. Por otro lado, la actividad metabdlica dada por el efecto de
las BFN presento diferencias significativas sélo a las 72 h.

La actividad metabolica (AWCD) de las comunidades microbianas en cuanto a los grupos
de sustratos fue diferente por efecto de las BFN, la temperatura y la interaccion de estos
dos (Cuadro 5.8), por ejemplo, las Aminas/Amidas y Aminoacidos, no se vieron afectados
por ningun factor; mientras que los Carbohidratos y Polimeros, se vieron afectados
negativamente por el incremento en la temperatura en 5.1°C (Figura 20a). En el caso de
los Miscelaneos y Acidos Carboxilicos, las plantas con presencia de BFN presentaron
menor actividad en comparacion con el testigo absoluto (Figura 5.20b).
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Figura 5.19. Promedio de color desarrollado en el pozo (AWCD) para a) temperatura a)

alta (19.6 °C) y b) baja (14.6°C) en plantas inoculadas con BFN cepas 8, 4y 8+4, y

testigo.

Cuadro 5.8. Efecto de los factores: BFN, temperatura y su interaccion, sobre la actividad

metabdlica (AWCD) para los grupos metabélicos: Acidos Carboxilicos, Aminas/Amidas,

Aminoacidos, Carbohidratos, Miscelaneos y Polimeros (ANOVA). Probabilidad de

significancia <0.05*.

Factor
BFN Tmp Tmp *BFN
Variable
Acidos Carboxilicos 0.0330* 0.4247 0.1461
Aminas/Amidas 0.1292 0.1137 0.5339
Aminoacidos 0.0855 0.6450 0.9304
Carbohidratos 0.2577 0.0296* 0.2797
Miscelaneos 0.0446* 0.0572 0.6109
Polimeros 0.1254 0.0455* 0.4009
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Figura 5.20. Actividad metabdlica de las comunidades de microorganismos rizosféricas
de F. mexicana en los diferentes sustratos para a) temperatura alta (19.6 °C) y baja
(14.6°C), y b) en plantas inoculadas con BFN cepas 8, 4y 8+4, y testigo. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey a=0.5). Media = error

estandar (n=3).

5.5.6. Variables ecolégicas

Al inicio del experimento no se encontraron diferencias significativas entre las unidades

experimentales para la diversidad metabdlica (H"), equidad (E) y dominancia (D). La
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diversidad (H") y la equidad (E), aumentaron en 0.29%; mientras que la dominancia (D)

disminuyo en 1.80%, desde el tiempo inicial hasta el final del experimento (Cuadro 5.9).

Cuadro 5.9. Diversidad metabolica {indice Shannon-Weaver (H')}, equidad (E) y

Dominancia {indice Simpson (D)} para el tiempo inicial y final.

TIEMPO Shannon-Weaver (H’) Equidad (E) Dominancia de Simpson (D)

INICIAL 3,3976 a 0,9894 a 0,0343 a

FINAL 3,4073 b 0,9922 b 0,0337 b

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey a=0.05).

A los 213 ddi los indices de: equidad (E), dominancia de Simpson (D) y diversidad
metabdlica de Shannon-Weaver (H’), mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre los sitios, pero no para la inoculacion con BFN, ni para la interaccion

entre los factores.

La diversidad metabdlica y la equidad de las comunidades microbianas se vieron
afectadas negativamente por el aumento de temperatura en 5.1°C. El sitio de baja
temperatura presentd la mayor diversidad metabdlica y equidad con respecto al sitio de
alta temperatura (Cuadro 5.10). El sitio de alta temperatura presenté la mayor
dominancia, representada principalmente por la actividad metabolica de los

microorganismos en el grupo de los acidos carboxilicos y los aminoacidos (Figura 5.21).
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Cuadro 5.10. Diversidad metabdlica (indice Shannon-Weaver (H’)), equidad (E) y

Dominancia (indice Simpson (D)) para los sitios de baja y alta temperatura.

Shannon- _ Dominancia de
Factor Equidad (E) _
Weaver (H’) Simpson (D)
3.4028 a 0.9909 a 0.0340 a

Temperatura Alta
Temperatura Baja 3.4118 b 0.9935b 0.0334 b
Significancia

Bacteria Fijadora de

o, p = 0.0883 p = 0.0863 p=0.1114
Nitrogeno (BFN)
Temperatura (Tmp) p = 0.0306* p =0.0319* p =0.0219*
Tmp * BEN
p =0.6524 p = 0.6388 p = 0.5644

*ANOVA: Probabilidad de significancia <0.05.

Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey a=0.05).
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Figura 5.21. Promedio del color desarrollado en el pozo (AWCD) por comunidades de
microorganismos rizosféricos de plantas de F. mexicana a temperatura alta (19.6 °C)

(para seis fuentes de sustrato. Media * error estandar (n=3).
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5.6. DISCUSION

La intensidad luminica y la temperatura son factores ambientales estrechamente
relacionados con la fenologia, desarrollo, crecimiento, floracion, fructificacion, biomasa y
fotosintesis de la planta (Salisbury y Ross, 1992; Hatfield y Prueger, 2015; Freschet et
al., 2015; Valencia et al., 2016). La planta desarrolla estrategias de adaptaciéon a los
cambios en el ambiente, como la temperatura y/o intensidad luminica, de tal forma, que

en muchos casos logra adaptarse.

Algunas de estas adaptaciones morfoldgicas y de fotomorfogénesis, estan vinculadas a
cambios en la fenologia vegetativa y reproductiva, area foliar, elongacién del tallo,
elongacion de los entrenudos, longitud de la raiz, altura de la planta, entre otros
(Salisbury y Ross, 1992; Valencia et al., 2016; Freschet et al., 2015). El incremento en
la temperatura y eventos con temperaturas extremas, pueden causar estrés en la planta
induciendo, por ejemplo, disminucién en la polinizacion, floracién, fructificacion y
viabilidad del polen; asi como aborto floral, infertilidad, reduccion en el tamafio y peso
del fruto (Hatfield y Prueger, 2015; Ledesma y Kawabata, 2016; Muller et al., 2016;
Prasad y Djanaguiraman, 2014).

En este estudio el incremento de temperatura, permitio mayor altura, biomasa seca aérea
y area foliar, pero con una menor longitud y biomasa seca de la raiz en plantas de fresa
silvestre. El incremento en la biomasa seca de la parte aérea fue de 20.80% con una
disminucion de la biomasa radical del 30.27%. Estos resultados son similares a los
encontrados por otros autores, quienes reportan un incremento en el peso seco aéreo
entre 5 — 40% en diferentes especies de plantas con un aumento de temperatura
(Heinemeyer y Fitter, 2004; Kytoviita y Ruotsalainen, 2007; Biasi et al., 2008).

Wu et al. (2011) reporta un aumento en la biomasa aérea del 27%, pero sin un efecto
aparente sobre la biomasa radical, debido a un incremento de temperatura. Por otro lado,
existen reportes de mayor peso seco de raiz (Flanagan et al., 2013; Liu et al., 2017;

Gavito y Azcon-Aguilar, 2012), o disminucion de la biomasa radical entre 24% a 62%
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(Zhou etal., 2011; Bronson et al., 2008), en diferentes especies de plantas al aumentar

la temperatura.

La respiracién del suelo, relacionada con la produccién de CO2, dada por los
microorganismos Yy la fauna del suelo, las raices de las plantas y en menor grado por la
oxidacion de los compuestos carbonados (Lloyd y Taylor, 1994; Luo y Zhou, 2006)
incrementd en 17.76%, al aumentar la temperatura en 5.1°C. Este mayor flujo de COz2
derivado de la respiracion del suelo, por un aumento en la temperatura ha sido reportado
por diferentes autores entre 10% a 45% para diferentes ecosistemas y tipos de cultivos
(Liu et al., 2016; Wu et al, 2011; Schindlbacher et al., 2009; Schindlbacher et al., 2012;
Chun etal., 2017).

De acuerdo a lo anterior, en esta investigacion la respiracion del suelo vinculada a la
respiracion de las raices podria ser menor, dada la disminucion en la biomasa radical.
Por tanto, el aumento en la respiracion del suelo en este investigacion pudo darse por un
lado por la oxidacion de los compuestos de carbono mas labiles (Bronson et al., 2008;
Melilo et al, 2002; Peterjohn et al., 1994), y por otro, el cambio en las comunidades
microbianas del suelo especialmente en la diversidad catabdlica, favoreciendo las

comunidades microbianas de hongos (Wang et al., 2017).

Asimismo, el aumento en la respiracion del suelo puede ser respuesta a la
descomposicion de la materia organica, junto con una acelerada mineralizacién del
suelo, lo que permite méas disponibilidad de nutrientes para la planta, relacionado con
una mayor acumulacién de biomasa seca de la parte aérea (Rustad et al., 2001; Liu et
al., 2016; Chun et al.,, 2017), con un menor crecimiento de la raiz (Zhou et al., 2011),
ya gque esta no necesita extenderse en busca de nutrientes (Freschet et al., 2015). Con
un incremento de temperatura, la alta disponibilidad de nitrogeno para la planta por una
mayor tasa de mineralizacién (Biasi et al., 2008; Rustad et al., 2001), reduce la necesidad
de crecimiento de la raiz, lo cual disminuye los pelos radicales encargados de la
absorcion de N para la planta (Zhou et al., 2011). Wang et al. (2017), encontraron que

un cambio en la composicion y cantidad de las comunidades microbianas, pueden
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originar cambios en la produccion, mortalidad y tasa de retorno de las raices, relacionado
a su vez con los cambios en la productividad de la planta y la composicién quimica de
los residuos organicos derivados de ella, limitando los recursos para los
microorganismos, de tal forma que se puede beneficiar una comunidad microbiana mas
gue otra (Wang et al., 2017).

La fotosintesis es uno de los procesos de la planta que se ve afectado por las condiciones
ambientales, como alta y baja temperatura, contaminacion ambiental, alta luminosidad,
deficiencia de nutrientes y agua, entre otros (Baker y Rosenqgvist, 2004). En esta
investigacion, las plantas sometidas a temperatura alta, presentaron valores mayores de
fotosintesis (28 a 33%), fluorescencia minima (Fo), fluorescencia variable (Fv),
fluorescencia maxima (Fm) y eficiencia fotoquimica del PSIlI (Fv/Fm). Greer (2015),
reporta mayor tasa de fotosintesis a temperatura alta en hojas de manzana, sin
diferencias aparentes en la medida de fluorescencia de la clorofila. Por su parte en F.
vesca se reporta una disminucion en la fotosintesis neta con un incremento en la
intensidad luminica (Chabot y Chabot, 1977).

La eficiencia fotosintética del PSII, se encontré en 0.69 a alta temperatura y en 0.60 a
baja temperatura. Las plantas en este estudio presentaron valores bajos de Fv/Fm,
aunque cercano al rango de 0.7 a 0.85, tipico de plantas no estresadas, siendo un valor
optimo 0.83 (Maxwell y Johnson, 2000; Baker, 2008). Vega-Frutis et al., (2014),
encontraron gque al incrementar la temperatura de 16°C a 26°C, se observaba un valor
de Fv/Fm mayor que a temperatura baja. Esto puede ser resultado de la capacidad de
absorber luz por parte de las plantas, dado por la intensidad luminica y la humedad, y su
interaccién con la temperatura. Un efecto negativo sobre el aparato fotosintético se ha
observado a baja temperatura con alta intensidad luminica (Goh et al., 2012), como en

el caso de este estudio.

Por otro lado, al analizar los cambios de Fo y Fm, por sitio, se observo una disminucién
de estos a temperatura alta; mientras que las plantas sometidas a condiciones de

temperatura baja mostraron un incremento en Fo y Fm, desde el primer muestreo (160
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ddi) hasta el ultimo muestro (180 ddi). Estos resultados sugieren que las plantas pueden
encontrarse en una fase de aclimatacion (Greer, 2015; Baker y Rosenqgvist, 2004); o un
proceso de regulacidn, recuperacion o ajuste de las reacciones y de la capacidad
fotosintética; o por cambios en la capacidad de disipacién térmica (Porcar-Castell et al.,
2008). Asimismo, una disminucion en la sefales de fluorescencia de la clorofila, puede
darse con un incremento en el contenido de clorofila en la planta, lo cual puede ocurrir
debido a un aumento en la reabsorcién de la proporcion de fluorescencia emitida

(Bjorkman y Demmig, 1987).

De igual manera, un aumento de los valores de fluorescencia minima y una disminucién
en Fm, pueden reflejar una pérdida o destruccion de los centros de reaccion del PSII, o
una ruptura en el transporte de electrones (Bolhar-Nordenkampf et al., 1989; Baker,
2008). También se ha reportado que una disminucién en Fv/Fm, puede estar dada por
dafios de foto-inhibicion ocasionados por la luz en plantas sujetas a diferentes
condiciones de estrés ambiental y su respuesta de resistencia a las condiciones
ambientales, tales como bajas temperaturas con alta radiacion solar (Boese y Huner,
1990; Bolhar-Nordenkampf et al., 1989).

En general, muchas caracteristicas morfologicas de la hoja y la fenologia vegetativa de
la planta, esta relacionada con los factores ambientales, tales como la temperatura, la
intensidad luminica y la precipitacién (Li et al., 2015; Chabot y Chabot, 1977; Boese y
Huner, 1990; Valencia et al., 2016). El aumento en el &rea foliar suele ser una estrategia
adaptativa de la planta, de tal forma que al aumentar su area fotosintéticamente activa,
fortalece su habilidad para competir por radiacion solar y con ello todos los procesos
relacionados con la fotosintesis, y la produccién de biomasa seca en la planta (Evans y
Porter, 2001; Zhong et al., 2014).

Una mayor aérea foliar especifica (area foliar por unidad de materia seca de la hoja),
puede estar dado como una respuesta de aclimatacion a una baja intensidad luminica
(Freschet et al., 2015). En este estudio se encontr0 que las plantas sometidas a

temperatura alta, presentaron mayor area foliar, con respecto a las de baja temperatura.
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Un aumento en el area foliar con un incremento de temperatura ha sido reportado por
varios autores (Heinemeyer y Fitter, 2004; Ghannoum et al., 2009), vinculado al
fotoperiodo (Sgnsteby et al.,, 2016). Sin embargo, Zhong et al. (2014), reporta una
disminucién en el area foliar de Phragmites australis y ningin cambio en Imperata
cylindrica con un incremento de temperatura, asi como lo observado por Hatfield y
Prueger (2015). La respuesta de las plantas a los eventos de cambio climatico depende

de las caracteristicas intrinsecas de cada una (Zhong et al., 2014).

En este estudio, el incremento en la biomasa seca de la parte aérea esta relacionado
con un aumento en la fotosintesis, una mayor area foliar, e indirectamente con la
disponibilidad de nutrientes, derivados posiblemente de una alta tasa de mineralizacion
de la materia organica del suelo (Rustad et al., 2001). La disminucion en la biomasa de
la raiz, puede atribuirse a un incremento en la mineralizacion del suelo con una posterior
disponibilidad de N para la planta (Zhou et al., 2011), asi como por un efecto dado por
el cambio en las comunidades microbianas por el incremento de temperatura (Wang et
al., 2017). Por otro lado, la respuesta en mayor biomasa aérea y menor biomasa radical,
posiblemente fue un cambio alométrico, entre la parte aérea y raices, debido a la
adquisicién del recurso mas limitante, de tal forma que la planta invierte mas biomasa en
el 6érgano encargado de adquirir ese recurso (Freschet et al., 2015; Sgnsteby et al.,
2016).

En este estudio el aumento de temperatura en 5.1°C afect6 directamente el desarrollo
reproductivo de la planta, disminuyendo la floracion, fructificacion y el peso seco de los
frutos; y postergo la época de floracion en 16 dias. Una de las primeras sefiales de la
planta al incremento de temperatura son las respuestas fenoldgicas vegetativas y
reproductivas (Hatfield y Prueger, 2015; Valencia et al., 2016). Sgnsteby et al. (2016),
encontraronun retraso en la floracion de 14 dias en plantas de fresa comercial bajo
condiciones de alta temperatura y dias cortos. Igualmente, Cao et al. (2016), reportaron

un retraso en el inicio de la floracion en 3.6 dias para Cardamine hirsuta.
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La disminucion en el numero de flores y frutos en plantas sometidas a periodos de alta
temperatura o por un incremento en la temperatura, ha sido reportado en diferentes
estudios (Ledesma y Kawabata, 2016; Liu et al., 2012; Valencia et al., 2016). En
Antennaria dioica se encontro una disminucion en el numero de brotes florales con un
aumento en la temperatura, tanto de 5y 10 °C (Vega-Frutis et al., 2014). Otros estudios,
sin embargo, han encontrado que un aumento de temperatura incrementa el nimero de

flores por planta y el peso de los frutos (Sgnsteby et al., 2016; Cao et al., 2016).

Los resultados encontrados en este estudio, sobre fructificacion y floracidon, pueden ser
una respuesta a la disminucion en la capacidad de floracién inducida por un efecto
fisioldgico, la vernalizacion, proceso que puede ser afectado por el calentamiento en el
ambiente (Liu et al., 2012; Chouard, 1960). En fresa cultivar Camarosa se ha encontrado
gue largos periodos de vernalizacion de 4 +/- 1°C, mejora la producciéon (de Oliveira y
Scivittaro, 2009). Las plantas endémicas de condiciones frias, podrian verse afectadas
negativamente con un aumento de temperatura, en la fenologia de la floracion y en la
reproduccion, lo que podria implicar un riesgo para la supervivencia de la especie (Vega-
Frutis et al., 2014). Sin embargo, las fresa silvestre puede reproducirse vegetativamente,
lo que podria permitir una migracién de esta bajo eventos de cambio climatico, aunque

una prediccion en este sentido es complicada (Liu et al., 2012)

En esta investigacion, las BFN presentaron un efecto sobre el tamafio de la planta, la
fotosintesis, el contenido de clorofila y el porcentaje de colonizaciéon micorrizica. Las
plantas del tratamiento CP4+8, presentaron la mayor tasa de fotosintesis y contenido de
clorofila, mientras que los testigos fueron los mas bajos. El contenido de clorofila se ha
relacionado en diversas ocasiones con el contenido de nitrégeno, por tanto, un mayor
contenido de clorofila en las plantas inoculadas con BFN puede estar relacionado con la
capacidad de estas bacterias para fijar N atmosférico, quedando esté disponible para la
planta (Robertson y Groffman, 2015; Coleman y Wall, 2015).

Las plantas inoculadas con BFN presentaron el mayor porcentaje de colonizacion

micorrizica con respecto al testigo. Se ha encontrado que bacterias aisladas de la
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rizésfera de plantas micorrizicas, favorecen el porcentaje de colonizacién micorrizica
debido a que tienen la capacidad de degradar los tejidos vegetales de la raiz facilitando
la penetracion de los HMA y la formacion de la simbiosis. Aismismo, ayudan en la
germinacion y maduracion de las esporas, aumentan la formacion de micelio extraradical
y de nuevas esporas (Awasthi et al., 2011; Roesti et al.,, 2005; Fernandez-Bidondo et
al., 2016).

Adicionalmente, se observo que las plantas inoculadas con la cepa 8 a temperatura alta
presentaron el mejor comportamiento en crecimiento de la planta, mientras que a
temperatura baja las plantas inoculadas con la cepa 4 y con ambas cepas 4+8,
presentaron mayor desarrollo, aunque sin diferencias estadisticamente significativas
para las variables biomasa seca de la parte aérea y area foliar. Este comportamiento se
ve reflejado con la poblacion microbiana recuperada en el sitio de alta temperatura, la

cual fue mayor para la cepa 8 (53.6 X 102 ufc g1), que para la cepa 4 (17.7 X 103 ufc g
1)_

Lo anterior, puede sugerir que de las dos cepas aisladas del suelo rizésferico de fresa
silvestre, la cepa 8 podria tener mejor capacidad de adaptacion a eventos de aumento
de temperatura vinculado con el crecimiento de la planta. Zhang et al. (2014),
encontraron que con un incremento de temperatura entre 0.4 a 1.7°C, aumentaba la
abundancia de todos los grupos microbianos, excepto de los protozoos. Los
microorganismos del suelo tienden a presentar un comportamiento distinto a eventos de
aumento de temperatura; mientras que algunas comunidades de microorganismos
pueden aumentar su crecimiento otras disminuyen, esto esta relacionado con la
capacidad de termo-adaptacion, cambios en la productividad de la planta, composicién
guimica, cantidad y calidad de la materia organica, adaptacion evolutiva, pérdida del
carbono labil del suelo, entre otros (Wang et al., 2017; Creamer et al., 2015; Bradford et
al., 2010; Romero-Olivares et al., 2017).

En este estudio, el porcentaje de colonizacion micorrizica de la planta y el nUmero de

esporas fue mayor en el sitio de baja temperatura con respecto al sitio de alta
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temperatura. Monz et al. (1994), reportaron una disminucion en la colonizacion
micorrizica de Pascopirum smithii del 15% con un aumento de temperatura en 4°C. Por
otro lado, Martin y Stutz (2004), reportan igualmente una disminucién en la colonizacion
de Capsicum annuum con un aumento de temperatura, para dos de los tres indculos
utilizados en la investigacion. Sin embargo, otros autores reportan un incremento en la
colonizacion micorrizica con un incremento en la temperatura (Heinemeyer y Fitter, 2004;
Kytoviita y Ruotsalainen, 2007; Gavito et al., 2005).

El sitio de baja temperatura pudo presentar una mayor colonizacion micorrizica en las
plantas de F. mexicana, debido a una posible limitacion de nutrientes, como el N, dada
una menor mineralizacion de la materia organica del suelo (Zhou et al., 2011) o a una
inmovilizacién de N por parte de las comunidades microbianas (Wilson y Agnew, 1992).
Pese a que se encontré6 un mayor porcentaje de colonizacidén en las raices de fresa
silvestre a baja temperatura, estas no mostraron una biomasa aérea mayor a la del sitio
de alta temperatura, lo que indica que las especies micorrizicas presentes en el suelo no
beneficiaron el crecimiento y transferencia de nutrientes a la planta, como se ha

observado en ecosistemas frios (Kytéviita y Ruotsalainen, 2007).

En cuanto a la diversidad metabdlica microbiana determinada con el indice de Shannon-
Weaver (H’) y la equidad (E), estas fueron mayores en el sitio de baja temperatura,
mientras que la dominancia de Simpson (D) fue mayor en el sitio de alta temperatura,
vinculada principalmente a la actividad metabodlica de las comunidades microbianas
asociadas a los sustratos de los acidos carboxilicos. Sin embargo, en general se observo
una disminucion en cuanto a la actividad metabdlica en el sitio de alta temperatura. Estos
resultados son similares a los encontrados por Wang et al. (2017), reportaron menor
diversidad con un incremento de temperatura, asi como una disminucién en los patrones

de utilizacion de las diferentes fuentes de sustratos.

La composicion, estructura, abundancia, diversidad, funcionalidad y crecimiento de las
comunidades microbianas, incluyendo los hongos micorrizicos arbusculares; asi como la

actividad enzimatica, pueden ser afectadas por el incremento en la temperatura del suelo
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(Staddon et al., 2002; Zhang et al., 2014). Pero a su vez, la respuesta observada puede
estar influenciada por los cambios en la fotosintesis y produccion de biomasa seca de la
planta derivado de un aumento en la temperatura del ambiente, debido a que la planta
puede mover una mayor cantidad de carbono hacia el suelo (materia orgénica y
exudados de la raiz), afectando fuertemente la disponibilidad de sustrato y con ello el
crecimiento y la actividad de las comunidades microbianas (Staddon et al, 2002; Pendall
et al., 2003; Berg y Steinberger, 2008; Zhang et al., 2014).

El aumento de temperatura, vinculado al cambio climatico puede tener efectos negativos
0 positivos, tanto en la superficie del suelo (plantas) como debajo de ella. La respuesta
de las plantas al ambiente, es diferente dependiendo la condicion de estrés o cambio al
gue se someta, 0 las combinaciones de estos, asi como de las caracteristicas
genotipicas y fenotipicas de la planta. Ademas, los microorganismos del suelo estan
estrechamente relacionados con los cambios que ocurren dentro de la planta, y en
muchos casos su desarrollo depende de esta, pero a su vez estan fuertemente
vinculados a los eventos que ocurren constantemente en el suelo, que finalmente
responden a los cambios en el ambiente. Por tanto, un simple cambio en uno o mas
factores del ambiente puede desencadenar gran cantidad de eventos dentro del
ecosistema, y con ello una variedad de respuestas, que en muchos casos pueden dar

como resultado patrones similares o diferentes.

5.7. CONCLUSIONES

e Fragaria mexicana y las comunidades microbianas asociadas a su rizosfera, se
encuentran mejor adaptadas a condiciones frias (19.6°C), debido a que esta
planta naturalmente crece en altitudes altas con temperaturas entre 10-14°C, sin
embargo, estas podrian llegar a adaptarse bajo condiciones de cambio climatico
y colonizar nuevas areas.

e En este estudio un aumento en la temperatura de 5.1°C, presenté un efecto
negativo para la reproduccion de las plantas, la biomasa radical y las comunidades

microbianas asociadas a ella.
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e El incremento en la temperatura presentd un efecto positivo sobre la biomasa
aérea, la altura de la planta y el area foliar.

e EIl porcentaje de colonizacidbn micorrizica en las plantas de F. mexicana fue
estadisticamente mayor a temperatura baja.

e EIl sitio con temperatura baja presentd mayor diversidad y equidad en las
comunidades microbianas de la rizésfera, mientras que el sitio de alta temperatura
presentd mayor dominancia, principalmente dada por la actividad metabdlica en
el grupo de los acidos carboxilicos.

e El incremento en la temperatura afectdé negativamente la poblacién de BFN
recuperadas del suelo rizosférico de F. mexicana, la cual fue mayor en el sitio de
baja temperatura.

e La respiracion del suelo fue mayor en el sitio de alta temperatura, lo cual puede
estar relacionado con una mayor tasa de descomposicion de materia organica y

mineralizacion del suelo.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES GENERALES

El desarrollo de un protocolo de propagacion in vitro en F. mexicana permitio
dilucidar la mejor combinacién de reguladores de crecimiento y el tipo de explante

adecuado para utilizar durante el cultivo de fresa silvestre in vitro.

La respuesta a un incremento de temperatura de las plantas de F. mexicana

estuvo dada por un patron diferente entre la parte aéreay la raiz.

Los principales cambios fisioldgicos ocurridos en las plantas de fresa silvestre (F.
mexicana) sometida a condiciones de alta temperatura estuvieron relacionados
con una mayor tasa de asimilacion neta, biomasa seca aérea, area foliar, altura

de la planta y fluorescencia de la clorofila.

La diversidad metabdlica en la rizésfera de fresa silvestre (F. mexicana) sometida
a diferentes condiciones de temperatura, disminuyé al incrementar la temperatura,

aumentando el indice de dominancia en las comunidades microbianas.

La colonizacién y el numero de esporas de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) en la rizésfera de fresa silvestre (F. mexicana) bajo diferentes condiciones

de temperatura, fue mayor a temperatura baja.

Las bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre (BFN) en la rizésfera de fresa

silvestre (F. mexicana) disminuyeron al aumentar la temperatura.

Los resultados obtenidos en este estudio pueden dar informacion importante
sobre los posibles efectos del cambio climatico en plantas de fresa silvestre

presentes en bosques templados de México.
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El cambio climatico puede afectar negativamente las comunidades microbianas
de la rizésfera de fresa silvestre, disminuyendo su poblacion y las interacciones

con su hospedero simbionte.

Las respuestas de las plantas de F. mexicana puede estar dada por mas de un
factor dentro del sistema suelo-planta-ambiente, directa o indirectamente

relacionado con el incremento en la temperatura.

Aungue se observa un efecto positivo de las plantas de fresa silvestre en cuanto
a la biomasa seca de la parte aérea; la reproduccion de la planta puede ser

afectada negativamente por un aumento en la temperatura en 5.1°C.

El equilibrio de todo el ecosistema de las plantas de F. mexicana puede verse
ampliamente afectado al aumentar la temperatura, por lo tanto es importante
realizar nuevas investigaciones teniendo en cuenta otros factores como la
humedad del suelo y analizando mas variables como la tasa de mineralizacion del
suelo y descomposicién de la materia organica; el efecto sobre otras comunidades

microbianas; y el movimiento de carbono en el sistema.
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