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RESUMEN

Dasylirion cedrosanum Trel., es una planta de importancia comercial para la
elaboracion de una bebida alcohdlica llamada sotol, sin embargo, hay muchos
aspectos bioquimicos que se desconocen de esta planta, entre ellos, se
encuentra el tipo de metabolismo fotosintético que lleva a cabo. Por lo anterior,
se propuso el actual trabajo de investigacion con el objetivo de determinar si el
metabolismo fotosintético de D. cedrosanum es C3, C4 o CAM. Los estudios
experimentales se realizaron en plantas que recibieron nutricién (Solucién
Steiner al 25%) y riego adecuado durante 7 semanas, y posteriormente, fueron
sometidas durante dos semanas a estrés hidrico. Durante 24 horas consecutivas
se cuantifico la conductancia estomatica, resistencia estomatica, °Brix, azlcares
totales y acidez titulable, estas determinaciones se realizaron en dos fechas
diferentes con lotes distintos de plantas. La mayor conductancia estomatica se
registré en el envés de las hojas mostrando una apertura estomatica en las
primeras horas de la mafana; en el caso de la resistencia estomatica el
incremento ocurrié durante el atardecer, manteniéndose constante durante toda
la noche. Los valores de azucares totales y la acidez titulable no variaron durante
las 24h. Los niveles de °Brix aumentaron durante las horas de luz. De acuerdo a
los parametros analizados se observa que la apertura ocurre alrededor de las
7:00 am y se mantienen abiertos hasta aproximadamente las 6:00 pm, con lo
cual deducimos que la planta presenta un comportamiento caracteristico al

metabolismo fotosintético C3 o C4.

Palabras claves: Dasylirion cedrosanum, metabolismo, resistencia,

conductancia, °Brix.



[. INTRODUCCION

El sotol Dasylirion cedrosanum Trel. es un importante componente ecolégico en
zonas aridas y semiaridas del Sur de Estados Unidos y Norte de México que
contribuye al mantenimiento del suelo y que ha formado parte integral de la
historia humana desde que los pobladores némadas consumian su tallo o pifia.
En la actualidad tiene una importancia economica creciente debido a la
produccién de una bebida alcohdlica a partir de la fermentacion de su pifia, la
cual tiene como denominacion de origen “sotol” para los estados de Coahuila,
Chihuahua y Durango (Poinar et al., 2001). A pesar de la importancia econémica
y comercial de Dasylirion cedrosanum es poca la informacién disponible acerca
de la composicion bioquimica y genética de la planta, asi como, tampoco se ha
logrado establecer el tipo de metabolismo fotosintético de ésta. Por lo anterior,
el objetivo de esta investigacion se centré en la determinacién del tipo de
metabolismo fotosintético de plantas de D. cedrosanum sometidas a estrés
hidrico por medio de la cuantificacibn de parametros relacionados con el
intercambio gaseoso de CO: y vapor de agua (resistencia estomatica y
conductancia estomatica), asi como de andlisis tradicionales basados en
variables bioquimicas que evaltan la acumulacion de azucares (azUcares totales

y °Brix) y acumulacién de acidos organicos (acidez titulable).



1.1 Justificacién

Debido a que no existe un reporte cientifico con comprobacién experimental que
indique el tipo de metabolismo fotosintético en Dasylirion cedrosanum, se
propuso evaluar en condiciones controladas de nutricién y estrés hidrico el

comportamiento fotosintético en esta planta.

1.2 Objetivo general

Establecer el tipo de metabolismo fotosintético en plantas de Dasylirion

cedrosanum sometidas a condiciones controladas de nutricion y estrés hidrico.

1.3 Objetivos especificos

» Evaluar el comportamiento del almacenamiento de azucares y acidos
organicos durante 24 horas consecutivas en hojas de Dasylirion
cedrosanum.

» Evaluar el cambio de la resistencia y conductancia estomatica durante 24
horas en el tejido fotosintético de Dasylirion cedrosanum.

» Determinar mediante los resultados obtenidos el tipo de metabolismo

fotosintético de la planta.

1.4 Hipotesis

Las plantas de Dasylirion cedrosanum sometidas en un ambiente de estrés

hidrico presentan el metabolismo acido de las Crasulaceas.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Dasylirion cedrosanum.

Es una especie que se distribuye en el matorral desértico rosetofilo y matorral
crasirosulifolio espinoso, aunque también se encuentra en regiones semiaridas
de las zonas de transicion que ocupa una importante superficie en el territorio
nacional, principalmente en los estados de Durango, Coahuila y Chihuahua
(Marroquin et al., 1981).

2.2 Clasificacion botanica.

El género Dasylirion ha sido ubicado en diferentes familias botanicas, tales como
Liliaceae (Standley, 1920), Amaryllidaceae, Agavaceae (Hutchinson, 1934;
Cronquist 1981) y Nolinaceae (Dahlgren et al., 1985), sin embargo no se habia
realizo un estudio filogenético para Dasylirion y géneros cercanos, hasta el
publicado por Bogler (1994, 1995). Recientemente se le ubica en la familia
Asparagaceae y la subfamilia Nolinaceae (USDA, ARS, National Genetic
Resources Program, GRIN, 2013).

2.3 Descripcion Morfologia.

Dasylirion cedrosanum tiene como caracteristicas ser una especie perenne,
dioica, semisuculenta, con espina en los bordes, policarpica, semicilindrica
grande que adquiere esta forma al ir desarrollando sus hojas muy angostas del
centro hacia la periferia, produciendo un tallo en forma de “pifia”, que puede
alcanzar hasta 3 metros, con un peso de mas de 100 kg (Melgosa y Santos,
2004; Bogler, 1994).

D. cedrosanum o “sotol ceniza” es una planta con tallos simples o ramificados
con desarrollo de flores unisexuales con un solo tipo de gametos; es decir, se
pueden encontrar plantas por separado con un escapo que desarrolla flores con
estambres (masculinas) de color verde y plantas con flores que desarrollan
pistilos (femeninas) color purpura; las semillas son trigonas, de un color café oro,
y con una superficie mas o menos plana y rugosa. (Melgosa y Santos, 2004;
Bogler, 1994; Hernandez, 2008).



2.4 Distribucién geogréafica.

Este género comprende alrededor de 14 a 18 especies y se distribuye en el
suroeste de los Estados Unidos y Norte de México (Bogler, 1994).

De acuerdo a Bogler (1994), en México existen 14 especies de este género las
cuales son: Dasylirion ecotrichum; D. glaucophylum (estado de México.); D.
graminifolium; D. inermis (San Luis Potosi); D. leiophyllum (Chihuahua y oeste
de Coahuila); D. longissimum, (México); D. miquihuanense (Tamaulipas); D.
parrianum (San Luis Potosi); D. serratifolium (sureste de México); D. simplex
(Durango, México); D. texanum (norte de Coahuila); D. texanum var. Avernas
(México); D. wheeleri (Sonora, Chihuahua y Durango); D. cedrosanum (centro y
sur de Coahuila); D. heteroteca (norte de Coahuila).

El area de distribucion de las poblaciones naturales de sotol (Dasylirion
cedrosanum Trel.) en México (Figura 1) se encuentra ubicada dentro la zona
fisiografica del Altiplano Mexicano: Coyame, Janos, General Trias, Manuel
Benavides, Buenaventura, Jiménez y Dr. Belisario Dominguez, en el estado de
Chihuahua; Ocampo, Parras y Saltillo, en Coahuila; Hidalgo y Pefién Blanco, en
Durango; Tepotzotlan, Estado de México; Ixmiquilpan, Pachuca de Soto,
Tasquillo y Tepeapulco, en Hidalgo; Bolafios, Jalisco; Concepcion Buenavista y
San Mateo Tlapiltepec, en Oaxaca; Tehuacan, en Puebla; Cedral, Coxcatlan,
Mexquitic de Carmona, San Luis Potosi y Villa de Arriaga, en San Luis Potosi;
Concepcioén de Oro, Pinos, Sombrerete y Valparaiso, en Zacatecas (Olhagaray,
1994).

Figura 1. Distribucion geogréfica del género Dasylirion
Fuente: (Olhagaray 1994).



2.5. Requerimientos edaficos.

Dasylirion cedrosanum Trel., suele distribuirse en un rango de temperatura
media anual entre 17 y 21 °C y de precipitacion anual que oscila entre 150 y 400
mm. Los factores edaficos que conforman su distribucion corresponden a
Xerosoles, Rendzinas y Regosoles, en una gran riqueza en carbonatos de calcio,
delgados, con poco desarrollo de horizontes de suelo, con buen drenaje y
aireacion (Zarate, 2003).

2.6 Usos e importancia econdémica.

Para los habitantes de las zonas aridas y semiaridas, el sotol (Dasylirion
cedrosanum Trel.) constituye un recurso natural de gran valor, ya que se usa
como forraje para el ganado, construccion de cercas, elaboracion de cesteria y
es utilizado para la elaboracion de una bebida alcohdlica llamada “sotol”.
También se puede extraer inulina, la cual es de gran importancia en la industria
farmacéutica (Vazquez, 2001; Bogler, 1994). Antiguamente en el estado de
Zacatecas esta planta fue usada en rituales, ceremonias religiosas y en fiestas
llamadas mitotes, asi como también sirvio como alimento para las tribus irritilas
y guachichiles que habitaron los montes semidesérticos de Mazapil (Robles et
al., 2002). Sin embargo, el usé mas destacado que se le ha dado a esta planta
ha sido para la elaboracion de la bebida alcohdlica conocida como “sotol”
elaborada a partir de la fermentacion de las pifias de algunos géneros de
Dasylirion, sin embargo, dicho aprovechamiento se presenta de manera
desordenada, lo que ha provocado una drastica disminucidn de sus poblaciones
en Chihuahua y Durango (Cruz, 2002). Dentro de los conocimientos basicos
sobre el género Dasylirion solo hay reportes que hacen referencia a la
composicion bioquimica de la planta y la optimizacion del proceso de elaboracion
del sotol, no hay reportes con datos experimentales que nos den a conocer
algunas caracteristicas importantes de la planta, como lo es el tipo de
metabolismo fotosintético que se lleva a cabo en plantas de este género. Para
determinar el tipo de metabolismo fotosintético de Dasylirion cedrosanum es
importante conocer cuantos tipos metabdlicos fotosintéticos existen, en que se

diferencian unos de otros, esto en cuanto a los metabolitos quimicos que
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producen estructuras celulares de la planta y factores ambientales que influyen
en la existencia de dicho proceso fotosintético. Es por ello que se explicaran

algunos conceptos referentes a este tema.

2.7 Fotosintesis.

Es un proceso biol6gico complejo en el que pueden distinguirse dos fases bien
diferenciadas (Figura 2), una primera fase de absorcion y conservacion de
energia, y una segunda fase de toma y asimilacion de elementos constitutivos

de la materia organica (De las Rivas, 2004).

FOtOSIIntESiS Proceso anabélico

sus Dor%)amr de
Sol H,0

Elementos \%coz
2 Fases ! Energia solar inorganicos | Como Sales

/\ Oxigeno Minerales
Sintqtiza btiene

’
Diéxido de

Luminosa oscura
Glucosa ATP
Se|da Se|da
Membrana del F oY eraies O OO Que transformara s
tilacoide estroma en
progesos procesos Otros compuestos Moneda
organicos energética.
ZOTOI'S'S Liberacién Sintesis de co
elagua | 4o oxigeno glucosa
Fijacion del Almidén Lipidos
carbono .
sacarosa Celulosa Proteinas

Figura 2. Fases de la Fotosintesis

La fotosintesis también se divide en 2 fases (Figura 3): la fase luminica y fase

oscura.

2.7.1 La fase luminica.

En esta etapa, también llamada fotodependiente, se lleva a cabo solo en
presencia de la luz. Durante la fase luminica ocurren dos procesos bioquimicos
necesarios para la sintesis de glucosa: la reduccién de NADP* a NADPH + H*
ocurre mediante la adicion de los hidrogenos de la molécula de agua al NADP*

en presencia de Fosforo inorganico, luz y ADP, con la consecuente sintesis de



ATP, NADPH + H*, una molécula de agua y media molécula de Oxigeno (Garcia,
20009).

2.7.2 La fase oscura o bioquimica

La fase oscura es una serie de reacciones de reduccion del carbono
independientes de la luz. En esta fase se utilizan las moléculas de energia
producidas en la fase luminica que formaran enlaces covalentes carbono-
carbono (C-C), entre moléculas de dioxido de carbono (CO») para originar
carbohidratos, tales como: glucosa, fructosa y almidon. Estas reacciones pueden
realizarse en la oscuridad, con la condicion de que la fuente de energia (ATP) y
el poder reductor (NADPH) formados en la luz se encuentren presentes (Gémez,
2008).

Membrana externa
del cloroplasto

Membrana interna
del cloroplasto

de Calvin

\C/

/

(a) Reacciones dependientes (b) Reacciones independientes
delaluz(enla de la luz (en ¢l estroma)
membrana tilacoidal)

Figura 3. Fase Oscura y Fase Luminosa de la Fotosintesis.

Dentro de la fotosintesis el Diéxido de Carbono (CO2) es la molécula de mayor
importancia debido a que ella inicia los procesos que dardan origen a la
produccion y acumulacion del acido malico o de los azucares, ya sea durante el
dia o la noche.

La fijacion del COz se lleva a cabo mediante la apertura estomatica de la célula
a través de reacciones reductivas, la cual generalmente se produce durante el
dia en plantas conocidas como C3, el CO: filado es transformado por via
enzimatica en acido malico el cual vuelve a degradarse en CO: que

posteriormente entra al Ciclo de Calvin para transformarse en azlcares. A la par



de estas plantas se han derivado otras plantas que han desarrollado rutas
metabdlicas fotosintéticas auxiliares, que les permiten crecer eficazmente en

zonas tropicales (plantas C4) o desérticas (plantas CAM) (Nelson; 2006).

2.8 Tipos de metabolismos fotosintéticos.

El intercambio gaseoso de las plantas se realiza principalmente por via
estomatica y esta compuesto por flujos de agua desde la planta hacia el medio
(transpiracion), de oxigeno y CO> desde el ambiente hacia la planta, a través del
proceso de fotosintesis: liberacion de O, y fijacion de CO2, también por
respiracion celular: liberacion de CO: y absorcion de O.. De acuerdo a la
relacionan de estos flujos estd fuertemente determinado por el tipo de

metabolismo de las plantas (Sage, 2004; Sayed, 2001; Acevedo et al., 2007).

En general, en el reino vegetal se han identificado tres principales tipos de
metabolismos fotosintéticos (fijacion del COz): C3, C4 y CAM. Las plantas de
cada uno de estos metabolitos abren y cierran sus estomas a diferentes horas
del dia, varia el tipo de enzimas para la fijacion inicial del CO2 y los patrones en

la absorcion neta de CO..

2.9 Metabolismo fotosintético C3.

Es el conjunto de reacciones que propician la fijacion y asimilacion reductiva del
CO: el cual forma compuestos organicos (CH20)n, con una estructura de tres
atomos de carbono. Las reacciones del metabolismo fotosintético C3 (Figura 4)
son: carboxilacién, reduccion y regeneracion de la RIBULOSA, en estas etapas
participan gran cantidad de moléculas y enzimas para finalmente obtener los
carbohidratos (Robinson y Walker, 1981). Diaz, 2011 define al ciclo C3 como un
proceso autocatalitico que involucra 13 etapas, las cuales transcurren en el
estroma de los cloroplastos de las células fotosintéticas, dentro de las cuales el
CO: es transformado por diversas enzimas en acido malico, que posteriormente
es almacenado en la vacuola. Con la llegada del dia se cierran los estomas, lo

gue detiene la asimilaciéon de CO2 y previene la perdida de agua, posteriormente



se metaboliza el 4cido malico produciéndose CO2, que en conjunto con el ATP y
el poder reductor generado en las reacciones luminosas de la fotosintesis, es

reducido hasta formar los carbohidratos (Black y Osmond, 2003).

C, plants

Figura 4. Fase Oscura y Fase Luminosa de la Fotosintesis.

2.9.1 Ciclo de Calvin en plantas C3.

El Ciclo de Calvin (Figura 5) inicia cuando el ATP dona un grupo fosfato, este a
su vez convierte la Ribulosa fosfato en Ribulosa Difosfato, la adicion de dioxido
de carbono (CO.) forma un compuesto intermediario inestable que rapidamente
se divide en dos moléculas de acido 3-Fosfoglicérico (PGA); posteriormente una
molécula mas de ATP reacciona con las dos moléculas de acido 3-Fosfoglicérico
(PGA) (molécula de 3C) donandoles a cada una un grupo fosfato adicional con
lo que se produce el acido Difosfoglicérico (DPGA) o 1,3-Fosfogliceraldehido
(molécula de 3C) (Garcia, 2010) . Las moléculas de NADPH: de la reaccién
luminosa proporcionan nueva energia y transforma ambas moléculas de DPGA
o 1,3-Fosfogliceraldehido a gliceraldehido-3-fosfato (PGAL) en una molécula de
glucosa (molécula de 6C) mediante el proceso de glucogénesis. El ciclo se cierra
con la regeneracion del aceptor (Ribulosa Difosfato) a partir del gliceraldehido-
3-fosfato (PGAL) y el consumo de ATP (Garcia, 2009 y De las Rivas, 2004).
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Figura 5. Representacion del Ciclo de Calvin en una planta C3

2.10 Metabolismo fotosintético C4.

La fotosintesis C4 aparecio en la biosfera cuando la concentracion atmosférica
de CO-disminuy0 a niveles que limitaban la fotosintesis esta a la vez evolucioné
en diferentes familias de plantas superiores a partir de 45 nucleos
independientes, esta ampliamente aceptada que este proceso surgié en
ancestros C3 que adquirieron ventajas adaptativas ante los cambios globales del
ambiente. Estas especies exhiben altas velocidades de crecimiento y de
fotosintesis debido a la ganancia en la eficiencia del uso de agua, carbono y
nitrégeno (Hatch, 1992).

La fotosintesis C4 esta presente en 7500 especies de plantas con flores, (3% de
las 250.000 especies de plantas terrestres) constituidas por gramineas (4500
especies), juncos (1500 especies) y dicotiledoneas (1200 especies) (Sage,
2004).

La caracteristica clave de la fotosintesis C4 (Figura 6) es realizacion de un
mecanismo que permite que el COz se concentre en las hojas, dicho mecanismo
consiste en una serie de modificaciones bioquimicas y estructurales alrededor

de la ancestral ruta fotosintética de la C3, estas presentan las células de la tanica
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vascular en torno a los vasos y las células del mesofilo (Hatch, 1987). El
mecanismo adaptativo opera como una bomba encargada de aumentar la
concentracion de CO: en la proximidad del centro activo de la RUBISCO (RUB)
para favorecer la actividad carboxilasa. Aunque en la mayoria de las plantas C4
la fotosintesis se produce por la accion concertada de las células del mesofilo y
las células de la vaina vascular (Osborne y Beerling, 2006).

NADPH + H

NADP
Acido =

Mailico
———e——rc—>)
2 Acido
— A
légﬁzc:) Pirdvico
3 LY
NADP co.

NADPH + H \/ PGA (fosfoglicerato)

RuBP Ciclo
de
Calvin Hidrato
de carbono
(hexosa

Figura 6. Via fotosintética de plantas C4.

Cé€lula
del
mesoéfilo

Célula
de la
vaina

2.10.1 Reacciones del Metabolismo C4.

En el Ciclo C4 el CO: se difunde a través de la membrana de las células del
mesofilo y entra a la reaccion oscura al ser fijado al fosfoenolpiruvato (PEP) (una
molécula de 3 carbonos) para dar origen al 4cido oxalacético (un compuesto de
cuatro carbonos) mediante la accion de la enzima PEP carboxilasa.
Posteriormente el NADPH2 se une al oxalacetato y lo reduce para originar al
acido malico o malato (molécula de cuatro carbonos), posteriormente el malato
no solo se difunde fuera del cloroplasto sino que va a la célula del mesofilo y a

las células envainadas donde entra a los cloroplastos, donde el malato es
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descarboxilado dando como productos un compuesto de tres carbonos llamado
piruvato y COo, y originando la reduccion del NADP para formar NADPH2. El
CO: liberado por el malato entra al ciclo de Calvin para dar origen a la produccion
de carbohidratos. Mientras el piruvato se difunde hacia las células del meséfilo
en donde encuentra al ATP y se convierte en Fosfoenolpiruvato (PEP), el cual
inicial el ciclo al tomar al CO> para formar nuevamente al oxalacetato. El factor
limitante en el Ciclo de Calvin, y por lo tanto, en la produccion de glucosa, es la
escases de CO: (Lehninger et al., 2000).

2.11 Metabolismo acido de las crasulaceas (CAM).

Se les conoce con el nombre de CAM, por que el metabolismo fue descrito por
primera vez en la familia Crassulaceae, este consiste en que el CO: es
almacenado en forma de acidos antes de ser usados en la fotosintesis. Son las
plantas adaptadas a condiciones de temperatura y sequedad extrema, muchas
plantas suculentas utilizan el mecanismo fotosintético CAM, por que prioriza la
economia del agua tratando de no poner barreras a la economia del carbono. Al
reves que la mayoria de las plantas comunes de ciclo de carbono 3 o carbono 4
gue mantienen abiertos los estomas durante el dia para permitir la entrada del
gas dioxido de carbono con fines fotosintéticos, las plantas que utiliza la via CAM
mantienen los estomas cerrados durante las horas de luz (Geydan y Melgarejo,
2005).

El Metabolismo Acido de las Crasulaceas (CAM) es un mecanismo fotosintético
de concentracion de CO: en donde las células fotosintéticas incorporan CO2
durante la noche y lo asimilan en forma de carbohidratos durante el siguiente
periodo de luz (Figura 7). Este metabolismo implica la separacién temporal de la
fijacion primaria del CO. en forma de acidos C4 (usualmente malato) de su
asimilacion por medio de la RuBisCO (RUB), y su posterior incorporacion
secundaria del carbono en forma de carbohidratos (Cushman y Bohnert, 1997).
En este metabolismo la actividad carboxilasa de tres carbonos (ribulosa-1,5-
bifosfato carboxilasa/oxigenasa: Rubisco) y el de cuatro carbonos (fosfoenol
piruvato carboxilasa) ocurren en una misma célula, con actividad enzimética

separada temporalmente (Dodd et al., 2002).
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El metabolismo CAM se caracteriza por presentarse como un ritmo circadiano
endogeno, persistiendo aun en condiciones de oscuridad continua en presencia

de aire libre de CO2 o bajo iluminacién constante en aire normal (Wilkins, 1960).
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Figura 7. Metabolismo Acido de las Crasulaceas (CAM).

2.11.1 Via Fotosintética del Metabolismo Acido de las Crasulaceas (CAM).

Durante la Fase | (lado izquierdo, Figura 7) se origina la toma nocturna de CO:
a partir de la apertura estomatica y rompimiento de carbohidratos de reserva
resultando en la formacion de Fosfoenolpiruvato (PEP), que sirve como sustrato
para la fijacion de CO2 por parte de la fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC),
llevando asi a la produccion acido oxalacético (OAA) y a la reduccion de malato
por el malato deshidrogenasa (MDH). ElI Fosfoenolpiruvato (PEP) es
suministrado por la formacién y exportacion glicolitica de 3-fosfoglicerato del
cloroplasto via transportadores Fosfato inorganico (Pi). El malato es transportado
dentro de la vacuola por un canal i6nico selectivo ubicado en el tonoplasto. A
medida que la planta es expuesta al efecto de la luz, los estomas se cierran
gradualmente y la fijacion de CO: externa cesa. En la Fase Ill (lado derecho de
la Figura 7), el malato es liberado de la vacuola de forma pasiva y es
decarboxilado llevando a la liberacion de CO2y la formacién de piruvato por parte

del Piruvato Fosfato diquinasa (PPDK), ademas se produce una refijacion mas
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asimilacion del CO. en el Ciclo de Calvin, tras el cierre estomético. La
descarboxilacion del malato ocurre concurrentemente con un incremento de CO:
intracelular suprimiendo en parte, la fotorrespiracion. EI CO: liberado es
reasimilado por la RuBisCo (RUB) mediante el ciclo fotosintético de reduccion
del carbono (PCR). El Piruvato y el Fosfoenolpiruvato (PEP) abastecen la
gluconeogénesis para regenerar el conjunto de carbohidratos de reserva. Entre
estas dos fases existen transiciones en las que los estomas permanecen abiertos
para la toma de CO2 por lapsos cortos durante el amanecer (Fase Il) (Geydan y
Melgarejo, 2005). En la Fase IV, durante el atardecer las concentraciones
internas de CO2 decaen y los estomas pueden abrirse permitiendo la fijacién
directa del CO, exdégeno por parte de la RuBisCo (RUB) a carbohidratos. La
fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC) puede tornarse activa durante esta fase a
medida que las concentraciones de malato citoplasmatico disminuyen. La
(Figura 7) también muestra la contribucion mitocondrial a la formacion y
descarboxilacion de malato (Cushman y Bohnert, 1997). La fase Il y IV
responden de manera sensible a parametros ambientales imperantes (Geydan y
Melgarejo, 2005).

Las plantas CAM pueden clasificarse en CAM obligadas o CAM constitutivas, las
cuales exhiben dicho metabolismo independientemente de cualquier factor
interno o externo, y en especies CAM facultativas o CAM inducibles, en las que
el CAM se presenta como resultado de condiciones ambientales particulares o
del desarrollo (Luttge, 2004; Herrera, 2009).

2.12 Transicidn C3-C4 en la evolucion de la fotosintesis C4.

El género Flaveria es un ejemplo viviente de esta fase porque presenta no solo
tanto plantas C3 como C4 tipicas sino también numerosos estados intermedios.
Congruente con esta caracteristica, la actividad fosfoenol piruvato carboxilasa
(PEPC) de las plantas C3 es 40, 20 y 5 veces menor que las especies C4 tipicas,
Flaveria linearis y Flaveria brownii (intermedias C3-C4), respectivamente.
(Monson y Moore 1989).
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La transicion de la forma C4 a la C3 procede gradualmente cuando las plantas
terrestres son sumergidas pero el cambio inverso ocurre comparativamente mas
rapido cuando plantas acuéticas son transferidas al aire (Agarie et al., 2002).
Las plantas C4 poseen una distribucion ecoldgica y biogeografica mas
restringida que las C3, predominando en las zonas aridas y salinas del planeta
(Sage y McKown, 2006).

2.13 Transicién de metabolismo fotosintético C4 a metabolismo tipo CAM.

En la literatura se encuentran descriptas numerosas transiciones entre los
metabolismos C3 y CAM, y algunos casos entre C3 y C4. Contrariamente, a las
transiciones previamente mencionadas, el cambio de fotosintesis C4 a CAM en
familias que contienen especies tanto CAM como C4 ha sido poco descripto, o
gue hace de esta combinacion un fendbmeno interesante (Sage, 2002). Dicha
transicion solamente ha sido descripta en plantas suculentas C4 pertenecientes
al género Portulaca cuando son sometidas a condiciones de estrés hidrico o de

fotoperiodos cortos (Lara y Andreo, 2005).

2.14 Caracteristicas diferenciales entre los metabolismos fotosintéticos.

En el Cuadro 1 se resume la informacion disponible sobre algunas caracteristicas
sobresalientes, tales como la ubicacion celular en que se da la fijacion del CO2,
el patron de intercambio de CO2 para cultivos bajo condiciones Optimas, asi
como las productividades maximas anuales de materia seca de vanos grupos de

plantas.
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Cuadro 1.Caracteristicas enzimaticas, estructurales y tasa maxima de fijacion
de CO2 en plantas con tres metabolismos fotosintéticos diferentes.

Enzima Tasa maxima | Productividad
Ubicacion celular en de toma neta anual(peso
Senda involucrada gue se efectua la de CO02. seco)
fijacion.
(nmolm'2s"1) | (tha'lafo"l)
. 35 (anuales) y
: Cloroplastos de células
C3 Rubisco plastos 40
del clorénquima. 39 (arboles)
Inicia con la PEPCasa
en el citosol de las 49
PEPCasa | Células del clorénquima, (Cultivos: maiz,
C4 para entregar CO2 a los 50 sorgo, cafia de
clf)roplastos dg las azlcar, y varios
células de la vaina del pastos).
haz vascular.
. ) 34 -
Citosol de las células del 45-50
PEPCasa | Clorénquima. ElI malato | (Amapisaga) (Opuntia ficus-
resultante es indica y
(Noche) | transportado a una gran Opuntia
vacuola central. amyclea)
CAM
20
Rubisco 2 ia fi
Opuntia ficus-
Cloropla}stos. de células | ( punti 35 (Otras CAM)
(dia) del clorénquima. indica)

Fuente: Preparado con base en los reportes de (Nobel 1994; Nobel 1995).

En el Cuadro 2 se denota algunas caracteristicas fotosintéticas, morfolégicas y

fisiol6gicas diferenciales entre plantas con metabolismo fotosintético C3, C4 y

plantas CAM, destacandose las plantas C3 con una mayor frecuencia de

estomas y tasa de traspiracion, y por lo tanto, una mayor fotosintesis neta. Por

otro lado, se observa que la densidad estomatica disminuye en plantas que

crecen en temperaturas por arriba de los 30°C, por lo tanto la tasa de traspiracion

baja asegurando una menor pérdida de agua, estas plantas tienen un

crecimiento menor a comparacion de las plantas C3 y C4.
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Cuadro 2. Comparacion entre plantas C3, C4 ' Y CAM.

CARACTERISTICAS C3 C4 CAM

EUA (g por kg H20) 1-3 2-5 1-8

Frecuencia Estomatica

” 400-300 <160 10-40
(estomas mm™)

Tasa de Transpiracion

450-900 250-350 45-55
(9/g™s ™)

Tasa de Crecimiento

Relativo (g g d*) 5-20 30-50 0-0.5
Temperatura Optima (°C) 15-25 25 Mas de 30

Hasta 40% de

Fotorrespiracion fotosintesis
neta

Muy pequefia o

T Dificil de estimar
inexistente

Fuente: En base de (Nobel, 1999).

Segun la fijacion del carbono las plantas superiores se clasifican en C3, C4 y
plantas con el metabolismo &cido de las crasulaceas (CAM). Las especies C3
fijan el CO2 a través del ciclo de Calvin operante en las células del mesofilo. La
fotosintesis C4 requiere de la coordinacion de las funciones de las células
mesofilicas (CM) y de las células de la vaina vascular (CVV), las cuales
presentan un complemento enzimatico diferencial Cuadro 3. En general, las
plantas CAM bien regadas absorben CO: en la mafiana y al final de la tarde,
mientras que las plantas C3 y C4 no absorben CO: durante la noche, este
comportamiento se muestra en los datos del Cuadro 3. Otro factor importante
gue se presenta como una diferencia entre plantas C3, C4 y CAM es la densidad
de estomas, la cual varia en las hojas de las plantas con diferente metabolismo
fotosintético, dicha variacién se origina, tanto en el haz, como en el envés de la
hoja (Cuadro 2).
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Cuadro 3. Principales caracteristicas y Enzimas que participan en los diferentes
tipos de metabolismos fotosintéticos.

VIA C3 C4 CAM
Enzima Rubisco y
responsable de la Rubisco Fosfoenolpiruvato Fosfoenolpiruvato
carboxilacion carboxilasa (PEPC) carboxilasa
inicial (PEPC)
Carboxilasa final RuBisCO RuBisCO RuBisCO
Primer producto
de la Acido fosfoglicerico Acido oxalacetico
carboxilacion
Células de la vaina Células de la vaina Células con

Anatomia de la
hoja

del haz sin apenas
cloroplastos (Normal)

del haz con grandes
cloroplastos (Kranz)

grandes vacuolas
(Suculentas)

Primer producto
estable de la

PGA Malato Malato
fijacién de CO2
T d . .
as,a e. Media Alta Baja
fotosintesis
Si durante el dia;
Inhibicion de la no durante la
fotosintesis por el Si No noche (caso de la
oxigeno fijacion oscura del
COo2
Eficiencia en el . .
Baja Media Alta
uso del agua
Areas tropicales . L
. . : L Regiones y hébitat
Habitat Amplio abiertas y habitat g y

arido

arido

Fuente: Modos de relaciones medioambientales e influencia ontogénica adaptado de

(Cushman, 2001).
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2.15 Densidad Estomatica.

Los estomas (Figura 8) son grupos de dos o mas células epidérmicas
especializadas, estan presentes en las hojas de todas las plantas superiores y
en érganos de plantas primitivas tales como musgos y hepética (Escobar, 2005).
Su funcién es doble: permiten la regulacion del intercambio gaseoso y mantienen
un adecuado nivel hidrico en la planta cuando la enzima Rubisco (RUB) se

encuentra inactiva (Cushman y Borland, 2002).

Los estomas son reguladores decisivos de los procesos de difusion. La variacion
de la apertura del poro estomatico dirigira simultaneamente el control de la
entrada del CO, a la hoja y la liberacion del vapor de agua. La resistencia
estomatica a la difusion aumenta en gran medida con la reduccion de la apertura
de poros (Alves et al., 2007). Los estomas normalmente estan en el envés de las
hojas de las plantas, sin embargo, en algunas especies podemos encontrar los
estomas tanto en el haz como en el envés de sus hojas. Las plantas con mayor
numero de estomas en el haz son llamadas epiestomaticas, las que tienen mayor
numero en el envés son hipoestomaticas (caso de la mayoria de las hortalizas),
mientras que aquellas con un numero aproximadamente igual de estomas en

haz y envés son ambiestomaticas (Gates, 1980).

El nimero y tamafio de los estomas dependen del: tipo de planta, condiciones
del habitat y localizacion de las hojas. Plantas de localidades secas expuestas al
sol, en las hojas de posiciones superiores en el tallo, presentan mayor densidad
de estomas y mas pequefios. Plantas de sombra de localidades humedas, en las
hojas localizadas en posiciones bajas del tallo, presentan menor densidad de

estomas y mas grandes Cuadro 4.
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Cuadro 4. Numero de estomas de algunas plantas C3, C4 y CAM.

NUumero de
Metabolismo Nombre Nombre estomas Referencia
fotosintético comun cientifico Bibliografica
Haz Envés
Escobar, 2005;
Aguacate arzg:i:;a 67 785  O'Reilyetal,
1984.
ASADAradus Zarinkamatr,
Esparrago parag 90.43 85.12 2006; Baiy Kelly,
C3 officinalis
1999.
Escobar, 2005;
Coffea Da Matta et al.,
fé .
Cafe arabica 0 83 2001; Mosquera
et al, 1999.
Garuba et al.,
C4 Maiz Zea mays 12.0 14.2 2014; Escalante
et al., 2008.
Escobar, 2005;
Orquidea Notvlia
(Cola de barlzler 0 84 Silvera et al.,
borrego) y 20009.
CAM
Gil et al., 2006;
Sabila Aloe Vera 16 21

Silva et al., 2014.
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Figura 8. Anatomia de la hoja de Portulaca oleracea. Control (A 'y B) y luego de 21-23
dias de estrés hidrico (C y D) con distintos aumentos, 20 X (A, C) y 100 X (B, D). Las
flechas indican la localizacion de los cloroplastos mesofilicos. Abreviaturas: CRA,
células de reserva de agua; CM: células mesofilicas; CVV, células de la vaina vascular
(Lara et al., 2003).

2.16 Conductancia y Resistencia estomatica.

La conductancia estomatica, asi como la resistencia estomatica son parametros
gue difieren en plantas con metabolismo C3 o C4 en comparacion con plantas

que tienen un Metabolismo tipico de las Acido de las Crasulaceas.

2.16.1 Conductancia estomatica.

La conductancia estomatica hace referencia a la apertura estomatica, la cual se
ve afectada por factores, tales como: el numero, forma y amplitud de apertura de
los estomas; a la vez estos factores se encuentran en funcion de los factores
ambientales y factores internos de la planta (Farquhar y Sharkey, 1982).

Algunos otros factores que afectan la conductancia estomatica es el periodo de
vida en las hojas, ya que en las hojas de vida corta la conductancia estomatica
desciende rapidamente mientras que en hojas de larga duracion (hojas de
arboles, arbustos), la maxima conductancia estomatica se alcanza durante la

expansion foliar o simultaneamente a la superficie maxima desciende muy
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lentamente de acuerdo a los cambios en los factores ambientales: disponibilidad
hidrica, agentes patdgenos, etc. (Araus y Caballero, 1983).

La funcion de la conductancia estomética se centra en disminuir la transpiracion,
gue a la par resulta en la reduccién de la asimilacion de CO2 y vapor de agua,
siendo estos dos ultimos factores proporcionales a la conductancia estomatica,
es decir, el estoma responde directamente a un déficit hidrico mediante el cierre
estomatico, para evitar la pérdida excesiva de agua por transpiracién (Dood et
al., 2002; Solarte, 1992). La temperatura calida dia/noche combinada con sequia
disminuye la apertura estomética y la actividad de las enzimas fotosintéticas, lo

que reduce la asimilacion neta de CO» (Pimienta et al., 2004).

La conductividad estomatica es uno de los parametros empleados para la
determinacion del metabolismo fotosintético en la plantas, un ejemplo de ello son
las plantas CAM, las cuales abren los estomas durante la noche cuando las
pérdidas de agua son minimas, de tal forma que la absorcion de CO: se realiza
con minima pérdida de agua. En el periodo luminoso diurno, al estar cerrados
los estomas, ocurre en una disminucion en la conductancia estomatica (Figura
9), lo que minimiza la pérdida de agua, y la fotosintesis procede debido a la
generacion interna de CO: por descarboxilacion de acido malico (Hernandez;
2013).

0,25

COMNDUCTANCIA CM/SEG.

6 9 11 12 14 16 18 20 B 4 2 4 6
HORA DEL DI

Figura 9. Variacién diurna de la apertura Estomatica de una Crassulaceae.
(Hernandez, 2013).
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Otro ejemplo del comportamiento de la conductancia estomatica es el que
describe Ferreyra, 2006; quién evaluo la evolucion diaria de este parametro en
plantas de Crimson Seedless, una planta de metabolismo C4 y observo dos
puntos relevantes: que los valores maximos se producen en la mafiana alrededor
de las 7:00 a 8:00h y que el cierre estoméatico se llevaba a cabo alrededor de las
14:00 y 15:00h (Figura 10).
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0,50 | ® o 1o
0,25 ‘ s 0,50
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—o—T1—e—T4 ----DPV

Figura 10. Efecto del agua aplicada en las relaciones hidricas y productividad de la vid
(Crimson Seedless), * conductancia estomatica (Ferreyra, 2006).

2.16.2 Resistencia estomatica.

La resistencia estomatica es una variable importante en la evaluacion de la
respuesta fisiologica de plantas al medio ambiente fisico y biolégico. Este factor
es uno de los reguladores de la magnitud del vapor de agua que puede ser
transferido a partir de la superficie de la hoja a la atmosfera por constante
regulacion de la respuesta de las plantas a una dindmica biofisica,
medioambiental, de condiciones de agua del suelo, y concentracion del CO: del
entorno inmediato de la hoja (Irmak y Mutiibwa, 2009). Generalmente, la
resistencia estomatica se utiliza como referencia del cierre estomatico, ya que el
aumento de la resistencia estomatica es un indicativo del cierre de estomas. En
las plantas con suministro adecuado de agua, la apertura de los estomas reduce
drasticamente la resistencia, que es salida de agua del interior de las hojas hacia
la atmésfera. En estas condiciones, cuando las células guardan y reciben

energia solar habra fijacion CO2, con la consiguiente reduccion de la
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concentracion de CO2 en el interior de las células lo que resulta en la excrecién
activa de H + activa y rapida absorcion de K + y, posteriormente, la apertura de
los estomas (Alves et al., 2007). Los niveles de transpiracion y resistencia de
estomas pueden variar diaria o estacional segun la especie o variedad vegetal
(Alves et al., 2007).

La resistencia estomatica se ve afectada por la anchura del poro, viéndose
aumentado este parametro al disminuir el ancho del poro del estoma (sigue a
una curva hiperbdlica), comportamiento inverso al que se presenta en la
conductancia estomatica (inversa a la resistencia) debido a que este parametro
es directamente proporcional a la anchura del poro (Araus y Caballero, 1983).
Otro factor que afecta a este parametro es la temperatura, Nobel, 1976 encontro
gue, cuando la temperatura de la hoja en la noche se incrementaba de 5 °C a 20

°C, la resistencia de los estomas aumenta cinco veces.

Autores, tales como, Rubino et al., 1989 y Thakur, 1990, sefialan que la
disminucion de la cantidad de estomas por mm? incrementa la resistencia

estomatica de la planta y evitando de esta manera un exceso de transpiracion.

Es importante sefialar que la resistencia estomatica presenta un patrén inverso
al de la transpiracion, es decir, que a mayor transpiracion hay una menor
resistencia estomatica, lo que permite el escape de agua del interior de la hoja a

la atmoésfera mediante el proceso de evaporaciéon (Parra et al., 2001).

Al igual que la conductancia estomatica, el comportamiento de la resistencia
estomatica permite distinguir entre una planta C3 o C4 y una planta CAM. Gil et
al., 2006 monitoreo la resistencia estomatica en Aloe Vera (una planta CAM)
sometida a estrés salino, observandose que durante la mafiana y primeras horas
de la tarde hay un incremento en este parametro, lo que indica que durante este
periodo los estomas de Aloe vera se encuentran cerrados, comportamiento

caracteristico de las plantas CAM (Figura 11).
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Figura 11. Evolucion de la resistencia estomatica en Aloe vera durante un periodo de
24 h. (7-11-2003). T1, acolchado plastico sin déficit hidrico; T2, acolchado pléstico con
déficit hidrico; T3, sombra sin déficit hidrico; T4, sombra con déficit hidrico; T5, sin
cobertura plastica ni déficit hidrico; y T6, sin cobertura plastica con déficit hidrico (Gil et
al., 2006).

El mecanismo de resistencia estomatica a nivel fisiologico hace referencia al
cierre de estomas, ya que éstos son los responsables de la mayor proporcion de

pérdida de agua en las plantas (Taiz y Zeiger, 2006).

El Cuadro 5 nos muestra la respuesta de la planta ante un cambio en la

resistencia estomatica o conductancia estomatica.

Cuadro 5. Comparacion entre la resistencia y conductancia estomatica.

A > Resistencia o < Conductancia | Cierre de estomas.

A > Conductancia o < Resistencia | Apertura de estomas

A > Resistencia o < Conductancia El CO, no es consumido debido al cierre de los estomas.

A> Conductancia o < Resistencia El flujo de luz provoca la apertura de los estomas

A > Resistencia 0 < Conductancia | El deterioro del estrés hidrico provoca el cierre de los estomas

A >Resistencia o0 < Conductancia | Hay un elevado déficit de presion parcial de vapor de agua.

Fuente: (Squeo y Ledn, 2007).
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2.17 Acumulacion de Acidos Orgéanicos.

Es una medida de la concentracién de iones de hidrégeno y se determina con la
medicion del pH o por la cuantificacién de la acidez por titulacion, o por adicion
de una base suficiente alcali de normalidad conocida hasta neutralizar la acidez

o llevar el pH al punto neutro (Hernandez, 2005).

La determinacion de los cambios en la acidez titulable resultan de apoyo para la
diferenciacién entre metabolismos fotosintéticos C3 o C4 del CAM, en donde la
fluctuacion de una masa érida titulable, se debe a la acumulacion del &cido
malico resultante de la fijacion de CO2 con la participacién de fosfoenol-piruvato
(PEP) y de la enzima fosfoenol-piruvato carboxilasa (PEPC), que resulta en una
variacion diurna extrema en el contenido de acido de los cladodios en el caso de
las plantas CAM (Ting, 1985; Rodriguez y Cantwell, 1988).

La (Figura 12) representa la variacion de la acidez titulable en una planta CAM,
en donde se presenta en porcentaje el valor cuantificado de &acido malico
presente en extractos de hojas de Furcraea macrophylla y Furcraea castilla
obtenidos durante el transcurso del dia, en relacion con el promedio de las

mediciones registradas (Casierra y Gonzélez, 2009).
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Figura 12. Cambio circadiano de acidez titulable en la savia de a).- fique (Furcraea
castilla) y b).- fiqgue (Furcraea macrophylla).
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Acevedo et al., (1985) estudiaron el metabolismo fotosintético de Prosopis
tamarugo midiendo la evolucion diaria del comportamiento estomatico y la acidez
titulable de las hojas en tejido fotosintético de hojas de tamarugo a) bajo
condiciones naturales en Refresco, Pampa del Tamarugal para dos fechas de
muestreo durante el mes de diciembre de 1982 y b) bajo condiciones de
invernadero en Santiago de Chile para niveles de potencial del agua del suelo
(Figura 13).
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Figura 13. Relaciones hidricas de Prosopis Tamarugo Phil. Uso de isotopos estables.
(Sotomayor y Zenteno; 1984).

2.18 Acumulacion de Azlcares totales.

Los carbohidratos son compuestos organicos constituidos por carbono,
hidrogeno y oxigeno que varian desde azucares simples que contienen de tres
a siete atomos de carbono, de las cuales solo las hexosas (azUcares de seis
carbonos) y las pentosas (azucares de cinco carbonos) tienen importancia en el
metabolismo fotosintético. En las hojas verdes se une el diéxido de carbono del
aire y el agua del suelo, en presencia de la clorofila actan como catalizadores;
ésta a la vez incorporando energia de la luz solar en forma de glucosa (Barry,
1980).
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En las plantas de metabolismo C3 la triosa fosfato es la base donde se forman
el resto de azucares (como la fructosa y glucosa), oligosacaridos (como la
sacarosa) y polisacaridos (como la celulosa y el almiddn) en el ciclo de Calvin
(Bueckert, 2013).

Los azucares formados durante el metabolismo C4 son transportados por los
conductos del floema en las nervaduras a toda la planta (Garcia, 2009).

Winter (1985) demostr6 que en plantas CAM cantidades considerables de
carbohidratos son translocados de noche y que el crecimiento de estas plantas
se encuentra abastecido por translocacion selectiva de azlcares solubles. Estas
especies usan polisacéaridos (almidén) almacenados en el cloroplasto o hexosas
solubles no almacenadas en el cloroplasto, como precursores de la formacion
del Fosfoenolpirvato (PEP) por glicdlisis en la fase nocturna (Geydan y
Melgarejo, 2005).

Wieland y Black, 1989, evaluaron la variacion de los niveles de glucanos totales
y almidon durante un periodo de 24h en plantas de pifia (Ananas comosus (L.)),
las cuales tiene un Metabolismo Acido de las Crasulaceas. Las plantas antes de
la evaluacion fueron aclimatadas durante el dia por 15 horas a 30°C y una
humedad relativa de 60 a 70%, y durante la noche por 9 horas a una temperatura
de 15°C y una humedad relativa de 90%.

Al término de la evaluacion se observo que el contenido de almidon como de
glucanos totales disminuye durante la noche a partir de las 10:00pm y se
mantiene constante hasta las 7:00am, posterior a esta hora durante las primeras
etapas del amanecer se observa un incremento de ambos compuestos teniendo

los valores mas altos durante el periodo comprendido entre las 4:00pmy 10pm.
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durante 24h en Ananas comosus (L.) (Wieland y Black, 1989).



I.LMATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del experimento.

Este experimento se realizé en la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro
ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila en el departamento de Horticultura,
cuyas coordenadas geogréficas son: 25° 22' Latitud Norte, 101° 00" Longitud
Oeste, con una altitud de 1760 msnm. El clima de la region es BWhw (x")(e): muy
seco, semicéalido, con invierno fresco, extremoso, con lluvias en verano y

precipitacion invernal superior al 10% de la total anual.

3.2 Preparacion de la planta.

El experimento se realizo con la renovacion de sustrato en la planta de sotol
(Dasylirion cedrosanum, Trel.) en contenedores individuales para facilitar el
manejo y llevar acabo los muestreos.

La renovacion de sustrato se realizo el del 1 al 7 de abril del 2013, primero se
seleccionaron las plantas mas grandes, posteriormente se llevo acabo la mezcla
de los sustratos; dos sacos de perlita y un saco de peat moss dicha mezcla se
coloco en macetas de 8 pulgadas, posteriormente se llevo el trasplante y cada
maceta se etiqueto del 1 al 72, se hicieron dos blogues de 72 plantas cada uno

con 3 repeticiones.

3.3 Riegos.

En las primeras tres semanas posteriores a la renovacion de sustrato de las
plantas se aplicaron dos riegos por semana con agua de grifo, durante estas tres
semanas se aplicé por Unica vez 5 g de T17 a cada planta. Trascurrido este
tiempo, el riego cambio; durante 7 semanas se aplicé un riego por semana con
solucion Steiner al 25% y un riego adicional con agua de grifo con tres dias de
separacion del riego de solucion Steiner. Finalmente, se sometié a estrés hidrico

durante dos semanas.
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3.4 Muestreo.

Posterior el estrés hidrico se llevd a cabo un muestreo de hoja por hora durante
24 horas, se conservd una hoja en fresco y dos hojas fueron congeladas en
nitrégeno liquido y almacenada a -82°C. La muestra fresca fue usada para
realizar las determinaciones de Conductancia, Resistencia Estoméatica y °Brix,
mientras las muestras congeladas fueron pulverizadas con nitrégeno liquido y

usadas para determinar azucares totales y acidez titulable.

3.5 Conductancia y Resistencia Estomatica.

Este se llevd a cabo seleccionando dos hojas de la planta la cual una fue para
medir el haz y la otra para el envés, posteriormente se introdujo a la pinza del
porometro marca DECAGON modelo SC-1, que incorpora una camara con un
recorrido de difusion conocido, se fija a la hoja sin moverlas y a continuacion se
empieza a medir la presion de vapor entre dos puntos de esta trayectoria, para
calcular el flujo y el gradiente con las medidas de presion de vapor y conductancia

de difusidon conocida.

3.6 Acidez titulable.

Este método se realiz6 en pesar 1g de muestra en polvo y afiadir 10 mL de agua
destilada en un vaso de precipitado, se mezcl6é y se calentdé en una parrilla de
agitacion y calentamiento dejandose 5 minutos calentandose, después dicha
mezcla se filtré en un matraz, a la solucion filtrada se le agrego 3 gotas de
fenolftaleina al 1% en alcohol etanol al 95%, después se titul6 con hidroxido de

sodio al 0.1 N para poder tomar la lectura.
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3.7 Cuantificacion de azlcares totales.

El método consistié en pesar 10mg de muestra en polvo y afiadir 1000 yL de agua
destilada. Tomar 250 pL de la muestra diluida correspondiente, y posteriormente
se puso en un bafio de hielo un tubo para cada muestra a los que se les agregé
250 yL de fenol al 5% (V/V) y lentamente por las orillas de cada uno de los tubos
se agreg0 por ultimo 1 mL de &cido sulfarico concentrado, se agitaron y después
fueron encubados a ebullicién por 5 minutos. Una vez trascurrido los 5 minutos se
dejaron enfriar los tubos a temperatura ambiente y se procedio a leer cada una de
las muestras en el espectrofotémetro (Varian UV-Visible) a una longitud de onda
de 488 nm. (Dubois et al., 1956).

3.8 Grados Brix.

Este consistio en cortar 6 cm de hoja de la parte mas suave de la hoja, se macero
y se colocaron dos gotas de savia en el prisma del refractometro se cubrié con la
placa de luz diurna, y posteriormente se llevé acabo la lectura esta colocandose el

lente enfocable al ojo para poder ver la lectura.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Conductancia Estomaética.

En la Figura (15 y 16) se observa durante las primeras horas del amanecer
(alrededor de las 6:00 y 7:00h) un incremento en la conductancia estomatica
tomada tanto en el haz, como en el envés de las hojas de Dasylirion cedrosanum,
dichos valores indican la apertura de los estomas. Por otro lado, al iniciar el
atardecer (alrededor de las 19:00 y 20:00h) la conductancia estomatica
disminuye indicando el cierre de los estomas. La apertura de los estomas durante
el dia es un indicio de que la planta transpira durante las horas de luz, al igual
gue una planta de metabolismo C3 o0 C4 (Squeo y Leodn, 2007).

Los valores mas altos de conductancia estomatica se registraron en el envés de
las hojas durante ambos periodos de evaluacion de la planta (20, 21 de Junio y
26, 27 de Junio, del 2013).

.- 20y 21 JUNIO
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400

300 +

200 A

100
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Figura 15. Conductancia estomética evaluada durante 24 horas consecutivas en el haz
y envés de hojas de plantas de Dasylirion cedrosanum, sometidas a estrés hidrico
durante 2 semanas. Datos de la media y error estandar correspondientes al primer
periodo de evaluacion.
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Figura 16. Conductancia estomética evaluada durante 24 horas consecutivas en el haz
y envés de hojas de plantas de Dasylirion cedrosanum, sometidas a estrés hidrico
durante 2 semanas. Datos de la media y error estandar correspondientes al segundo
periodo de evaluacion.

Acevedo, 1985; demostro el metabolismo fotosintético de Prosopis tamarugo
Phil, una especie leguminosa de metabolismo C3, en base a la evolucion diaria
del comportamiento estomatico bajo condiciones normales de crecimiento y en
invernadero bajo condiciones controladas, donde se aplicaron tratamientos de
riego no limitante y estrés hidrico. En todas las condiciones evaluadas durante
24h se observoé que la especie de Prosopis tamarugo abre sus estomas durante
las horas de la mafana (alrededor de las 7:00 y 9:00h) cuando la demanda
evaporativa de la atmosfera no es tan alta y los niveles de radiacién solar son
moderados; esto conlleva a un incremento de la conductancia estomatica en las
hojas de la planta; posteriormente ya iniciando el atardecer la planta cierra
nuevamente sus estomas con la consecuente disminucion de la conductancia
estomatica en las hojas (alrededor de las 17:00 y 18:00h). EI comportamiento de
la conductancia estoméatica presentada en Dasylirion cedrosanum es parecido al

que se presenta en Prosopis tamarugo.
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Por otro lado, lfiguez, et al., 2001; evaluaron la conductancia estomética en
Chayote (Sechium edule (Jacq.) Swartz), la cual es una planta C3, la evaluacién
se llevé a cabo durante 24h bajo condiciones de campo. Los resultados que
obtuvieron los llevaron a la conclusion de que la conductancia estoméatica
disminuye draméaticamente en las primeras horas de la mafiana (alrededor de las
7:00 y 8:00h), afectando directamente a la transpiracion y asimilacion de COo,
este cambio podria estar relacionado con la disminucion de la temperatura de la
hoja, posteriormente cierra los estomas (alrededor de las 17:00 y 18:00h).

Rada, et al., 2005, evalué bajo periodos de déficit hidrico la conductancia
estomética en Theobroma cacao var. Guasare, una planta con metabolismo
fotosintético C3 observando que a partir de las 9:00h hubo un incremento de este
parametro, mientras que cerca de las 18:00h la conductancia estomatica inicia
su decrecimiento, lo cual indica que los estomas se encuentran abiertos durante
el diay cerrados durante la noche, tal como ocurre con los estomas de Dasylirion

cedrosanum.

4.2 Resistencia Estomatica.

La resistencia estomatica evaluada en la planta Dasylirion cedrosanum mostro
un comportamiento contrario de la conductancia estomatica a partir de las
19:00h, se observa un incremento de este parametro, lo que indica el cierre de
los estomas, comportamiento caracteristico de plantas con metabolismo C3 y
C4; durante las horas del dia podemos observar que la resistencia estomatica
presenta valores mas bajos a los que se muestran durante las horas de

oscuridad (Figura 17 y 18).
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Figura 17. Resistencia estomatica evaluada durante 24 horas consecutivas en el haz y
envés de hojas de plantas de Dasylirion cedrosanum sometidas a estrés hidrico durante

2 semanas. Datos de la media y error estandar correspondientes al primer periodo de
evaluacion.
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Figura 18. Resistencia estomatica evaluada durante 24 horas consecutivas en el haz y
envés de hojas de plantas de Dasylirion cedrosanum sometidas a estrés hidrico durante

2 semanas. Datos de la media y error estandar correspondientes al segundo periodo de
evaluacion.
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Gil, et al.,, 2006; estudiaron la resistencia estoméatica como respuesta a un
ambiente con y sin déficit hidrico, con y sin acolchado, con y sin sombra y con y
sin cobertura plastica en un cultivo de Sébila (Aloe vera M), la cual es una planta
CAM. Los resultados obtenidos en esta planta muestran que la resistencia
estomatica se increment6 de forma exponencial entre las 7:00 y las 8:00h, con
el aumento de la temperatura del aire y del déficit de presién de vapor, a partir
de las 17:00h disminuyé con mayor humedad relativa. EI comportamiento del
Aloe vera es contrario a lo que se observa para Dasylirion cedrosanum por lo
cual su comportamiento no es el caracteristico de una planta con Metabolismo

Acido de las Crasulaceas.

Por otro lado, Biscoe et al., 1973, evaluaron la resistencia estomatica en Vicia
faba L. en un periodo de 24h bajo estrés hidrico, y mostraron que este parametro
disminuye alrededor de las 9:00 y 10:00h manteniéndose estable durante el dia,
y vuelve a incrementar durante el inicio de la noche (alrededor de las 21:00 y
22:00h), lo cual es un comportandose caracteristico de una planta de
metabolismo C3, estos resultados son semejantes a los que se muestran en las
Figuras 17 y 18, relacionadas con la resistencia estomatica de D. cedrosanum,

lo cual no hace suponer que esta planta se comporta como una C3 o C4.

4.3 Acidez Titulable

El analisis de acidez titulable (Figura 19 y 20) realizado en el extracto obtenido
de las hojas de Dasylirion cedrosanum no mostré diferencias entre los valores
mostrados durante el dia y la noche, que pudieran definir en qué momento ocurre

la acumulacién de los acidos organicos, como el acido malico o acido citrico.
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Figura 19. Acidez titulable evaluada durante 24 horas consecutivas en el haz y envés
de hojas de plantas de Dasylirion cedrosanum sometidas a estrés hidrico durante 2
semanas. Datos de la media y error estandar correspondientes al primer periodo de
evaluacion.
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Figura 20. Acidez titulable evaluada durante 24 horas consecutivas en el haz y envés
de hojas de plantas de Dasylirion cedrosanum sometidas a estrés hidrico durante 2
semanas. Datos de la media y error estandar correspondientes al segundo periodo de
evaluacion.

Acevedo, et al.,, 1983, reporta un comportamiento similar al obtenido para
Dasylirion cedrosanum al medir la acidez titulable en el tejido fotosintético de
Proposis tamarugo Phil., ya que no observa variacion de este parametro a lo

largo del dia en condiciones naturales.
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Por otro lado, Casierra y Gonzalez, 2009, cuantificaron la acidez titulable por 24
horas en extracto de hojas de Furcraea macrophylla y Furcraea castilla durante
24h, y obtuvieron como resultados cambios diurnos (disminucién de la acidez)
gue se manifiestan en plantas con metabolismo acido de las crasulaceas (CAM)
y que son altamente dependientes de la hora del dia, sin embargo; las dos
especies muestran una disminucion en el contenido de &cidos organicos
presentes en las hojas a partir de las 19:00h con lo que se observa un aumento
en la acidez titulable.

Campos, 2012; mostré que en las plantas Agave salmiana bajo condiciones de
riego presentaron un claro ciclo diurno tipico de un comportamiento CAM, con
un aumento en la acidez titulable durante la noche (alrededor de las 19:00 y
20:00h), y un decremento durante las horas con luz (alrededor de las 7:00 y
8:00h).

4.4 Acumulaciéon de azUcares totales

La cuantificacion de azucares totales no proporcion6 informacion referente a qué
hora ocurre la acumulacion de azucares en la planta ya que no se observa un
incremento o decremento durante las 24 h evaluadas consecutivamente (Figura
21y 22).
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Figura 21. Acumulacién de azucares evaluada durante 24 horas consecutivas en el haz
y envés de hojas de plantas de Dasylirion cedrosanum sometidas a estrés hidrico
durante 2 semanas. Datos de la media y error estandar correspondientes al primer
periodo de evaluacion.
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Figura 22.Acumulacién de azucares evaluada durante 24 horas consecutivas en el haz
y envés de hojas de plantas de Dasylirion cedrosanum sometidas a estrés hidrico
durante 2 semanas. Datos de la media y error estandar correspondientes al segundo
periodo de evaluacion.

Wieland y Black, 1989, evaluaron glucanos totales en hojas de pifia (Ananas
comosus (L.)) durante un periodo de 24h cada 3h donde concluyeron que los
glucanos totales se comportaron relativamente constante durante las primeras
horas del periodo de oscuridad (entre las 17:00 y 18:00h), pero disminuyen

draméticamente alrededor de las 7:00 y 8:00h.

Cheng, et al; 1998, evaluaron los niveles de glucosa, fructosa, sacarosa y
almidon en plantas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, sometidas a un
crecimiento en un ambiente con una concentracion de 360microlitros de CO2
(condiciones ambientales) y plantas desarrolladas en concentraciones de
1000microlitros de CO: (altas concentraciones de CO2), en ambos casos el
contenido de los azucares en las plantas fue evaluado durante un periodo de
24h. Las plantas mostraron un incremento de azUcares evaluados durante las
primeras horas de la mafiana (alrededor de las 8 a las 9h) manteniéndose
constante durante todo el dia, a excepcion de las plantas tratadas con alto CO,
las cuales presentaron niveles mas altos de cada uno de los azlcares, estos

sacaridos disminuyeron durante la noche en todos los casos.
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4.5 Grados Brix

Las Figuras 23 y 24 muestran un incremento de los °Brix durante el dia, lo que
es un indicativo de la acumulacién de azlcares solubles ocurre durante las horas
de luz, mientras durante los periodos de oscuridad se muestra un decrecimiento
de dicho parametro, este comportamiento se observa durante los dos periodos
de evaluacioén (20 y 21 de Junio, 2013,y 26 y 27 de Junio, 2013). Es importante
mencionar que el aumento de los azlcares durante el dia es reportado tanto para

platas C3 como CA4.

En el caso de las plantas CAM, los azlcares tienden a incrementar durante la
noche, periodo en el cual abren sus estomas para absorber CO2, de esta manera
con el C02 absorbido son capaces de producir carbohidratos durante el periodo
de oscuridad.
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Figura 23. Monitoreo de los °Brix durante 24 horas consecutivas en el haz y envés de
hojas de plantas de Dasylirion cedrosanum sometidas a estrés hidrico durante 2
semanas. Datos de la media y error estandar correspondientes al primer periodo de
evaluacion.
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Figura 24. Monitoreo de los °Brix durante 24 horas consecutivas en el haz y envés de
hojas de plantas de Dasylirion cedrosanum sometidas a estrés hidrico durante 2
semanas. Datos de la media y error estandar correspondientes al segundo periodo de
evaluacion.

Wieland y Black, 1989 evaluaron la concentracion de tres azucares (fructosa,
glucosay sacarosa) y el contenido de azucares solubles totales en hojas de pifia
(Ananas comosus (L.)), dicha evaluacion se llevé a cabo durante un periodo de
24h. Los resultados obtenidos dieron a conocer que en el atardecer (alrededor
de las 16:00 y 17:00h) ocurre un incremento de los tres azlcares analizados
durante la noche, dichas concentraciones disminuyen en al llegar las primeras
horas de la mafana (alrededor de las 6:00 a las 7:00h), comportamiento que es

caracteristico de una planta CAM.

Por otro lado, Kalt et al., 1987, evaluaron el niveles de glucosa, fructosa, glucosa
6-p y fructosa 6-p y almidon en plantas de Zea mays que se encontraban bajo
condiciones de invernaderos. Las plantas mostraron un aumento de los
monosacaridos durante las primeras horas de la mafiana (alrededor de las 9:00
y 10:00h), llegando a una maxima durante las horas mas calorosas del dia y
disminuyendo drasticamente en la noche (alrededor de las 20:00 y 21:00h)

manteniéndose constante durante el periodo nocturno.
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V. CONCLUSION

El metabolismo fotosintético de D. cedrosanum no corresponde al Metabolismo
Acido de las Crasulaceas, debido que los resultados obtenidos de la
conductancia estomatica, resistencia estoméatica y °Brix, muestran que la planta
presenta un comportamiento caracteristico al metabolismo fotosintético C3 o C4,
debido a que se observa un incremento de la conductancia estomatica y °Brix
durante las horas de luz, y un decremento durante la noche, comportamiento

inverso a lo que se observa en la resistencia estoméatica.

VI. PERSPECTIVAS

Considerando los resultados de esta investigacion se propone el analisis de
discriminacion isotépica del 13C (613C) (indicador del tipo de enzima que
cataliza la fijacion de CO2), como una alternativa para definir si es metabolismo
C3 0 C4, por el cual se efectua la fotosintesis en la planta Dasylirion cedrosanum
Trel.
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