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Presentaciéon

PRESENTACION

Las cactaceas han recibido especial atencién debido a la gran importancia que
tienen en México por su diversidad y por lo amenazadas que se encuentran sus
poblaciones. Hasta hace algunos afios la mayoria de los trabajos tenfan por objeto
describir nuevas especies, detallar su anatomfa, reportar distribuciones, hacer
estudios sistemdticos, documentar usos tradicionales, etc. Recientemente se ha
dado un cambio hacia la integracién de los conocimientos que se tienen acerca de
las cactdceas para tratar de explicar el papel que tienen en el contexto ecolégico,
sus patrones reproductivos, sus mecanismos de evolucién (especiacién, sistemas
sexuales, influencias del hombre en la diferenciacién de poblaciones, etc.), su
micropropagacion y fisiologfa. En este tiltimo apartado han surgido muy diversas
lineas dentro del campo de la biomecdnica, fisiologia de la germinacién, genética
del metabolismo 4cido de las crasuldceas, desarrollo de rafces, respuestas al estrés,
etc.

La mayorfa de los trabajos acerca de la fisiologia de las cactdceas (y en general de
las suculentas) se han llevado a cabo en plantas adultas y pocos estudios se han
enfocado a las plantulas. El estudio de los procesos fisiol6gicos y anatémicos que
suceden durante las etapas de plantula puede ofrecer informacién muy
importante para explicar los patrones de establecimiento y supervivencia, y dar
una mejor interpretacion a 1o que sucede en etapas adultas.

Este trabajo esta organizado en cinco capitulos. En el Capitulo I se da una
introduccion a la fisiologia de las cacticeas como respuesta a las condiciones
ambientales, las estrategias y respuestas que se han visto con relacién a semillas,
germinacién y primeras etapas de desarrollo de las plantas, asf como una
introduccién general sobre aspectos te6ricos de la respuesta de las plantas al
ambiente, en especial al estrés hidrico; y se plantea el proyecto para estudiar el
efecto del estrés hidrico en la fisiologia y anatomia de las plantulas de cacticeas.
En el Capitulo II se describen las primeras pruebas de germinacién, crecimiento de
las plantulas y condiciones experimentales que se aplicaron a las especies que se
estudian en los Capitulos IIl y IV. El Capitulo III es la primera parte del
experimento, donde se evalGan variables metabolicas de las plantulas después de
haber estado expuestas a un estrés hidrico. En el Capitulo IV se evalaan variables
anatémicas de las plantulas, y en el Capitulo V se discuten los resultados y se
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analizan las implicaciones ecol6gicas y fisiol6gicas, haciendo mayor énfasis en los
Capitulos Il y IV.

Espero que este trabajo sea titil para entender el desarrollo de la tolerancia al
estrés hidrico y sirva como base metodolégica para el estudio de la fisiologfa de
las plantulas de las cacticeas desde un punto de vista morfofisiolégico, e incentive
a explorar nuevos problemas fisiolégicos que ayuden a explicar las estrategias
adaptativas de la fisiologia de las cactdceas, asf como la sobrevivencia de las
plantulas en ambientes aridos.

Ulises Yunuén Rosas Lopez
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Resumen

RESUMEN

En el establecimiento y desarrollo de cactdceas que habitan las zonas aridas, la
etapa mas sensible es la de plantula debido a que en este periodo estan sujetas a
condiciones estresantes como son la depredacién, la alta radiacion solar, las
temperaturas extremas y la baja disponibilidad de agua. Por ello, han desarrollado
ciertas estrategias para hacer frente a algunas de estas condiciones de estrés. Por
ejemplo: los requerimientos especificos para la germinacién en semillas y en
plantulas, el comportamiento metabélico durante las primeras etapas de
crecimiento, diferentes respuestas a temperaturas extremas, etc. La mayoria de los
reportes acerca de las aclimataciones o adaptaciones de las suculentas, en especial
de las cactdceas, se han hecho en plantas adultas; por ésto, es necesario estudiar
los procesos fisiol6gicos y anatémicos que suceden durante la etapa de plantula y
asi dar una mejor interpretacién a lo que sucede en la etapa adulta. El objetivo de
este trabajo fue estudiar las plantulas de cactaceas de la Subfamilia Cactoideae
Echinocactus platyacanthus Link y Otto (Tribu Cereae) y Polaskia chichipe (Goss.)
Backeberg (Tribu Pachycereeae) en respuesta al estrés hidrico, y como es que éste
afecta algunas variables fisiol6gicas y anat6micas.

Las plantulas fueron obtenidas a partir de semilla. Las semillas de P. clichipe no
recibieron escarificacién y las de E. platyacanthus se escarificaron quimicamente
con acidos fuertes. Se sembraron asépticamente en medio MS 50% y en agar1%. A
los 35 dfas de edad las plantulas se trasplantaron a medio liquido para simular dos
condiciones de disponibilidad de agua: Control (MS 50%, wn = -0.197 MPa) y
Estrés (MS 50% - manitol, wu = -1.519 MPa). A los 42, 70 y 98 dfas de edad se
realizaron las mediciones de metabolismo mediante un analizador infrarrojo de
gases de sistema abierto y diferencial (P. cliichipe n=6, E. platyacanthus n=9) a dos
horas del dfa: de las 1200 a las 1400 y de las 2100 a las 2300 horas, se calcularon las
tasas de intercambio de CO: y de vapor de agua. Las dimensiones de las plantulas
fueron calculadas asumiendo que su forma geométrica es cilindrica. Se utliz6 el
proceso microtécnico para la obtencién de secciones transversales de brote y rafz;
y se realizaron mediciones; se calcul6 en el brote: la relacién superficie-volumen
(S5/V), perimetro-drea transversal (P/A), niumero de vasos, irea de vasos,
capacidad conductora tedrica de vasos (CCT); y en la raiz la proporcién de area
transversal de cilindro vascular-cortex.

Durante Ies primeros 98 dias de edad el estrés hidrico no afecto a las tasas de
intercambio de CO. y de vapor de agua. Tampoco se hizo evidente un
comportamiento fotosintético de tipo C; o CAM inducido por la edad de las
plantulas o por el estrés hidrico. Las plantulas de P. chichipe presentaron una
correlacion significativa entre la tasa de intercambio vapor de agua y la tasa de
intercambio de CO:.

vii
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Respecto a la anatomfa, durante los primeros 98 dfas de edad en el brote no hubo
distincién entre parénquima clorofilico y de reserva. Se observoé el fenémeno de
colapsabilidad de las paredes celulares. Se obtuvo que la relaciéon S/V de las
pliantulas tiende a ser constante durante los primeros 98 dfas de edad y se
incrementa por la condicién de estrés hidrico. Parece ser que la S/V, P/A, el
niamero, tamafio y CCT de vasos son variables importantes en la adquisicién de la
tolerancia a la sequfa. Se sugiere que en plantulas de estas edades no existe una
relacién directa entre las modificaciones del metabolismo en las pldantulas y los
cambios en la anatomfa provocados por el estrés hidrico. Se propone que el
mantenimiento del transporte en el xilema son probables adaptaciones
importantes en la tolerancia al estrés hidrico en etapas de plantula.

viii



Introduccién general

CAPITULO I
Introduccién general

“... y el rocto se cuaja en el ciclo antes que llegue a caer sobre la tierra... alla
{lueve poco, a mediados de afio llegan unas cuantas tormentas que azotan la
tierra y la desgarran dejando nada mas el pedregal flotando encima del
tepetate...pero después de diez o doce dfas se van y no regresan sino al afio
siguiente y a veces se da el caso de que no regresen en varios afos.”
Luvina-Juan Rulfo

INTRODUCCION

Las poblaciones de plantas perennes constantemente se tienen que renovar con la
incorporacién de nuevos individuos, generados en forma vegetativa o sexual. La
reproduccién vegetativa es importante para elevar rapidamente los parametros
poblacionales con un genotipo ya probado y exitoso, pero no deja lugar a la
variabilidad. Generalmente la semilla es el producto de la reproduccion sexual en
las angiospermas y posee informacién genética de los progenitores, con la ventaja
de haber sido recombinada, lo cual abre un abanico de posibilidades fenotipicas
de plasticidad y nuevas oportunidades de éxito individual. Sin embargo, el
reclutamiento de nuevos individuos por esta via puede ser un evento muy costoso
energéticamente y poco exitoso. En zonas aridas las estrategias de crecimiento y
+desarrollo tienen que ser lo mas eficientes posible, debido a que las plantas se
encuentran sujetas a maualtiples tipos de estrés (déficit hidrico, exceso de luz,
temperaturas extremas, depredacion, etc.), que hacen complejas las relaciones de
la planta con su ambiente. Al respecto, se ha visto que las cactdceas son muy
sensibles en las primeras etapas de desarrollo y el establecimiento de nuevos
individuos es nulo en muchos afios (Turner et al, 1966, 1969; Steenbergh y Lowe,
1969).

No obstante, se ha observado que las cactdceas presentan estrategias indirectas
para asegurar que: las semillas germinen en un lugar seguro sin depredacion, con
los recursos suficientes para su establecimiento y que las pldntulas escapen a esta
etapa critica en la estructura de edades (Franco y Nobel, 1992; Altesor et al, 1992;

Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000).

Algunos autores sugieren que estos mecanismos estan intimamente ligados a las
formas de vida adultas de estas suculentas (Nobel, 1984; Rojas Aréchiga-Vazquez-
Yanes, 2000). De ahi la importancia de explorar esas propuestas y estudiar la
fisiologia de las cactdceas desde el momento de la germinacion, hasta el momento
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del establecimiento de las plantulas, asf como el efecto de los factores ambientales
en estos eventos.

Es por eso que en este capftulo se revisan los aspectos mds importantes del estrés
en general, asf como las estrategias de las cactidceas para asegurar que la
descendencia tenga oportunidad de establecerse en lugares propicios para la
germinacion y explotar los recursos, haciendo especial énfasis en el evento de la
germinacion, los factores que la afectan, las implicaciones ecofisiologicas, el
desarrollo, el reclutamiento de nuevos individuos o pldntulas, y aspectos
generales de la fisiologfa de las plantulas de cactéceas.

Las cactéceas

Las cactdceas son una familia de plantas endémicas de América que habitan en su
mayoria zonas aridas y semidridas de la Repuablica Mexicana, ocupando ambientes
cialidos humedos o templados (Arias, 1993). Algunos autores, como Bravo-Hollis
(1978), sugieren que cerca del 60% del territorio nacional esti ocupado por
ambientes aridos y semidridos, lo que realza la importancia de conocer los
recursos naturales de estas zonas.

Se reconocen dos grandes centros de diversidad para la familia Cactaceae:
Sudamérica y México, este tltimo con poco mas del 50% del total de especies que
tiene la familia, colocandolo como el pafs mds importante en diversidad de
cactaceas, con un indice de endemismo a nivel genérico del 35% y a nivel
especifico del 84% (Arias, 1993). No obstante el 35% del total de especies de
cactdceas estd en peligro de extincién, incluyendo 197 especies mexicanas (Arias,
2000).

Las poblaciones naturales de cacticeas sufren las presiones por actividades
humanas (deforestacién, agricultura, colecta de plantas, etc.). La colecta de
plantulas o juveniles de diferentes especies de esta familia con el fin de
comercializarlas como plantas de ornato altera las poblaciones, eliminando las
plantas de menor edad mis pequefias poniendo asf en serio peligro la
permanencia de las poblaciones en un futuro. De alli surge la importancia de
programas de conservacion que incluyan actividades de propagacion a partir de
semilla (Alvarez y Montafia, 1997), y cl interés de conocer los patrones de
comportamiento en la germinacién de las cactdceas con la promocién de técnicas
de cultivo sencillas para un mejor aprovechamiento del recurso que contribuya a
la disminucién del deterioro que causan las colectas clandestinas (Arias, 2000).
Aunque es ambiciosa la posibilidad de regenerar poblaciones naturales de
cactdceas, no se descarta que el conocimiento de los mecanismos que regulan la
germinacién y establecimiento de plantulas pueda servir como herramienta para

2
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la propagaciéon y la reduccion del impacto que tienen las poblaciones humanas
sobre esta familia.

Fisiologia del estrés

Se define estrés como cualquier factor bidtico o abiético que reduce la velocidad
de algun proceso fisiol6gico, por debajo de la que la planta podria mantener en
condiciones 6ptimas (Lambers et al, 1998), o como un conjunto de condiciones que
pueden causar un cambio aberrante en los procesos fisiol6gicos, que da como
resultado un daio (Nilsen y Orcutt, 1996), o como un cambio en la fisiologia que
ocurre cuando las especies se someten a cambios extremadamente desfavorables
sin que necesariamente represente una amenaza, pero que induce una respuesta
de alarma (Larcher, 1991). En muchos casos el estrés se mide en relacion al
crecimiento (acumulacién de biomasa) o al proceso de asimilacién primario (toma
de CO: y minerales), los cuales estdn relacionados con su crecimiento total (Taiz y
Zeiger, 1991).

Entre las condiciones ambientales que causan daiio estdn la sequia, las altas y bajas
temperaturas, la excesiva salinidad del suelo, el inadecuado suministro de
minerales en el suelo, y la inadecuada cantidad y calidad de luz (Buchanan et al,

2000).

El estrés dispara un rango amplio de respuestas, desde la expresién génica
alterada y cambios en el metabolismo celular, hasta cambios en las tasas de
crecimiento y productividad (Buchanan et al, 2000).

Los cambios en el metabolismo y en el desarrollo inducidos por el estrés pueden
ser atribuidos a patrones de alteracion de la expresién génica; una respuesta al
estrés se inicia cuando la planta lo reconoce a nivel celular, pero se sabe poco al
respecto. Las evidencias que se tienen indican que la regulacién de las respuestas
al estrés involucran hormonas (especialmente dcido abscisico, d4cido jasménico y
etileno) y mensajeros secundarios como Ca?*. El reconocimiento del estrés activa
rutas de senales de transduccién que transmiten informacién entre las células y a
través de la planta. Fundamentalmente, los cambios en la expresién génica que
ocurren en las células son integrados en una respuesta de toda la planta, la cual
puede modificar el crecimiento y desarrollo, e inclusive, las capacidades
reproductivas. La duracién y la severidad del estrés dictaminan la escala y
duracién de la respuesta (Buchanan ef al, 2000).

Se reconocen tres distintas escalas de tiempo de acuerdo al tipo de respuesta de las
plantas al estrés (Figura I-1): respuesta inmediata al estrés, aclimatacion y
adaptacion (Lambers et al, 1998).
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La respuesta inmediata al estrés consiste en una rapida reducciéon de uno o varios
procesos fisiol6gicos, y ocurre en escalas de tiempo que van desde segundos hasta
dfas (Lambers et al, 1998), tiempo en los cuales las plantas hacen manifiesta su
resistencia al estrés. La resistencia o sensibilidad al estrés depende de las especies,
y del estado de desarrollo de las plantas (Buchanan et al, 2000). Si la resistencia se
incrementa como resultado de la exposicion al estrés, se dice que la planta estd
aclimatada (Taiz y Zeiger, 1991), término que se puede definir como el ajuste
homeostiatico a través de cambios en la actividad o sintesis de nuevos
constituyentes bioquimicos (Lambers et al, 1998).

La aclimatacion debe distinguirse de la adaptacién debido a que esta dltima se
determina a nivel genético como resistencia adquirida a través de varias

generaciones (Taiz y Zeiger, 1991), y por ser una mejora evolutiva que aumenta la
adecuacion al ambiente de una poblacién de organismos (Buchanan et al, 2000).

lg.,..

Mn  Dis Mes Generncion Tiempo evolutivo

Tasa del procesa

Figura I-1. Tiempo tipico de respuesta de la planta al estrés ambiental, modificado de Lambers
et al. (1998).

Los mecanismos de resistencia al estrés hidrico pueden ser agrupados, en general,
en tres categorfas: los que posponen la desecacién (habilidad de mantener los
tejidos hidratados), la tolerancia a la desecaci6on (habilidad de mantener la
actividad fisiolégica aun cuando los tejidos estin deshidratados) y la que
presentan las plantas para evadir la sequia, completando su ciclo de vida durante
la temporada de lluvias antes de que ocurra nuevamente una sequia (Taiz y
Zeiger, 1991). Ninguna de estas categorfas es excluyente, de hecho la mayorfa de
los mecanismos individuales son dependientes de otros mecanismos para resolver
el problema de la limitacion de agua. De igual manera la sensibilidad al estrés
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hidrico varia para los diferentes procesos (fotosintesis, transpiracion, crecimiento,
etc.) y las diferentes etapas del ciclo de vida de las plantas (Nilsen y Orcutt, 1996).

Entre las plantas que posponen la desecacion estian las ahorradoras de agua y las
gastadoras de agua. Las ahorradoras de agua la usan conservadoramente,
preservando un poco en el suelo para su posterior uso durante el ciclo de vida
(como las cactidceas), mientras que las gastadoras de agua la consumen
sustancialmente (Taiz y Zeiger, 1991) gracias a que desarrollan sistema radicales
muy profundos.

En las plantas que son ahorradoras de agua, la tolerancia a la sequfa estd
tipicamente caracterizada por un conjunto de respuestas que incluyen: hojas
pequeiias con tendencia a la orientacién vertical, baja conductancia hidraulica del
xilema, una capacidad relativamente alta de acumular solutos para mantener una
elasticidad tisular alta que se expresa como mantenimiento de la turgencia y
cierre estomidtico a potenciales hidricos bajos (Smith et al, 1997). Respecto a la
altima respuesta, Jordan y Nobel (1979) reportan que las suculentas so6lo
soportan un potencial osmético de -1.6 MPa, como en el caso de las hojas de
Agave deserti que se marchitan irreversiblemente después de ese umbral

Potencial Hidrico

Los fisi6logos vegetales usan el término potencial hidrico (yu) para referirse a la
energfa libre contenida o potencial quimico de las moléculas de agua en el suelo,
en la planta, en las células y en la atmésfera (Kramer, 1974). En las plantas el
potencial hidrico es una suma de varios componentes de potenciales:

YWH= WYWp+Ws+ Yg+ Ym

El potencial de soluto (ys) esta determinado por la cantidad de particulas disueltas
en el agua. El potencial de presién (y;) es el reflejo de las fuerzas fisicas que se
ejercen sobre el agua desde su ambiente. El potencial gravitacional (yg) s6lo es
sustancial cuando el agua es transportada sobre distancias verticales de mas de5a
10 metros, por lo cual, el término puede ser omitido de la férmula general de
potencial hidrico. Por altimo, el potencial matrico (Wm) se da por la interaccién de
las superficies con el agua, sin embargo como ésta Gltima es pequeria y muy diffcil
de medir, el impacto del potencial matrico en el potencial hidrico usualmente se
ignora. Para las circunstancias en las cuales el potencial gravitatorio y el matrico
son insignificantes, la ecuacién de potencial hidrico se simplifica frecuentemente a:
WH= Y+ Yp
(Buchanan et al, 2000)
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En el suelo el potencial hidrico esta afectado principalmente por el potencial de
soluto (ys) y el potencial matrico (Wm) (Kramer, 1974). En un medio hidrop6nico el
potencial matrico (ym) se vuelve despreciable y asf el potencial hidrico solo esta
afectado por el potencial de soluto (ws). El potencial de soluto se cuantifica en
valores positivos, pero como ejerce una tensiéon de afinidad al agua, se convierte
en un vector negativo. Por lo tanto el potencial hidrico de los medios de cultivo se
expresan como el valor negativo del potencial osmético.

WH = - (W)

El manitol (CsH14Os) es un carbohidrato inerte en un medio liquido, es decir, no
tiene funcién como nutriente ni efecto hormonal; pero es osmoéticamente activo, y
su adicién a una solucién afecta al potencial de soluto.

Las estrategias de germinacion y establecimiento de las cacticeas

Al parecer las semillas de las cacticeas que habitan en el Valle de Tehuacan-
Cuicatlan estan obligadas a germinar una vez que son liberadas del fruto, puesto
que estan expuestas a una gran depredacion, lo cual les impide incorporarse al
banco de semillas (Rojas-Aréchiga y Batis, 2001). Para cactdceas se ha observado
latencia innata o verdadera (que evita que la semilla germine en la planta madre
por un tiempo después de la dispersién) y la forzada o impuesta (dada por
factores ambientales como temperatura, luz y agua) (Vleeshouwers, et al; Rojas-
Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000). Esta ultima es la que juega el papel mas
importante en la germinacién de las cactédceas, ya que para las plantas del desierto,
las condiciones de crecimiento son desfavorables y la germinacién s6lo se realiza
cuando hay una gran cantidad de agua disponible, como sucede durante una
temporada de lluvias prolongada.

En los casos documentados con respecto a cactdceas, se ha visto que las semillas
son fotobldsticas positivas o indiferentes en relacién a la germinacion (Rojas-
Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000), y que dicho comportamiento puede estar
asociado con la forma de vida de las plantas adultas (asf por ejemplo, en general,
las cactadceas columnares tienen semillas indiferentes y las de forma globosa y
barriliforme semillas fotoblasticas positivas), lo cual se interpreta como estrategias
para la sobrevivencia y el establecimiento de las plantulas (Rojas-Aréchiga et al,
1997).

Ahora bien, se ha visto que las plantulas de cactos con forma de barril, como
Ferocactus acanthodes, podrian soportar temperaturas tisulares extremas de hasta
60°C y -8°C, modificando la temperatura de la superficie de la planta. Esto se debe
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a la forma barril-esférica que tienen estos cactos que le confiere una mayor
capacidad para almacenar agua, y a la conveccién interna que disminuye la
temperatura tisular. Se observa que es crucial el establecimiento rapido de las
plantulas y su desarrollo, ya que a mayor talla hay mas posibilidades de
amortiguar las temperaturas extremas (Nobel, 1984).

En cactiaceas los factores ambientales que afectan la germinacién parecen
repercutir en el establecimiento de las plantulas (Rojas-Aréchiga et al, 1998), por lo
que el éxito o fracaso de una poblaciéon podria ser reflejo de las estrategias de
establecimiento de las plantulas y sus respuestas ante condiciones adversas del
ambiente; lo anterior puede estar ligado a los hdbitos de vida de las plantas
adultas.

Como sucede en la mayorfa de las plantas, la etapa de plantula es muy sensible,
situacion que se acentiia en las cacticeas debido a las presiones ambientales. Este
hecho se ha documentado ampliamente para varias especies de la familia (Turner
et al, 1966, 1969; Steenbergh y Lowe, 1969; Jordan y Nobel, 1979, 1981, 1982; Nobel,
1984, 1989; Franco y Nobel, 1989; Nolasco et al, 1996; Valiente-Banuet y Ezcurra,
1991; Alvarez y Montaiia, 1997; Mandujano et al, 1996; Arizaga y Ezcurra, 1999; de
Viana et al, 1999; Esparza et al, 1999; Gibson et al, 1999; Jiménez et al, 1999; Leirana-
Alcocer y Parra-Tabla, 1999; Méndez et al, 1999; Osorio et al, 1999; Quijas, 1999;
Carrillo-Garcfa et al, 2000; Contreras, 2000; Martinez ef al, 2001; Medina y Valiente-
Banuet, 2001; Navarro y Flores, 2001; Olvera, 2001; Ruedas et al, 2001; Zuihiga,
2001).

Dada la alta mortalidad que presentan las plantulas en el medio natural, Ia
mayorfa de los estudios se han enfocado a analizar c6mo afectan los distintos
factores fisicos a la sobrevivencia, asi como las interacciones ecolégicas que la
influyen, por ejemplo, el nodricismo y la depredacién; otros trabajos han hecho
hincapi¢ en la dindmica poblacional sefialando los factores bi6ticos que la afectan,
incluyendo los de indole antropogénica.

Ahora bien, en el caso particular del efecto del estrés hidrico, la sobrevivencia de
las plantulas de suculentas puede estar determinada por la cantidad de agua
almacenada en los tejidos desarrollados durante la primera temporada de
crecimiento. Dicha sobrevivencia es favorecida por la forma esferoidal (como la
que poseen las plantulas de cactdceas y que varfa segin la especie y edad de las
plantulas), ya que reduce el area superficial por unidad de volumen y
consecuentemente la pérdida de agua (Jordan y Nobel, 1981). En aftos de lluvias
frecuentes y constantes, convenientes para el establecimiento, las plantulas crecen
hasta una talla suficiente en la cual el agua almacenada no sea agotada por la
transpiraciéon cuticular durante la temporada de sequfa (Jordan y Nobel, 1982).
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La duracién de la temporada de sequia, previa a la temporada de luvias,
aparentemente determina el establecimiento exitoso de las plantulas de cactéceas,
y el patréon de afios exitosos determina, en general, la distribucién de talla de la
poblacién; sin embargo, la baja capacidad de almacenar agua por unidad de area
superficial causa que las plantulas, durante el primer afioc de vida, sean mias
susceptibles que los adultos a una desecacién letal durante sequias prolongadas
(Jordan y Nobel, 1982); aunque se ha documentado que las plantulas pueden
responder a los pulsos esporadicos de humedad rapidamente (Andrade y Nobel,
1996).

Es claro que la baja disponibilidad de agua en el suelo eventualmente afecta al
contenido de agua de la planta, sin embargo, segiin Jordan y Nobel (1981), el
consumo de las reservas de carbohidratos y la disminucién de la masa fresca de
las plantulas también puede jugar un papel importante en su establecimiento.

Otro fenémeno observado, relacionado con el régimen hidrico, es que las
suculentas desérticas se vuelven mis susceptibles a las altas temperaturas a la vez
que la presién osmética de sus células de clorénquima se incrementa en respuesta
al estrés hidrico; en contraparte, el déficit hidrico puede incrementar la tolerancia
a las bajas temperaturas (Nobel, 1984).

Nodricismo

A las asociaciones de las cactidceas con otras plantas que les proveen de un
microhabitat que reduzca las condiciones desfavorables se le llama nodricismo. Se
ha visto que en cactiaceas este fenémeno reduce la mortalidad y favorece el
establecimiento de las pldantulas en varias de las especies: Carnegiea gigantea
(Turner et al, 1966; Steenbergh y Lowe, 1969), Neobuxbaumia tetetzo (Valiente-
Banuet y Ezcurra, 1991), Echinocactus platyacanthus (Arizaga y Ezcurra, 1999),
Trichocereus pasacana (de Viana et al, 1999), Neobuxbaumia macrocephala (Esparza, et
al, 1999), Ferocactus histrix (Escobar y Huerta, 1999), Mammillaria gaumeri (Leirana-
Alcocer y Parra-Tabla, 1999), Pachycereus hollianus (Zavala et al, 1999), Pachycereus
pringlei (Carrilo-Garcfa et al, 2000), Mammillaria crucigera (Contreras, 2000),
Opuntia tomentosa (Olvera, 2001), Lophophora diffusa (Zaiiiga et al, 2001).

Numerosos estudios analizan las condiciones microambientales que pueden
ofrecer las plantas nodriza para el establecimiento facil de las plantulas (Alvarez y
Montafia, 1997) y observan los gradientes ambientales que provocan para
relacionarlos con los porcentajes de germinacién, tasas de crecimiento de las
plantulas, etc. (Franco y Nobel, 1989; Valiente-Banuet y Ezcurra, 1991). Inclusive
en otros casos se ha visto que con la formacién de conglomerados de plantas se




Introduccion general

crea un microambiente que puede ser favorable para el establecimiento de las
plantulas (Reyes-Valdés et al, 1999).

Cabe sefialar que no siempre el nodricismo est4 dado por plantas, sino que en
algunos casos las rocas pueden funcionar como nodrizas (Peters y Ezcurra, 1998).

En general se acepta que las plantas nodrizas generan islas de recursos (Carrillo-
Garcia et al, 2000), amortiguan las temperaturas extremas en el interior del dosel,
disminuyen la desecacién del suelo y retienen humedad por mas tiempo, proveen
de altos niveles de nutrientes al suelo, y reducen el riesgo de depredacién de
plantulas y semillas

En contraparte, el nodricismo puede producir efectos negativos. Se ha visto que la
germinaciéon puede ser inhibida cuando se usa sustrato extraido de la base de
plantas nodrizas (Franco y Nobel, 1989; Alvarez y Montaiia 1997). En plantulas, se
reduce la tasa de crecimiento (Alvarez y Montafia, 1997) y de captura de CO;
(Franco y Nobel, 1989), y se ejerce una fuerte presion de competencia por agua en
el suelo (Franco y Nobel, 1989).

El metabolismo de las plintulas de las cactaceas

En los ambientes aridos, uno de los problemas que deben sortear las cactdceas es
la fuerte insolacién que les provoca desecacién y degradacién de pigmentos
fotosintéticos, entre otros. Una forma de solventar la situacién es el metabolismo
dcido de las crasuldceas (CAM), la estructura suculenta, etc. Pero en el caso de las
semillas y de las plintulas en que dificilmente habra una buena cantidad de agua
disponible, Ia situaci6én se torna mas dificil, y por eso éstas son las etapas de
desarrollo en que las poblaciones son mas susceptibles.

Al momento de la germinacién, las pldntulas de la subfamilia Cactoideae
presentan un metabolismo Cs, el cual cambia a CAM conforme aumenta la edad.
Este comportamiento se asocia con el decremento en la relacién superficie-
volumen de las pldantulas durante su crecimiento (Altesor et al, 1992).

El cultivo in vitro de las especies en estudio

La preocupacién actual por la declinacién de las poblaciones de cactidceas ha
incentivado la necesidad de desarrollar estrategias para su conservacién y
restauraciéon de poblaciones dafiadas. Una opcién que se ha explorado es la
regeneracion de poblaciones mediante propagacién sexual y vegetativa (por
ejemplo la regeneraciéon de plantas mediante cultivo de tejidos). Esta Gltima ha
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resultado de gran interés por las posibilidades que ofrece para obtener muchos
individuos nuevos en un lapso de tiempo corto.

En el género Echinocactus se han desarrollado metodologfas para la obtenci6n de
plantulas mediante cultivo de tejidos (Frfas, 1989; Martinez et al, 1999), mientras
que para el género Polaskia no hay trabajos al respecto.

Sin embargo, en estudios ecofisiolégicos lo que se busca es tratar de entender la
respuesta de una poblacién de individuos ante un factor ambiental. La utilizacién
de plantulas obtenidas in vitro restringiria las conclusiones al genotipo que se
trabaj6. Es por eso que se elige trabajar con pldntulas obtenidas desde semilla.

En funcién de lo expuesto, en este trabajo se plantean los siguientes objetivos:

OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar el comportamiento anatémico y fisiolégico de plantulas de
- - Polaskia chihipe (Goss.) Backeberg y Echinocactus platyacanthus Link y
Otto-fa. grandis (Rose) Bravo de distintas edades, bajo condiciones de

estrés hidrico.

Objetivos particulares

® Establecer una metodologia para la germinacion y crecimiento
temprano (100 dfas de edad) de las plantulas de Polaskia chichipe y
Echinocactus platyacanthus, y de las condiciones experimentales para su
exposicion al estrés hidrico.

® Evaluar Ia tasa de intercambio de CO: y de vapor de agua en pliantulas
de ambas especies de distintas edades en estrés hidrico.

e  Observar y evaluar las modificaciones anatémicas como respuesta al
estrés hidrico en brote y raiz de plantulas de distintas edades en ambas
especies.

e Comparar los patrones de comportamiento fisiolégico y anatémico de
las plantulas de ambas especies.

10
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METODOLOGIA GENERAL (Figura 1-2)

1. Se colectaron frutos de Polaskia chichipe (Goss.) Backeberg y Echinocactus
platyacanthus Link y Otto fa. grandis (Rose) Bravo en localidades del Valle
de Tehuacan-Cuicatldn. Se midieron y pesaron los frutos (Apéndice II). Se
separaron las semillas.

2. Se realizaron pruebas de germinacion, crecimiento de las plantulas y
condiciones experimentales de estrés hidrico para el proyecto general
(Capitulo II, Condiciones de germinacién y crecimiento en Polaskia chichipe
y Echinocactus platyacanthus).

3. Se mont6 el experimento de acuerdo a los resultados de los ensayos
previos.

4. Se realiz6 la evaluacion de las tasas de intercambio de CO: y
transpiratorias en tres edades de las plantulas (Capitulo 1Il, Evaluacion de
las tasas fotosintélica y transpiratoria en Polaskia chichipe y Echinocactus
platyacanthus).

5. Se realiz6 la evaluacion de las variables anat6micas en tres edades de las
plantulas (Capitulo IV, Evaluacion de variables histolégicas en Polaskia
chichipe y Echinocactus platyacanthus).

NMruebas de genminadion v credtimiento
Pruebas de condiciones experimentates de estres hidrico

CAPITLTO#H

Frvaluacion de lacvanables ticodoricas: O X L T PR O T N R TR R TRRTTR PR TN

tasas totosintetica sy hanspratona LN A I I O TS I
CAPITL b

Figura I-2. Diagrama de flujo de la metodologia general del proyecto.
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6. Se- analizaron los datos para. determinar . si hay patrones de
comportamiento metabolico y . morfolégico (Capitulo V, Discusion
general).- i

Las especies estudiadas

Se estudiaron las plantulas de dos especies de cactiaceas: Polaskia chichipe (Goss.)
Backeberg (Tribu Pachycereeae) y Echinocactus platyachantus Link y Otto fa. grandis
(Rose) Bravo (Tribu Cacteae), con héibito de. vida columnar-arborescente y
globoso, respectivamente. .

Polaskia chichipe (Goss.) Backeberg es una planta columnar-arborescente de 3a 5 m
de alto, profusamente ramificada. El tallo principal es corto, las ramas terminales
van de 7 a 9 cm de ancho, ligeramente arqueadas, verde claras y formando una
copa compacta (Figura I-3a); presenta de 9 a 12 costillas (Arias et al, 1997); los
frutos tienen alrededor de 20 mm de longitud, 19.9 mm de didmetro y pesan 6.8 g
(ver Apéndice II), son globosos, rojos, con areolas deciduas en la madurez (Arias et
al, 1997); las semillas (Figura I-3b) miden 1.3 mm de largo, son negras con
puntuaciones hundidas que se hacen mis pequeiias hacia el hilo (Cruz-Gonzilez,
2002). Se distribuye en los Estados de Puebla y Oaxaca, en los alrededores de
Tehuacan, Puebla, y en la Mixteca alta (Bravo-Hollis, 1978); se encuentran
poblaciones abundantes en las cercanias de Huajuapan de Leé6n sobre la carretera
Huajuapan-Tamazulapan-Oaxaca. Florece entre febrero y julio.

'Figura 1-3. a: Planta adulta de P. chichipe (Goss.) Backeberg en el Valle de Huajuapan, Oaxaca.
b: Vista lateral de la semilla madura en el microscopio electrénico de barrido, mostrando la
regién hilo-micropilar (RHM) y la regién dorsal (RD).
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Echinocactus platyachantus Link y Otto fa. grandis (Rose) Bravo, es una planta
simple cespitosa con tallos ‘de 0.5 a 2.0 m de alto y 0.4 a 0.8 m de ancho, verde
oscuro, el apice hundido tiene abundante lana amarilla (Figura 1-4a) (Arias et al,
1997); los frutos tienen alrededor de 35.7 mm de longitud, 14 mm de diametro y
pesan 3.6 g (ver Apéndice II), largamente oblongos, reniformes, pardo obscuros
(Arias et al, 1997); las semillas son negras (a veces café rojizo) con testa lisa (Figura
I4b). Es una especie endémica de México y se encuentra en los estados de
Coahuila, Guanajuato, Hidalgo, Nuevo Le6n, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis
Potosf, Tamaulipas y Zacatecas. Esta especie tiene tres formas, de las cuales la
forma grandis (Rose) Bravo es la que crece en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan. Su
habitat es el matorral xerofito. Florece entre junio y septiembre (Arias et al, 1997).
El fruto queda atrapado por un tiempo en la lana del dpice, por lo que es posnble
colectar semillas casi todo el afto.

Fig'u.ta I-4. a: Plantas adultas de E, platyachantus Link y Otto fa. grandis (Rose) Bravo en el :
Valle de Zapotitlan, Puebla. b: Vista lateral de la semilla madura en el microscopio electrénico
de barrido, mostrando la regién hilo-micropilar (RHM) y la regién dorsal (RD).

Las zonas de colecta

El Valle de Tehuacdn-Cuicatldan es una region xerofitica, localizada en la parte sur
del estado de Puebla y noroeste del estado de Oaxaca entre los 17°39” y 18°53° de
latitud norte y los 96°55° y 97°44° de longitud oeste. Forma parte de la region
denominada Mixteca Oaxaqueria, y abarca varios valles entre los que destacan los
de Cuicatldn, Huajuapan, Tehuacédn, Tepelmeme y Zapotitlin. Su clima es de tipo
semidrido con temperatura alta, régimen de Huvias de verano con canfcula y con
poca a extremosa oscilacién de temperatura (Vl]]aseﬂor etal, 1990)

Dentro de esas demarcaciones se eligieron zonas de colecta donde estuvxeran

presentes las especies de interés. Los frutos de Polaskia chichipe se colectaron en
mayo del 2001 en una poblaciéon cercana a la carretera Huajuapan-Tamazulapan-
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Oaxaca Km 7 (17°45.155" 1atitud norte y 97°44.739° longitud oeste) perteneciente al
Valle de Huajuapan; los frutos de Echinocactus platyacantus se colectaron en marzo
del 2001 en una poblacion aledaria a la carretera México-Huajuapan en el Km 13
(18°24.483" latitud norte y 97°26.207° longitud oeste) y que forma parte del Valle
de Zapotitlan.
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CAPITULO IT
Condiciones de germinacién de las semillas y crecimiento
temprano de las plantulas de Polaskia chichipe
y Echinocactus platyacanthus

“En tierra seca duermen
1a ltuvia llego,
calor y brota el germen.”

INTRODUCCION

El estudio de la germinacién y crecimiento inicial de las cactdceas ha cobrado
importancia debido a que en la actualidad su propagacién es prioritaria para su
conservacion. A su vez, estos estudios han servido para contribuir al conocimiento
que se tiene de la fisiologfa de las cactdceas al aportar herramientas que ayudan a
esclarecer preguntas sobre los factores que influyen en la germinacién, como son
la latencia y el aprovechamiento del agua por las semillas.

Latencia

Se conocen en general tres tipos de latencia: innata, forzada e inducida (Camacho,
1994; Vleeshouwers et al, 1995). En cactdceas tinicamente se han observado dos de
ellos: la innata o verdadera que evita que la semilla germine en la planta madre o
un tiempo después de la dispersion y la forzada o impuesta que estda dada por
factores ambientales como temperatura, luz y agua (Fearn, 1981; Rojas-Aréchiga y
Vazquez-Yanes, 2000). Esta dltima es la que juega el papel mas importante en la
germinacién de las cactdceas ya que para las plantas de zonas &aridas las
condiciones para el crecimiento son desfavorables y la germinacion s6lo se realiza
cuando hay una alta probabilidad de que las plantas producidas lleguen a la
madurez (Camacho, 1994).

Se ha visto que las semillas de cacticeas recién colectadas y puestas a germinar en
condiciones O6ptimas (temperaturas entre 17 y 34°C, buena humedad y luz),
registran porcentajes de germinacién de regulares a altos sin haber tenido
pretratamiento alguno, como es el caso de Astrophytum myriostigma (Arredondoy
Camacho, 1995), Pachycereus pecten-aborigenum (Dubrovski, 1996), Pachycereus
pringlei (Nolasco et al, 1996), Pilosocereus chrysacanthus, Cephalocereus columna-
trajanii, Ferocactus latispinus, Stenocereus stellatus, Wilcoxia viperina (Alvarez y
Montafia, 1997), Stenocereus thurberi (Nolasco et al, 1997), Ferocactus recurvus,
Ferocactus robustus (Rojas-Aréchiga et al, 1997), Coryphantha pallida, Echinocactus
platyacanthus, Ferocactus flavovirens, Neobuxbaumia tetetzo, Opuntia puberula,
Pachycereus hollianus (Godinez—Alvarez y Valiente-Banuet, 1998), Ferocactus
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peninsulae, Ferocactus histrix (Escobar y Huerta, 1999). Esto confirma que la latencia
impuesta o forzada es mas importante que la latencia innata o verdadera en las
cactdceas ya que ésta se pierde solamente después de la liberacion de la semilla,
mientras que la forzada o impuesta estd mas relacionada con las limitantes
ambientales propias de las zonas aridas; es por ello que Fearn (1981) la llama
latencia falsa ya que no es un mecanismo completamente interno el que la
determina.

Para otros casos como en algunas especies del género Opuntia, la germinaciéon de
semillas es un fenémeno que se da pero no en alta proporcién porque las semillas
necesitan cierta madurez fisiolégica o la intervencién de microorganismos que
ayuden a la germinacién, permitiendo el desgaste de la cubierta funicular que esta
altamente esclerosada (Olvera, 2001; Flores, 2002).

Tratamientos de escarificacion

Los tratamientos de escarificacién que usualmente se utilizan en los experimentos
de germinacion simulan las condiciones naturales a las que las semillas estin
expuestas, como son:

O Escarificacién quimica con soluciones dcidas para imitar las condiciones
del aparato digestivo de un herbivoro que haya ingerido el fruto.

O Escarificacion mecanica para simular arrastre por agua o viento.

O Temperaturas fluctuantes para simular los cambios de temperatura
durante el dia.

O Ciclos de hidratacién-deshidratacién para simular las Hluvias espordadicas
y discontinuas en zonas aridas.

Escarificacién quimica y mecanica

Muchos trabajos han demostrado el efecto que tiene sobre la testa la ingestion de
frutos por animales, permitiendo a las semillas germinar si las condiciones son
adecuadas (Escobar y Huerta, 1999; Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000);
cuando los frutos son tragados totalmente, las semillas pasan por el tracto
digestivo del animal, donde reciben un tratamiento acido que las prepara para
germinar y asf son depositadas en las heces fecales. Una ligera inmersiéon de las
semillas en soluciones dcidas de baja concentracién, aumenta la germinacion en
algunas especies como Pachycereus pringlei (Nolasco et al, 1996), Pachycereus
hollianus (Godinez-Alvarez y Valiente-Banuet, 1998), Ferocactus histrix (Escobar y
Huerta, 1999) entre otras. Sin embargo, Alvarez y Montaiia (1997) reportan para
Pilosocereus chrysacanthus, Cephalocereus columna-trajanii, Ferocactus latispinus,
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Stenocereus stellatus, Wilcoxia viperina, que los tratamientos de escarificacién
qufmica no incrementaron la germinacién. Resultados similares obtuvieron
Godinez-Alvarez y Valiente Banuet (1998) para Neobuxbaumia tetetzo, Coryphantha
pallida, Echinocactus platyacantus, Ferocactus flavovirens y Opuntia puberula.

Kemp (1989, citado en Rojas-Aréchiga y Viazquez-Yanes, 2000) reporta que las
semillas dispersadas por el agua necesitan de una escarificacibn mecéanica que
simule la abrasi6n natural del suelo. No obstante, se ha observado que en algunos
casos la escarificacion mecanica disminuye drasticamente el porcentaje de semillas
viables ya que el embrién puede ser dafiado seriamente, y en otros casos el
porcentaje de germinacién total mejor6é pero no de manera significativa (Alvarez y
Montaiia, 1997; Godinez-Alvarez y Valiente-Banuet, 1998).

En resumen, la escarificacion mecdnica estd muy ligada a la forma de dispersién
de la semilla, siendo letal para aquellas que no son aptas para usar el agua o
viento como vector de dispersion (Bregman, 1988). Pero ademas parece existir una
relacion entre la sensibilidad a la escarificacion quimica y el tipo de fruto (Rojas-
Aréchiga com pers, 2002), lo que puede ser importante para algunas semillas,
mientras que otras semillas son indiferentes a los tratamientos con 4cidos.

Memoria de hidratacion de la semilla

En las zonas aridas la precipitacion pluvial es menor de 350 mm al afio con una
distribuciéon muy irregular durante la época de lluvias, la época de sequia no es
menor a 7 meses y la cubierta vegetal no es mayor al 70%; mientras que en las
zonas semidridas la precipitacion pluvial llega a variar entre los 350 y 600 mm con
una cobertura vegetal de poco mas del 70% del area (Arias, 2000). Esto es un gran
problema para las plantas de zonas aridas porque no pueden disponer de agua
por intervalos de tiempo largos y continuos. En condiciones naturales las semillas
estan expuestas a patrones de hidratacion y deshidratacion continuas, por lo que
la sobrevivencia de semillas en ambientes desérticos debe estar adaptada a ciclos
de hidratacion-deshidratacién-rehidratacién (Dubrovski, 1996).

La memoria de hidratacién de la semilla se refiere a la habilidad que tiene para
retener durante, los periodos de deshidratacién, aquellos cambios fisiol6gicos
inducidos como resultado de su hidratacién. En la familia Cactaceae el fenémeno
ocurre, con las siguientes caracteristicas:

* Después de los eventos de hidratacion las semillas toleran largos periodos de
deshidratacion.

* Los niveles de hidratacién de las semillas menores a los requeridos para
desencadenar la germinaciéon, pueden producir cambios en el embrion que
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ayudan a la semilla a acelerar la germinacién en condiciones favorables, lo
cual aumentara las probabilidades de sobrevivencia en la etapa critica de
plantula.

* Los cambios que se dan en la semilla son progresivos y acumulativos y son
dependientes del tiempo de hidratacion; no obstante son indiferentes al
tiempo de deshidratacion.

Dado que no hay una metodologia general para la germinacion de las semillas de
cactdceas, se plante6 realizar dos ensayos de germinacién para determinar,
primero, el tratamiento de escarificacién para cada especie con el objetivo de
promover su rapida y sincrénica germinacién; y segundo, definir si modificando
las concentraciones de medio Murashige y Skoog (1962) (MS) se promovieran
mejores porcentajes de germinacion, asf como el crecimiento de las plantulas. Para
lograr el estrés hidrico se eligié una sustancia osmoéticamente activa que fue el
manitol (CsHi1406). Segiin Dabekauseen et al (1991), el manitol adicionado a
medios de cultivo disminuye el potencial osmoético del medio. Por ello se
realizaron ademas pruebas de transferencia a medios liquidos a base de medio
MS, adicionados con diferentes concentraciones de manitol, para obtener distintos
potenciales osméticos y determinar una concentracién de manitol suficiente para
provocar estrés hidrico sin que fuera letal para las plantulas.

OBJETIVOS
Opbijetivo general

e  Obtener una metodologia para la germinacién y crecimiento temprano
(100 dias de edad) de las plantulas de Polaskia chichipe y Echinocactus
platyacanthus, y de las condiciones experimentales para su exposicion al
estrés hidrico.

Objetivos particulares

e  Obtener una metodologia para la germinacién rdpida y sincrénica de
semillas de Polaskia chichipe y Echinocactus platyacanthus.

e Determinar la concentraciéon de medio MS para la germinacién que
promueva el mejor desarrollo de las plantulas de estas especies.

e  Probar medio MS liquido con puentes de papel filtro adicionado con
diferentes concentraciones de manitol para provocar estrés hidrico no
letal a las plantulas.
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METODOLOGIA
Ensayos de germinacién con tratamientos de escarificaciéon

A las semillas de P. chichipe y E. platyacanthus se les aplicaron 5 tratamientos de
escarificacion (30 semillas cada uno):

Sin escarificacion. (Control)

Escarificacion con acidos fuertes (H,SO, o HCIl) pH 1 durante 1 hora. (H+)
Las semillas fueron sumergidas en agua a 50°C por 5 min y después en
agua a 24°C por 24 horas. (Remojo)

Escarificacién con acidos fuertes (H,SO, o HCl) pH 1 durante 1 hora mas
remojo por 24 horas (tratamiento III mas II). (H+ y Remojo)

V. Escarificacién con H2SOs concentrado por 15 segundos. (Ac. Sulfarico)

< Emn

Las semillas se sembraron en: tierra-tepojal 1:1 (ex vitro) y agua-agar bacteriol6gico
1% (10g L-1) pH 5.7 (in vitro). En éste Gltimo las semillas fueron desinfectadas,
después de su correspondiente tratamiento de escarificacién, con Tween 80 3 gotas
50 ml?! por 30 min, Microdyn 3 gotas 50 ml? por 15 min, etanol al 70% por 2 min,
hipoclorito de sodio comercial al 20% por 15 min y tres enjuagues con agua
destilada esterilizada. Este ensayo fue realizado aproximadamente a 4 meses de la
colecta de los frutos.

Ensayos de germinacion in vitro

De acuerdo con el mejor tratamiento de escarificacién se sembraron semillas de P.
chichipe y E. platyacanthus los siguientes medios (pH 5.7, 40 semillas cada uno):

I. Control: Agua-agar bacteriolégico 1% (10g L")
II. MS 50%: Medio MS al 50% de sus componentes mas agar bacteriolégico
1% (10gL7)
. MSC: Medio MS al 100% de sus componentes mas agar bacteriologico 1%
(10g L™

Ensayo de transferencia a medios liquidos in vitro.

Se realizé una curva patrén de medio MS liquido 50% adicionado con diferentes
concentraciones de manitol (CsH14Os), desde 0 a 160 g L}, y se determinaron los
potenciales osmoéticos con un Microsmémetro (Micro Osmommeter 3300,
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Advanced Instruments, Massachusetts). De esta curva se obtuvieron Ias
concentraciones requeridas para obtener medios MS liquidos 50% con potenciales
osmoticos de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.5 y 2.0 MPa. A cada uno de estos medios se
transfirieron 4 plantulas de P. chichipe y E. platyacanthus, de 28 a 56 dias de edad,
obtenidas en la mejor condiciéon de germinacion. Se mantuvieron en esas
condiciones durante un 30 dfas y se seleccion6 visualmente el medio MS liquido al
50% con el potencial osmético suficiente para producir estrés hidrico sin ser letal.
Los soportes empleados para el cultivo fueron puentes de papel filtro, los cuales
permitieron que el brote se mantuviera vertical y que sélo las rafces estuvieran
expuestas al medio liquido.

Para los ensayos de germinacién y transferencia, los cultivos se mantuvieron en
una camara de ambiente controlado a 25°C % 1, fotoperiodo 16h luz-8h oscuridad,
intensidad luminosa de 11960-15640 umol m-2 s1,

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayos de germinacién con tratamientos de escarificacion

En P. chichipe se obtuvieron valores bajos de germinacién, tanto en el sustrato de

tierra-tepojal como en agua-agar, lo cual se debi6 probablemente a un efecto
perjudicial de la escarificacién (Figuras I1-1 y 1I-2).

—&— H+ y Remoio
—¥— Ac. Sulfarico

% germinacién
02888883888

o] 5 10 15 20 25 30 35
dias

Figura Ii-1. Ensayo de germinacién de P. diichipe en sustrato tierra-tepojal. Se obtuvieron en
general bajos porcentajes de germinacion. El mayor valor se obtuvo en el Control.
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Figura 11-2. Ensayo de germinacion de P. diidiipe en sustrato agua-agar 1%. El mejor
porcentaje de germinacion se obtuvo en el Control.

Los mejores resultados se obtuvieron en el Control con un 50% de germinacién a
los 36 dfas en tierra-tepojal 1:1 y 60% a los 6 dias en Agua-Agar 1%. Esto podria
indicar que no todas las semillas son viables o que el embrién adn no estaba lo
suficientemente maduro para germinar, o que el agua no penetr6 las cubiertas en
un 50% de las semillas.

Para E. platyacanthus el mejor tratamiento de escarificacion en tierra-tepojal fue el
de 4cidos fuertes pH 1 durante 1 hora (H+) con un 90% de germinacién a los 24
dias (Figura II-3); en Agua-agar 1% los mejores tratamientos fueron los de acido
sulftirico concentrado por 15 segundos (Ac. Sulftirico) con un 100% a los 19 dias y
Acidos fuertes pH 1 por una hora (H+) con 100% a los 23 dias (Figura II-4). La
escarificacion quimica intensificé6 la germinacion; sin embargo los frutos de E.
platyacanthus no son carnosos, lo cual reduce las posibilidades de que un animal
pudiera ingerir las semillas y escarificarlas dentro de su tracto digestivo como lo
reportan Escobar y Huerta (1999) para Ferocactus latispinus. Serfa importante
realizar mas estudios sobre la dispersion de las semillas y relaciones ecologicas de
E. platyacanthus para discutir mas al respecto.

Los cultivos in vitro resultaron mas adecuados para los fines que se persiguieron
en el objetivo general (Capitulo I) porque estin completamente asépticos, son un
sistema cerrado que después de la siembra no tiene requerimientos de cuidados
adicionales y se pueden obtener raices lo suficientemente limpias (sin restos del
sustrato) para iniciar el proceso microtécnico, por lo que se opté por realizar los
siguientes ensayos en estas condiciones.
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Figura II-3. Ensayo de germinacion de E. platyacanthus en sustrato tierra-tepojal. El mayor
porcentaje se obtuvo en el tratamiento de escarificacion de acidos fuertes pH 1 por 1h (H+)
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Figura II-4. Ensayo de germinacion de E. platyacanthus en sustrato agua-agar 1%. Los mejores
porcentajes de germinaciéon se obtuvieron en los tratamientos de acidos fuertes pH 1 por 1h
(H+) y con H,;SO, concentrado por 15 s (Ac. Sulfarico).

Ensayos de germinaci6n in vitro

El mayor porcentaje de germinacioén y en menor lapso de tiempo se obtuvo en el
medio de agua-agar 1% (90% alos 30 dfas en P. chichipe y 84% a los 18 dias
en E. platyacanthus) (Figuras II-5 y II-6), pero con la desventaja de que las plantulas
practicamente no crecieron. Lo anterior se puede atribuir a que el medio agua-agar

26




Capitulo II. Condiciones de germinacién y crecimiento temprano

1% no tiene solutos disueltos, lo que hace que el potencial hidrico sea mayor y por
tanto las semillas tengan mayor disponibilidad de agua, sin embargo esto solo
acelera la germinacioén, no asf el crecimiento de las plantulas debido al déficit de
nutrientes. En el medio MS al 50% se obtuvieron porcentajes similares de
germinacién pero en mayor tiempo (80% a los 50 dfas en P. chichipe y 88% a
los 34 dias en E. platyacanthus), probablemente debido a que los solutos del medio
MS al 50% disminuyen el potencial hidrico y restringen la disponibilidad de agua,
no obstante favoreci6 el crecimiento de las plintulas por la presencia de
nutrientes. Se ha reportado que en cultivos ex vitro el riego con medio MSC
induce el crecimiento de plantulas de Acanthocereus occidentalis (Trevino et al,
2001), y que la adici6én de acido giberélico desencadena un mayor crecimiento de
plantulas de Stenocereus treleasi (Martinez et al, 2001), lo cual es congruente con los
resultados. obtenidos

En este trabajo se propone que para cultivos in vitro el medio MS al 50% es
suficiente para promover el crecimiento de las plantulas de P. chichipe y E.
platyacanthus, sin utilizar hormonas, y se descarta al medio MSC porque retarda el
crecimiento de las plantulas probablemente debido a la alta concentracion de
sales, lo cual se ve reflejado en el amarillamiento y bajas tasas de crecimiento de
las plantulas.

% germinacién

T - e

o] 20 dias 40 60

il |

Figura [I-5. Ensayo de germinacion in vitro de P. chidiipe. En Agua-Agar
1% (A-A) y en MS 50% se obtuvieron porcentajes similares de
germinacion, pero el Gltimo favoreci6 el crecimiento de las plantulas.
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Figura lI-6. Ensayo de germinacién in vitro de E. platyacanthus. En los
medios Agua-Agar 1% (A-A) y MS 50% se obtuvieron resultados similares,
pero el alimo favoreci6 el crecimiento de las plantulas.

Ensayo de transferencia a medios liquidos in vitro.

De las mediciones en el Microsmémetro del medio MS al 50% adicionado con
manitol se obtuvo la curva patrén que se muestra en la Figura II-7. Con ello se
determiné la cantidad de manitol para provocar los potenciales osméticos de 0.2,
04, 06, 0.8, 1.0, 1.5 y 2.0 MPa. Los primeros cuatro valores se emplearon
basandose en Dabekauseen et al (1991) quienes los utilizaron en explantes (sin
raiz), pero dado que las plantulas en el experimento tienen raiz se propuso
adicionalmente los tres ultimos. Las cantidades que se muestran en la Tabla II-1.

Tabla II-1. MS al 50% adicionado con
manitol y sus potenciales osmoéticos
2 correspondientes. Se marcan las
concentraciones de manitol elegidas
1.5 para el experimento.
ol Manitol y osmético
= 4 gLt MPa
y = 0.0131x + 0.1918 0.0 * 0.197
03 r?=09998 0.6 0.202
[ T v T . . 16.16 0.405
0 30 60 90 120 150 31.72 0.607
manitol (g/L) 47.29 0.810
62.85 1.013
Figura II-7. Curva patrén de medio Murashige y 101.76 * 1.519
Skoog adicionado con Manitol
140.67 2.026
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Se transplantaron dos plantulas de cada especie a cada medio y se determiné que
la concentracién de manitol (101.76 g L-1) que provoca un potencial osmético de
1.5 MPa, fue suficiente para ocasionar estrés hidrico en las plantulas sin que éstas
perecieran.

CONCLUSIONES

Los cultivos in vitro son mas practicos para los objetivos generales que se
plantearon en este trabajo puesto que se pueden controlar y evitar asf el efecto de
variables externas.

Los tratamientos de escarificacion disminuyeron el porcentaje de germinacion en
P. chichipe, que en general fueron bajos. Por esta razén en los siguientes
experimentos se sembraron las semillas de P. chichipe sin escarificacion alguna.

La escarificacion quimica con 4cidos fuertes favoreci6 la velocidad y sincronfa de
la germinacién en E. platyacanthus, la cual en general presenté altos porcentajes.
Por ello en los posteriores experimentos se sembraron las semillas de E.
platyacanthus con escarificacion quimica de acido sulfarico concentrado (HzSOs
(concy) durante 15 s.

El medio MS al 50% con Agar 1% fue el mejor para la germinacién y desarrollo de
las plantulas. El agua-agar 1% favoreci6 la germinacion por tener mejor
disponibilidad de agua pero impidi6 el crecimiento de las plantulas,
probablemente debido a la deficiencia de nutrientes. E1 Medio MS al 100% con
Agar al 1% retrasé y disminuy6 la germinacién quizas debido al exceso de solutos
en el medio. Por lo tanto en los siguientes experimentos se us6 Medio MS al 50%
con Agar 1% para la germinacion y crecimiento temprano de las plantulas.

El medio liquido MS 50% adicionado con 101.76 g L-! de manitol (wa = -1.51 MPa)
fue suficiente para ocasionar estrés hidrico en las plantulas de 1 a 2 meses de edad
transplantadas desde MS 50% - Agar 1%, sin causarles darios letales. Es por eso
que en los siguientes experimentos se utilizé esta concentraciéon de manitol para
provocar estrés hfdrico.
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CAPITULO 11
Evaluacion de las tasas de intercambio de CO: y de vapor de agua
en plantulas de Polaskia chichipe y Echinocactus platyacanthus
bajo condiciones de estrés hidrico

INTRODUCCION

El metabolismo, como un conjunto de procesos que suceden en el organismo, es
una funcién que responde a las condiciones externas de disponibilidad de los
requerimientos fisicos de la planta y a las condiciones internas de desarrollo y
madurez. El metabolismo primario es el primero en responder cuando la planta se
encuentra frente a un estrés, para evitar que dicha condicién dafie tejidos u
o6rganos; de esta manera la planta trata de conservar un equilibrio homeostatico
con el ambijente (Taiz y Zeiger, 1991).

En las plantas, los flujos de materiales pueden ser indicadores del metabolismo.
Por ejemplo, es posible determinar si un 6rgano es productor o demandante de
recursos mediante la medicion de los flujos de agua en el floema o del intercambio
gaseoso. Como ya se conoce, precisamente el agua y el carbono son los principales
constituyentes de las plantas, y su balance dentro de ellas se define por los flujos
de materiales de un sitio a otro y con el medio externo. El balance de carbono esta
mediado basicamente por flujos de CO: (fotosintesis, respiracion vy
fotorrespiracion). El balance hidrico esta influido principalmente por la toma de
agua por las raices y otras superficies (epidermis) y su pérdida a través de la
transpiracién (Von Willert et al, 1992), que segiin Kramer (1974) puede definirse
como la pérdida de agua de las plantas en forma de vapor. El ambiente tiene un
papel fundamental en la direccion de los flujos y en su distribucion espacio-
temporal, observandose modificaciones en este proceso como respuesta a una
condicién adversa, lo cual suele denominarse como estrés (Nilsen y Orcutt, 1996).

Dada la trascendencia que tiene la disponibilidad de agua como fuente para los
procesos de la fotosintesis y transpiracién, es importante el estudio de las
respuestas de los organismos frente a una condicién estresante, en especial ante la
baja disponibilidad de agua, en etapas de desarrollo que son cruciales como es el
estado de plantula.

Captura de carbono y fotosintesis
Algunos de los factores que influyen en la fotosintesis son: la disponibilidad de

agua y nutrimentos, la concentracién de CO,, la luz y la temperatura (Salisbury y
Ross, 1994).
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Cuando el potencial hidrico del suelo es mayor a -0.3 MPa, tal como sucede
después de una lluvia, ocurre una toma continua de agua, los estomas pueden
abrirse plenamente y la asimilacién neta de CO:z puede ser maxima (Nobel, 1998).
Pero en el momento en el cual el potencial hidrico del suelo se reduce
considerablemente (por debajo del potencial hidrico de la raiz), el suministro de
agua comienza a ser una limitante, de inmediato se retarda la expansion celular, el
crecimiento disminuye y poco més tarde los estomas empiezan a cerrarse, con la
consecuente disminucién de la captura de CO: (Salisbury y Ross, 1994; Nobel,
1998).

El cierre estomatico causa un agotamiento del CO2 en los espacios intercelulares.
Este fenémeno es llamado inhibicién estomdtica de la fotosfntesis, en contraste con
la que se da por la deficiencia del sustrato agua para las reacciones quimicas
(Nilsen y Orcutt, 1996).

Transpiraciéon

Los factores ambientales mas importantes que afectan la transpiracién son: la
intensidad luminica, la presién de vapor de agua atmosférica, la temperatura, el
viento y el suministro de agua a las rafces (Colinas, 1982). Los factores inherentes a
la planta son la extension y eficiencia de los sistemas radicales en la absorcién, el
area foliar, el arreglo y estructura de las hojas (Colinas, 1982), asf como la
estructura y comportamiento de los estomas, los cuales operan de acuerdo a los
principios ffsicos que rigen la evapotranspiracion (Kramer, 1974).

El contenido de humedad del aire (humedad relativa) ejerce un marcado efecto
sobre la transpiracién, pues modifica el gradiente bajo el cual se difunde el vapor
de agua; a su vez, la temperatura afecta también de manera considerable este
valor (Lira, 1994). Por su parte, el suministro de agua a las raices influye sobre la
velocidad de transpiracién; en un suelo con alta cantidad de humedad, el
movimiento de agua hacia las rafces es rapido y la velocidad de transpiracién esta
controlada por los factores atmosféricos y los intrinsecos de la planta (Colinas,
1982).

Bajo condiciones de estrés hidrico los estomas se cierran para reducir la
evaporacion del agua, lo cual se puede considerar una defensa en contra de la
sequia (Taiz y Zeiger, 1991); sin embargo, la pérdida de agua a través de la
cuticula no puede despreciarse, en especial en plantas que no poseen cuticulas
gruesas como sucede en las plantulas de suculentas (Jordan y Nobel, 1982).




Capitulo IIL. Evaluacion de las tasas de intercambio de CO2 y de agua bajo estrés hidrico

El estrés hidrico suele afectar a la conductancia estomitica y la actividad
fotosintética. Desde que ocurre el cierre estomatico durante las primeras etapas
del estrés hidrico, la eficiencia en el uso de agua puede incrementarse (mas CO2
asimilado por unidad de agua transpirada) debido a que el cierre estomatico
inhibe la transpiracién mas que disminuir la concentracién intercelular de COz;
pero después, a medida que transcurre el estrés, la deshidratacion del mesoéfilo
inhibe la fotosintesis (Taiz y Zeiger, 1991).

Es por ello que, para hacer mais eficiente el uso del agua en ambientes estresantes,
algunos grupos de plantas han desarrollado modificaciones del proceso
fotosintético para evitar perder demasiada agua y seguir capturando CO., como
son el metabolismo Cs y el metabolismo dcido de las crasuldceas (CAM).

Metabolismo Acido de las Crasuliceas

El metabolismo 4cido de las crasuldceas, conocido como CAM por sus siglas en
inglés, es un mecanismo concentrador de CO: y ahorrador de agua, que se
presenta especialmente en las plantas adaptadas a los ambientes aridos, con
sequfas periédicas o con sustratos pobres; se considera que las cactaceas (con
excepcion de la Subfamilia Pereskioideae) poseen este mecanismo. En plantas
CAM pueden separarse temporalmente las fases de asimilacion de carbono, ya
que basicamente el CO: se fija en la noche y se procesa al dfa siguiente; de esta
manera se asegura el suministro de carbono y se disminuye el riesgo de pérdida
de agua. La apertura estomatica ocurre durante la noche, cuando la diferencia de
presion de vapor de agua entre los espacios intercelulares cercanos a los estomas y
el aire exterior es menor que durante el dfa. El carbono absorbido en forma de CO:
durante la noche se fija en el fosfoenol pirtvico para dar lugar finalmente a acido
malico que se almacena en las vacuolas; mientras que en el dfa hay cierre
estomadtico, descarboxilacién del 4cido malico y reduccién del carbono en
carbohidratos (Taiz y Zeiger, 1991; Larcher, 1991).

El CAM adquiere gran importancia ya que las plantas que poseen este
metabolismo presentan los valores mas altos en eficiencia del uso del agua que se
hayan registrado en plantas superiores (Han y Felker, 1997).

Existe un rango de variacién en el comportamiento de las plantas CAM, desde las
facultativas, que pueden cambiar de CAM a C3 o viceversa dependiendo de las
condiciones en el ambiente (fotoperiodo, salinidad alta, déficit hidrico, etc.) o del
desarrollo (edad, madurez fisiol6gica, etc.), hasta las CAM obligadas. Una
variante, el “CAM cycling”, se caracteriza por fluctuaciones en 4cidos de cuatro
atomos de carbono, ausencia de cierre estomatico durante el dfa, y reducida o nula
absorcion de CO: durante la noche. Otro modo es el “CAM idling”, que ocurre
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bajo condiciones extremas de estrés ambiental, donde los estomas permanecen
cerrados de dia y de noche; no obstante, hay fluctuaciones diurnas en &cidos
orgénicos como resultado de la refijacion del CO:2 que se produce en la respiraciéon
(Cushman y Bohnert, 1997, 1999). Esta Gltima variacién se ha reportado para
Hylocereus undatus (Cactaceae) (Ortiz et al, 1999).

Estudios ecofisiolégicos del CAM en cacticeas

Como ya se mencion6, a excepcién del género Pereskia, todas las cactdceas
estudiadas presentan metabolismo CAM, aunque se ha visto que las especies del
género Opuntia puede ser CAM facultativas (Nobel,1998).

En Opuntia robusta las mayores tasas de asimilacién de CO:z estan correlacionadas
con una mayor humedad relativa nocturna, la cual permite una mayor apertura
estomadtica sin pérdida de agua excesiva (Pimienta-Barrios et al, 2002). Un
resultado similar obtuvieron Graham y Nobel (1999), quienes determinaron que.
en condiciones de buena disponibilidad de agua, la asimilacién de CO: y la
transpiracion de Agave deserti ocurre principalmente durante la noche, mientras
que la toma de agua por las raices es relativamente constante durante todo el dfa.

Al principio de la época de sequia la asimilaci6én neta diaria de CO2 no se afecta
notoriamente en agaves y cactos. La apertura de los estomas y las reacciones
bioquimicas conducentes a la fijacion de CO: estan plenamente sustentadas por el
agua almacenada en los tallos suculentos. De tal manera que durante las primeras
etapas de la sequfa, la asimilacién neta de CO:; permanece cercana al miaximo
dependiendo de la relaci6én entre el volumen de agua almacenada en los tallos y Ia
superficie de transpiracién. A medida que continua la sequfa, en la mayoria de las
plantas CAM la apertura méxima de los estomas sucede avanzada la noche y la
asimilaciéon neta diaria de CO: disminuye hasta llegar a cero (Nobel, 1998).
Cuando las plantas vuelven a estar expuestas a buenas condiciones de humedad la
tasa de asimilacién de CO:z no se recupera al 100% inmediatamente, aunque sf la
toma de agua por las raices (Graham y Nobel, 1999).

Otros trabajos se han enfocado al papel que tiene la madurez de la planta u
organos en la captura de CO2 y la transpiracion. De los estudios que se han hecho
con Opuntia ficus-indica se ha visto que los frutos permanecen verdes hasta su
madurez, y ademads estdn fotosintéticamente activos durante ese tiempo (Nobel y
de la Barrera, 2000); aunque al igual que los cladodios jovenes, no son
completamente autosuficientes (Wang et al, 1997). En poblaciones naturales de
Agave cocui se ha registrado que la capacidad de sintesis de 4cidos organicos por
unidad de masa fotosintética es mucho mayor en plantas adultas que en j6venes y
en plantulas (Penia et al, 1998).
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Modificacién del CAM en cultivos in vitro

Los ambientes in vitrc mantienen generalmente valores de humedad relativa
cercanos a la saturacién y, como consecuencia, las plantas que se producen por
esos métodos al parecer no requieren tener un control obligado de la pérdida de
agua. La aclimatacion de plantas obtenidas in vitro es entonces critica para
prevenir una pérdida excesiva de agua en un medio natural (Malda et al, 1999). En
Obregonia denegrei y Coryphantha minima, se observé que el cultivo in vitro aceler6
notablemente el crecimiento, el cual estuvo relacionado con un incremento de la
acidez titulable por el aumento en la tasa de asimilacién de COz (Backhaus et al,
1998; Malda et al, 1999). Cuando una planta obtenida in vitro es transplantada a
condiciones ex vitro, las plantas revierten las tasas de fijacion de CO: a los niveles
mas bajos que generalmente se presentan (Malda et al, 1999).

Por el contrario, Garrido y Montiel (1999) afirman que el cultivo in vitro de
Chamacereus silvestrii produce condiciones estresantes para la planta, y que el
cambio a condiciones ex vitro influye en el funcionamiento y eficiencia de la
fotosintesis en las plantas ya que posibilit6 el aumento de la tasa de fotosintesis,
reflejada en los niveles de acidez titulable, los que fueron aumentando
progresivamente a lo largo del periodo de aclimatacion al suelo.

Metabolismo de las plintulas de cactaceas

De acuerdo a Altesor et al (1992) las plantulas de la Subfamilia Cactoideae
presentan metabolismo C3; durante las primeras semanas después de la
germinacion, pero entre los 70 y 140 dias de edad cambian a CAM. Una memoria
ontogénica revela la presencia de un metabolismo Cs; durante el desarrollo
temprano de plantas que son tipicamente CAM en etapas adultas, lo cual tiene
implicaciones en la sistemadtica, la ecologfa, y la morfofisiologia de estas especies
(Altesor et al, 1992). Al respecto, Loza et al (2002) encontraron que en plantulas de
Stenocereus queretaroensis de 392 dfas de edad hubo fluctuaciones de acido malico
de dia y noche que indican metabolismo Cj, y sugieren que el CAM se presenta de
manera facultativa o en pldntulas de mayor edad.

El metabolismo acido de las crasuldceas da por resultado un crecimiento lento que
puede ser una desventaja durante las etapas de plantula (Jordan y Nobel, 1979). El
crecimiento rdpido que caracteriza a las plantas C; les permite a las plantulas
enraizar y crecer rapidamente para escapar al periodo critico de establecimiento y
entonces incrementar las posibilidades de sobrevivencia. El metabolismo C; es
importante en etapas juveniles porque implica la apertura diurna de los estomas y
la posibilidad de termorregulacién a través de la transpiracion, con la consecuente
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disminucién de las probabilidades de daiio debido a la temperatura (Altesor et al,
1992).

Presumiblemente la duracion del periodo de disponibilidad de agua para las
plantulas puede cambiar el tiempo de activacién del metabolismo Cs a CAM
(Altesor et al, 1992). No obstante muchos otros factores microambientales (no s6lo
la edad y la disponibilidad de agua) pueden estar jugando un papel importante en
la activacion del CAM, como la irradiacion y los nutrientes (Bermejo, 1993).

Por otra parte, la sensibilidad de la respuesta estomatica al CO: difiere entre
estados juveniles y adultos. En plantulas, cuando aumenta la concentracién
interna de CO2, hay una disminucién de la conductancia al vapor de agua de tal
manera que cuando la fijacién neta de CO: decrece, la pérdida de agua se
minimiza; sin embargo dicho comportamiento se va perdiendo con la edad, y en
plantas adultas’la concentracién de COz necesaria para inhibir la conductancia
estomidtica al agua debe ser mucho mayor (Jordan y Nobel, 1979).

OBJETIVO

® Evaluar la tasa de intercambio de CO: y de vapor de agua en plantulas P.
chichipe y E. platyacanthus de distintas edades en estrés hidrico.

METODOLOGIA
Material biol6gico

Para la obtenciéon de las plantulas se pusieron a germinar 200 semillas de P.
chichipe y 300 de E. platyacanthus, estas ultimas con pretratamiento de
escarificacion en acido sulftirico concentrado (Hz2504(con)) durante 15 segundos.
Las semillas se desinfectaron segtin lo descrito en el Capitulo II y se sembraron en
medio MS 50%-Sacarosa 15 gL-'-Agar 1 gL-1. Se tomo¢ la fecha de germinacién de
cada semilla para llevar el registro de la edad exacta de las plantulas y se
mantuvieron en esas condiciones hasta que tuvieron 35 dias de edad, momento en
el cual 25 plantulas de P. chichipe y 32 de E. platyacanthus fueron transferidas a
cada una de las dos siguientes condiciones de disponibilidad de agua en medios
liquidos con puentes de papel filtro (50 y. 74 plantulas en total respectivamente,
Figuras IlI-1 y III-2):
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Capitulo 1. Evaluacion de las tasas de intercambio de COz y de agua bajo estrés hidrico

e Control. Medio liquido MS 50%-Sacarosa 15 g L-! (yu = -0.197 MPa)
e Estrés hidrico. Medio liguido MS 50%-Sacarosa 15 g L-1-Manitol 101.76 g
L1 (yu = -1.519 MPa)

Todos los cultivos se incubaron a 25°C * 1, fotoperiodo 16h luz/8h oscuridad,

intensidad lununosa de 11960-15640 pmol m-2 s en una cAmara de ambiente
controlado. *

Control (-.;;=-0.19 MPa)

MSS50% + Agar 1% ) MS 50% liquido
a e
. - MS 50% liquido + manitol
germinacion transferencia eva Iuaciones
1 l
o
0 dfas 35 dlas 42 dlas 70 dfas 98 dlas

Figura IlI-1. Metodologia general de las condiciones experimentales.

Figura ilI-2. Cultivo in vitro de
plantulas en medio MS 50%
liquido.
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Medicion de las tasas de intercambio de CO: y de vapor de agua

En este trabajo se utiliz6 un analizador infrarrojo de gases (IRGA, Qubit Systems,
Ontario) de sistema abierto y diferencial que permite la medicién de moléculas
heteroatémicas como CO;, H:0, NHs, CO, N20, etc. (Acosta, 1996) para
determinar tasas de intercambio de CO:2 y de vapor de agua, segin la
metodologia que se desarrolla a continuacion:

Se realizaron evaluaciones a
los 42, 70 y 98 dias de edad (7,
35 y 63 dias después del
transplante respectivamente)
en el IRGA para determinar:
captura/liberacién de CO: y
salida/entrada de vapor de
agua' Una hora IP'I'EVIO al Figura IlI-3. Plantula al momento de una
inicio de las mediciones los medicién en la camara del IRGA.

frascos de cultivo se sacaron

de la cdmara de ambientes controlados y el IRGA fue estabilizado. Al
momento de la medicion se extrajo la plantula del frasco de cultivo y se
coloc6 en la cdmara del IRGA (Figura III-3). Para cada plantula se
realizaron dos mediciones de 20 minutos cada una, dentro de un intervalo
de dos horas: diurna (de las 1200 a las 1400) y nocturna (de las 2100 a las
2300. El disefio experimental para cada especie fue de 2 tratamientos de
disponibilidad de agua por 3 edades, para un total de 6 plantulas por
repeticién, medidas -en 2 horas ‘del dfa (P. chichipe n=6 y E. platyacanthus
n=9). En total se evaluaron 36 plantulas con 72 mediciones de P. chichipe y
54 plantulas con 108 mediciones de E. platyacanthus. ).

Después de las mediciones, la plantula se sac6 de la camara del IRGA, se le
tomé6 una fotografia digital, se midieron el largo (de la base al 4pice) y el
didmetro mayecr, y se calcul6 el area superficial y volumen para lo cual se
supuso que las pldntulas tienen forma cilindrica. Se utiliz6 un microscopio
estereoscopico (Zeiss), una camara digital (Sony), y el programa de
computo analizador de imdgenes “Zeiss Image 3.0”.

Con los datos obtenidos del IRGA y las dimensiones de la plintula se
calcularon las siguientes variables, segun Pearcy et al (1991) (consultar
Apéndice IIT):

Tasa de intercambio de CO:
= Tasa de intercambio de vapor de agua

Considerando que el tamaio de las plantulas fue irregular (ver Capftulo
IV), asf como el hecho de que en plantulas tan pequeiias la actividad
fotosintética se realiza en magnitudes similares en toda la surerficie, se
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crey6 conveniente calcular y analizar la tasa de mtercamblo de COz
considerando como unidad a la plantula.

4. Con el programa Statistica 98, se realiz6 un’ Anilisis de Covarianza
(ANDECO) de 4 vias: edad, tratamiento, especie y hora del dia
(diurna/nocturna) con 2 covariables (temperatura y humedad relativa del
aire circundante al momento de la medici6én) para las variables antes
mencionadas, asf como anilisis de correlacién entre las tasas " de
intercambio de CO: y de agua.

RESULTADOS Y DISCUSION
Tasa de intercambio de CO,

El comportamiento de la tasa de intercambio de CO: en P. chichipe fue similar
entre tratamientos (Figura III-4). En general se observé que a los 42 dfas de edad el
tratamiento Control tuvo una tasa positiva durante el dfa y en la noche negativa al
igual que en el tratamiento Estrés; a los 70 dfas las tasas fueron siempre positivas
pero con incremento hacia la noche. A los 98 dfas en el tratamiento Controt hubo
asimilacién de dfa y noche, y en el tratamiento Estrés s6lo durante la.noche. Es
precisamente a esa edad, en el dia, donde se aprecia la mayor diferencia de los
valores entre los tratamientos. 4 .

En E. platyacanthus (Figura I11-4) el comportamiento de la tasa de intercambio de
CO: fue también similar entre tratamientos en la mayoria de las edades. A los 42
dias de edad el tratamiento Estrés tuvo mayores valores que el del tratamiento
Control durante el dfa; a los 70 dias en ambos tratamientos hubo valores positivos
en la noche, mayor por casi el doble en el tratamiento Control. A los 98 dfas de
edad en ambos tratamientos hubo intercambio de dia y de noche, pero en el
tratamiento Estrés el valor fue menor de dfa y mayor de noche respecto al del
Control (Tabla II-1). ' o .

El analisis estadistico confirmé que no hubo diferencias éigniﬁcati\hs debidas a la
especie (Fu.129=0.1810; p=0.67), tratamiento (Fa.129=0.3089; p=0. 57) edad
(F1200=2.64; p=0.07) ni hora del dia (Fa,120=1.47; p=0.22). _

Ni la temperatura (f=0.13; p=0.16) ni la humedad relativa (8=0.11; p=0.23) fueron
covariables significativas. Sin embargo, se observ6 que cuando la temperatura del
aire circulante en el IRGA fue de 11°C o menos, las conductancias al vapor de
agua y al COz fueron muy bajas, indicando la importancia de estos factores en el
proceso de intercambio de gases, tal como lo sefialan Pimienta-Barrios et al (2002).
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Figura IlI-4. Tasas de intercambio de COz de Polaskia chichipe (arriba) y Echinocactus platyacanthus
(abajo), en los tratamientos Control (blanco) y Estrés (oscuro), en 3 edades, de dia y de noche. Valores
positivos indican fotosintesis mientras que los negativos indican respiracion.
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Tabla III-1. Tasa de intercambio de CO; por especie, hora del dfa, tratamiento y edad. Se presentan las
medias con su respectiva desviacion estdndar. Letras distintas en todas las columnas indican diferencias
significativas (p<0.05) segtin la prueba de Minima Diferencia Significativa (LSD). Unidades = pmoles de
CO. m? s, Valores positivos indican asimilacion de CO; mientras que los negativos indican respiracion.

Especie ‘| Tratamiento | Edad1(42dfas) | Edad2(70dfas) | Edad 3 (98 dfas)
0.2245£1.12 05278 £1.37 0.8440+1.31
Control
it ab ab ab
d
-0.2015£1.82 0.6801 £1.65 -1.3900 £3.72
Estrés
. a ab a
P. chichipe
-0.7733£1.73 1.5773£1.20 09723 £0.15
Control
a ab ab
noche
07454 £1.14 20784 £2.06 0.81252 £ 0.40
Estrés
a ab ab
0.9866 £2.34 -0.9200 £2.82 0.8428 +3.33
Control
i ab a ab
a
1.4585 £ 4.02 -0.2781 £ 2.51 0.2107 £ 2.00
Estrés
ab a a
E. platyacanthus
-0.4688 £2.84 28943 +5.71 0.8317+134
Control
a b ab
noche 7 1.3591 £3.14 1.5658 +1.86
Estrés -0.6341£1.74 3591 +£3. . +1.
a ab ab
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El calculo de las tasas de intercambio de CO: para la plantula completa tuvieron el
objetivo de determinar si se encontraban diferencias en la intensidad de
asimilacion debidas al tamaiio (Tabla III-2). Las tendencias fueron similares, como
era de esperarse, pero, no hubo diferencias significativas debidas a la especie
(F.129=0.0004; p=0.98), tratamiento (Fu.129=0.27; p=0.60), ni hora del dfa
(F.129y=0.75; p=0.38), aunque sf debidas a la edad (F,129=3.59; p=0.0302) . Tampoco
las covariables temperatura ($8=0.13; p=0.15) y humedad relativa (=0.11; p=0.22)
fueron significativas en el analisis.

El comportamiento de la tasa de intercambio de CO: durante los primeros 98 dias
de edad en las especies estudiadas no mostré una tendencia definida respecto a un
metabolismo CAM o Cs, sino mas bien una alternancia entre ellos, indicando que
el efecto del estrés no se manifest6 claramente. Sin embargo, debe destacarse que
en P. chichipe a los 98 difas de edad en el tratamiento Estrés, con una baja
disponibilidad de agua durante 63 dias, se registr6 la alternancia dfa-noche del
metabolismo CAM. Altesor et al (1992) seiialan que en plantulas de cactidceas (con
excepcién de la subfamilia Pereskioideae) el CAM se activa entre los 70 y 140 dias
después de la germinacién, y sugieren que la disponibilidad de agua podria
acelerar este cambio.

De acuerdo a Nobel (1998), la asimilacién maxima de CO: se da cuando el
potencial hidrico del suelo estd por encima de -0.3 MPa. En el presente trabajo el
estrés hidrico provocado por la solucion de -1.5 MPa aparentemente no fue
suficiente para inducir una respuesta fotosintética tipo CAM, o tal vez pudiera
haber sido una respuesta de la variante CAM idling como lo reportan Ortiz et al
(1999) en Hylocereus undatus, o que el tiempo de activacion del CAM sea un
proceso multifactorial en el que también estén involucrados otros tipos de estrés,
como el exceso de luz, deficiencia o exceso de nutrientes, etc.

En el presente trabajo los resultados sugieren que en las edades estudiadas la
disponibilidad de agua no fue un factor determinante para la induccién del CAM,
pero tampoco permiten distinguir un metabolismo de tipo C;. Lo anterior es
parcialmente congruente con lo encontrado en plantulas de Stenocereus
queretaroensis de hasta 392 dias de edad las cuales, segun Loza et al (2002), se
comportaron como C3 y sugieren que el CAM se puede presentar facultativamente
o en edades posteriores. Los resultados obtenidos en éste experimento y los
reportados por otros autores (Altesor et al, 1992; Loza et al, 2002) también sugieren
una temporalidad de activacién del CAM diferente para cada especie.

Respecto a los valores de intercambio de CO;, Pena et al (1998) mencionan que la
actividad fotosintética en suculentas juveniles es baja, coincidiendo con los
resultados obtenidos en este trabajo, y que pudieran ser una explicacion para
algunos de los valores negativos encontrados. Matekaire (2001) obtuvo valores
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negativos en la tasa de intercambio de CO: en cafia de azucar bajo estrés hidrico.
El autor sefala que la necesidad de CO: para la fotosintesis implica que dentro de
los espacios intercelulares se debe alcanzar un nivel suficiente para sobrepasar el
punto de compensacion de CO.. Por lo tanto se requiere cierto grado de
conductividad de los estomas. En cambio, las pequefias cantidades de COz que se
producen por la respiracién se acumulan en el mesoéfilo y pueden difundir al
exterior porque se crean gradientes importantes entre el tejido fotosintético y el
exterior. Esta salida no ocurre necesariamente por los estomas, sino que es posible
la difusién por la epidermis y la cutfcula ya que tienen cierto grado de
permeabilidad a los gases en general (CO2, agua y O2: principaimente). En este
sentido Jordan y Nobel (1982) mencionan que las cuticulas de las plantulas de
suculentas son muy delgadas, lo cual harfa factible la propuesta de difusién de
gases a través de ésta.
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Tabla [II-2, Tasa de intercambio de CO; por pléntula, especie, hora del dfa, tratamiento y edad. Se
presentan las medias con su respectiva desviacion estdndar. Letras distintas en todas las columnas indican
diferencias significativas (p<0.05) segun la prueba de Minima Diferencia Significativa (LSD). Unidades =
pmoles de CO; pléntulat s1. Valores positivos indican asimilacién de CO, mientras que los negativos

indican respiracion.
Especie Tratamiento | Edad1(42dfas) | Edad2(70dfas) { Edad 3 (98 dfas)
0.3606 £ 2.35 14174+ 3.51 3.4205 £ 4.56
Control
dia ab ab ab
-0,6782 £2.86 14617 £3.44 1.9134 £8.03
Estrés
L. ab ab ab
P. chichipe
-1.3362 £3.69 3.7521 £ 2.69 3.3205+0.38
Control
ab ab ab
noche
-1.3498 £2.03 421321438 21156 £1.20
Estrés
ab ab ab
23792 15.84 -1.2098 £4.85 2.2343£6.98
Control
di ab ab ab
a
3.1061+8.95 017711432 05536 +£5.21
Estrés
b ab ab
E. platyacanthus
-2.2125+6.92 3.4677 £9.66 25047 £3.73
Control
a b ab
noche —
-1.5914 £4.35 3.0730+5.13 42524 £4.88
Estrés ab b b
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Tasa de intercambio de vapor de agua

Las tasas de intercambio de agua tuvieron en algunos casos valores negativos que
aparentemente no fueron producto de la forma en la cual se realizaron las
mediciones, sino de la temperatura del aire circulante en el IRGA que en algunas
ocasiones fue baja (11°C o menos). Dado que las mediciones debian tomarse a una
edad determinada de las plantulas, no siempre las lecturas se realizaron en un
mismo dfa, razén por la cual la temperatura del aire vari6. De acuerdo a Nobel
(com pers, 2002) el hecho de que pueda haber entrada de agua (absorcién) a
través de los estomas puede ocurrir solamente si el potencial hidrico fuese mayor
en el aire que en la fase gaseosa del interior de las plantulas, o que la temperatura
fuera considerablemente baja para las plantulas.

Es por lo anterior que se considero6 pertinente presentar los resultados de tasas de
intercambio de agua (Figura III-5), interpretandose los valores positivos como
transpiracion y se sugiere que los valores negativos podrfan ser absorcién de agua
por los estomas; ademis la tasa de intercambio de agua presenté de manera
general una tendencia similar a la de las tasas de intercambio de COx, sugiriendo
una cierta respuesta metab6lica acorde de intercambio gaseoso.

En P. chichipe hubo concordancia entre las tasas en el tratamiento Control a los 42
y 70 dias en la noche y a los 98 tanto de dia como de noche. En el tratamiento
Estrés hubo concordancia a los 42 y 98 de dia y de noche.

En E. platyacanthus las concordancias entre el proceso de intercambio de CO:y la
de intercambio de agua se presentaron en el tratamiento Control en la mayorfa de
los casos excepto a los 42 dias de noche y 70 de dia; y en el tratamiento Estrés la
concordancia no se presenté a los 70 dias de noche.

El analisis estadistico confirmé que no hubo diferencias significativas entre
especies (F1.129/=0.018; p=0.893), tratamientos (Fa.129=3.069; p=0.082) ni hora del dfa
(Fa.129=2.094; p=0.150), pero si debidas a la edad (Fr.129=4.551; p=0.012).

Con base a la prueba de LSD se observ6é que las diferencias significativas entre
edades se registraron a los 70 dfas del tratamiento Estrés de dfa y de noche con
respecto a las otras dos edades (Tabla III-3).

De las covariables consideradas en el modelo la temperatura fue significativa
(B=0.36; p<0.01) pero no la humedad relativa ($=-0.14; p=0.08). Este resultado
apoya la idea de que la temperatura ejerce un efecto significativo sobre la tasa de
intercambio de agua. Cabe sefnalar que aunque la humedad relativa no tiene un
efecto significativo en la tasa de intercambio de agua, puede ejercer un efecto
negativo sobre ésta.
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Figura HI-5. Tasas de intercambio de agua de Polaskia chichipe (arriba) y Echinocactus
platyacanthus (abajo), en los tratamientos Control (blanco) y Estrés (gris), en 3 edades, de dia
v de noche.
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Tabla INI-3. Tasa de intercambio de agua por especie, hora del dia, tratamiento y edad. Se presentan las
medias con su respectiva desviacion estdndar. Letras distintas en todas las columnas indican diferencias
significativas (p<0.05) segiin la prueba de Minima Diferencia Significativa (LSD). Unidades = moles de

H.Om?st,
Especie Tratamiento | Edad1(42dfas) | Edad2(70dfas) | Edad 3 (98 dias)
Control -0.000237 £ 0.0025 | -0.000142 £0.0014 | 0.001867 £ 0.0019
it bede abede de
a
Estrés -0.000245 £0.0021 | -0.001853 +0.0017 | -0.000194 £ 0.0030
. bede abcde bede
P. chichipe
Control -0.002012 £0.0029 | -0.000497 +0.0020 | 0.002073 £ 0.0024
abed bede de
noche
Estrés -0.002646 + 0.0028 | -0.000706 £0.0018 | 0.000715 +0.0032
abc abede cde
0.000846 £ 0.0022 | -0.001508 +£0.0030 | 0.001409 £0.0021
Control
i de abede e
a
0.000920 £0.0020 | -0.00320£0.0074 | 0.000128 £ 0.0015
Estrés
de ab cde
E. platyacanthus
0.000534 £ 0.0010 | -0.002575 £0.0039 | -0.000908 £ 0.0018
Control
cde abc cde
noche
-0.000262 +0.0025 | -0.003849+0.0084 { 0.001810 £ 0.0024
Estrés cde a e
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Los valores positivos de tasa de transpiratoria fueron por lo general muy bajos, lo
que indica que independientemente del tratamiento, en ambas especies se
manifest6 un fuerte control de la pérdida de agua por transpiracién.

Considerando la estrecha interrelacién entre el proceso de intercambio de CO: y
agua, se efectuo una correlacién entre ambas variables; se encontré6 que fue
significativa para P. chichipe (r2=0.7435; p<0.05) pero no para E. platyacantius
(r?=0.0557; p>0.05) (Figura III-6).

En P. chichipe a medida que se incrementa la tasa de intercambio de CO;, aumenta
la tasa de intercambio de agua hasta llegar al punto en que la tendencia se revierte,
y ahora mientras aumenta la asimilacion de CO2, el intercambio de agua
disminuye. Lo anterior es concordante con las observaciones de Jordan y Nobel
(1979) quienes sefalan que cuando la concentracién de CO: aumenta, Ila
conductancia al agua disminuye.
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Figura IlI-6. Correlacién (p < 0.05) entre tasa de intercambio de COz2 y
tasa de intercambio de agua en Polaskia chichipe.

Es importante resaltar que el estado de baja disponibilidad de agua fue simulado
en condiciones in vitro. Malda et al (1999) sefialan que las condiciones in vitro
generan una saturacién de vapor de agua en el ambiente, lo cual seguramente
repercute en la transpiracion de las plintulas al no ejercer un control de la pérdida
de agua. Es por ello que las plantulas presentan una mayor capacidad para
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asimilar CO., situacién que se revierte cuando las plantulas son expuestas a
condiciones ex vitro (Backhaus et al, 1998; Malda et al, 1999). Cabe resaltar que
excepto por el evento del transplante, las plintulas que fueron utilizadas en el
experimento se mantuvieron en condiciones in vitro donde, como lo seiiala Malda
et al (1999), posiblemente estaban en condiciones que favorecfan la transpiracién
sin la necesidad de un control de la pérdida de agua. Pero en el momento de la
medicién (que se realiz6é en condiciones ex vitro), el microambiente que rodea a la
plantula pudo haber cambiado sustancialmente y provocar una respuesta
inmediata en el metabolismo de las plantulas que se viera reflejado en el analisis
como patrones de comportamiento C3 o CAM poco definidos. Un método para
verificar si los resultados obtenidos en este trabajo son una respuesta inmediata
provocada por la medicion, es el de la determinacion de la concentracion de acido
madlico por acidez titulable.

Cabe resaltar que el calculo de la conductancia estomatica (Pearcy et al, 1991) se ha
diseiftado para las condiciones tipicas de transpiracion que generalmente es
positiva, sin embargo para los casos en que se registran valores negativos como en
pliantulas que se encuentran en condiciones de alta saturacién de humedad o
temperatura muy fria (Nobel com pers, 2002), la interpretaciéon de una
conductancia negativa puede tener problemas si se asume que un valor positivo
significa apertura estomatica y cuando tiende a cero es cierre estomatico. Es
probable que los valores negativos de conductancia estén indicando que el flujo de
agua es hacia el interior de la plantula y al ser diferente de cero pueda
interpretarse de igual manera como apertura estomatica; no obstante para dicha
suposicién no hay trabajos comparables en plantulas de suculentas en los que se
estudien los flujos de agua a través de los estomas, con los que se puedan
contrastar los resultados obtenidos.

En cuanto a los aspectos metodol6gicos Pearcy et al (1991) plantean que aun falta
por establecer si los instrumentos para medir intercambio de CO; y agua son ttiles
para mediciones en plantas CAM, que tienen baja conductancia estomatica en las
condiciones desérticas de alta irradiacién, cuando las medidas de la temperatura
del tejido y los cambios en la temperatura de la cAmara pueden introducir errores
sustanciales. Si bien este experimento se realiz6 en condiciones de laboratorio, en
donde las plantulas no estuvieron sujetas a altas irradiaciones, si se encontr6 un
efecto en la tasa transpiratoria por las bajas temperaturas, como se indicé
previamente. Ademas los equipos IRGA estian disenados para medir hojas
laminares, lo que podria ser una desventaja para evaluar plantas como las
cactaceas (Hunt, com pers 2001); pero dado el tamario de las plantulas fue posible
introducirlas en la cdmara, sin embargo no se descarta que haya habido algunos
de los problemas senalados por Pearcy et al (1991) en cuanto a la baja conductancia
eStomatica.

e
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CONCLUSIONES

En las edades evaluadas las plantulas de P. chichipe y E. platyacanthus no
presentaron un comportamiento fotosintético C: o CAM definido sino una
alternancia de ambos.

El estrés hidrico aplicado a las plantulas de P. chichipe y E. platyacanthus no fue
determinante para modificar significativamente las tasas de intercambio de CO: y
transpiratoria hasta los 98 dfas de edad.

La temperatura del aire fue un factor que influyé en la tasa de intercambio de
agua de las plantulas de P. chichipe y E. platyacanthus hasta los 98 dias de edad.

En las plantulas de P. chichipe se observé una correlacion significativa entre la tasa
de intercambio de CO: y de agua.
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CAPITULO IV
Evaluacion de variables histologicas en
Polaskia chichipe y Echinocactus platyacanthus

De pronto, en medio de este silencio
parece posible simplemente vivir en la tHerra.
Charles Simic
INTRODUCCION

La morfofisiologia de las plantas esta dada por los factores particulares de la
especie y por los factores ambientales. Uno de los cambios mas evidentes de
plantas de la misma especie que se encuentran en diferentes ecoclinas es la
morfologia. Las ecoclinas, como gradientes de factores fisicos en su conjunto,
generan una compleja gama de condiciones por las combinaciones que pueden
desarrollar, y a las cuales las especies encuentran sus 6ptimos para ciertas
condiciones, mientras que otras les son estresantes. En el caso concreto de las
ecoclinas que producen condiciones estresantes, las plantas pueden presentar
cambios morfoanatémicos producto de su plasticidad genética, que les facilita su
sobrevivencia en ese ambiente, y que por lo general se refleja en alteraciones de la
morfologfa y la anatomfa de la planta. Dichos cambios se van produciendo a lo
largo del tiempo con la finalidad de conservar la homeostasis interna y con el
medio y pueden ser evaluados como transformaciones de la forma original hasta
aclimataciones (ver Capitulo I).

La sobrevivencia de plantulas en ecotonos estresantes es complicada debido a que
las dificultades que tienen para conservar la homeostasis son mayores que en una
planta adulta. Las plantulas de cactdceas no son la excepcion, y responden a las
condiciones estresantes con modificaciones en su metabolismo (ver Capitulo Iil) y
su estructura.

En general, el estudio de la anatomia de las cactaceas se ha enfocado a dilucidar
las relaciones de parentesco entre especies y géneros, como el caso del estudio
hecho para el género Neovansia (Herrera, 1999) o el de Aporocactus (Olalde, 2000);
pero también se ha visto que el estudio de la anatomfa puede ser importante para
interpretar las adaptaciones de las cacticeas desde un punto de vista
ecofisiolégico, tal como se ha realizado en cultivos de importancia econémica
(Diaz, 1996).

Anatomia general de las cactaceas

La anatomia del tallo de una cactdcea adulta esta constituida en general, por una
epidermis cubierta por una capa de cutina llamada cuticula (que usualmente esta
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muy engrosada en este tipo de plantas); debajo de la epidermis a veces es posible
encontrar una hipodermis; mas internamente se encuentra lo que constituye la
mayor parte del cuerpo del tallo llamado cortex. En este altimo se distingue
externamente el parénquima fotosintético e internamente el parénquima de
reserva (encargado de almacenar agua, solutos, fotosintatos, etc.,) que le confiere
la suculencia, con células grandes donde la vacuola ocupa casi todo el
protoplasma. En seguida estd el cilindro vascular, que contiene a los haces
vasculares conformados por xilema hacia el interior y floema hacia el exterior
(Boke, 1980; Mauseth, 1984a y b; Gibson y Nobel, 1986).

La funcién basica del xilema en los haces vasculares es conducir agua y solutos en
una direccion ascendente, principalmente a través de los vasos; mientras que el
floema se encarga de transportar fotosintatos en direccion transversal, ascendente
y descendente. Sin embargo también se ha visto que el floema puede ser el tejido
vascular que aporta mayoritariamente agua a ciertos 6rganos, como en los
cladodios jévenes (Wang et al, 1997) y en los frutos (Nobel y De la Barrera, 2000)
de Opuntia.

El parénquima fotosintético de los tallos de los cactos de la subfamilia Cactoideae
es en empalisada, similar al de una hoja dicotiledénea tipica, con un volumen de
aerénquima que facilita la difusién de gases; por debajo de éste se desarrolla el
parénquima de reserva que presenta haces vasculares corticales, los cuales se
asemejan a la venacion de las hojas tipicas por la funcién que tienen (Sajeva y
Mauseth, 1991, 1992).

La parte mas interna del tallo es la médula, que es también un parénquima de
reserva (Boke, 1980; Mauseth, 1984a y b; Gibson y Nobel, 1986).

Las raices, que en general son poco suculentas, estin constituidas por una
epidermis, desde donde crecen pelos radicales (en la zona de diferenciaciéon);
después esta el cortex, con su capa mas interna que es la endodermis, y a
continuacion el cilindro vascular, que contiene polos de xilema alternando con los
de floema, rodeado por el periciclo (Gibson y Nobel, 1986; Mauseth, 1988).

A pesar de encontrar una constitucién general semejante en todas las cacticeas, los
grupos pueden diferir en las particularidades, inclusive entre los individuos de la
misma especie, tal como se reporta para la anatomia del tallo de Aporocactus
Sflagelliformis que varfa en caracteres como: forma de las células epidérmicas, grosor
de la cuticula, densidad de vasos, longitud de los elementos de vaso, longitud de
las fibras xilemaiticas, diametro de la médula, entre otros (Olalde, 2000). Esto
probablemente sea un indicativo de que el desarrollo de los tejidos sea producto
de la variabilidad de la informacion genética de la planta, pero ademas de la
plasticidad de la misma en respuesta a las condiciones ambientales.
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Anatomia de las plantulas de las cacticeas

Las adaptaciones xeroffticas que se observan en plantas adultas de las cactdceas se
ven reflejadas en los estados juveniles como el de plantula, con una consecuente
influencia en la estructura anatémica (Arber, 1910; De Fraine, 1910), y su forma
difiere en correspondencia a los taxones a los que pertenecen.

Las plantulas de la Subfamilia Cactoideae presentan una mayor suculencia que las
Opuntioideae. De Fraine (1910) describe a las tipo Cereus (Pachycereae) como
plantulas con cotiledones e hipocétilo crasos. Los cotiledones usualmente distintos
uno de otro en tamario, constan de células parenquimatosas grandes y circulares,
con espacios intercelulares extremadamente pequeiios, atravesados por un haz
vascular pequeiio que se puede dividir para formar el haz vascular de la yema
cotiledonaria. El hipocétilo es oval, pero rapidamente se transforma en circular (en
seccion transversal), las células son grandes y el parénquima practicamente carece
de espacios intercelulares. La rafz primaria es exarca y usualmente posee un
desarrollo temprano del corcho en su regién cortical mas externa. En Ila
clasificacion de los tipos de plantulas segiin De Fraine (1910), las de P. chichipe
podrian considerarse del tipo Cereus porque ambas especies pertenecen a la Tribu
Pachycereae.

Las plantulas del género Echinocactus son muy parecidas a las del tipo Cereus en lo
que se refiere a hipocétilo y cotiledones. En este género, De Fraine (1910) ademas
dice que los dos haces vasculares que provienen de la base del hipocétilo se
bifurcan en el pasaje a través del cértex para formar primero cuatro haces
vasculares: dos cctiledonares y dos que prosiguen el camino a las areolas del
apice. En este género la raiz puede ser diarca o tetrarca.

En cactaceas, el tejido vascular del embrion madura muy rdpidamente, y el
protoxilema y el protofloema pueden distinguirse tan solo 24 horas después de la
germinacion. Los primeros elementos vasculares se encuentran en la zona de
transiciéon, aproximadamente en la parte media entre la punta del talio y la punta
de la rafz. La zona de transicion es relativamente reducida (Freeman, 1969).

El m4s reciente de los trabajos de anatomia de plantulas es el realizado por Loza et
al (2002) en Stenocereus queretaroensis donde describe que en el tallo, la epidermis
es simple con estomas escasos y hay presencia de hipodermis; entre los 365 y los
425 dias de edad hay siete haces vasculares en el epicétilo y dos en el hipocétilo, el
cambium vascular se diferencia durante ese tiempo, el xilema secundario presenta
traqueidas de banda ancha y carece de fibras.

De las misma manera que en las cactdceas adultas, el estudio de la anatomia de las
pliantulas se ha tratado desde una perspectiva taxonomica (si bien los estudios
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citados son antiguos), recientemente se han hecho trabajos que tratan de explicar
la adquisici6n anatémica de la tolerancia a la sequia en pliantulas. Al respecto,
Malda et al (1999) encontraron que no hay correlacién entre los porcentajes de
sobrevivencia y el grosor de la cuticula de plantulas obtenidas in vitro y
transplantadas a condiciones ex vitro. A su vez, Gutierrez et al (2001) observaron
que en plantulas de varias cacticeas, la disponibilidad de agua afect6 la densidad
estomatica y el grosor y niimero de estratos de la epidermis.

Adaptaciones anatémicas al estrés hidrico

Si presuponemos que la adaptacién a la sequfa es Ila tendencia principal en 1la
evolucion de las suculentas, entonces el objetivo de hacer eficiente el uso de agua
adquiere prioridad sobre la optimizacién de la asimilacion de carbono y flujos
fisicos de energia (Von Willert ef al, 1992). En las cactaceas, la eliminacién de hojas
funcionales y desarrollo de tejidos externos altamente engrosados evita la pérdida
de agua, pero consecuentemente se reduce la superficie fotosintética, y el
crecimiento es lento (Boke, 1980).

Por ello las suculentas han desarrollado tejidos de almacenamiento de agua que
las hacen capaces de soportar periodos prolongados de sequfa (Von Willert et al,
1992). Los cuerpos esferoidales de las cactdceas estdan perfectamente disefiados
para abastecer completamente las demandas de agua, con una gran capacidad de
almacenamiento y economia de las pérdidas con una superficie transpiratoria
reducida (Porembski et al, 1991).

La tolerancia a la sequfa se caracteriza por: hojas pequeiias con tendencia a la
orientacién vertical, baja conductancia hidraulica del xilema, una capacidad
relativamente alta de acumular solutos y mantener la elasticidad tisular alta
expresada como mantenimiento de la turgencia (Smith et al, 1997).

Cuando la sequia es muy prolongada, los tallos pierden agua y las costillas son
estrechas; pero si el suelo estd humedo, el tallo esta hinchado y las costillas son
amplias (Mauseth, 2000).

Colapsabilidad de la pared celular

Las respuestas mas tempranas al estrés hidrico parecen estar mediadas por
eventos biofisicos mas que por cambios en reacciones quimicas debidas a la
deshidratacién. Mientras el contenido de agua en la planta decrece, las células se
encogen y las paredes celulares se relajan. La pérdida de agua progresa con la
contraccion de las membranas plasmaiticas y la concentraciéon de los solutos.
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Entonces la membrana plasmaitica parece mas gruesa debido a su compresion, y
cubre una menor area que antes. La pared celular responde abatiendo el déficit de
presion de turgencia mediante plegamientos. Estos cambios bioffsicos en la
elasticidad de la pared celular representan una importancia adicional durante la
sequia porque mantienen la presiéon de turgencia, modificando el volumen celular
(Taiz, y Zeiger, 1991; Smith et al, 1997; Lambers et al, 1998). Los ajustes osmo6ticos y
cambios en la elasticidad de la pared celular han sido observados en todas las
formas de vida desérticas (Smith et al, 1997), y en especial Mauseth (1995) lo ha
reportado para cacticeas, dandole el nombre de colapsabilidad del tejido.

De acuerdo con Smith et al (1997) los ajustes de turgencia en suculentas desérticas
pueden ocurrir a través de la produccién de carbohidratos osméticamente activos
durante la sequfa (incluyendo mucilagos fibrosos extracelulares), como lo han
reportado Loza-Cornejo y Terrazas (1996), quienes observaron en Wilcoxia la
presencia de células con abundante mucilago para evitar que la corteza se colapse
en los periodos de deshidratacién y recupere la turgencia rapidamente cuando el
agua esté disponible. Sin embargo, en un estudio que abarcé un gran namero de
especies, se report6é que el tejido colapsable no difiere de otros en presencia o
ausencia de almidoén o cristales, y que la colapsabilidad del paréquima se debe a
diferencias estructurales en la pared (Mauseth, 1995).

En cactdceas adultas, el parénquima colapsable se presenta en el cortex, por debajo
del parénquima fotosintético y por fuera del cilindro vascular, no encontrandose
en la médula, y nunca estd en contacto con los haces vasculares (Mauseth, 1995).
Cabe resaltar que esta especializacién del parénquima comienza a diferenciarse
desde el 4pice, en regiones de menos de un afno de edad (Mauseth, 1995; Loza-
Cornejo y Terrazas, 1996), y la zona se forma aunque el tejido esté lo
suficientemente turgente para crecer (Mauseth, 1995).

El efecto del estrés hidrico en las raices

En temporadas de sequia el suelo puede alcanzar potenciales hidricos bajos, lo
cual repercute en la raiz acelerando su diferenciacién (Dubrovski et al, 2002); pero
en situaciones en que dicho potencial es extremadamente bajo, las raices empiezan
a perder agua. Las plantas evitan esa pérdida continua de agua: plegando la
superficie de las rafces de tal manera que quede el minimo contacto con las
particulas del suelo (Nobel, 1998); reduciéndo la conductividad hidraulica
xilemadtica asociada con la generacion de lagunas corticales (causadas por el
encogimiento y colapsamiento de los tejidos), incrementando la suberizacién (en
la exodermis, endodermis y cortex adyacente) y aumentando los embolismos
(North y Nobel, 1991).
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J

Los embolismos son provocados por la cavitacién, y se presentan en las rafces
como una forma de mantener altos potenciales hidricos durante el tiempo de
sequia. La cavitaciéon ocurre en O. ficus-indica a altas presiones xilematicas,
limitando la toma de agua desde el suelo en las primeras semanas de sequfa, y
como consecuencia se reduce la pérdida de agua de los tallos suculentos al suelo
seco (Linton y Nobel, 1999). :

En O. ficus-indica el 45% de la capacidad conductiva de agua es soportada por los
vasos grandes que constituyen tan solo el 10% del total, sin embargo no se debe
dejar de lado la relacién que existe entre el diametro del vaso y la susceptibilidad a
la cavitacién (Linton y Nobel, 1999).

Ademas, se ha visto que la raiz no responde como un todo, sino que cada
segmento es capaz de responder a las diferencias de disponibilidad de agua, no
obstante su edad y grado de desarrollo (North y Nobel, 1998, 2000).

Por otra parte, el crecimiento determinado de la raiz ha sido interpretado como
una decapitacion fisiol6gica del 4pice para promover la produccién de sefales de
iniciacién de primordios de rafces laterales. El desarrollo rdpido del sistema de
rafces, y la habilidad para detenerse y seguir creciendo por algtn tiempo bajo
condiciones desfavorables y favorables, sugiere la importancia del papel de
crecimiento determinado en el establecimiento de plantulas de cactaceas
(Dubrovski, 1997).

Relacion superficie-volumen

Una de las caracteristicas que confiere la estructura crasa a las plantas es la
reduccion de-la relacién superficie-volumen. Esta variable adquiere importancia
en ambientes desérticos porque se permite el almacenamiento de agua sin
pérdidas excesivas por transpiracion debido a que la superficie es
proporcionaimente reducida. En cacticeas (excepto Pereskioideae) este hecho es
muy marcado puesto que los tallos son suculentos, y no hay hojas laminares en
etapas adultas (Porembski et al, 1991; Mauseth, 2000).

El problema es que no todas las cactdceas de tallos crasos tienen la misma forma,
es decir, tienen distintos habitos de vida (por ejemplo globoso o columnar) lo cual
les confiere diferencias en sus relaciones superficie-volumen. En el caso de las
columnares se ha visto que dicha relacién se afecta considerablemente en tiempos
prolongados de sequfa por la pérdida de agua y el plegamiento de las costillas
dado por la forma cilindrica (Porembski et al, 1991). Por otra parte, la forma
elemental de los cactos globosos (esferoidales) como Echinocactus grusonii es mas
favorable porque se alcanza el volumen maximo de almacenamiento de agua
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combinado con una superficie muy reducida proporcionalmente, -lo cual les
permite ser menos susceptibles a la deshidratacion y tener cambios en la
proporcion superficie volumen menos drésticos (Porembski et al, 1991).

Ahora bien, en plantulas la relacion superficie-volumen es alta al momento de la
germinacion, pero a medida que se da el crecimiento de la plantula, ésta decrece
considerablemente (Altesor et al, 1992). Cuando la planta es adulta, el area del tallo
tiende a ser constante (Mauseth, 2000), por lo que los cambios en la proporcién
s6lo seran afectados por las diferencias de volumen por el estado hidrico de la
planta.

Morales et al (1998) proponen que un buen modelo geométrico para conocer las
dimensiones de una plantula de cactidcea es la elipsoide. Un cédlculo mds sencillo es
el que propone Mauseth (2000) al considerar a los cactos como cilindros, con la
ventaja de que matematicamente el cdlculo de la relacion entre el perimetro y el
drea de una secci6n transversal del cacto, es idéntico al cdlculo de la relacion
superficie-volumen.

Como ya se menciond, los cambios en la relacién superficie-volumen en plantulas
estd determinado principalmente por el crecimiento, pero como se ha visto en
adultos, también esta determinado por la cantidad de agua en la planta. El estado
hidrico de la planta se refleja en la turgencia del cuerpo, y si son posibles los
cambios cn el volumen es porque hay tejidos que permiten el plegamiento.

OBJETIVO
e Observar y evaluar las modificaciones anatémicas como respuesta al

estrés hidrico en brote y raiz de plantulas de distintas edades de P. chichipe
y E. platyacanthus.

METODOLOGIA
Material bioldgico
Se emplearon las mismas plintulas de las dos especies (P. chichipe y E.
platyacanthus) en las tres diferentes edades (42,70 y 98 dias) y en los dos

tratamientos de disponibilidad de agua (Weonwai= -0.19 MPa y Westrss= -1.519 MPa)
indicadas en el Capitulo III (paginas 38-39).
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Estudio anatémico del brote y de 1a raiz

1. Las pldantulas fueron fijadas en FAA (formol, d&cido acético, alcohol; 2:1:10),
por un periodo minimo de 1 semana.

2. Se separ6é el brote de la raiz. La parte del brote se seccioné
transversalmente a una distancia de 3-4 mm de la base. En la raiz se
desecharon los primeros 1.5-2 mm desde la base (Figura IV-1).

parte
utilizada

Figura IV-1. Metodologia utilizada para seccionar las plantulas y preparacion para
microtecnia.

3. Se deshidrataron los tejidos sometiéndolos a alcoholes de distinta
concentracion:
= 50% por 24 horas
= 70% por 24 horas
= 85% por 24 horas
=  96% por 12 horas dos veces
= 100% por 2 horas dos veces
5. Infiltracién en parafina. El material se colocé en las siguientes mezclas:
= Xilol / alcohol etilico 1:1 por 15-20 minutos
= Xilol / Paraplast 1:1 a 56°C por 24 horas
= Paraplast puro a 56°C por 5-10 dias
6. Inclusién en parafina. El material se incluy6 en moldes ciibicos pequefios
de metal con Paraplast puro.
7. Oblencién de cortes. Se obtuvieron cortes transversales de 8 a 14 pm de
grosor en un microtomo de rotaci6n manual. Una laminilla por cada
pldntula estudiada.
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8. Tincién. Los cortes se tifieron con la técnica de Safranina-verde rapido
(metilcelosolve). '

9. Se tomaron fotomicrografias digitales de los cortes mediante un
microscopio compuesto (Olympus) y una camara digital (Sony), con
iluminaciones de campo claro, campo oscuro y contraste de fases, en
aumentos de 3.12X, 10.25X, 25X y 50X.

10. Mediciones histol6gicas. Con el programa de cémputo Zeiss Image 3.0 se
realizaron las siguientes mediciones sobre las fotomicrograffas:

a) Tallo
b) Raiz

Perfmetro transversal de la plantula
Area transversal de la plantula
Numero de haces vasculares
Numero de vasos por haz vascular
Area de cada vaso

Area transversal del c6rtex
Area transversal del cilindro vascular

11. Con las mediciones estereoscopicas de las dimensiones de las plantulas
(Capitulo III), se calcul6 la relacién superficie-volumen.

relacién superficie-volumen = superficie / volumen = (S/V)

12. Con las mediciones histol6gicas se obtuvieron los siguientes parametros:

a) Brote.

Total de vasos por plantula

Area total de vasos por plantula

Capacidad conductora teorica (CCT) de cada vaso segtin Diaz
(1996), ver Apéndice H1

Capacidad conductora teérica (CCT) por plantula

Relacién perimetro transversal-srea transversal de la plantula
= perimetro / area = (P/A)

Los vasos y el resultado de sus correspondientes variables se
categorizaron por tamaiio, como sigue: '

" vasos chicos: de hasta 2 pm2de rea (x / x>0:x =2 pm?2).
vasos grandes: mayores de 2 pm2de drea (x / x > 2 um?).
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13. El disefio experimental para cada especie fue de 2 tratamientos de
disponibilidad de agua por 3 edades, para un total de 6 plantulas por
repeticion (P. chichipe n=6 y E. platyacanthus n=9); para algunos analisis se
agrego el factor tamaino de vasos (chicos y grandes). Se realizaron analisis
de varianza para cada variable, de tres (especie, tratamiento y edad) y
cuatro vias (especie, tratamiento, edad y categoria de tamafio). Para
determinar las diferencias significativas en particular se utiliz6 la prueba
de Minima Diferencia Significativa (LSD). Los datos se analizaron con el
programa Statistica 98.

RESULTADOS Y DISCUSION
Morfologia externa de las plantulas

En las plantulas de P. chichipe y E. platyacanthus (y en general las de Cactoideae) el
brote es facilmente distinguible de la rafz dada la suculencia del hipocétilo desde
el momento de la germinacién. En este momento las plantulas de ambas especxes
tienen forma acorazonada debido a los cotiledones.

Brote

Después de la germinacién es posible ver plantulas con un epicotilo muy
reducido, hipocotilo suculento y cotiledones reducidos.

En P. chichipe los cotiledones tienen forma triangular. En el apice se comienzan a
desarrollar las nuevas areolas con espinas. A medida que avanza el desarrollo el
epicotilo (que contiene a las nuevas areolas) se elonga. El estrés hidrico provoca la
pérdida de turgencia del brote, parece no obstaculizar la formacién de nuevas
areolas, detiene el crecimiento del epicétilo, y las areolas se concentran en un area
muy reducida (Lamina 1). Ocasionalmente la baja disponibilidad de agua provoca
que el tallo se vea amarillo.

Los coti]edones en E. plntyacanthus son redondos. En la parte apical las areolas se
desarrollan en tubérculos notorios, que van aumentando de tamafio conforme al
desarrollo de la pliantula. Las areolas tienen tricomas y espinas. Durante los
primeros 98 dias de edad el epicétilo no se elonga sustancialmente en buenas
condiciones de disponibilidad de agua. En un estado de estrés hidrico el brote
pierde turgencia, que es mas marcada en el hipocétilo. Las areolas parecen
desarrollarse en menor niimero o con menor cantidad de tricomas (Lamina 2). En
ocasiones el estrés hidrico provoca el amarillamiento del tallo.
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Estrés

Edad1
(42 dias)

Edad 2
(70 dias)

Lamina 1V-1. Plantulas de P. chichipe. Cotiledones (C), areolas (A) y raiz (R). Al momento de la
germinacion la plantula tiene forma de corazén debido a los cotiledones; a medida que
transcurre el crecimiento se desarrollan areolas con espinas en la parte apical, y se elonga el tallo.
La deficiencia de agua tiene efecto en la morfologia externa de las plantulas que se observa como
pérdida de turgencia; las areolas se desarrollan al parecer en nimero similar a una plantula que
estd en buena disponibilidad de agua, pero éstas ocupan una superficie notablemente reducida.
Aumento 2.5X, microscopia estereoscépica.
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Edad 2
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El efecto estructural del estrés hidrico se hizo evidente a los 70 dias (35 dias de
exposicion al estrés), aunque no se descarta que los cambios comenzaran a ocurrir
previamente (Laminas 1 y 2).

Raiz

En las raices de P. chichipe en general no se observa raiz primaria persistente y las
secundarias se forman desde momentos muy tempranos después de la
germinacion. En E. platyacanthus generalmente se desarrolla una raiz primaria
persistente, y las raices secundarias se comienzan a desarrollar muy cerca de la
base. En ambos tipos de raices y en ambas especies, es posible ver pelos radicales
pocos dias después de la germinacién (Lamina 3:1-3). En ambas especies el estrés
hidrico detiene el crecimiento del sistema radical, y en algunos casos lo dana
severamente.

Anatomia de las plantulas

En los cortes exploratorios previos al experimento se vio que la zona de transicién
entre el tallo y la raiz es reducida.

Brote u

La anatomia del brote en ambas especies es simple, con epidermis uniestratificada,
cortex, dos o cuatro haces vasculares y una médula parenquimatosa (Laminas 4 y
5). '

La zona mneristemdtica se encuentra entre los cotiledones y presenta células
pequeiias con citoplasma denso (Lamina 6:1-2). En plantulas de 5 dias de edad es
posible ver que esta zona ya comienza a desarrollar las primeras areolas.

En ocasiones las células de la epidermis no tienen forma regular sino forma
sinuosa, fené6meno que se acenttia mas en las plantulas en estrés hidrico, en las
que también se presentan plegamientos como resultado de la pérdida de turgencia
de la plantula y que en algunos casos son el inicio de los cordones de células
colapsadas en el coértex (Lamina 6:3-5). Los estomas que se observaron estin
constituidos tipicamente por células oclusivas, las acompanantes y la camara
subestomdtica. A diferencia de lo que sucede en plantas adultas, los observados
estaban poco hundidos (Lamina 7:1-2). No se cont6 el nimero de estomas por drea
pero se pudo apreciar visualmente la abundancia de éstos por la formacion de
burbujas de aire al sumergir las pkintulas en agua.
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Lamina 3. 1-Semilla de E. platyacanthus en germinacién con la radicula emergiendo. Radicula
(R), cubierta seminal (CS), pelos radiculares (PR) y édpice de la radicu]a con cofia (CO).
Aumento 6X.
2- Raiz de E. platyacanthus de 15 dias de edad. Aumento 6X. Raiz primaria (RP) y raiz
., - secundaria (RS), ambas con pelos radicales (PR).
. . 3- Seccién longitudinal de raiz de E. platyacanthus. Raiz primaria (RP), raiz secundaria (RS),
.cilindro vascular (CV) y cértex (C). Aumento 12.5X, microscopia de campo oscuro.
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Estrés
hidrico

Control

Edad 1
(42 dias)

Edad 2
(70 dias)

Edad 3
(98 dias)
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Lamina IV-4. Secciones transversales de plantulas de P. chichipe. Epidermis-(E), cortex (C), haz
vascular (HV) médula (M), célula plasmolisada (CP), cordén de células colapsadas (CCC) y
entrantes. La pérdida de turgencia de las plantulas provoca que en los cortes se observen formas
perimetrales irregulares con gran namero de entrantes. En el Control se observa que las células de
parénquima no tienen contenido citoplasmatico, mientras que las del Estrés si. Una célula
turgente tHene una gran vacuola que empuija al citoplasma contra la membrana plasmatica y a ésta
contra la pared celular. En una célula plasmolisada la membrana plasmatica se separa de la plared
celular y la vacuola se contrae por la pérdida de agua. Aumento 3.12X, microscopfa de campo

claro.
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Lamina IV-5. Secciones transversales de plantulas de E. platyacanthus. Epidermis (E), cortex (C),
haz vascular (HV) médula (M) y cordones de células colapsadas (CCC). Al igual de lo que
sucede en P, chichipe, las células de las plantulas que estan en estrés hidrico estan plasmolisadas.
Pero ademas la pérdida de turgencia de la plantula provoca que el tejido se colapse en algunas
regiones debido a que -las paredes celulares. se .pliegan, formandose cordones de células
colapsadas que van desde los haces vasculares, hasta la epidermis. Aumento 3.12X, microscopfa
de campo claro. - - .
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Lamina 6. 1-Seccién longitudinal de tallo de E. platyacanthus. Zona meristematica apical
entre los cotiledones (C), con primordios de tubérculos (PT) y tricomas (T) que forman la
lana del apice. Aumento 12.5X, microscopia de campo claro.

2-Seccion transversal de tallo de P. chichipe. Zona meristeméatica con primordios de tubérculo

(PT) y espinas hacia el centro (E). Aumento 25X, microscopia de campo claro. -

3-5 Secciones transversales de tallo de E. pIatyacanﬂms. Aumenlo 25X, nucroscoph de
contraste de fases.
3-Epidermis (E) con células de forma regular.y células subepidérmicas selmplasmohsadas
(CSP).
4-Epidermis (E) con c¢lulas de forma irregular, células subepidérmicas plasmolisadas (CP) y
organelos (O).
5-Plegamiento de la epidermis (PE), con inicio de cordones de células colapsadas (IC).
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Las células de parénquima en general son grandes, con paredes celulares
delgadas, el vacuoma ocupa casi todo el volumen celular y el citoplasma estd muy
reducido; los organelos se observan como cuentas porque estin atrapados entre la
membrana plasmatica y el tonoplasto (Lamina 7:3). Cuando las células pierden
lurgencia. el citoplasma se comienza a condensar y se pueden observar mas
claramente los organelos (Lamina 7:4); también pueden colapsarse y tener
plegamientos en sus paredes (Lamina 7:5-6).

El parénquima del cortex no esta diferenciado en fotosintético y acuifero. Al
parecer durante los primeros 98 dias de-vida las pliantulas de P. chichipe y E.
platyacanthus aun no desarrollan especializaciones del cortex (Laminas 4 y 5), a
diferencia de lo que se presenta en plantas adultas.

Con respecto a los haces vasculares (Laminas 8 y 9), cerca de la base del brote se
presentan s6lo dos haces vasculares que se van separando a medida que la altura
y maduracion de la plantula va incrementando. Cada haz vascular se bifurca y
corren hacia los cotiledones y hacia las nuevas areolas. Los haces vasculares
resultantes se bifurcan sucesivalente para empezar a formar una region vascular
bien marcada. A una altura de 3 a 4 mm, P. chichipe generalmente presenta dos
haces vasculares a la edad-de 70 dias y a los 98 dfas ya son cuatro. En E.
platyacanthus, a csa misma altura ya se presentan generalmente cuatro haces
vasculares desde los 42 dias de edad (Laminas IV-8 y IV-9). Los vasos tienen
ornamentacion helicoidal.

Raiz

En ambas especies se distingui6 en la raiz la epidermis con pelos radicales, en
algunos casos la exodermis (no asociada a la disponibilidad de agua), el cortex, la
endodermis y el cilindro vascular exarco (diarco o tetrarco) (Ldmina 10:1-3). En la
endodermis fue’ posible observar los engrosamientos radiales y tangenciales
caracteristicos de la banda de Caspary (Lamina 10:4). ’

Las raices de E. platyacanthus fueron de mayor didmetro que las de P. chichipe
desde los 42 dias de edad (Laminas 11 y 12). En el cilindro vascular no siempre fue
posible distinguir claramente a los vasos de las células de parénquima, debido a
que la lignina no estaba lo suficientemente depositada en las paredes de los vasos
para hacerse evidente en las' tinciones o con las -técnicas de mlcroscopla
empleadas.
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Lamina 7. 1-Seccién transversal de tallo de E. platyacanthus. Estoma con poro (P), células
oclusivas (CV), acompanantes (CA) y camara subestomdtica (CS). Aumento 25X,
microscopfa de campo claro. )

2-Seccién paradermal de tallo de E. platyacanthus. Estoma con células oclusivas (CO) y
acompafantes (CA). Aumento 50X, microscopia de contraste de fases.

3-Seccién transversal de tallo de E. platyacanthus. Célula completamente turgente (CT) con
el vacuoma ocupando casi todo el volumen celular y los organelos (O) empujados hacia la
periferia. Aumento 25X, microscopfa de contraste de fases.

4- Seccién transversal de tallo de E. platyacanthus. Célula plasmolisada (CP) no colapsada
con organelos (O) evidentes. Aumento 50X, microscopfa de contraste de fases. --
5-Seccion transversal de tallo de E. platyacanthus. Células colapsadas (CC). Aumento 25X,
microscopfa de campo claro.

6-Seccion transversal de tallo de E. platyacanthus. Zonas de parénquima colapsado en
cordones que corren de manera radial (CR), transversal (CT) y alrededor del haz vascular
(HV), y células no colapsadas junto a las colapsadas. Aumento 12.5X, microscopfa de
campo claro.



Anatomia fisiol6gica de plantulas de cacticeas bajo estrés hidrico
Ulises Yunuén Rosas Lopez - - L

Control

Edad 1
(42 dias)

Edad 2
(70 dias)

Edad 3
(98 dias)
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Lamina IV-8. Seccion transversal de tallo de plantulas de P. chichipe. Uno (1HV) y dos (2HV)
haces vasculares con xilema (X) y floema (F). En las fotomicrografias se muestra la mitad del
total de vasos de las plantulas. En éstas etapas, los dos haces vasculares se bifurcan para formar
cuatro, separdndose completamente como se observa en el Control de 98 dias de edad.
Microscopia de contraste de fases y de campo claro, aumento 25X.
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Estrés
hidrico

Cbntrol

{seipz

P
1pepd

(se1po2)
Zpepd

Lamina 1V-9. Secci6n transversal de tallo de plantulas de E. platyacantius. Un haz vascular

(1HV) con xilema (X) y floema (F). En estas edades se distinguen generalmente cuatro haces
Microscopia de

asculares;, de los cuales uno es el que se muestra en las fotomicrografias
aumento 25X.

contraste de fases,
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Lamina 10. 1- Secci6n transversal de rafz de P. chichipe. Conformacion tipica de una rafz
dicotiled6nea con epidermis (EP), cortex (C), endodermis (E), cilindro vascular (CV) y
polos de xilema (PX). Aumento 25X, microscopia de campo oscuro.

2- Secci6n transversal de rafz de E. platyacanthus. Epidermis (EP), exodemis (EX), c6rtex

+ (C), endodermis (E) y cilindro vascular (CV). Aumento 40X, microscopfia de campo claro.

"3- Seccion transversal de rafz de E. platyacanthus. Cilindro vascular de una rafz tipica de
dicotiledénea con sus polos de xilema (PX). Aumento 50X, microscopia de campo claro.
4- Aumento del recuadro seitalado en 1 donde se muestra la endodermis (E) con los

' engrosamientos radiales caracteristicos de la banda de Caspary (BC) y por debajo de la
endodermis el penaclo (P) Aumento 125X, microscopfa de campo
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Control
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(42 dias)

Edad 2
(70 dias)

Edad 3
(98 dias)

Lamina 12. Secciones fransversales de las raices de E. platyacanthus. Polos de xilema (PX),
endodermis (E) y pelos radicales (PR). Aumento 12.5X, microscopia de campo claro.
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Colapsabilidad de las paredes celulares

En el parénquima del cértex de las plantulas estudiadas se encontr6 que algunas
células estaban plasmolisadas, pero ademas se observé el fenémeno de
colapsabilidad de la pared celular reportado para cacticeas adultas por Mauseth
(1995). No parece haber diferencias entre las células colapsadas y no colapsadas
salvo porque las primeras presentaban plegamientos en la pared. Se sugiere que la
colapsabilidad se debe a que en el parénquima existen algunas células con
engrosamientos diferenciales de su pared, lo cual provoca que cuando la presion
de turgencia decae, se plieguen junto con la plasmolisis de la membrana
plasmatica. El fenémeno de colapsablidad reportado por Mauseth (1995) en
cactdceas adultas presenta caracteristicas especiales, por ejemplo, que la zona de
colapsabilidad esta por debajo del parénquima fotosintético y hasta antes de la
zona vascular (nunca estando en contacto con ésta iltima). En plantulas el tejido
colapsable efectivamente se encuentra en la zona cortical, y se presenta en ciertas
regiones de forma radial y tangencial. En ocasiones se desarrollan cordones de
células colapsadas que pueden circundar la zona vascular, o que se desarrollan
desde la epidermis y llegan hasta el haz vascular. Dicho fenémeno es peculiar
porque es posible observar células completamente turgentes y no colapsadas ]unto
a los cordones de células colapsadas (Laminas 7:6). -

Mauseth (1995) apunta que la zona colapsable se forma aunque el tejida este
turgente, pero en las plantulas estudiadas este hecho no pudo ser confirmado. Las
observaciones indican que en ocasiones el tejido colapsable se desarrolia
independientemente de la disponibilidad de agua de’la planta, aunque ‘siempre
esta en mayor proporcion en las plantulas en estrés hidrico.

Superficie, volumen y relacién superficie-volumen

En la superficie de las plantulas (Figura IV-2) no se encontraron diferencias
significativas debidas al tratamiento (Fa.7s) = 2.37; p = 0.1276), lo que quiere decir
que el estrés hidrico no afect6 la superficie de las plantulas durante'los primeros
98 dias de vida. Pero si vari6 significativamente con la edad (Fezs) = 5.24; p =
0.0073) y la especie (Fa,7s) = 6.14; p = 0.0153).

En el caso del volumen (Figura IV-2), éste se vio afectado significativamente por la
edad (Fezs) = 3.28; p = 0.0425) y el tratamiento (Fazs = 4.87; p = 0.0301), pero no
por la especie (Fa.7s) =1.04; p = 0.3097). Lo anterior indica que en una situacién de
buena disponibilidad de agua las plantulas incrementan en volumen siguiendo un
ritmo de crecimiento normal, pero si se encuentran en estrés hidrico el incremento
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del volumen es menor debido a la pérdida de turgencia, independientemente de la
especie de que se trate.

Ahora bien, en la relacion superficie-volumen (Tabla IV-1 y Figura IV-2)
solamente se encontraron diferencias significativas debidas a la edad (F.7s) = 5.08;
p = 0.0084), pero no al tratamiento (Fq,zs = 3.8708; p = 0.0526) ni a la especie (Fq,7s)
=0.6368; p = 0.4272). Segan la prueba estadistica, en el volumen de las plantulas
existen diferencias significativas debidas al tratamiento, sin embargo este
comportamiento no se refleja en la relacion superficie-volumen, lo cual podria
atribuirse a que el efecto del estrés se enmascara por los cambios debidos a la
edad. El hecho de que no haya diferencias significativas debidas a la especie
quiere decir que independientemente de ésta, la relacion superficie-volumen es
similar para plantulas de P. chichipe y E. platyacanthus, aun cuando al momento de
la germinacién éstas tengan tamaiio distinto (Laminas 1 y 2).

D Edad 1 (42 dias)
Edad 2 (70 dias)
W Edad 3 (98 dias)

P. chichipe

2 § Control
< B
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Figura IV-2. Superficie (cm?), volumen (cm3) y relacion superficie-volumen de las
plantulas de P. chichipe y E. platyacanthus. Se asume que la forma de las plantulas es
cilindrica
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Tabla IV-1. Relacién superficie-volumen (5/V) y perimetro-drea (P/A) de las plantulas por especie,
tratamiento y edad. Se presentan las medias con su respectiva desviacion estandar. Letras distintas en
cada apartado (S/V o P/A) indican diferencias significativas (p<0.05) segun la prueba de Minima
Diferencia Significativa (LSD).

Especie

Tratamiento | Edad 1 (42 dias) | Edad 2 (70 dfas) | Edad 3 (98 dfas)
3335+ 0.96 5302 +5.11 4765 +3.09
Control b b
P. chichipe a a a
4230+2.36 12.644 +15.21 5.536 +4.27
Estrés
s/V a c ab
3.239+215 5.842 £ 3.11 3.647 £2.94
Control ab a
E. platyacanthus a
3.204+£1.29 8.14517.06 5.884 £ 2.66
Estrés
a . b ab
Control 93462 £2.76 9.4586 £2.29 7.3584 £2.94
P. chichipe abed bed ab
Estrés 11.9273£2.79 12.9697 1 2.64 10.5057 £3.98
P/A def fg cde
7.0915+3.11 8.6991 £ 541 7.0421 £140
Control R abe a
E. platyacanthus 925781264 | 1239974286 | 145125+ 1.66
Estrés be of ’
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De acuerdo a la prueba de diferencias minimas significativas (Tabla IV-1) en P.
chichipe del tratamiento Control la relacién se mantuvo relativamente constante,
mientras que en el tratamiento Estrés se observé un incremento a los 70 dias, lo
cual implica que el volumen o la superficie de la plantula vari6. En E. platyacanthus
la relacion superficie-volumen se mantuvo relativamente constante, pero tendi6 a
incrementar con el tratamiento estrés (Figura IV-2).

Al parecer, el componente mas importante de la relacién superficie-volumen es
precisamente el volumen, y los cambios debidos a la edad o a la disponibilidad de
agua se veran reflejados de manera significativa en la relacién superficie-volumen.

Perimetro, area transversal y relacion perimetro-area

En el perimetro transversal no se encontraron diferencias significativas debidas al
tratamiento (F,69) = 1.32; p = 0.2545), sin embargo la edad (F(2.69) =10.13; p=0.0001 )
y la especie (Fu.en =21.32; p <0.0001 ) si tuvieron un efecto significativo; de lo
anterior se deduce que, independientemente de la disponibilidad de agua, existen
cambios en el perimetro transversal como producto del proceso de crecimiento de
las plantulas, cuya tasa depende de la especie (Figura IV-3).

En el area transversal (Figura IV-3) si se encontraron diferencias significativas
debidas al tratamiento (Fa.s9) = 22.13; p < 0.0001), ademas de las debidas a la edad
(Fees) =7.24; p =0.0013) y la especie (Fu.s9 =9.33; p =0.0031).

Por lo anterior se puede decir que sf se registran cambios en la relacién perimetro-
area transversal debidos al tratamiento, éstos seran ocasionados por los cambios
que induce el estrés en el area transversal.

La relacion perimetro-drea transversal (Figura IV-3) no fue significativamente
diferente entre especies (Fa.e9y =0.35; p =0.5536), es decir, no importa que tan
distintas sean las plantulas de las especies, al final la relacién perimetro-area es
muy similar y se puede comparar. El mismo resultado se obtuvo cuando la prueba
se realiz6 con la variable relacion superficie-volumen. Se sugiere que cualquiera
que sea la especie que se estudie, las plantulas tendran una proporcion superficie-
volumen o perimetro-drea transversal relativamente constantes bajo las mismas
condiciones ambientales. En contraparte, los valores obtenidos para ambas
proporciones no son los mismos, a diferencia de lo sefialado por Mauseth (1995)
de que son matematicamente idénticos. Es probable que el procesamiento del
material y la forma en que se tomaron las mediciones (microtecnia, microscopia y
asuncion teérica de la forma de las plantulas) hayan influenciado el resultado.
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perimetro

transversal | transversal

OEdad 1 (42 dias)
B Edad 2 (70 dias)
W Edad 3 (98 dias)

P. chichipe

perimetro | perimetro -

transversal { transversal

E. platyacanthus

perimetro -
area

o] 2 4 6 8 10 12 14

Figura V-3, Area transversal (nm?), perimetro transversal (ium) y relacion perimetro-
area de los cortes histolégicos de las plantulas de P. chichipe y E. platyacanthus.

La relacion perimetro-area evidenci6 mas diferencias significativas debidas al
tratamiento que la relacién superficie-volumen (Tabla IV-1). Sin embargo ésta
dltima podria ser mas confiable debido a que esta sujeta a menores errores
experimentales.

El tratamiento afect6 significativamente a la relacion perimetro-area transversal
(Fa.e9 = 27.47; p < 0.0001), incrementandola en el caso de baja disponibilidad de
agua. No hubo cambios significativos debidos a la edad (F2,69) =1.45; p =0.2394), lo
cual puede interpretarse como una relaciébn perimetro-drea relativamente
constante durante los primeros 98 dfas de edad.

Segun Altesor et al (1992), la relacion superficie-volumen decrece a medida que
aumenta la edad de la plantula, sin embargo en este trabajo se obtuvo un
resultado contradictorio: durante los primeros 98 dias de edad la proporcién se
incrementa, fenémeno que se acentia por la baja disponibilidad de agua.
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Namero, drea y capacidad conductora teérica (CCT) total de vasos

El desarrollo de vasos nuevos en el xilema es un fené6meno que estuvo relacionado
directamente con la edad de las plantulas y vari6 significativamente con ésta (Fz,69)
=26.76; p <0.0001) (Tabla [V-2). Sin embargo, el estrés hidrico tuvo un efecto sobre
esta variable (Fu.s9) = 19.48; p < 0.0001). Se vio que el déficit de agua retrasa la
generacion total de vasos en P. chichipe, aunque a los 98 dias tienen practicamente
el mismo numero que el de las plantulas en buena disponibilidad de agua. En E.
platyacanthus el efecto es mas drastico pues a los 98 dfas las plantulas que estan en
estrés hidrico tan sélo llegan a desarrollar la mitad de los vasos con respecto al
Control. De ello también se deduce que hay diferencias de comportamiento entre
las especies estudiadas, lo cual se ratifica con el analisis estadistico (Fa.e9) =8.67; p
=0.0043); por lo tanto hay una diferencia de sensibilidad al estrés hidrico en la
generacion de vasos.

Como consecuencia de lo anterior también es posible ver un efecto en el 4rea
transversal de los vasos (Fu.s9) = 19.48; p < 0.0001), pero no en la CCT (Fu.ev) = 2.54;
p = 0.1150), debido al estrés hidrico (Tabla IV-2). Se observa un fenémeno similar
al del namero de vasos, donde el estrés hidrico provocé una menor acumulacién
de area transversal de vasos en P. chichipe, pero con valores similares a los 98 dfas.
En E. platyacanthus el area transversal de los vasos disminuye en esa misma edad
a la mitad por efecto del estrés.

La CCT tiende a mantenerse similar en P. chichipe en ambos tratamientos, mientras
que en E. platyacanthus solo se desarrolla a la mitad con respecto al control. La
diferencia de comportamiento reflej6 diferencias significativas debidas a la especie
en acumulacién de area transversal (Fae9 =8.67; p=0.0043) v en la CCT (Fa.e9
=8.95; p=0.0038).

Debe seitalarse que el area transversal se incrementa significativamente con la
edad (Fe.s9 =26.76; p <0.0001), mientras que la CCT no (Fp.e9) =0.17; p=0.8393).

Se observa entonces que E. platyacantiius es mas sensible al estrés hidrico, mientras
que P. chichipe tiene mas habilidad para equilibrar el déficit hidrico y seguir el
desarrollo normal de las plantulas.



Tabla IV-2. Ntmero de vasos, 4rea transversal (um?) y CCT (Capacidad Conductora Tetrica) de los
vasos (I1x107 um? s), por especie, y edad. Se presentan las medias con su respectiva desviacién
estdndar. Letras distintas en cada apartado indican diferencias significativas (p<0.05) segiin la prueba
de Minima Diferencia Significativa (LSD).

Especie Tratamiento Edad 1 (42 dfas) Edad 2 (70 dfas) Edad 3 (98 dfas)
Control 00145 644002166 319002 27076
o ab cde f
P. chichipe Estrés B600:114 37333 £ 130 81.000£ 281
namero de S a ab of
vasos Control 5222£ 185 §9182£275 12200£ 396
bed f p
E. platyacanthus Estrés 502502147 6750296 67501178
be ab de
Control 38418299 B9 148 72854 £ 299
g abc abed de
P. chichipe Eetre 35690 ¢ 141 12116495 61607175
area SUes ab a bede
transversal Control 649441296 133884 £ 66.2 167211651
cde f f
E. platyacanthus — 70875329 92271164 772162 148
ki de. bede _ e
Control T0:14 049:02 T10:07
. g bed a abe
capacidad | . chichipe Etre 12006 077104 118205
conductora stres abe ab abe
tedrica Control 154113 282120 230£11
bed e de
(CCT) E platyacanthus Estré 169109 141107 135407
STTES o b be
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Ndamero, drea y capacidad conductora teérica (CCT) de vasos por categoria de
tamano

El crecimiento que se da con la edad se tradujo en incrementos significativos en el
numero (Fa.13s) =26.44; p <0.0001) y area transversal de los vasos (Fa.i13s) =9.38; p
=0.0001) por categoria de tamafo. En los vasos grandes los valores de ambas
variables se mantuvieron significativamente constantes desde los 42 dfas y hasta
los 98 dfas de edad (Tabla IV-3).

Hubo diferencias significativas debidas al tratamiento en el nitmero (Fp,138) =19.22;
p < 0.0001) y area transversal (Fqa.138 =15.18; p = 0.0001) de vasos chicos y grandes,
lo cual quiere decir que dependiendo del estado hidrico de la planta se pueden
generar diferentes tamarios de vasos.

Al igual que en el numero y area total de vasos, en P. chichipe las diferencias tanto
en chicos como en grandes debidas al estrés se eliminaron hacia los 98 dfas de
edad de tal manera que los valores fueron similares; en E. platyacanthus el estrés
disminuy6 significativamente el numero y drea transversal de vasos chicos.
Ademas, cuando las plantulas de E. platyacanthus se encontraron en buenas
condiciones de humedad tuvieron la posibilidad de desarrollar vasos muy
grandes ocasionalmente, lo cual es evidente por las altas desviaciones estandar
que se presentan en estas variables desde los 70 dfas de edad (Tabla IV-3).

En ambas variables, nimero y area transversal de vasos por tamarfio se registraron
diferencias significativas obvias debido al tamano de éstos.

Ahora bien, en la CCT por tipo de vaso (Tabla IV-3) no hubo diferencias
significativas debidas a la edad (Fa13s =0.20; p =0.8124), lo cual quiere decir que
aunque se generen vasos nuevos, no tienen un aporte significativo a la capacidad
conductora, pero tampoco el estrés hidrico tuvo efecto sobre la CCT (Fa 138 =3.00;
p = 0.0850). Sin embargo la CCT fue menor con el estrés y estuvo influenciada por
la baja CCT de los vasos grandes.

Por otra parte, se encontr6 que la CCT es practicamente la misma en vasos chicos
y en vasos grandes (Fq,13s) =1.55; p =0.2142) (Tabla IV-3). Esto indica que existe una
relacién entre el niumero y area transversal de los vasos, de manera tal que se
mantiene una CCT similar en la combinacién numerosos vasos pequerios/area
transversal pequeiia o pocos vasos grandes/area transversal grande. Lo anterior
indica la tendencia de las plantulas a conservar una capacidad de conduccion en
valores tales que permitan el mantenimiento de los flujos de agua.

Como lo sefalan Linton y Nobel (1999), los vasos grandes son mas susceptibles a
la cavitacion, sin embargo son éstos los que contribuyen significativamente a la
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capacidad conductora. Los resultados obtenidos podrian interpretarse como una
previsién a una posible cavitacién cuando se presente la sequfa puesto que, en un
tallo que es suculento y el agua es abundante, no serfa conveniente que se
detuviera el transporte del agua. Quiza la cavitacion pueda ser mas importante en
las raices porque el flujo de agua hacia ésta puede provocar flujos importantes de
pérdida de agua.

También se registraron diferencias significativas debidas a la especie en numero
(Fa,a3s =8.52; p =0.0040), area transversal (Fpi3s) =39.97; p <0.0001) y CCT (Fa.139
=10.57; p =0.0014) de vasos por categorfia de tamaifio, lo cual evidencia las distintas
estrategias que siguen P. chichipe y E. platyacanthus como respuesta al estrés
hidrico.

Como ya se ha expuesto, la CCT parece ser importante en las respuestas ante el
estrés hidrico. Sin embargo, la forma en que se calcul6 la conductividad hidraulica
(CCT) en este trabajo, con base al diametro de los vasos (Diaz, 1996), puede ser de
3 a 10 veces mayor respecto a la que se mide directamente con base al flujo de
agua (Nobel com pers, 2002). Una investigacion del topico midiendo la capacidad
de conduccién de manera experimental robusteceria la informacién obtenida en
este trabajo.
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Tabla [V-3. Ntimero de vasos, 4rea transversal de vasos (um2) y capacidad conductora tedrica (CCT) de los vasos
(1x107 um? s°) por categorfa de tamatio (chicos de 0 a 2 um? y grandes mayores de 2 um?), especie, tratamiento y
edad. Se presentan las medias con su respectiva desviacién estdndar. Letras distintas en cada apartado indican
diferencias significativas (p<0.05) segiin la prueba de Minima Diferencia Significativa (LSD).

Especie Tamaiio . Edad 1 Edad 2 Edad 3
Tratamiento
de vasos (42 dfas) (70 dfas) (98 dfas)
i Control 36004159 (de) | 62804158 () 81204271 (g)
o Estré 25.60£9.6 (cd 3600139 (d 78.66+29.1
P. chichipe : (ed) (d) 810
randes Control 200223 (a) 16034 (a) 32029 (a)
nimero de Estrés 400130 (a) 13316 (2) 233£22(a)
vasos N Control 422107 (e) 0971£206(fg) | 110.22£302()
chicos
Estrés 4225190 (e 42004126 60.00+18.7
E. platyacanthus © © @
] Control 800101 (a) 1942£193(bc) | 1133£139(ab)
andes
grance Estrés 8074 (a) 475252 (a) 67557 (a)
" Control 1532:69(cd) | £B78:132(cde) | 695242856 (f)
Chucos
. Estrés 3071 £ 114 (bc) 3059193 (c) 5935 £17.2 (ef)
P. chichipe
Control 310:434) 132427 (3) 333£36(a)
drea grandes
Estres 498139 () 152£19(a) 225424 (3)
transversal Control 5236 ¢ 15.1 97.03 £ 38.1 130.20£47.5 ()
de vasos hicos ontrol 561151 (e) 0338.1(g) . 5 (h)
Estrés 58.53120.0 (ef) 51.69 +13.5 (de) 68.441136(f)
E. platyacanthus
; Control 1238:170(2) | 3686+831(cd) | 14942208 (ab)
S
grence Estrés 12311139 (a) 753194 (a) 87876 (a)
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Tabla IV-3. Continuacién....
Especie Tamafio . Edad 1 Edad 2 Edad 3
Tratamiento
devasos | 1o oen (42 dias) (70 dfas) (98 dias)
N Control 0672£02(abed) | 0419:01(ab) | 0987+ 0.4 (cde)
ccos
o ‘ Estrés 0555102 (abed) | 0537£02(abed) | 0929203 (ed)
idad P. chichipe
capacida ] Control 082014 (bcd) | 0074201 () 0413 £0.3 (abe)
cg(‘sd}‘“gra grances Estrés 064205 (abed) | 0241404 (ab) 0252103 (ab)
rica de
los vasos i Control 0.707 £ 0.2 (bed) 1.07£04 (de) 150404 (ef()i
Estrés 0799£03(cd) | 0747¢04(bed) | 0774401 (cd)
€D e platyacanthus .
] Control 0.830£1.1 (cd) 175:18() 0.797£0.7 (cd)
andes
& Estrés 0893£07(cd) | 066307 (bed) | 0573406 (abed)
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Relacion area transversal de cilindro vascular-cértex en la raiz

Se ha reportado que el estrés hidrico tiene un efecto directo sobre la conductividad
hidraulica, lo cual esta asociado con la formacién de lagunas corticales por el
colapsamiento y encogimiento de tejidos (North y Nobel, 1991). Dado que no fue
posible estandarizar la metodologia para el estudio de la raiz (en el sentido de que
no se pudo determinar claramente si la raiz que se emple6 era primaria o
secundaria, ademas de que no se consider¢ el total del sistemna radical), se decidié
hacer una comparacién de la proporcién del 4rea transversal de cilindro vascular
con respecto al 4drea del cortex, para determinar en que medida el estrés hidrico
afecta la proporcion de tejidos de la raiz, considerando que un mayor estado
hidrico favorece el desarrollo de una mayor area del cortex.

No se encontraron diferencias significativas debidas a la edad (F2¢s5 =0.85; p
<0.4303), tratamiento (Faes) = 0.0234; p < 0.8788), ni especie (Fu.es) =3.93; p
=0.0515) (Tabla IV-4). Esto significa que se mantuvo una misma proporcionalidad
en ambas zonas, menos esta variable, es afectada poco por el estrés.

Adquisicién de la tolerancia a la sequia

En un trabajo de Gutiérrez ef al (2001) ya se sugiere que en la anatomia de las
plantulas de cacticeas se desarrollan modificaciones de tolerancia a la sequfa
como la densidad estomatica, grosor y numero de capas de la epidermis, etc. Por
otra parte Loza et al (2002) sefialan que la presencia de traqueidas de banda ancha
en el xilema y escasa presencia de estomas se interpretan como adaptaciones para
evitar la desecacion. Segun los resultados obtenidos en este trabajo, se propone
que otras variables anatomicas como las relaciones superficie-volumen y
perimetro-area, y el namero, tamarfio y capacidad de conduccién teérica de los
vasos son importantes también en el desarrollo de tolerancia a la sequfa.
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Tabla IV-4. Porcentaje de 4rea transversal del cilindro vascular de la rafz de las plantulas por
especie, tratamiento y edad. Se presentan las medias con su respectiva desviacién estindar.
Letras distintas en todas las columnas indican diferencias significativas (p<0.05) segiin la prueba
de Minima Diferencia Significativa (LSD).

Especie Tratamiento | Edad1(42dfas) | Edad2(70dfas) | Edad3 (98 dfas)
26,1940 £5.39 28.7509 £ 10.86 27.2833£11.94
Control
o abc abc abc
P. chichipe
25.0914 £10.79 22.5042 +8.59 33.7294 +£9.63
Estrés
ab a c
289151 £12.96 33.4278 £5.96 323432 £ 1041
Control
abe ¢ be
E. platyacanthus
304292718 40.0226 £10.37 253720 £11.36
Estrés
abc d ab
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CONCLUSIONES

A los 98 dias de edad no hay diferenciacion ain entre el parénquima fotosintético
y acuffero en el cortex del brote.

El fenémeno de colapsabilidad de las paredes celulares (no descrito antes para
plantulas de cactdceas) tiene caracteristicas un tanto diferentes al que se presenta
en plantas adultas respecto a su distribucién en el cortex del brote. Se sugiere que
la colapsabilidad del parénquima en el brote puede ser una caracteristica de
desarrollo de tolerancia a la sequfa.

Tanto la relaci6n superficie-volumen como la relacién perimetro-area transversal
tendieron a ser constantes durante los primeros 98 dias de edad de las plantulas e
incrementaron en condiciones de estrés hidrico.

La relacién superficie-volumen de la plantula, la relacion perimetro-area de
secciones transversales y el nimero y tamano de vasos son variables que parecen
ser importantes en la adquisicion de la tolerancia al estrés hidrico.

Las plantulas de E. platyacantiius son mas sensibles a la baja disponibilidad de
agua que P. chichipe.

Los vasos chicos (de hasta 2um?) se encontraron en mucho menor proporcién que
los grandes (mayores de 2um?), sin embargo ambos tipos tuvieron una capacidad
de conduccioén teérica (CCT) similar.
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CAPITULO V
Discusién general

“En mayo arrecian los calores,
pero ya amenaza con llover: jQué bueno!”
Paraisos-Rolando Rosas

Las adaptaciones anatomicas en las plantulas de las cactdceas estan
profundamente ligadas a los habitos de vida de los adultos (Arber, 1910; De
Fraine, 1910), es decir, si son arborescentes, arbustivos, columnares, globosos, etc.
A su vez, Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes (2000) han propuesto que los
requerimientos de luz en la germinacién estan asociados a los habitos de vida y
que probablemente tengan implicaciones filogenéticas.

La sobrevivencia como factor crucial del establecimiento se ha estudiado con el
mismo enfoque, y se ha visto que las especies columnares son mas sensibles a las
altas temperaturas mientras que las especies globosas lo son a las bajas
temperaturas (Nobel, 1980; Rojas-Aréchiga et al, 1998).

En plantas adultas otros autores sefalan patrones fisiologicos y de distribucién
dependiendo del habito de vida. Mourelle y Ezcurra (1997) mencionan que los
cambios de especies columnares a través de un transecto son debidos a la
variacion de temperatura (confirmando la sensibilidad a la temperatura de esta
forma de vida), que en especies opuntioideas se deben principalmente a razones
topogrificas, y que en el caso de las globosas se debe a la variacién en la
temperatura y el patrén de lluvias. Nobel (1980) menciona que en los cactos
columnares la tasa fotosintética a veces estd limitada por la radiacién
fotosintéticamente activa que recibe el tallo, ademis de estar correlacionada con la
altura de la vegetacion circundante y negativamente con la radiacion
fotosintéticamente activa que llega al suelo.

Dadas las evidencias encontradas, es posible pensar que las respuestas que se
obtuvieron en P. chichipe y E. platyacanthus sean parte de estrategias de tolerancia
que estdn asociadas a la forma de vida de las plantas adultas (columnar-
arborescente y globosa respectivamente). Habria que conocer si estos
comportamientos se presentan en otras especies con los mismos hdbitos de vida.

Variacién genética

Como ya se sefialé en el Capiftulo I, la respuesta al estrés en una poblacién de
plantas puede presentar un abanico de posibilidades dependiendo de la
informacién genética de las plantas. Probablemente entre mas amplia sea su
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variabilidad, las plantas tendran una diversidad de respuestas mas marcada,
mientras que en una poblacion que tenga poca diversidad genética, sera un
comportamiento contrario, es decir, su comportamiento ante el estrés sera
homogéneo.

En un estudio de Cerritos et al (1999) se encontré que la variacion genética de E.
platyacanthus en el Valle de Zapotitlan estd representada por unos cuantos
individuos de algunas poblaciones; de la misma forma, la variabilidad genética de
los individuos de P. chichipe de la poblacién donde se colectaron las semillas (ver
Capitulo I) se puede representar tan solo con 15 individuos (Cruz-Gonzalez com
pers, 2002). No obstante la baja variabilidad genética en ambas especies, se
encontré que hay gran variacién de respuesta de las plantulas al estrés hidrico
(desviaciones estandar altas) en variables fisiologicas y anat6micas.
Probablemente el desarrollo de tolerancia a la sequia se deba no solo a factores
genéticos sino a otros niveles de regulacién interna. Por ejemplo, Zavala et al
(1999), reportaron que cuando las plantas de Pachycereus hollianus han sufrido un
daiio severo y se autoreparan somaticamente, generan plantulas en las siguientes
reproducciones sexuales que tienen una sobrevivencia mas alta.

La anatomia fisiologica de las plantulas

Con el objeto de establecer la relacién entre los procesos metabélicos y anatémicos
como respuesta al estrés hidrico, cuyos resultados se concentran en la Tabla V-1,
se realizaron correlaciones entre casi todas las variables abordadas en el estudio.
Se obtuvo la matriz de correlacion presentada en la Tabla V-2.

De las correlaciones encontradas se dio mayor importancia a las que presentaron
un coeficiente alto (r220.5) y que tuvieran implicaciones morfofisiolégicas de
consideracion.

En P. chichipe se observé6 que:

e Elintercambio de agua es proporcional a la superficie de las plantulas.

e La tasa de intercambio de agua es proporcional al volumen de la
plantulas. Sin embargo, al hacer una conversion de los datos de tasa de
intercambio de agua, se encontré que se ajustan mejor a una correlacién
logaritmica (Figura V-1). Por io tanto esto se interpreta como una
tendencia a incrementar el intercambio de agua a medida que el
volumen aumenta, pero llega un momento en que por mas que
aumente el volumen, el intercambio de agua ya no se modifica
considerablemente y tiende a ser asintética.
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Tabla V-1. Resumen de las diferencias significativas (+) debidas al
tratamiento y a la edad en ambas especies.

P. chichipe

E. platyacanthus

Tratamiento | Edad

Tratamiento | Edad

Tasa de intercambio de CO2

+

Tasa de intercambio de CO:
unidad plantula)

+

Tasa de intercambio de agua

Superficie de las plantulas

Volumen de las plantulas

Razoén Superficie / Volumen

H+| 4]+

Arca transversal de las
plantulas

Perimetro transversal de las
_plantulas

Razén Area / Perimetro
transversal

Nimero de vasos por planta

Area total de vasos por planta

++| +

CCT total por planta

Nuamero de vasos por
categoria de tamano

Area total de vasos por
categoria de tamaiio

CCT por categoria de tamano

Porcentaje de area transversal

cilindro vascular en la raiz
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Tabla V-2. Correlaciones lineales entre algunas de las variables. Se marcan en color las que
son significativas (p<0.05). y en rojo las que tienen coeficiente de correlacion alto (1220.5).

7 tratamiento, E=edad, S=superficie de fa plantula, V=volumen de la plantula, S / V=relacion superficie-
Yolumen, CO;=tasa de intercambio de CO;, Tra=tasa de intercambio de agua, N-H=ntimero de haces vasculares,
¥-H=nmero de vasos por haz vascular, V-P=vasos por plintula, A-V= 4rea transversal de vasos,
CCT=capacidad conductora teérica de la pléntula, P=perimetro de una seccién transversal de la plantula, A=4rea
de una seccion transversal de la plantula, P /A=relacién perimetro-drea de una seccion transversal de las
p\éntulas, C=porcentaje de area de cilindro vascular de una seccién transversal de las rafces de las plantulas

Echinocactus platyacantius

adndny> vrysvio ]

XC | P/A A P | CCT JAV|VP[V-H| NH |Tra [CO jS/VI V| S [E | T
006 | 063 | 066 |-0.15] 037 |-045)-0.46|-042{ 006 |.014|-D.10 | 0.26 |-0.37|-0.14 | 0.06 T
007 | 025 | 007 1019 | 004 (035|054 |036| 0M |-002]-005|009|-002]009 0.02 E
023103 | 034 |-004] 001 |009}020(021| 006 |074|-001(-076|087 v32)-021] S
028 | 047 | 043 1-005] 006 | 004 1023]025| 005 |055] 001 [-067 096|043 [-022] V
028 | 049 | -046 [-0.041 -0.09 {-015(-018{-0.08| -0.21 |-087(-0.04 0.64{-069 [-009{009¢ S/V
002 | 002 | 00OG |0.10 | -008 |-0.06|-002{-007( 0.10 |0.08 0191008 | 001|001 ;-005] CO:
<020 [ -029 1 030 {015 002 | 0.09]013]002] 023 014 1-089)0661075)022]005§ Tra
-009 | 000 | 016 [022|-0.16 | 0.28 | 032 }-031 0141 006 [ 001 [013]010}032]-042} N-H
010 | 022 ] 045 ] 026 06d 067|077 019 |652] 002 |-034| 069|076 | 060|006 | V-H
000 | -022 [ 036 |04 | 057 |09 080] 039 041|005 [-031} 072|077 {071 1-018] V-P
004 | 023 | 639 | 041 | 08] 087 0711 022 | 050 | -0.06 |-038{ 060|071 {057 ]-015] A-V
007 | -023 | 045 [ 026 046 1007|025 036 {028 |-022[-018]006]0.14 |-005{-005] CCT
020 | 04 | 037 011 [068[072]065] 024 {054 )-008 |-044]062|071]083]-006] P
007 | 075 0701 022 | 072 {076 {077 [ 014 {055 {-006(-038[075 078 /063}-020] A
0.04 072 1020 026 |-047]-042{-036| 020 [-027| 009 [0.24 {-044|-04H]-021|041 | P/A
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Como consecuencia de lo anterior, hay una correlacién proporcional
negativa entre la relacién superficie-volumen de las plantulas y la tasa
de intercambio de agua, es decir, a medida que aumenta dicha razén,
disminuye la tasa de intercambio de agua.

El volumen y la superficie estdn correlacionados proporcionalmente
con la cantidad de vasos de la plintula y también con el area
transversal de los vasos.

Lo que resalta por las implicaciones en la fisiologia de las plantas es
que el drea de los vasos de las plantulas es proporcional a la tasa de
intercambio de agua; ésto cobra importancia porque el agua que se
transporta hacia la superficie transpiratoria tiene que ser conducida por
los haces vasculares. Cabe resaltar que durante los primeros 98 dias
de edad P. chichipe no desarrolla gran cantidad de vasos grandes, y los
que se desarrollan son los chicos, y que el estrés hidrico no provoca
cambios significativos en la cantidad final de vasos. Aunque la CCT fue
similar en los vasos grandes y chicos, la mayor formacién de vasos
chicos posibilita una mayor velocidad de flujo. Esto se refleja en la baja
proporcionalidad entre capacidad de conduccién teérica (r2ccr=0.28) y
el 4rea transversal de los vasos.

Se encontraron correlaciones del perimetro y el drea transversal con el
area vascular y el niimero de vasos por plantula.

Hubo correlacién del 92% entre la superficie y el volumen, mientras
que para el perimetro y el drea transversal fue del 70%. Esta diferencia
entre valores, que en teorfa deberfan ser muy similares, podria
atribuirse a las variaciones en sus proporcionalidades.

En E. platyacantius se obtuvo que:

La tasa de intercambio de agua es proporcional a la superficie de las
pléntulas.

La tasa de intercambio de agua es proporcional al volumen de las
plantulas. Pero como se muestra en la Figura V-1, la relacién se ajusta
mEejor a una proporciéon logarftmica. Este comportamiento se interpreta
de manera similar a la correlacién homéloga en P. chichipe.

Como se esperarfa, la relacién superficie-volumen también tiene una
proporcién negativa con la tasa de intercambio de agua. Lo cual puede
indicar que cuando una planta estd en una condicion de buena
hidratacion, los tejidos estin turgentes y la razén superficie-volumen es
baja, la transpiracion puede ser maxima; pero si la planta esti en estado
hidrico muy bajo y la razon superficie-volumen es alta, el intercambio
de agua decrece considerablemente.
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Figura V-1. Correlacion logaritmica significativa (p<0.05) entre volumen y tasa
J de intercambio de agua tanto en P. dhichipe, como en E. platyacanthus.
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®  Se registraron correlaciones de la capacidad conductora teérica con el
numero y el darea transversal de vasos.

e De la misma forma que en P. chichipe, la proporcionalidad entre
superficie y volumen (0.87) fue distinta de la que present6 el perimetro
y area transversal (0.37).

En el estado de plantula, los cambios en las tasas metab6licas debidos al estrés
hidrico son casi imperceptibles. Pero cuando éstos se presentan, pueden
desencadenar una mayor tolerancia al déficit hidrico.

En ninguna de las especies hubo una marcada respuesta al estrés hidrico en las
tasas metaboélicas, a excepci6n de la tasa transpiratoria por plantula en P. chichipe;
probablemente este ajuste influye para que la anatomia no se afecte drasticamente
cuando las plantulas se encuentran en estrés hidrico. Lo anterior podria entonces
resultar en que la relacién razén superficie-volumen de las plantulas no cambia
cuando hay estrés y se puede conservar mas el agua. En E. platyacanthus, el estrés
hidrico provoc6é que el volumen de las plantulas decreciera y la relacién
superficie-volumen fuera afectada significativamente por el estrés.

Al parecer una de las estrategias que le facilitan a P. chichipe ser mas tolerante a
los cambios en la relacién superficie-volumen es el desarrollo de modificaciones
en el namero, dreay tamafio de vasos. Dichas caracterfsticas le permitieron a las
plantulas en estrés hidrico mantener la CCT similar a las de las plantulas con
buena disponibilidad de agua y que no se afectaran en este sentido por el déficit
hidrico. Mientras que en E. platyacanthus estas modificaciones condujeron a la
disminucion del 50% en la CCT de las plantulas en Estrés con respecto a las del
Control. Esa pérdida en la CCT pudo ocasionar que el agua necesaria para
mantener los tejidos turgentes no fuera transportada, y que al no modificarse el
proceso transpiratorio, las plantulas perdieran agua y volumen.

El hecho de que el tratamiento de estrés hidrico no haya afectado la tasa
transpiratoria en E. platyacanthus es probablemente la causa de que las plantulas
de esta especie pierdan volumen cuando estan expuestas a estrés hidrico, dado
que la baja disponibilidad de agua no activa mecanismos estomaticos para evitar
la pérdida de agua excesiva, lo cual se ve reflejado en la pérdida de turgencia de la
plantula. En P. chichipe la tasa transpiratoria tampoco se afecta por la
disponibilidad de agua en el sustrato, no obstante la relacién superficie-volumen
se mantiene significativamente similar entre tratamientos.
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CONCLUSIONES

En las plantulas estudiadas de hasta 98 dfas de edad no se encontré una relaciéon
directa en respuesta al estrés hidrico entre las modificaciones anatémicas y las
fisiol6gicas.

Parece existir una relacién entre las modificaciones en las tasas metabélicas y los
cambios anatémicos por el estrés hidrico.

El control de la pérdida de agua y el mantenimiento del transporte a través del
xilema pueden ser adaptaciones importantes en la tolerancia al estrés hidrico en
plantulas de cactdceas.

Las plantulas de P. chichipe son mas tolerantes al estrés hidrico que las de E.
platyacanthus.

En ambas especies el estrés hidrico afect6 en menor medida a las variables
fisiologicas que a las anatomicas.

Existi6 una correlacién entre la tasa transpiratoria y el volumen de las plantulas en
ambas especies, independientemente del tratamiento.
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Apéndices

APENDICE 1

Formulacion de los medios de cultivo

Medio MS (Murashige y Skoog, 1962)

Macronutrimentos
NHsNO3

KNO;

MgSO,4 * 7H20
KH2PO4

CaCl; * 2H,O

Micronutrimentos
KI

H>BOs

MnSO, * H0O
ZnSO4 * 7TH20
NazMoO; * 2H0
CuSQO4 * 5H20O
CoClz * 6HO

Solucion de Fierro-EDTA
NaEDTA
FeSO; * 7TH0

Vitaminas
Acido nicotinico
Piridoxina-HCl
Tiamina-HCI

Aminoacidos
Inositol
Glicina

Sacarosa

MSC
gL'
1.65
1.90
0.37

0.017
0.44

0.00083
0.0062
0.0169
0.0086

0.00025

0.000025
0.000025

0.0373
0.0278

0.0005
0.0005
0.0001

0.10
0.002

30

MS 50%
gLt
0.825
0.95
0.185
0.085
0.22

0.000415
0.0031
0.00845
0.0043
0.000125
0.0000125
0.0000125

0.01865
0.0139

0.00025
0.00025
0.00005

0.05

0.001

15
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APENDICE II
Algunos datos sobre los frutos de
P. chichipe y E. platyacanthus

Con el fin de contribuir al conocimiento general de las especies estudiadas, se
realizaron las mediciones de peso fresco, diametro y longitud de los frutos de
Polaskia chichipe (n=20) y Echinocactus platyacanthus (n=30), cuyos resultados se
presentan en la siguiente tabla:

Algunos datos sobre los frutos. Medias y desviaciones estandar.

P. chichipe DE + E. platyacanthus DE +
peso fresco (g) 6.79 1.14 3.61 1.78
ididmetro (mm) 19.96 2.99 14.09 3.49
longitud (mm) 19.86 4.21 35.72. 7.31
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APENDICE III
Fé6rmulas de los calculos

TASAS METABOLICAS (Pearcy et al, 1991)

Tasa de intercambio de CO;,
_u.c. -U,.c,
L

An

donde An = tasa de intercambio de CO; por unidad de drea = pmol CO2: m2 s
U, = flujo de aire que entra a la camara
C. = concentracion de COz en el aire que entra a la cAmara
U, = flujo de aire que sale de la cAmara
C, = flujo de CO2 que sale de la camara

L = area superficial de la plantula
AnPl = Ane L

AnPl = tasa de intercambio de COz por plantula = umol CO; plantulat s1

Tasa transpiratoria
_ Uo "’u — UzWe
L

E

Mlonde E=tasa transpiratoria por unidad de 4rea = mol m2 s
W, = fraccion molar del vapor de agua en el aire que entra a la cAmara
W, = fraccion molar del vapor de agua en el aire que sale de la camara
U, = flujo molar total que entra a la camara
U, = flujo molar total que sale de la cimara

EPl=EeL

EPl = tasa transpiratoria por plantula = mol plantula2 s
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CAPACIDAD CONDUCTORA TEORICA (CCT) (Dfaz, 1996)

_ wd4
128M

donde w = peso especfifico del agua = 1000 kg m-3
d = diametro de vaso
M = velocidad absoluta o dinamica del agua = 0.0010 kg s m=2

d=2[4
7

donde A = area del vaso
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