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RESUMEN

El ajuste osmodtico en plantas es una respuesta al estrés ambiental que consiste en la disminucion del
potencial hidrico mediado por la biosintesis de solutos organicos (osmolitos). Estos compuestos
ayudan a reducir la pérdida de agua, pueden ser azucares, polioles, aminoacidos y compuestos
cuaternarios de amonio. Echeveria laui es una crasulacea endémica de Oaxaca, México. Crece en
cafnadas, con suelos rocosos, poco profundos y susceptibles a la erosién, donde el agua es un
recurso limitado. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de diferentes factores ambientales
(luz, temperatura y déficit hidrico) en la acumulacién de osmolitos. En el laboratorio, un grupo de
plantas fue sometido a un estrés por luz (483.2 umol m? s™), temperatura (44 °C) y a un déficit
hidrico, éstas plantas se colocaron dentro de una camara de crecimiento bajo condiciones de luz y
temperatura controladas. La respuesta osmotica fue evaluada en diferentes tiempos midiendo el
potencial hidrico y la acumulacion de los osmolitos en hojas: azucares solubles y prolina. Por otro
lado, se coloco un grupo de plantas in situ (Cuicatlan, Oaxaca) fuera del invernadero, en sombra y sin
riego por 30 dias, posteriormente fueron distribuidas en diferentes sitios: a cielo abierto, bajo sombra
e invernadero, por cuatro meses. Cada grupo constaba de dos tratamientos, uno con riego cada
tercer dia y otro que no fue regado durante los cuatro meses. Los resultados de los tratamientos en
condiciones controladas mostraron que la irradiacion y el déficit hidrico no promovieron un ajuste
osmotico a lo largo de 20 dias, mientras que, el incremento en la temperatura ocasiond un gran
deterioro fisico, que en algunos casos condujo a la muerte y una acumulacion significativa de prolina
y azucares solubles. Sin embargo, la planta no sintetizd osmolitos como respuesta ante el estrés a
corto plazo (55 h). Las plantas que permanecieron durante cinco meses sin riego y a cielo abierto en
Cuicatlan Oax., mostraron diferencias significativas en las concentraciones de prolina y azucares
solubles, asi como una disminucion significativa en el potencial hidrico (-0.41 MPa) respecto a las
plantas que habian tenido riego cada tercer dia (-0.27 MPa). Cuando las plantas que permanecieron
a cielo abierto y sin riego fueron trasladadas al Estado de México y se colocaron a 44 °C, las plantas
mostraron tolerancia a esta temperatura manteniendo su potencial hidrico sin cambios, sugiriendo
que las constantes fluctuaciones en la humedad relativa en campo (in situ), estimularon la
acumulacion de azucares solubles en pequefas cantidades, preparando a la planta para poder tolerar
condiciones mas severas. Los resultados de éste estudio muestran que E. laui es una planta tolerante
a la sequia, pero susceptible a las temperaturas elevadas, si no tiene un proceso de aclimatacion

previo.
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ABSTRACT

In plants, osmotic adjustment is a response to environmental stress consisting of a decrease in water
potential, mediated by the biosynthesis of organic solutes (osmolytes). These compounds help to
reduce water loss; they can be sugars, polyols, amino acids and quaternary ammonium compounds.
Echeveria laui is a Crassulaceae endemic to Oaxaca, Mexico. It grows in ravines, with rocky and
shallow soils, and is susceptible to erosion, where water is a limited resource. The aim of this study
was to evaluate the effect of different environmental factors (light, temperature and water deficit) in the
osmolytes accumulation. A group of plants was subjected to light (483.2 umol m?s™), temperature (44
°C) and water deficit stress, they were placed in a growth chamber with controlled conditions of light
and temperature at the laboratory. Osmotic response was evaluated at different times by measuring
water potential and osmolytes accumulation in leaves: soluble sugars and proline. Also, an in situ
group of plants were placed outside a greenhouse (Cuicatlan, Oaxaca), under shade and with no
water for 30 days, and then the plants of this group were distributed in different places, open sky,
shade or greenhouse, for four months. Each group consisted of two treatments, one that was watered
every third day and another that was not watered during four months. The results of the treatments
under controlled conditions showed that irradiation and water deficit did not promote an osmotic
adjustment over 20 days, while the temperature increase caused a big physical deterioration, which in
some cases led to death and a significant accumulation of proline and soluble sugars. Nonetheless
osmolytes were not synthesized by the plant as a response to short-term stress (55 hrs). Plants that
stayed for five months at open sky and without irrigation at Cuicatlan, Oaxaca, showed significant
differences in proline and soluble sugars concentration, as well as a significant decrease on water
potential (-0.41 MPa) compared to plants which where watered every third day (-0.27 MPa). When this
group of plants was transferred to the state of Mexico and placed at 44 °C, they didn’t change their
water potential showing tolerance at this temperature, suggesting that constant fluctuations of relative
humidity in field (in situ), stimulated soluble sugars accumulation at low quantities, preparing the plant
to tolerate more severe conditions. Our results show that E. /aui is a drought-tolerant plant, but

susceptible to high temperatures, unless it has prior acclimatization process.
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INTRODUCCION

Aunque el término “estrés”, es a menudo utilizado subjetivamente y con varios significados.
La definicién fisiologica de estrés ambiental en plantas se refiere a “cualquier cambio en las
condiciones de crecimiento, que altera o interrumpe su homeostasis metabdlica” (Bosco, et
al., 2013).

Algunas especies de plantas tienen una amplia distribucion en el planeta y pueden llegar a
ser susceptibles a las sequias, por ejemplo Pinus edulis y Juniperus monosperma, aun
cuando llegan a conformar bosques ubicados en zonas consideradas semiaridas, tienen
poca tolerancia al déficit hidrico (Borland, et al. 2015; Stimson, et al. 2005), a diferencia de
algunas plantas que fueron moldeadas por ambientes aridos, como las suculentas Kalanchoe
daigremontiana, K. fedtschenkoi cv. marginata, K. tomentosa y Cotyledon ladismithiensis,
que muestran un amplio margen de tolerancia a largos periodos de sequia (Rdézsavdlgyi, et
al., 2005). En estos ambientes extremos, las plantas estan expuestas a una gran variedad de
factores que limitan su desarrollo, crecimiento y reproduccion (Cramer, et al., 2011; Yoshiba,
et al., 1997). Estas plantas presentan mecanismos que les permiten tolerar y reducir los
dafios ocasionados por factores ambientales (por ejemplo: disminucion de area foliar, cambio
en la orientacién de las hojas, alteraciones en la composicion lipidica de la membrana,
sintesis de ceras, flavonoides, acumulacion de poliaminas o alcaloides especificos, ajuste
osmotico, entre otros), contribuyendo a su sobrevivencia (Teriz y Kadiolglu, 2006; Cushman,
2001; Zhu, 2001; Hare et al., 1998; Furini et al., 1994; Boyer, 1970).

Actualmente la escasez de agua, no es un evento exclusivo de zonas aridas, cada vez es
mas recurrente en nuestro planeta y existe una gran variedad de factores que pueden
desencadenarlo, por ejemplo puede resultar de bajas precipitaciones, baja capacidad de
retencion de agua por el suelo, excesiva salinidad, temperaturas extremas (frias o calientes),
alta irradiacion solar, baja presidon de vapor atmosférico o una combinacién de estos factores
(Taiz y Zinger, 2010; Nilsen y Orcutt, 1996), junto con la irradiaciéon solar, pueden alcanzar
niveles limitantes para la sobrevivencia de las plantas cuando se presentan por periodos
prolongados. Por ejemplo, en Rosularia elmytica, Sedum stoloniferum y Portulaca oleracea
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las altas irradiaciones y el déficit hidrico, promueven un incremento en la actividad
antioxidante, cuando el estrés se prolonga por 20 dias, esta actividad disminuye y la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno aumenta, generando un estrés oxidativo. Por
otro lado, el déficit hidrico estimula un ajuste osmoético que es detectado por la disminucion

del potencial hidrico de sus hojas (Habibi, et al. 2011).

Muchas plantas biosintetizan solutos organicos de bajo peso molecular conocidos como
osmolitos; los cuales pueden ser azucares, polioles, aminoacidos y compuestos cuaternarios
de amonio (Burg y Ferraris, 2008, Hare et al., 1998; Yoshiba, et al., 1997), lo que les permite
realizar un ajuste osmético interno, el cual repercute en la disminucion del potencial hidrico
en los tejidos por efecto de los osmolitos sintetizados reduciendo asi la pérdida de agua
(Redondo-Gomez, 2013; Buchanan et al., 2000). Entre estos osmolitos se encuentran los
azucares solubles, que funcionan como osmoprotectores disminuyendo la pérdida de
turgencia y jugando un papel central en la proteccién ante el estrés ambiental a través de la
produccion de energia, conservando las interacciones hidrofilicas en membranas y proteinas,
evitando su desnaturalizacién (Mohammadkhani y Heidari, 2008; Finkelstein y Gibson, 2001;
Buchanan et al., 2000; Leopold, et al., 1994; Voetberg y Sharp, 1991). La prolina es otro
osmolito cuya acumulacién en tejidos vegetales es un marcador de estrés ambiental,
particularmente para déficit hidrico (Mahalingam, 2015; Boscaiu, 2013; Routley, 1966), su
papel como osmoprotector, se debe a las caracteristicas hidrofilicas que le permiten
estabilizar macromoléculas, almacenar nitrégeno para usarlo después del déficit hidrico, asi
como inducir la expresion de genes importantes para la tolerancia al estrés (Trovato, et al.,
2008; Smirnoff y Maggio, et al., 2002; Samaras, et al. 1995; Stewart, 1985).

Las plantas con Metabolismo Acido de las Crasulaceas (MAC), tienen caracteristicas
fisiolégicas que les permiten sobrevivir en ambientes aridos y tolerar prolongados periodos
sin humedad disponible en el suelo, manteniendo su metabolismo activo por mas de un afio
en estas condiciones (Cristescu, et al., 2010; Smith y Winter, 1996; Szarek y Ting, 1975).

Echeveria laui, es una crasulacea endémica del estado de Oaxaca, Mex., con metabolismo
MAC, que vive en ambientes que favorecen el déficit hidrico, con clima seco, temperaturas

superiores a los 45°C e irradiaciones solares por arriba de los 2000 umol m?s™ (DFFF, 400-
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700 nm). A esta especie, generalmente se le encuentra en cafiadas, con suelos rocosos,
poco profundos y susceptibles a la erosion, donde el agua es un recurso limitado (Reyes-
Santiago, et al., 2004). Es posible que estas condiciones, promuevan en E. laui la expresion
de mecanismos, que incrementen sus probabilidades de sobrevivencia (Pifia-Poujol et al.,
2007) y es importante conocerlos, para considerarlos en programas que pretendan favorecer
la conservacion de este recurso vegetal. Lo que nos lleva a preguntarnos, ¢ Cuales son estos
mecanismos de tolerancia? y ¢ E. laui invertira parte de sus recursos para realizar un ajuste

osmotico, frente a los diferentes factores de estrés (luz, temperatura y déficit hidrico)?

HIPOTESIS

El ajuste osmoético en E. laui es fundamental para la tolerancia y sobrevivencia a largos

periodos de déficit hidrico.

OBJETIVOS

General
» Determinar si la exposicion de E. laui a factores ambientales estresantes,
promueve un ajuste osmatico.
Particulares
En condiciones de laboratorio:
» Evaluar el potencial hidrico, la concentracion de prolina y azucares solubles en
hojas de E. laui como respuesta fisiolégica bajo estrés hidrico, térmico y

luminoso.

En el campo
» Evaluar la respuesta in situ de E. laui al estrés abidtico (hidrico, térmico y
luminoso), midiendo el potencial hidrico, las concentraciones de prolina y

azucares solubles.
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ANTECEDENTES

La informacién relacionada con el ajuste osmotico en crasulaceas es escasa, sin embargo
existen numerosos estudios en plantas superiores, donde muestran que el contenido de
algunos osmolitos como prolina, pueden incrementarse rapidamente como respuesta al
estrés; por ejemplo, en Oryza sativa la concentracién de prolina increment6 rapidamente en
las primeras cinco horas bajo estrés hidrico (Choudhary, et al., 2005). EI mismo efecto se
observd en plantas de Nicotiana tabacum y Arabidopsis thaliana, acumulando diez veces
mas prolina respecto a las plantas irrigadas (Yoshiba, et al., 1997). Ademas se ha reportado
que la acumulacién de este osmolito, estd acompafiado de un incremento en la
concentracion de azucares solubles, como se ha observado en plantas de Lycopersicon
esculentum después de un estrés osmotico por 24 horas (Polavarapu, et al., 2014). En
Phaseolus vulgaris después de ocho dias de estrés hidrico, los cambios en el estado de
activacion de sacarosa fosfato sintasa pueden desempefiar un papel fisiolégico relevante en
plantas bajo estrés, incrementando el suministro de sacarosa para la regulacion osmatica,
estos cambios pueden ser mas evidentes al prolongarse la duracion del estrés. Aunque estos
carbohidratos pueden aumentar y llegar a duplicar los niveles basales en hojas y tallo,
siempre y cuando hayan sido sometidas a un proceso de aclimatacion (Fu, et al., 2010;
Castillo, et al., 1992).

Ademas del déficit hidrico, la temperatura y la irradiacién son otros factores que pueden
causar danos en las plantas, principalmente en el aparato fotosintético y todo lo relacionado
con él, como la apertura estomatica, el cambio de metabolismo de C3 a MAC en el caso de
plantas facultativas e incluso pueden afectar el balance entre la fijacion de CO, y la
acumulacioén de acidos organicos. Algunas plantas con metabolismo MAC como Hylocereus
undatus, Kalanchoé pinnata y Ananas comosus tienen un estrecho margen de tolerancia a
las temperaturas elevadas, el incremento de este factor por periodos prolongados llega a
necrosar sus tejidos, como resultado de una acumulacion excesiva de especies reactivas de
oxigeno y pérdida de agua, ademas de afectar la absorcién neta de CO; diario (Lin, et al.,
2006; Nobel y De la Barrera, 2002). Por otro lado, se encuentran las plantas suculentas con
este mismo metabolismo MAC como Neobuxbaumia tetetzo, Pachycereus weberi,
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Stenocereus stellatus, Escontria chiotilla y Myrtillocactus geometrizans, que han mostrado
algunas estrategias que les permiten tener una ventaja de sobrevivencia ante el estrés, por
ejemplo utilizan gran proporcion de la luz que absorben para la fotosintesis, que se traduce
en poder reductor, tienen grandes vacuolas y su tamano define la cantidad de &acidos
organicos que pueden acumular, ademas de presentar una mayor acumulacion de acidos
organicos durante las mananas, facilitando a mediodia la disponibilidad de grandes
cantidades de CO; interno para su descarboxilacion, caracteristicas que brindan una ventaja
para reducir el riesgo de fotohinibicién debido a que estas plantas en los horarios con
temperaturas e irradiacion mas agresivos, pueden depender de sus reservas energéticas

para mantenerse metabdlicamente activas (Hernandéz-Gonzalez y Briones, 2007).

Como se mencioné anteriormente, la capacidad que tienen algunas plantas suculentas para
tolerar largos periodos en estrés ha sido poco explorada, sin embargo existen reportes que
muestran como el ajuste osmético se encuentra presente durante estos eventos extremos,
por ejemplo en Sedum album fue reportado un incremento gradual en el contenido foliar de
prolina y betaina después de cinco meses en déficit hidrico (Sayed, et al. 1994), por otro
lado, Sedum rubrotinctum presentd una gran tolerancia a la falta de riego, tras la pérdida
gradual de turgencia en un lapso de dos afos, y Opuntia bigelovii disminuyé el potencial
hidrico, duplicando la acumulacién de acidos organicos en su tejido foliar, después de 3 afios

de mantenerla suspendida en el aire, sin tener contacto con el suelo (Teeri, et al., 1986).

En el caso especifico de la especie que compete a este trabajo, Pifa-Poujol et al. (2007)
sugieren que E. laui ademas de presentar un metabolismo MAC, puede ser una especie
tolerante al estrés, presenta crecimiento lento y baja asimilacién de nutrientes durante su
desarrollo en un ambiente arido. Su metabolismo fotosintético pude ser afectado por la
temperatura, particularmente en Qa, uno de los componentes de la cadena transportadora
de electrones, alterando su estado redox y se ha propuesto que la prolina podria actuar como
donador alternativo de electrones y mantener el flujo cuando la temperatura ambiental

aumenta (Reyero, 2014).



L¥ Tk
&% UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO %

Posgrado en Ciencias Bioldgicas

METODOLOGIA
Caracteristicas generales del trabajo
Material biolégico

Las plantas de E. /aui utilizadas en este trabajo fueron donadas por el Vivero “La Iberia”,
perteneciente a la Fundacion para la Reserva de la Biosfera, Cuicatlan, A. C., localizado en
la Iberia s/n, San Juan Bautista, Cuicatlan, Oaxaca, con registro UMA: MX/VIV-CO-218-
OAX/05.

La seleccién de las plantas se realizdé con los siguientes criterios: haber florecido por lo
menos una vez en su vida y presentar un diametro de 12.7 £ 1.9 cm. Las plantas estaban en
macetas de 6” y como sustrato se utilizo tierra proveniente del sitio de origen (el cual
presenta suelos de tipo feozem haplico) mezclada con tepojal en proporcion 1:1. En la figura

1 se muestra el esquema general que se siguio para el desarrollo de este trabajo.
Fotoperiodo

En los experimentos donde se controlaron las condiciones ambientales, se utilizé un
fotoperiodo de 12/12 (luz/obscuridad). Las 12 h correspondientes al periodo luminoso fueron
divididas en ciclos de 190/334/190 umol m? s, por periodos de 2/8/2 h respectivamente,
esto con el fin de simular el fotoperiodo registrado en el vivero “La Iberia”. Los valores en
umol m?s™, representan densidad de flujo de fotones fotosintéticos (DFFF) en una longitud
de onda de 400 - 700 nm.

Procedimientos para las determinaciones

En todos los casos las pruebas realizadas en condiciones controladas, el primer muestreo

siempre se realizé antes de introducir las plantas a la camara de crecimiento.
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e Cuantificacion de prolina por espectrometria

Se utilizé el método descrito por Bates et al. (1973). Se macero 1 g de hoja en 1.5 mL de
acido sulfosalicilico (3 %), centrifugando por 4 min a 3500 rpm. Se tomé 1 mL del
sobrenadante, se le agregdé 1 mL de ninhidrina acida (15 mL Ac. Acético glacial (100 %) + 10
mL Ac. Fosférico (6 M) + 625 mg Ninhidrina), 1 mL de acido acético glacial (100 %), y fue
agitado vigorosamente, cubriendo con aluminio el tubo para incubarlo en bafio Maria por 60
min, cuidando que el agua cubriera el nivel de la muestra, despueés, los tubos se colocaron
en agua helada para enfriarlos rapidamente. Se les afiadié 2 mL de Tolueno (100 %; Baker,
ACS) y se procedié a agitarlos vigorosamente hasta que la muestra adquirié una apariencia
lechosa. Finalmente se dejo reposar hasta que se visualizaron dos fases y se leyo la fase
superior a 520 nm (Perkin Elmer, Lambda 2 UV/VIS, Uberlingen, Alemania), la curva patrén
se construyd con concentraciones de prolina (50 ng mL™"; Aldrich) de 0 a 8 ug mL™, siguiendo

el mismo procedimiento que se realiz6 a las muestras.

e Cuantificacién de prolina por HPLC

Para realizar el analisis mediante cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) se sigui6
la metodologia de acuerdo a como lo reporta Vélez (2007), dividiendo el proceso en dos

etapas de la forma siguiente:

1. Extraccion y derivatizacion de prolina con 9-fluorenilmetil-cloroformato (FMOC-CI)

La prolina de las muestras que fueron analizadas por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), fue extraida de acuerdo al método descrito por Nasholm et al. (1987). Macerando 1
g de hoja en 3 mL de alcohol etilico al 80 %, seguido de centrifugacion a 14000 rpm durante
5 min. La derivatizacién de prolina con FMOC-CI se realizdé de acuerdo al método de Sultana
et al. (2001), recuperando 100 ul del sobrenadante y agregandole 100 uL de buffer de borato
de potasio (0.8 M, pH 10), agitados en vortex por 1 min y agregando 200 uL de FMOC-CI (10
mM en acetonitrilo), seguido de agitacion por 1 min en vortex. Finalmente se realizaron dos
lavados en agitacién con vortex por 1 min cada uno, con 500 uL de heptano (100 %),

descartando la fase superior en cada caso.

~10 ~
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2. Separacion y cuantificacion de Prolina-FMOC por HPLC-Fluorometro

El sistema de HPLC (Agilent serie 1100, California, EUA) fue equipado con un inyector
manual (Agilent) con un loop de 20 uL, un degasificador de solventes en linea (Agilent), una
bomba (Agilent) y un fluorémetro (Perkin Elmer, Uberlingen, Alemania). El analisis
cromatografico se realizé siguiendo el método utilizado por Vélez (2007), que contiene

algunas modificaciones del método descrito por Lopez-Galindo et al. (2003).

Las condiciones de la cromatografia fueron, fase movil A: fosfato de amonio 30 mM (pH 6.5)
en metanol:agua 15:85 (v/v); fase movil B: metanol:agua 15:85 (v/v); fase movil C:
acetonitrilo:agua 90:10 (v/v); flujo constante de 1.2 mL min™, la columna (Allsphere ODS-15u;
4.6 mm x 250 mm) se mantuvo a temperatura ambiente. La deteccion por fluorescencia se
realizd con longitudes de onda de excitacion y de emision de 263 y 611 nm respectivamente.
El programa de gradiente utilizado para la separacién de Prolina-FMOC fue de 16.5, 69, 14.5

% de fase movil A, B y C respectivamente.
e Determinacion de azucares solubles

La prueba para carbohidratos solubles fue realizada siguiendo el método descrito por Dubois
et al. (1956) de fenol-acido sulfurico, macerando 1 g de tejido en 1 mL de agua destilada
(este extracto fue diluido en una proporcion 1:100). En 250 uL de la dilucién fueron
mezclados 250 pL de Fenol al 5 % agitando levemente. Finalmente se afiadio 1.25 mL de
acido sulfurico (96%), se mezcld y se dejé reposar por 30 min para su posterior lectura a 485

nm. Como patrén se utilizé glucosa (200 ug mL™) de 0 a 50 ug mL™".

e Potencial hidrico

Para estimar el potencial hidrico se utilizd una gota de sabia, la cual se obtuvo presionando
levemente con los dedos un fragmento de hoja, se colocé en un refractometro (Huake

Instrument Co., Ltd, RHB-32 ATC, Shenzhen, China) para su lectura, también se realizé una

curva patron construida con concentraciones molales conocidas de sacarosa (0 - 0.6) con

~11 ~



L¥ Tk
&% UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO %

Posgrado en Ciencias Bioldgicas

base en °Bx. Finalmente el valor fue calculado con ayuda de la ecuacién de Van’t Hoff
(Arriaga, et al., 2013):
¥=-RTCi
Dénde: ¥= Potencial hidrico.
R = Constante ideal de los gases (0.0083143 Kg MPa (MolK)™).
T = Temperatura en grados Kelvin (°C + 273).
C = Concentracion molal de la solucion.

I = Coeficiente de disociacion (Sacarosa = 1).
e Curva de saturacion rapida por luz.

La curva fue construida con los datos obtenidos con un fluorometro (Hansatech, FMS 2,
Norfolk, Inglaterra), por medio de fluorescencia modulada, incrementando gradualmente el
flujo de fotones. Utilizando el programa Origin 3.0, fue calculada la velocidad de saturacion

de los centros de reaccién (V = ETRryax X (K+X)™), donde:

V = Velocidad de saturacion de los centros de reaccion.

ETRruyax = Tasa maxima relativa de transporte de electrones.

X = Flujo de Fotones.

K = Flujo de fotones al cual la tasa relativa de transporte de

electrones, es la mitad de la maxima capacidad fotosintética.

También se calcul6 la pendiente (b), aplicando una regresion lineal simple (y = b-x+a), para
poder calcular la radiacion minima de saturacion (Ex), la cual fue calculada dividiendo la tasa
maxima relativa de transporte de electrones y la pendiente de los centros de reaccidén antes

de saturarse (Ex= ETRryaxb™).

~12 ~
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Ensayo

Respuesta al estrés de corto plazo en condiciones controladas: Déficit hidrico y

temperatura elevada.

Las plantas a lo largo de su desarrollo en el vivero “La lIberia”, fueron regadas cada tercer
dia, posteriormente fueron trasladadas al laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, de la
Unidad de Morfologia y Funcién, FES-Iztacala, UNAM (Edo. Méx.) y se trasplantaron en
macetas de 6 pulgadas, con un sustrato de las mismas caracteristicas, pero secado al aire

libre por una semana a temperatura ambiente.

Con el fin de observar la dinamica que tenia la respuesta osmética ante el estrés a corto
plazo y los cambios de irradiacion durante el dia, se realizd un ensayo con tres repeticiones,
colocando 6 plantas en una camara de crecimiento marca “Environmental Growth
Chambers”, Modelo GCW8-1 (Chagrin Falls, Ohio, EUA) programada a 44 + 1 °C. La
humedad relativa oscilé de 9.6 - 42.5 % (Min — Max) debido a que no fue posible controlar
este parametro, se registré con un datalogger (Extech instruments, RHT10, New Hampshire,
EUA). La concentracidon de prolina se determind con el método descrito por Bates et al.
(1973), los azucares solubles siguiendo el método de Fenol-Acido Sulfurico descrito en
Dubois et al. (1956) y el potencial hidrico se estimé como se indicdé anteriormente en el
apartado con el mismo nombre. Las pruebas se realizaron antes de ingresar las plantas en la
camara de crecimiento y en las diferentes fracciones del periodo luminoso establecido,
correspondiente a 190 pumol m? s (una hora después de iniciar el periodo luminoso) y 334
umol m?s™ (2 y 7 h después de iniciar el periodo luminoso), a lo largo de 55 h, quedando los
muestreos a las 0, 24, 26, 31, 48, 50 y 55 h. Durante este tiempo a las plantas no se les

suministro riego. Los datos fueron analizados de forma descriptiva.

~ 13 ~
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Experimentos

1. Respuesta al estrés de largo plazo en condiciones controladas: Déficit hidrico y

temperatura elevada.

Con el fin de evaluar el efecto de la falta de agua y la temperatura, durante lapsos
prolongados de tiempo, en el ajuste osmatico, se evaluaron a lo largo de 20 dias (0, 4, 8, 12,
16 y 20 dias) tres factores (temperatura, riego y tiempo), formando tres tratamientos con
temperatura constante (24, 34 y 44 °C) y dos de riego (déficit hidrico e irrigacion), en este
ultimo caso el sustrato fue secado al aire libre por una semana a temperatura ambiente y
permanecio sin riego en el transcurso del experimento, asi mismo las plantas del otro grupo
tuvieron riego a saturacion cada tercer dia. Para llevar a cabo este experimento se ocuparon
60 plantas. En todos los tratamientos la humedad relativa fue de 48.7 - 68.3 % (Min - Max) y
se obtuvo el potencial hidrico (°Bx), la concentracion de azucares solubles (Dubois et al.,
1956) y de la prolina (Bates et al., 1973) después de 6 horas de iniciar el periodo luminoso
establecido (n = 10). Los datos se evaluaron con un analisis de varianza de dos factores con
un o < 0.05.

2. Respuesta al estrés de largo plazo en condiciones controladas: Exceso de flujo

foténico.

Para evaluar si un exceso de luz inducia un ajuste osmético en E. laui, fue necesario obtener
una curva de saturacion rapida por luz (n = 10) y asi determinar la radiacién minima de
saturacion (Ex), para establecer la irradiacion que representaria un exceso de flujo foténico a
24°C.

La fluorescencia modulada permite realizar curvas de saturacion rapida por luz, a través de
pulsos luminosos controlados, que permiten observar la saturacion de los fotosistemas a
medida que la luz aumenta, de tal manera que se puede determinar el momento en el cual, la
intensidad de luz provoca estrés. En E. laui, esta curva se obtuvo con un fluorémetro

(Hansatech, FMS 2, Norfolk, Inglaterra). Las plantas fueron expuestas a 11 flujos foténicos

~14 ~
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diferentes, el protocolo consistié en un primer pulso luminoso para inducir fluorescencia sin
promover la fotosintesis (0.15 umol m? s”), el siguiente pulso estimuld la actividad
fotosintética y fue Util para cerrar todos los centros de reaccién (> 10,000 pmol m?s™), estos
dos pulsos tuvieron una duracion de 0.7 seg. El siguiente pulso es conocido como luz
actinica y fue usado para inducir la fotosintesis en un rango de 17 - 721 umol m2s’, la

duracion fue de 30 seg por cada intensidad, seguido de 5 seg en obscuridad y un pulso
saturante (Ralph, et al. 2005).

Una vez calculada la Ei, se formaron tres tratamientos con flujos fotdnicos diferentes,
seleccionado uno por arriba del Ex y dos por abajo de este valor, permitiendo evaluar por 20
dias dos factores (Flujo fotonico y tiempo), con un total de 30 plantas, las cuales fueron
colocadas en una camara de crecimiento a 24°C, con los flujos fotdnicos seleccionados. La
humedad relativa oscilé de 44.1 - 63.1 % (Min - Max) y el riego a saturacién se realizé cada
tercer dia durante 20 dias, en cada grupo se estimé el potencial hidrico de las hojas por
refractometria (°Bx, n = 10) y se determind la concentracion de azucares solubles por
espectrometria de acuerdo con el método descrito por Dubois et al. (1956, n = 10). La
determinacion de prolina se realizé por HPLC con la metodologia utilizada por Vélez (2007, n
= 4). Los muestreos se realizaron cada cuatro dias a lo largo de 20 dias, después de 6 horas
de iniciar el periodo luminoso establecido y a los datos se les aplicé un analisis de varianza

de dos factores (a. < 0.05).

3. Respuesta al estrés de largo plazo en condiciones in situ: Riego, temperatura y

luz.

Para analizar el ajuste osmoético de E. laui ante el estrés ambiental impuesto durante la
temporada de secas, las plantas fueron colocadas fuera del invernadero de “La Iberia” en
Cuicatlan, Oax. y mantenidas sin riego durante 30 dias, con sombra durante la mafiana y en
las ultimas horas de la tarde. Una vez transcurrido este tiempo se colocaron en diferentes
condiciones ambientales por cuatro meses, con el fin de evaluar dos factores (riego y lugar
de crecimiento), para ello se colocé un grupo expuesto a cielo abierto (A: 915 - >2000 umol

m2s”, 19.5 - 40.1 °C), otro denominado como “B”, el cual permanecié en una irradiacion de

~15 ~
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20 - 42 umol m?s™ y temperaturas de 17.1 - 33.1 °C y un grupo mas permanecié dentro del
invernadero (IN: 15 - 92 pmol m?s™, 14.4 - 38.4 °C). Los grupos de cada condicion fueron
divididos en dos, R: irrigados cada tercer dia a saturacion y S: sin riego durante todo el

experimento, quedando un total de cinco tratamientos con 24 plantas cada uno.

Transcurridos cuatro meses, se tomo6 una hoja por planta para determinar la concentracion
de prolina por HPLC (Vélez, 2007, n = 4). Los azucares solubles fueron cuantificados por
espectrometria (Dubois et al., 1956, n = 3) y el potencial hidrico fue estimado con base a °Bx
por refractometria (n = 3). Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza de dos

factores (o < 0.05).

4. Respuesta al estrés de corto plazo en condiciones controladas con plantas que

fueron sometidas a estrés abiotico in situ: Déficit hidrico y temperatura elevada.

Concluidos los cuatro meses del tratamiento anterior, las plantas (AR, AS, BR, BS, INR y
INS) fueron trasladadas al invernadero del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, FES-
Iztacala, UNAM (Edo. Méx.). Con el fin de evaluar el efecto de dos factores (riego y tiempo),
en los tratamientos antes descritos (IN, B y A), respecto a la respuesta osmoética en
condiciones controladas, los grupos R y S fueron mantenidos en las mismas condiciones de
riego que tuvieron en “La Iberia” los ultimos 5 meses. Las plantas permanecieron 15 dias en
el invernadero, la temperatura oscilé entre 14.5 - 35.9 °C vy la irradiacion entre 5.2 - 329.1

umol m2s™,

Transcurridos los 15 dias, las plantas fueron colocadas en una camara de crecimiento con
una temperatura de 44 £ 1 °C y humedad relativa de 28 - 61.8 % (Min - Max), manteniendo
las condiciones de riego (R y S). La estimacion del potencial hidrico (°Bx) y la determinacion
de la concentracion de prolina (Bates et al., 1973) y azucares solubles (Dubois et al., 1956)
se realizaron a las 0, 24, 48, 72, 96 y 120 h, a los datos se les aplicé un analisis de varianza

de dos factores con un a. < 0.05 (n=6).

~16 ~
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Organismos donados por la Fundacion para la Reserva de la Biosfera, Cuicatlan, A. C.

A

Vivero “La Iberia”
(Condiciones In situ)

\J«J

i

Invernadero UMF, FES-I, UNAM
(Condiciones controladas)

\ !
Estrés a largo Estrés a largo Estrés a corto
plazo plazo plazo
(4 meses) (0 - 20 dias) (0-55h)
Ambiente s e a Luz PP
(Temperatura, luzy déficit Déficithidrico || Temperatura (100,202 y 483 Déficithidrico || Temperatura
g (CIS riego) (24, 34,44 °C) pmolm2s) (S/ riego) (44 °C)

hidrico)

J/_l

Déficit hidrico
(CIS riego)

Temperaturay Luz

(IN: invernadero, B: bajo
sombra y A: a cielo abierto)

Estrés corto plazo
(0-120 h)

\l/—’

Temperatura
(44 °C)

Déficit hidrico

CIS riego

Fig.-1 Esquema general de trabajo
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RESULTADOS
Ensayo

Respuesta al estrés de corto plazo en condiciones controladas: Déficit hidrico y

temperatura elevada.

Después de 55 h de tratamiento las plantas presentaron pérdida de turgencia y marchitez. La
concentracion de prolina en los individuos mantenidos a 44°C, increment6 de 53.55 (hora 0)
hasta 169.29 ng g’ al finalizar el experimento (55 h). Sin embargo, al igual que en la
concentracion de azucares solubles y el potencial hidrico, los errores estandar fueron muy
grandes y se solaparon uno con otro lo que muestra que no existen diferencias (Anexo
Cuadro 1).

Experimentos

1. Respuesta al estrés de largo plazo en condiciones controladas: Déficit hidrico y

temperatura elevada.

Las plantas permanecieron en camaras con condiciones controladas y en temperaturas de
24, 34, y 44 °C respectivamente, como se describi6 en materiales y métodos, en cada

condicion se mantuvo un grupo sin riego y el otro con aporte de agua a saturacion.
Prolina.

Las plantas que permanecieron a 24 °C no mostraron diferencias en la concentracion de
prolina, pero las expuestas a 34 °C incrementaron el contenido de prolina entre el dia 0 y 16
tanto en las plantas con riego (5.90 - 18.33 ug g'), como en las sometidas a déficit hidrico
(8.68 - 19.02 pg g'; Anexo Cuadro 2), sin embargo no hubo diferencias significativas entre
los tratamientos con y sin riego en esta temperatura. Vale la pena mencionar que las plantas

de este grupo desarrollaron una coloracion rojiza al cabo del tratamiento. ElI grupo que
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permanecio a 44 °C también desarroll6 pigmentacion rojiza, estas plantas comenzaron a
mostrar un deterioro fisico que comprometia su sobrevivencia, por lo que el experimento para
este tratamiento se termind al octavo dia (Fig. 2). Los resultados obtenidos durante este
lapso mostraron diferencias significativas entre el dia 0 y 4 en la acumulacion de prolina, asi
como entre el resto de temperaturas, alcanzando valores de 54.79 ug g~ en plantas con

riego y 120.58 ug g en las que estuvieron bajo déficit hidrico (Fig. 3).
Azucares solubles.

Los grupos que permanecieron a 44 °C, no presentaron diferencias significativas en ningun
caso, pero en los grupos a 34 °C se mostré un incremento gradual que llegé a ser
significativo al final del experimento (Anexo Cuadro 3), en relacién al inicio y con respecto al
tratamiento a 24 °C tanto en el grupo irrigado, como en el de déficit hidrico (Fig. 4). El
tratamiento a 24 °C, sin riego, el dia 16 presenté un incremento significativo (45.71 mg g™') en
la concentracidn de azucares solubles, con respecto al dia 4, este incremento coincidié con

la disminucion que tuvo la humedad relativa en la camara (34.3 %) en ese momento.
Potencial hidrico.

En los tratamientos a 44 °C, a pesar del dafo en la planta, las hojas que continuaron vivas
(centro o apice) no presentaron modificaciones significativas en el potencial hidrico entre el
dia 0 y 8 (Anexo Cuadro 4), sin embargo en los tratamientos de 24 y 34 °C se observd una
disminucién estadisticamente significativa del potencial hidrico entre el dia 0 y 20, los

tratamientos irrigados y en déficit hidrico no presentaron diferencias significativas entre ellos
(Fig. 5).
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Fig.- 2 Plantas de E. laui, sometidas a 44°C con riego. a) Antes de introducirlas a la camara
de crecimiento (dia 0), b) Ocho dias después de iniciar el tratamiento.
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Fig.- 3 Plantas de E. /aui, sometidas a estrés hidrico y gradiente de temperatura a largo plazo. En camara de crecimiento con fotoperiodo

de 12 h luz con ciclos de 190/334/190 pmol m™ s y humedad relativa de 48.7 - 68.3 %. Letras diferentes representan cambios
significativos entre todas las variables (temperatura, riego y tiempo). Medias + error estandar (una vez), n = 10. Tukey P < 0.050.
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Fig.- 4 Plantas de E. laui, sometidas a estrés hidrico y gradiente de temperatura a largo plazo. En camara de crecimiento con
fotoperiodo de 12 h luz con ciclos de 190/334/190 pmol m™ s y humedad relativa de 48.7 - 68.3 %. Letras diferentes representan

cambios significativos entre todas las variables (temperatura, riego y tiempo). Medias + error estandar (una vez), n = 10. Tukey P <
0.050.
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Fig.-5 Plantas de E. laui, sometidas a estrés hidrico y gradiente de temperatura a largo plazo. En camara de crecimiento con fotoperiodo de
12 h luz con ciclos de 190/334/190 umol m™s™ y humedad relativa de 48.7 - 68.3 %. Letras diferentes representan cambios significativos
entre todas las variables (temperatura, riego y tiempo). Medias + error estandar (una vez), n = 10. Tukey P < 0.050.
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2. Respuesta al estrés de largo plazo en condiciones controladas: Exceso de flujo

foténico.
Curva de saturacion rapida por luz.

Con la curva de saturacion rapida por luz (Fig. 6), fue determinada la radiacion minima de
saturacion (Ex= 331.87 umol m? s™") y basados en este valor, fueron seleccionadas tres
intensidades de luz, 100.20 umol m? s (B), que representd la region limitante de luz
(irradiacion sub optima que limita la fotosintesis), 202.12 umol m?s™ (M), con valores de gP
(energia fotoquimica o de trabajo) por arriba de NP (energia no fotoquimica o no
aprovechable), cercano a Ex con un buen transporte de electrones y por ultimo 483.25 umol

mZs™ (A), con saturacion en la cadena de transporte de electrones.
Prolina.

Los diferentes flujos de fotones utilizados no modificaron el contenido de prolina

significativamente, en ninguno de los tratamientos.
Azucares solubles.

Cada tratamiento mostré6 un incremento significativo el dia 16, con respecto al dia 4 y

coincidié con la disminucion en la humedad relativa de la camara (23.2%; Fig. 7).
Potencial hidrico.

No mostré cambios significativos en ninguno de los tratamientos (Anexo Cuadro 5).
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Fig.-6 Curva rapida de saturacion por luz en E. laui a 24 °C. ETRr: Tasa relativa de transporte de electrones, estimado con la
multiplicaciéon del rendimiento cuéntico operacional por el flujo de fotones ((6PS2R) (umol m™ s™)). Luz: umol m™ s™. Ej:
(ETRryax) (b™). Valores en lineas interpoladas en la curva representan intensidad de luz (pumol m?s™), B: intensidad baja, M:
intensidad que permite un buen transporte de electrones, E;: radiacion minima de saturacion, A: intensidad de luz que excede la
capacidad de aprovechamiento de energia. Medias =+ error estandar (una vez), n = 10.
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Fig.- 7 Plantas de E. /aui, mantenidas en una camara de crecimiento con temperatura de 24 + 1 °C. Fotoperiodo de 12 h luz B: 100.20
pumol m?s™, M: 202.12 pmol m?s™, A: 483.25 ymol m™s™. Linea punteada en azul: humedad relativa (% HR) se muestra los registros
al momento de los muestreos. Letras diferentes representan cambios significativos entre todas las variables (flujo foténico y tiempo)
Medias + error estandar (una vez), n = 10. Tukey P < 0.050.
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3. Respuesta al estrés de largo plazo en condiciones in situ: Riego, temperatura y

luz.

Las plantas que fueron mantenidas durante cuatro meses bajo distintas condiciones en
Cuicatlan, Oax. (Fig. 8) mostraron un incremento en la acumulacién de osmolitos (Anexo
Cuadro 6) y solo los tratamientos a cielo abierto redujeron el diametro de su roseta en un
23.8y 70.1 % (AR y AS respectivamente).

45 T o
uera
A | — — — Invernadero
B 90,
40 9 _ _ _ IN £ 60 \ //
£ 30 Y
00 08 16 00
— Hrs
O
()
o
3 T-
©
8 -
£ AN
[0 AN
) \
T T T
23:00 03:00 07:00 11:00 15:00 19:00 23:00

Hrs

Fig.-8 Temperaturas promedio de cuatro meses (La Iberia, Cuicatlan, Oax.). Los registros fueron
obtenidos colocando un datalogger (Extech instruments, RHT10, New Hampshire, EUA), A:
fuera del invernadero directamente al sol (20 - 40 °C), B: fuera del invernadero con sombra (17 -
33 °C), IN: dentro del invernadero (14 - 38 °C). Area sombreada representa la noche (12 h), area
clara representa el dia (12 h), area entre lineas punteadas verticales representa el rango de
exposicion con mayor temperatura (8 h). En la esquina superior derecha se muestra la humedad
relativa (HR) correspondiente al mismo periodo, dentro y fuera del invernadero.

Prolina.

El contenido de prolina (Fig. 9) mostré diferencias significativas entre plantas expuestas a
cielo abierto (AR: 27.78 ng g', AS: 22.56 nug g') y las que permanecieron dentro del
invernadero (INR 1.65ug g”, INS 1.40 ug g™), sin embargo no se encontraron diferencias
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significativas entre las plantas que permanecieron en el invernadero con riego y las que no lo

tuvieron.

Azucares solubles.

La acumulacién de azucares solubles en las plantas expuestas directamente al sol (AR y
AS), fue mayor respecto a las que permanecieron dentro del invernadero (INR e INS; Fig.
10); mientras que las plantas con déficit hidrico no presentaron diferencias significativas

respecto a las que tuvieron riego.

Potencial hidrico.

El incremento de prolina y la acumulacion de azucares solubles se reflejaron en la
disminucién del potencial hidrico, encontrando diferencias significativas entre las plantas a
cielo abierto (A) y el resto de los tratamientos, ademas de mostrar diferencias entre los

tratamientos con riego y sin riego de los grupos Ay B (Fig. 11).

45
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§ 30
)
= 25 -
(4]
o
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o
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©
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& 5 a a ab
a
0 S| [ =
IN B A IN \ B \ A
R s

Tratamientos
Fig.-9 Plantas de E. laui después de 4 meses, con pre aclimatacion de 30 dias sin riego fuera del
invernadero La Iberia. A) Cielo abierto (915 - > 2000 pumol m?s7), B) Bajo sombra (20 - 42
pumol m™s™), IN) Invernadero (15 - 92 umol m™s™), R) Riego (cada 3 dias a saturacion) y S) sin
riego. Letras diferentes representan cambios significativos entre todas las variables (lugar de
crecimiento y riego). Medias + error estandar (una vez), n = 4. Tukey P < 0.050.
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Fig.-10 Plantas de E. laui, después de 4 meses, con pre aclimatacion de 30 dias sin riego fuera del
invernadero La Iberia. A) Cielo abierto (915 - > 2000 umol m?s™), B) Bajo sombra (20 - 42 pmol
m?s"), IN) Invernadero (15 - 92 umol m™s™), R) Riego (cada 3 dias a saturacion) y S) sin riego.
Letras diferentes representan cambios significativos entre todas las variables (lugar de crecimiento y
riego). Medias + error estandar (una vez), n = 3. Tukey P < 0.050.
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Fig.-11 Plantas de E. /laui, después de 4 meses, con pre aclimatacion de 30 dias sin riego fuera del
invernadero La Iberia. A) Cielo abierto (915 - >2000 pmol m?s™), B) Bajo sombra (20 - 42 pmol m”
™), IN) Invernadero (15 - 92 umol m™ s™), R) Riego (cada 3 dias a saturacion) y S) sin riego.
Letras diferentes representan cambios significativos entre todas las variables (lugar de crecimiento y
riego). Medias + error estdndar (una vez), n = 3. Tukey P < 0.050.
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4. Respuesta al estrés de corto plazo en condiciones controladas con plantas que

fueron sometidas a estrés abiotico in situ: Déficit hidrico y temperatura elevada.

Como se indico, las plantas utilizadas en esta prueba fueron sometidas anteriormente a
distintos tratamientos durante cuatro meses en el invernadero “La Iberia” (Fig. 8). Posterior a
este tiempo se trasladaron al invernadero de la UMF, FES-I, UNAM (Edo. Méx.) y fueron
mantenidas por 15 dias en las mismas condiciones de riego que se encontraban en “La
Iberia” (Fig. 12), finalmente se les impuso una temperatura de 44 °C. En este caso ninguna
planta present6 algun deterioro fisico que comprometiera su sobrevivencia, aunque las que

provenian del invernadero (INR e INS), perdieron turgencia (Fig. 13).
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Fig.-12 Promedio de temperaturas e intensidades de luz (15 dias). Los registros fueron
obtenidos colocando un datalogger (Extech instruments, RHT10, New Hampshire, EUA) en el
invernadero de la Unidad de Morfologia y Funcion, FES-Iztacala, UNAM.
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Prolina.

La concentracion de prolina en todos los tratamientos tuvo variaciones a lo largo del
experimento (Anexo Cuadro 7), sin embargo, el analisis estadistico indicé que no fueron

significativas (Fig. 14).

Azucares solubles.

La humedad relativa de la camara disminuy6 a 15.2 % a las 72 h y la concentracion de
azucares solubles presenté diferencias significativas en esta hora entre los tratamientos con
y sin riego (Anexo Cuadro 8). Las plantas bajo sombra con riego (BR) y el resto de los
tratamientos sin riego (BS, AR y AS) presentaron diferencias a lo largo del experimento entre
la horaOvyla72(Fig. 15).

Potencial hidrico.

El potencial hidrico no disminuyé a lo largo del experimento en ningun caso (Anexo Cuadro
9), sin embargo mantuvieron diferencias significativas los tratamientos BS y AS, con respecto
a los grupos con riego (Fig. 16). En la figura 17 los datos relacionados de esta misma
variable, muestran un comportamiento de aclimatacion en los tratamientos que

permanecieron mas estresados (BS, ARy AS).
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INR: O Hrs INR: 120 Hrs INS: 0 Hrs INS: 120 Hrs

Fig.-13 E. laui antes y después de colocarlas dentro de la camara de crecimiento a 44 °C, no se observaron cambios fisicos en las
plantas que comprometieran su sobrevivencia. Las plantas provenian de tratamientos en campo IN: invernadero, B: con sombra, A:
a cielo abierto, todos los tratamientos tuvieron un grupo con riego (R) y otro sin riego (S).
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Fig.-14 Plantas de E. laui, en una camara de crecimiento a 44 °C, fotoperiodo de 12 h luz con ciclos de 190/334/190 umol m?s™ y
humedad relativa de 28 - 61.8 %. Después de 4 meses en “La Iberia” Cuicatlan, Oax. IN: invernadero (15 - 92 umol m™s™). B: en
sombra (20 - 42 umol m?s™), A: cielo abierto (915 — > 2000 umol m™~s™) y 15 dias en el invernadero de la UMF de la Fes-I (14.5 -
35.9 °C, 5.2 — 329.1 pmolm™s™). Sin diferencias significativas (n = 6). Medias + error estandar (una vez). ANOVA de dos factores o <
0.050.
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Fig.-15 Plantas de E. laui, dentro de una camara de crecimiento a 44 °C, fotoperiodo de 12 h luz con ciclos de 190/334/190 pmol m™ s’
"'y humedad relativa de 28 - 61.8 %. Después de 4 meses en “La Iberia” Cuicatlan, Oax. IN: invernadero (15 - 92 umol m™s™). B: en
sombra (20 - 42 umol m?s™), A: cielo abierto (915 — > 2000 pmol m?s™) y 15 dias en el invernadero de la UMF de la Fes-I (14.5 -
35.9 °C, 5.2 —329.1 umol m™s™). Letras diferentes representan cambios significativos entre todas las variables (lugar de crecimiento y
riego). Medias + error estdndar (una vez), n = 6. Tukey P < 0.050.

~ 34 ~



&% UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO (3]

Posgrado en Ciencias Bioldgicas

-06 -
CON RIEGO aIN SIN RIEGO

-0.5 ~

Potencial hidrico (MPa)

96 120 0 24 48 72 96 120
Horas

Fig.-16 Plantas de E. laui, dentro de una camara de crecimiento a 44 °C y fotoperiodo de 12 h luz con ciclos de 190/334/190 pmol m™
s y humedad relativa de 28 - 61.8 %. Después de 4 meses en “La Iberia” Cuicatlan, Oax. IN: invernadero (15 - 92 pmol m?s™). B: en
sombra (20 - 42 umol m?s™), A: cielo abierto (915 — > 2000 pmol m?s™) y 15 dias en el invernadero de la UMF de la Fes-I (14.5 -
35.9 °C, 5.2 —329.1 pmol m™s™). Letras diferentes representan cambios significativos entre todas las variables (lugar de crecimiento,
riego v tiempo). Medias + error estandar (una vez), n=6. Tukey P < 0.050.
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Fig.-17 Respuesta osmética de los diferentes tratamientos (IN: invernadero, B: en sombra y A:
cielo abierto) respecto al control, después de 4 meses en “La Iberia” Cuicatlan, Oax. y de
permanecer dentro de una camara de crecimiento a 44 °C, por 120 h. Cuatro Meses in situ:
[(tratamiento*100) invernadero™], Camara de crecimiento 120 h: [[((horario*100) hora 0°')*100]
Invernadero™]) La discontinuidad de tiempo representa 15 dias en el invernadero de la UMF de la
Fes-1 (Edo. Méx).
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DISCUSION
Ensayo

Respuesta al estrés de corto plazo en condiciones controladas: Déficit hidrico y

temperatura elevada.

La sintesis y acumulacién de la prolina pueden formar parte de la respuesta al estrés
osmotico en plantas, impidiendo la desnaturalizacion de macromoléculas y en muchas
especies se ha establecido una correlacién entre la acumulacion de este osmolito y la
tolerancia al estrés abidtico (Trovato, et al., 2008; Kavi, et al. 1995). En este ensayo las
plantas perdieron turgencia y presentaron marchitez en la mayoria de sus hojas,
principalmente en las mas alejadas del centro o apice de la planta, los errores estandar
mostraron que no habia diferencias en la concentracion de prolina, sin embargo la
acumulacion de este osmolito parecia tener una tendencia a incrementar. Al finalizar las 55 h
se observo que las plantas presentaban desarrollo floral, esto explicaria porque los registros
de este osmolito fueron los mas altos (169.29 ug g™ de tejido seco), en comparacién con el
resto de los experimentos de este trabajo. Es posible que esa acumulacion no provenga de la
sintesis de novo, ya que en diferentes plantas se ha reportado, que el estrés no es el unico
evento que induce la acumulacion de prolina, también ocurre durante el proceso del
desarrollo reproductivo, por ejemplo en especies como Brassica napus, A. thaliana y
Lycopersicon esculentum cv Moneymaker, fue observada una mayor acumulacion de prolina
en tejidos reproductivos como flores, polen, silicuas y semillas, que en cualquier otro érgano
analizado. Esta acumulacién es provocada por el transporte de prolina de diferentes partes
de la planta (hojas y tallos) hacia los tejidos reproductivos, llegando al 23 — 60 % del total del
pool de este aminoacido (Mattioli, et al., 2009; Good y Zaplachinski, 1994). La formacién de
prolina esta dada por la via del glutamato y la de ornitina, esta ultima durante el desarrollo
floral genera pirrolin-5-carboxilato (P5C) que es utilizado para la produccion de glutamato y
no para la sintesis de prolina durante el estrés, suministrando energia a la mitocondria
durante esta etapa (Polavarapu, et al., 2014; Roosens, et al., 2002; Funk, et al., 2008). Al
correlacionar los datos de azucares solubles con potencial hidrico, no hubo diferencias
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estadisticamente significativas, esto sugiere que E. laui no presenta una respuesta al estrés
en corto plazo, ya que se ha reportado que la acumulacién de prolina en plantas bajo estrés,
es acompafnada por un aumento en la concentracion de azucares solubles y disminucion del
potencial hidrico (Keunen, et al., 2013; Balibrea, et al., 1997).

Experimentos

1. Respuesta al estrés de largo plazo en condiciones controladas: Déficit hidrico y

temperatura elevada.

Uno de los principales efectos del déficit hidrico y el incremento de la temperatura en plantas
suculentas o de zonas aridas, es el cambio de un comportamiento C3; a uno MAC. E. laui
tiene la caracteristica de presentar un metabolismo acido de las crasulaceas de tipo
facultativo, puede realizar la transicion C3-MAC y viceversa dependiendo de las condiciones
ambientales que se presenten, tanto en plantas jovenes, como adultas (Reyero, 2014). Este
metabolismo en déficit hidrico o temperaturas elevadas, confiere proteccion contra el estrés
oxidativo (Habibi, et al. 2011). En otros trabajos, se ha reportado que la temperatura
promueve la formacion de radicales libres y estimula la actividad de enzimas antioxidantes,
las cuales juegan un papel protector en el estrés oxidativo, un ejemplo de ello es la enzima
superéxido dismutasa (SOD) que permiti6 en Aloe vera contrarrestar la formacion de
radicales libres y evitar entrar en una condicion de estrés oxidativo inducido por la
temperatura (Delatorre-Herrera, et al., 2010). El incremento de temperatura en E. laui, tiene
la capacidad de inhibir el transporte de electrones en los fotosistemas y estimular la sintesis
de pigmentos como violaxantina y zeaxantina (ciclo de las xantofilas), compuestos que
permiten la disipacién de energia como calor para evitar los danos oxidativos (Reyero, 2014;
Chen, et al. 2011; Alfonso, et al. 2000). En este trabajo la concentracion de prolina en E. laui
no mostrd cambios entre los tratamientos con riego y sin riego, estableciendo que la
respuesta de ajuste osmotico fue estimulada por la temperatura, ya que el incrementé de
este aminoacido fue significativo a lo largo de los dias en los tratamientos de 34 y 44 °C. Lo
que plantea que la respuesta al incremento de temperatura ademas de estar asociada a la

actividad antioxidante, también puede generar un ajuste osmaético en E. laui.
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La prolina es conocida por conferir tolerancia osmoética durante un estrés abidtico y en
algunas plantas como Aloe vera, se ha reportado que éste aminoacido incrementa 75 % su
concentracion en condiciones de déficit hidrico (Delatorre-Herrera, et al., 2010). Como se
menciono anteriormente, E. laui no presentd diferencias estadisticamente significativas en la
acumulacion de éste osmolito, entre los tratamientos sin riego y sus contrapartes irrigadas, lo
que indica que esta crasulacea es tolerante al déficit hidrico, este comportamiento coincide
con lo reportado para Sedum album, que no presenté una acumulaciéon de prolina bajo estrés
hidrico (Sayed, et al., 1994). Hay autores que cuestionan la funcion primordial de la prolina
en la osmoregulacion, subrayando que su funcién estd mas involucrada en la etapa de
recuperacion del estrés, ya que el ajuste osmoético podria lograrse mejor con hidratos de
carbono como solutos compatibles (Mdller, et al., 2012; Hoekstra et al., 2001). En este
trabajo la acumulacion de prolina se presentd con antelacion conforme la temperatura
aumentd, encontrando diferencias el dia 4 y 8 (con riego y sin riego respectivamente) para
los tratamientos a 34 °C y el dia 4 en los de 44 °C. Por otro lado, los azucares solubles del
tratamiento a 34 °C, fueron incrementando gradualmente hasta presentar diferencias
significativas el dia 20 de tratamiento, la disminucion de la humedad relativa el dia 16 en el
tratamiento de 24 °C, indujo cambios en la concentracion de azucares solubles, mismos que
fueron reflejados en la disminucion del potencial hidrico al final del experimento en estos dos
tratamientos (Anexo Cuadro 4). Las células vegetales utilizan un sistema de defensa que
implica activar genes que codifican para el sistema antioxidantes que estan relacionados con
el estrés, y que a su vez, inducen cambios en la maquinaria bioquimica de la planta. Los
estudios han demostrado que las especies reactivas de oxigeno requieren moléculas
adicionales para enviar y amplificar sefales de defensa. Las respuestas al estrés no son
rutas lineales, implican multiples vias y la interaccion de cofactores adicionales o moléculas
de sefalizacion para coordinar una respuesta especifica a un estimulo dado (Kumar y
Venkateswarlu, 2001). Al presentarse un déficit hidrico moderado, los solutos compatibles,
incluyendo aminoacidos y sus derivados, polioles, betainas y disacaridos, son sintetizados
inicialmente para proteger a las proteinas y membranas de la deshidratacion, sin embargo,
las concentraciones de estos solutos son a menudo insuficientes para aumentar la capacidad
de retencion de agua de las células, pero pueden servir como moléculas sefalizadoras que

indiquen a la planta que se avecinan condiciones estresantes. En éste caso, los disacaridos y
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oligosacaridos no reductores actian como sustitutos del agua para satisfacer los
requerimientos de hidrégeno en los grupos polares en la superficie de las proteinas
deshidratadas. Al analizar las redes metabdlicas involucradas en el estrés hidrico, se
determind que la regulacidn de la sintesis de aminoacidos es mas compleja que la de los
carbohidratos, por lo que hay razones para suponer que el papel de los azucares en la

osmoproteccion es mas significativo que el de prolina (Urano et al., 2009).

2. Respuesta al estrés de largo plazo en condiciones controladas: Exceso de flujo

foténico.

Las plantas presentan alteraciones metabdlicas por exceso de luz cuando las antenas de los
fotosistemas absorben mas energia luminosa de la que puede ser utilizada para la
fotosintesis. Esta situacion se produce cuando la intensidad luminosa aumenta (densidad del
flujo de fotones), hasta valores préximos o superiores al punto de saturaciéon de luz,
alcanzando la mayor eficiencia fotosintética (Azcon-Bieto et al., 2008). La radiacion minima
de saturacion (Ey) para E. laui fue de 331.87 umol m?s™ en una temperatura de 24 °C. El
valor de Ex puede variar dependiendo de la temperatura en la que se encuentre el
organismo, ya que conforme la temperatura incrementa, el punto de la radiacion minima de
saturacién se hace mas pequefno, aunque existen otros factores involucrados que podrian
modificar este valor, como es la propia aclimatacién o la respuesta de defensa que presente
la planta ante algun estrés abiotico (Ralph, et al., 2005). De cualquier modo, Ex depende de
los centros de reaccion disponibles en el momento de la medicion y se ha visto que la
activacion e inactivacion de los centros de reaccion, puede ser una caracteristica en
organismos con la capacidad de adaptar su aparato fotosintético a los efectos de los
diferentes tipos de estrés abidtico, como se ha reportado en campo con E. laui (Reyero,
2014; Gonzalez, et al. 2008).

Al incrementar la irradiacién se observd una tonalidad rojiza en E. laui, posiblemente por la
produccion de antocianinas, lo que sugirid que esta especie es sensible a los cambios de
irradiacion, pero su morfologia y fisiologia fotosintética le confieren caracteristicas que le

permiten ser tolerante a las altas irradiaciones (Reyero, 2014).
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El Exceso de flujo fotonico en las plantas puede afectar la eficiencia fotosintética,
principalmente debido al dafio oxidativo en el fotosistema Il (PSIl). Cuando una planta se
mantiene en estrés, disminuye la velocidad del ciclo de Calvin, el cual promueve la oxidacion
de NADPH y restauracion de NADP™, provocando que el flujo de la cadena transportadora de
electrones se suprima debido a una insuficiencia de aceptores de electrones (NADPY), esto
conduce a la produccion de oxigeno singulete en los centros de reaccién del PSIl y la
acumulacioén de especies reactivas de oxigeno (Chaves, et al., 2009; Kato, et al., 2003). Para
amortiguar los dafos provocados por la peroxidacion, las plantas inducen en cloroplastos la
acumulaciéon de enzimas como: delta-pirrolin-5-carboxilato sintasa 1 (P5CS1) y pirrolin-5-
carboxilato reductasa (P5CR), que dan lugar al incremento de prolina derivado de glutamato,
para mantener el flujo de electrones entre los centros de reaccion de la fotosintesis y
estabilizar el balance redox, reduciendo la fotoinhibicion y el dafio del aparato fotosintético
(Szabados, et al. 2009; Székely, et al., 2008; Hare, et al., 1997). E. laui no mostrd
incrementos significativos de prolina en ninguno de los tratamientos con luz, incluso en
aquellos con una irradiacion de 483.25 umol m?s™' que representaban un estrés luminoso, al
rebasar el umbral de saturacion (Ralph, et al., 2005), esto podria deberse a que la luz esta
intimamente relacionada con dos factores, el primero es la temperatura, que fue separada
suprimiendo los efectos de ésta al realizar la curva de saturacion luminosa, obteniendo el
punto de radiacién minima de saturacion (Ex= 331.87 umol m2s™a 24 °C). El otro factor es la
exposicién a una parte del espectro de luz, el ultravioleta, el cual es un factor que afecta
principalmente los procesos fisioldgicos de la fotosintesis, generando radicales libres, que las
plantas contrarrestan activando una serie de mecanismos de proteccion, incluyendo la
sintesis de flavonoides y de prolina (Reyero, 2014; Hayat, et al., 2012). Algunos cultivos
como la mostaza, arroz y frijol han mostrado una rapida respuesta al estrés provocada por
luz UV, incrementando de 3 hasta 7 veces los niveles de prolina, reduciendo
considerablemente la cantidad de radicales libres producidos durante la exposicion, a
diferencia de las plantas colocadas en luz blanca fluorescente fria, las cuales no presentaron
cambios en la concentracion de este aminoacido (Pardha, et al., 1995). Asi mismo, en
cultivos de Malva parviflora, Plantago major, Rumex vesicarius y Sisymbrium erysimoides
Desf, el incremento de prolina esta asociado de igual manera, con la exposicion a la
radiacion ultravioleta (Salama, et al., 2011). Esto indicé que el espectro de luz utilizado en
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este trabajo no representd un factor estresante en relacion con la respuesta osmatica, ya que
no se mostraron cambios significativos en la prolina y en el potencial hidrico. En contraste, el
dia 16 los azucares solubles incrementaron su concentracién en todos los tratamientos,
debido a la disminucién de la humedad relativa (23.28 %) en la camara de crecimiento. En
algunas especies como Arabidopsis, Coffea arabica y Nicotiana tabacum, la acumulacion de
azucares como galactinol y rafinosa en bajas concentraciones representa una senal
molecular endogena para la induccion de la respuesta antioxidante, ante un factor abiotico,
contribuyendo efectivamente a la tolerancia al estrés, cuando las condiciones se vuelven mas
severas (Sengupta, et al., 2015; Balasubramaniyam y Harvey, 2015; ElSayed, et al., 2014;
Nishizawa, et al., 2008).

3. Respuesta al estrés de largo plazo en condiciones in situ: Riego, temperatura y

luz.

Los cambios de temperatura, altas irradiaciones y la falta de riego, representan una
interaccion compleja en el ambiente, que puede afectar diversos procesos fisioldgicos en las
plantas. En Sedum album, estos factores inducen la acumulacién de prolina, betaina y en la
disminucién del potencial hidrico (Sayed, et al., 1994). Los resultados presentados en este
trabajo de E. laui, mostraron caracteristicas similares a los registrados en Sedum album, por
ejemplo, la prolina no afectd significativamente el potencial hidrico en los primeros 20 dias y
en este mismo periodo, tampoco se encontraron diferencias entre los tratamientos irrigados y
los que permanecieron bajo déficit hidrico. Cuando el tiempo de exposicion a los principales
factores que promueven el estrés abiotico se extendié a 5 meses (tomando en cuenta la fase
de preaclimatacion), los datos en E. laui, revelaron que el diametro de las rosetas fue
claramente disminuido en los tratamientos a cielo abierto, la concentracién de prolina y
azucares solubles, incrementé de forma contundente en los tratamientos expuestos
directamente al ambiente y no presentaron diferencias significativas entre los tratamientos
con riego y sin riego. Por otro lado, el potencial hidrico mostré una disminucion significativa
tanto en los tratamientos expuestos al ambiente, como entre los grupos irrigados y los que
permanecieron en déficit hidrico, de la misma forma que se presenté en S. album y S.

rubrotinctum en un tiempo similar (Teeri, et al. 1986). Los datos presentados sugieren que las
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plantas sin riego experimentaron un ajuste osmotico en el transcurso de este trabajo. Estos
resultados nos indican que la respuesta al estrés hidrico no actua de forma aislada y viene
acompanada de otros compuestos con propiedades protectoras que se acumulan en los
tejidos, uno de ellos puede ser malato, el cual puede estar participando como un componente
osmoregulador ante el déficit hidrico, como se ha reportado para Sedum rubrotinctum,
después de dos afos en estés hidrico la acumulacion de malato contribuyd
significativamente en el ajuste del potencial hidrico (Teeri, et al. 1986). El metabolismo acido
de las crasulaceas, no solo sirve para el ahorro, sino también para la captura de agua. En
Senecio medley-woodii y Kalanchoé daigremontiana bajo estrés hidrico, los cambios en los
niveles de malato, causaron una reduccion en el potencial hidrico de las hojas favoreciendo
la absorcion de agua. Los cambios en los niveles de malato pueden resultar en grandes
alteraciones de la presion osmoética en plantas suculentas, principalmente por la mafana,
proporcionando un medio de ajuste osmético (Herrera, 2009).

En E. laui se ha reportado que los meses con temperatura elevada, baja humedad relativa e
intensidades de luz altas, inducen una mayor acumulacion de acidos organicos por las
mafanas, cuando la humedad relativa del ambiente es mas alta (Reyero, 2014). Esto indica
que E. laui tiene la oportunidad de importar agua a las células via estomatica, por las
mafanas, permitiendo que las hojas conserven su turgencia y como consecuencia tiene la

capacidad de ser tolerante a largos periodos bajo déficit hidrico.

4. Respuesta al estrés de corto plazo en condiciones controladas con plantas que

fueron sometidas a estrés abiotico in situ: Déficit hidrico y temperatura elevada.

Hay muchos componentes ambientales que pueden alterar el comportamiento fisioldgico de
las plantas, la exposicion leve a estos factores potencialmente dafinos, puede infligir
cambios a nivel molecular y al mismo tiempo activar mecanismos de reparacion. Cuando los
organismos son sometidos a estos factores en dosis subletales, pueden estimular procesos
vitales dentro de las células y crear un cambio positivo en la homeostasis de las plantas
(Yoshihiro, 2012). Una temporada de secas puede inducir el incremento en la concentracion
de prolina de forma inicial, segun un estudio realizado con algunos miembros de la familia

Crassulaceae que fueron monitoreados por siete anos, ésta acumulacidon podria tener una
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funcién protectora. Al prolongarse la sequia observaron que los altos niveles de prolina
dejaron de marcar diferencias entre una medicién y otra, reflejando un estado en que las
reacciones metabdlicas se reducen al minimo, dando paso a la tolerancia al estrés, debido a
las caracteristicas presentes en su entorno (Treichel, et al., 1984). Es probable que en E. laui
el pretratamiento en el que fueron expuestas al ambiente por cuatro meses, haya promovido
una respuesta similar al del ejemplo anterior, ya que los niveles de prolina permanecieron
elevados, tal y como lo habian presentado las plantas in situ al término del experimento de
cuatro meses, al colocarlas posteriormente en condiciones controladas (44 °C), el contenido
de este osmolito no presento diferencias significativas.

Una de las observaciones mas importantes fue que la sobrevivencia de los organismos mas
estresados (BS, AR y AS) no se vio comprometida, mostrando una gran tolerancia a
elevadas temperaturas, las cuales estimulan la formacion de especies reactivas de oxigeno,
mismas que son menguadas por la actividad de enzimas antioxidantes, promovida por una
alta concentracién de prolina, confiriendo proteccidén contra el estrés oxidativo (Habibi, et al.
2011; Verslues, et al. 2010). Un estrés previo es capaz de promover una aclimatacion que
puede extender la longevidad de las plantas promoviendo la sintesis de agentes protectores,
los cuales le confieren la capacidad de poder tolerar un estrés de mayor intensidad. Existen
respuestas metabdlicas que logran mejorar los efectos individuales de un estrés en
particular, pueden estar estimuladas a través de la intensidad, agentes ambientales,
interacciones y combinaciones de los diferentes tipos de estrés (Parsons, 2005). Estas
respuestas adaptativas son conocidas como hormesis y pueden proporcionar proteccion de
nivel bajo a moderado. ElI término propone designar a tal efecto estimulador, las
concentraciones subhinibitorias de agentes tdxicos en cualquier organismo, es un proceso
compensatorio, después de una perturbacion inicial en la homeostasis. La exposicién de las
plantas a periodos cortos de estrés moderado, contribuyen claramente a soportar un estrés
posteriormente mas severo, reduciendo la mortalidad. Por lo tanto, el modelo de hormesis
puede extenderse a multiples agentes ambientales, proteccion cruzada, expresion de alta
eficiencia energética y por tanto a una aptitud que evoluciona en respuesta a agentes
ambientales simples y multiples, donde los costos energéticos no son excesivos
(Poschenrieder, et al. 2013). Por ejemplo, la disponibilidad de hidratos de carbono puede ser

un factor limitante para la absorcién de CO; y para la formacion de malato vacuolar (Lara, et
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al., 2010). Algunos géneros que presentan MAC, como Agave, Ananas y Opuntia, han
demostrado que la selectiva reparticion de carbohidratos, es un factor clave para el éxito
ecoldgico de estas plantas bajo condiciones ambientales cambiantes (Verslues, et al. 2010).
Las plantas MAC tienen la capacidad de mantener un bajo costo energético, en términos de
ATP, al utilizar azucares solubles como fuente de energia, para ampliar la magnitud de
absorcion de carbono y formacién de malato, para mantener la fase obscura, conservando el
equilibrio de carbono y energia en condiciones ambientales limitantes. La disponibilidad y
transporte de azucares juegan varias funciones reguladoras importantes en las plantas
estresadas. Puesto que la tolerancia debe depender de la condicién de energia de las células
en las que se inducen respuestas que amortiguan los efectos del estrés, muchos tejidos de
plantas son propensos a tener una mayor demanda de carbohidratos rapidamente
metabolizables (Hare, et al. 1998). En Aechmea “Maya” (Bromeliaceae), la exposicion
prolongada al déficit hidrico, provocd una redireccién del aporte de sacarosa, como
suministro para el sustrato de la fase obscura, aumentando casi 90 % después de 180 dias
(Ceusters, et al., 2009). En el caso de E. laui, se observé un incremento estadisticamente
significativo de azucares solubles a las 72 h y no se encontraron cambios en el potencial
hidrico a lo largo de las 120 h, por lo que el incremento de los azucares puede formar parte
de una redistribucidn y no por una sintesis de novo. En Cajanus cajan las concentraciones de
azucares solubles no presentaron diferencias, sin embargo al analizar la composiciéon de
estos azucares, pinitol se encontraba en mayor proporcion que el resto de los azucares y
aumentaba su concentracion, mientras que sus precursores como myo-inositol y ononitol
disminuian a concentraciones cercanas a cero (Keller et al. 1993). Es probable que los
azucares solubles estén teniendo una participacion mucho mas activa e importante de lo que
se observar en este trabajo, ya que los cambios en la humedad relativa pudieran estar
brindando un efecto estimulante en los azucares solubles y podria explicar la capacidad de
E. laui para poder tolerar largos periodos en déficit hidrico. En condiciones controladas la
disminucién de la humedad relativa en las 72 h (15.2 %), promovié un incremento
significativo en los azucares solubles, pero como se ha mencionado anteriormente no tuvo un
efecto en el potencial hidrico. Es posible que este incremento en los azucares pudiera formar
parte de una sefial de estrés y brindar un efecto estimulante, en términos de parametros

biolégicos como es la tolerancia y sobrevivencia al presentarse en pequefias dosis
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(Sengupta, et al., 2015; Rattan, 2004; Calabrese y Baldwin, 1997). E. laui se desarrolla en un
ambiente donde predomina el estrés por déficit hidrico, sin embargo los registros han
demostrado, que en las mafanas se presenta una oportunidad para la recuperacion del agua
perdida durante el dia y las constantes fluctuaciones en la humedad relativa, pudieran
estimular la acumulacion de azucares solubles en pequefias cantidades dentro de los tejidos
vegetales, promoviendo en esta especie un efecto de hormesis, que prepara a la planta para
poder tolerar condiciones mas severas, muy similar al detectado en Tetrahymena
thermophila en donde algunas proteinas de choque térmico (HSP), aumentan cuando se
presentan fluctuaciones rapidas de temperatura en comparacién con un entorno estable, lo
que da como resultado una induccion metabdlica de termotolerancia en entornos cambiantes
(Poschenrieder, et al. 2013).
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CONCLUSIONES

E. laui, es una planta sensible a los cambios de luz, pero sumamente tolerante a altas

irradiaciones, sin embargo la luz no es un factor que estimule la sintesis de osmolitos.

La acumulacion de osmolitos en E. laui, fue promovida por altas temperaturas y se

observo que la exposicion a este factor puede llegar a ser letal en corto tiempo.

Esta crasulacea demostrd ser altamente tolerante al déficit hidrico y se comprobéd que
son necesarios periodos muy prolongados, para manifestar cambios significativos en

la acumulacién de prolina y azucares solubles.

Las fluctuaciones y el incremento de la humedad relativa que ocurre en las primeras 8
horas del dia en el sitio de origen, puede ser un importante aporte de agua para esta
crasulacea y podria brindarle un probable efecto de hormesis, que le permite

sobrevivir y conservar su turgencia.

E. laui tiene una serie de mecanismos asociados al ajuste osmético que le permiten
sobrevivir en ambientes adversos por periodos prolongados, como los de su sitio de
origen. Aunque para lograr una reintroduccién exitosa, primero es necesario un

periodo de aclimatacion que involucre un aumento gradual de temperatura.
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Cuadro 1.- Concentracion de prolina, aztcares solubles y valor del potencial hidrico en plantas sometidas a estrés de corto
plazo.

Horas 0 24 26 31 48 50 55

Prolina (ng/gde 595,402  403:25 9894172 962+225 1249+10 134.3+447 169.2+624
Tejido seco)

Azlcares
solubles (mg/g 86.6 + 31 162.4+322 1914+62 186.84+6.5 2051+97.2 167.1+44 2157+515

de Tejido seco)

POte”(CI\'A"’I‘D'ah)'d”CO 020+001 -022+196 -022+196 -029+0.03 -021+0.01 -028+0.03 -0.259+0.05

Las plantas fueron mantenidas en una camara de crecimiento a 44°C, intensidad de luz 190/334/190 pumol m? s™,
fotoperiodo 2/8/2 h y humedad relativa de 9.6 - 42.5%. Medias + error estandar (una vez, n = 3).
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Cuadro 2.- Concentracién de prolina en plantas sometidas a estrés por privacién de riego y gradiente de temperatura en un
plazo largo.

Dias 0 4 8 12 16 20
S e R 145%+17%° 132+15% 15.6 + 1% 15.9 + 1.7° 14.6 + 1.4% 16.4 + 2°
7 S 20.9%45° 16 + 3.8° 26.3+7.1? 19.5 + 2° 24 +7.1%¢ 23.2+ 54?2
o
o R 59+04° 139+14% 15.2 + 1.6 10 + 1.2%° 18.3 + 2.4¢ 16.5 + 2.2%
o 34°C b b b d b
> S 86+12 12.3 +1.5° 18 + 1.8 11 +£1.7° 19 +1.7° 13.6 + 1.1%°
©
o R 18.8+35® 547+92° 453 +5.2° - - -
>  44°C X .
3 S 16.2+1.4%® 1205+15.9" 66.3+10.5° - - -

Plantas de E. laui. R: con riego, S: sin riego, dentro de una cdmara de crecimiento a 24 °C, 34 °C y 44 °C. Fotoperiodo
de 12 h luz con ciclos de 190/334/190 umol m?s™ y humedad relativa de 48.7 - 68.3 %. Letras diferentes representan
cambios significativos entre todas las variables (temperatura, riego y tiempo; n= 10). Medias % error estandar (una vez).
Tukey P < 0.050.
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Cuadro 3.- Concentracién de azUcares solubles en plantas sometidas a estrés por privacion de riego y gradiente de
temperatura en un plazo largo.

Dias 0 4 8 12 16 20

9 . R 24+209%®° 217+37%° 31 +2.6%° 30.5+ 3.2° 38 + 1.5%° 36.2 + 3.9%°
& S 358+64%® 254+34° 36.2 + 4.7%° 457 + 8.5° 45713 +5.8° 40.8 + 4.3%°
(@]

2 a4°C R 50.8+58% 40.1%27¢ 50.3 + 9.3% 44.8 + 4.9°° 55.7 + 10.2° 62.7 + 5.6°

q) o

o S 38.1+3.6%% 37.2+4.9% 455 + 7%° 36.1 + 5.3%¢ 48.9 + 6.2%° 63.1+6.5°

©

o R 40.8+29% 421+4.8° 53.1 + 3.5% - - -

o 44°C

S 36.8+7.5°° 44.3+509%° 37.2 + 4%¢ - - -

Plantas de E. laui. R: con riego, S: sin riego, dentro de una camara de crecimiento a 24°C, 34°C y 44°C. Fotoperiodo
de 12 h luz con ciclos de 190/334/190 umol m?s™ y humedad relativa de 48.7 - 68.3 %. Letras diferentes representan
cambios significativos entre todas las variables (temperatura, riego y tiempo; n= 10). Medias * error estandar (una vez).
Tukey P < 0.050.
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Cuadro 4.- Potencial hidrico de plantas sometidas a estrés por privacion de riego y gradiente de temperatura en un plazo largo.

Dias 0 4 8 12 16 20
. R -0.19+0.005®  -0.18+0.004° -0.21+0.003*° -0.21+0.007°° -0.21+0.001**°  -0.23 +0.010°
S -0.15+ 0.007" -0.18+ 0.007*° -0.20+ 0.005™ -0.20+ 0.009* -0.20% 0.010®  -0.24 + .007*
£ apc R -0.20 £0.008®™° -0.20+0.008*°  -0.20+0.009° -0.22+0.006°" -0.22+0.008*" -0.23 +0.008°"
= S -0.18+£0.004° -0.18+0.006° -0.21%0.008*"  -0.23+0.005 -0.22 + 0.005 -0.22 +0.011°
4G R -0.18+0.011*" -0.21+0.010*"  -0.20 + 0.006>" - - -
S -0.20+0.010f -0.20 £ 0.006"  -0.21 £ 0.006*" - - -

Plantas de E. laui. R: con riego, S: sin riego, dentro de una camara de crecimiento a 24°C, 34°C y 44°C. Fotoperiodo de 12 h luz
con ciclos de 190/334/190 umol m? s y humedad relativa de 48.7 - 68.3 %. Letras diferentes representan cambios
significativos entre todas las variables (temperatura, riego y tiempo; n = 10). Medias + error estandar (una vez). Tukey P <

0.050.
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Cuadro 5.- Concentracion de prolina, aztcares solubles y valor del potencial hidrico en plantas sometidas a estrés de largo plazo.
Dias 0 4 8 12 16 20
B 1.2+0.6 1.9+0.6 14+0.2 0.8+0.1 0.5+ 0.1 1.9+0.5
Prolina (ug/g de 15+0.2 21+05 17402 15+04 14+04 1.8+0.1
tejido fresco)
A 1.7+0.9 1.5+0.3 0.8+0.1 26+04 1.4+04 1.6+0.1
B 38.8 +7.4%® 25.6 +2.3% 31.8+4.1%®° 34.6 +5.2%® 42.2 + 6.8 23.3+3°
AzUcares solubles a b ab ab ac ab
(mg/g de tejido seco) M 38.4+35 187 +1.7 222+25 297+ 3.8 38.1+6.3 26.2 + 3.1
A 429+ 7.8° 21.8+1.9° 30.4 + 3.1 32.2+3.3%® 471 +£2.3% 33.7 £ 4.6%®
B -0.18+0.019 -0.18 + 0.010 -0.20 + 0.008 -0.18 + 0.010 -0.19 + 0.007 -0.20 + 0.009
POte”(CI\'AaP'g'd”CO M  -0.17+0.010  -0.18+0.012  -020+0.009  -0.19 +0.011 2020+0.014  -0.19 + 0.011
A -0.19+0.011 -0.20 + 0.01 -0.22 + 0.014 -0.19 + 0.007 -0.21 £ 0.011 -0.23 £ 0.017

Las plantas de E. laui, fueron mantenidas en una camara de crecimiento a 24°C. Fotoperiodo de 12/12 h luz/obscuridad y humedad
relativa de 44.15 - 63.1 %. B: 100.20 umol m?s™, M: 202.12 umol m?s™, A: 483.25 umol m?s™. Letras diferentes en azlcares solubles
representan cambios significativos entre todas las variables (flujo fotdnico y tiempo), los dos bloques restantes (prolina y potencial hidrico)
no presentaron diferencias significativas. Medias + error estandar (una vez), n = 10. Tukey P < 0.050.
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Cuadro 6.- Acumulacion de osmolitos y potencial hidrico en E. laui en respuesta a diferentes condiciones de
estrés abidtico (riego, temperatura y luz) en un plazo largo.

Tratamientos R S
_ IN 1.6 +0.22 1.4 +0.3°
Prolina (ug/g de B 1.8+ 05° 3+0.7%
Tejido fresco)
A 27.7 +11.4° 225+7.8°
AzUcares solubles IN 21£4.7° 16 £6.3°
(mg/g de Tejido B 18.2 + 2.6° 48.8 + 4.8°
seco) A 70.4 + 21.9° 98.3 + 10.5
S IN -0.18 + 0.026° -0.21 + 0.005%°
POte”(CI\'AaP'i;'d“CO B -0.16 £ 0.015° -0.25 + 0.026°
A -0.27 + 0.028° -0.41 + 0.02¢

Plantas en el vivero “La Iberia” en Cuicatlan Oax. A: Cielo abierto, B: Bajo sombra, IN: Invernadero, R:
Riego (cada 3 dias a saturacion) y S: sin riego. Letras diferentes en cada una de las determinaciones
(prolina, azucares solubles y potencial hidrico) representan cambios significativos entre todas las
variables (lugar de crecimiento y riego). Medias % error estandar (una vez). Prolina (n = 4), azucares
solubles y potencial hidrico (n = 3). Tukey P < 0.050.
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Cuadro 7.- Concentracion de prolina en plantas provenientes de tratamientos en campo sometidas a estrés por temperatura en un corto
plazo.

Horas 0 24 48 72 96 120
INR 14.3 £ 2.1 18.3+2.8 18.8+2.6 17.7+2.2 19.2+1.9 24.2+6.9
R(i:(g(;o BR 13.5+22 23217 39.9+6 28.7 £ 3.1 39.9+5.6 38.6 £4.3
AR 229+16 374+94 53.9+13.7 54.3+10.6 62.4+10.8 57.4 111
INS 244 +87 27.2 £ 3.1 36.7+7.7 32.1+6 54.7 £ 15.2 55.2+13.3
Sin Riego BS 16.8+2.4 259+24 40+4.3 34.1+54 42453 53.2+10.3
AS 43.6+5.8 55.4 £ 10.5 56.4 £ 8.9 75.6+21.4 113.8 £ 37.1 77 £19.6

Plantas que fueron colocadas dentro de una camara de crecimiento a 44°C, fotoperiodo de 12 h luz con ciclos de 190/334/190 umol m’
25 y humedad relativa de 28 - 61.8 %. Las plantas provenian de un tratamiento previo de 4 meses en Cuicatlan Oax. A: Cielo abierto,
B: Bajo sombra, IN: Invernadero. Los Datos se expresan en pg/g de tejido seco. Medias + error estandar (una vez). Sin diferencias
significativas (n = 6). ANOVA de dos factores a < 0.050.
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Cuadro 8.- Concentracion de azucares en plantas provenientes de tratamientos en campo sometidas a estrés por temperatura en un corto
plazo.

Horas 0 24 48 72 96 120

INR 8.1+1.5° 6.8 +2.3° 12.6 + 4.9° 226+ 1.7%® 19.5+4.7%° 21.5+2.5%

R(i:ggo BR 9.4 +1.4° 2.7+2.3° 10.7 +3.3%° 23.2+3.5° 23.9+4.1° 16.7 £ 0.8%°

AR 15.8 + 3.7° 10.2 +2.3° 23.6 + 62° 28.6 + 2.9%° 25.8 + 5.12° 36.4+13.1°

INS 14.4 + 3.6° 9.3 +7.4° 10.5+3.7° 35.7 + 4.6 34 +1.9% 22.8 +2.3%

Sin Riego BS 16.5 + 1.9 9.9+ 27% 17.3 + 2.8%° 37.3+4.7° 28.9 + 3.9™ 27.3 + 3.4«
AS 24.9 + 2.3%° 15.6 + 5.5%° 27.2+ 5.9 54.3+7.5 35.7 + 4.9 43.8 + 5%

Plantas que fueron colocadas dentro de una camara de crecimiento a 44°C, fotoperiodo de 12 h luz con ciclos de 190/334/190 umol m
25 y humedad relativa de 28 - 61.8 %. Las plantas provenian de un tratamiento previo de 4 meses en Cuicatlan Oax. A: Cielo abierto,
B: Bajo sombra, IN: Invernadero. Los Datos se expresan en mg/g de tejido seco. Medias + error estandar (una vez). Letras diferentes
representan cambios significativos entre todas las variables (lugar de crecimiento y riego; n = 6). Tukey P < 0.050.
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Cuadro 9.- Potencial hidrico en plantas provenientes de tratamientos en campo sometidas a estrés por temperatura en un corto plazo.

Horas 0 24 48 72 96 120

INR -0.21+0.011*  -0.21+0.011°  -0.20+0.007°  -0.23+0.002°  -0.23+0.025°  -0.21 + 0.005°

R(i:ggo BR -0.18 £0.008*  -0.18+0.014® -0.22+0.014*  -0.23+0.009° -0.23+0.021*  -0.22+ 0.017?
AR -0.30 + 0.038° -0.28 + 0.03° -0.27 £0.021°  -0.29+0.024*  -0.27 £0.021*°  -0.27 + 0.024*°

INS -0.20 + 0.005®  -0.20 + 0.006®  -0.22 +0.011*  -0.24 £ 0.006® -0.22 + 0.005®®  -0.22 + 0.007°

Sin Riego BS -0.24+0.011°  -0.25+0.016°  -0.26 + 0.008" -0.29+0.17° -0.28 +0.013° -0.29 + 0.02°
AS -0.41 +0.017¢ -0.44 + 0.54° -0.43 + 0.016° -043 £ 0.011¢ -0.44 +0.017°  -0.41 + 0.034¢

Plantas que fueron colocadas dentro de una camara de crecimiento a 44°C, fotoperiodo de 12 h luz con ciclos de 190/334/190 umol m

25 y humedad relativa de 28 - 61.8 %. Las plantas provenian de un tratamiento previo de 4 meses en Cuicatlan Oax. A: Cielo abierto,
error estandar (una vez). Letras

diferentes representan cambios significativos entre todas las variables (lugar de crecimiento, riego y tiempo; n = 6). Tukey P < 0.050.

B: Bajo sombra, IN: Invernadero. Los datos se expresan en mega pascales (MPa). Medias
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