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.  RESUMEN
Las plantas insectivoras son organismos que adicionan a su metabolismo, insectos que son

atraidos y degradados por las secreciones que producen sus hojas. El género Pinguicula
es un grupo de plantas insectivoras que presenta dos tipos de morfologia; una roseta de
verano y otra de invierno, en donde la roseta de invierno engrosa sus hojas para su
supervivencia lo que podria ser indicio del metabolismo tipo MAC; sin embargo, no se han
encontrado estudios sobre este aspecto. Por tal motivo se estudiaron tres especies;
Pinguicula moranensis var. Neovolcanica, Zamudio, Pinguicula acuminata, Benth y
Pinguicula crassifolia, Zamudio. Se cuantificaron los acidos organicos por medio de la
acidez titulable en las rosetas de invierno; tres determinaciones de las misma roseta al
anochecer y tres al amanecer (20:00 h y 08:00 h respectivamente); presentando un
aumento en la acidez a la mafiana siguiente de la primer determinacion en las tres especies;
también se determind la absorcién de CO2; mediante un analizador de gases (IRGA), cada
3 horas durante 24 horas dentro de una caja de sistema cerrado; observandose una
disminucion en la concentracion del CO, en cuanto las rosetas se sometian a oscuridad.
Se efectuaron cortes histologicos de hojas para observar la anatomia y la distribucién de
los haces vasculares; demostrando que la venacion de las rosetas es reticulada. La
distribucion de los haces vasculares que poseen estas plantas es parecida a las plantas
MAC. También se identifico la presencia de granulos de almidén en las hojas de las rosetas
de invierno; determinando que su distribucion tiene mayor concentracion en el area de los
haces vasculares. Con base en estos resultados se presume que las rosetas de invierno de
P. crassifolia, P. moranensis y P. acuminata presentan un comportamiento tipo MAC

facultativo.

PALABRAS CLAVE: Plantas insectivoras, Metabolismo &cido de las Crasulaceas,

acumulacién 4cidos organicos, CO,, IRGA.



II.  INTRODUCCION

El reino Plantae esta conformado por todos aquellos organismos pluricelulares sedentarios,
que necesitan de un sustrato edafico. Normalmente viven en los sistemas continentales.
Son organismos autotrofos; puesto que pueden sintetizar su propio alimento, verdes debido
a que poseen en su estructura celular clorofila a y b (Tejero et al., 2014). En el mundo
existen aproximadamente 319,555 especies pertenecientes a este reino (Llorente-

Bousquets, J. y S. Ocegueda, 2008).

La biodiversidad en México no se distribuye homogéneamente en el territorio; pues los
grupos estudiados hasta el momento siguen un patrén latitudinal de mayor riqueza de
especies hacia el Ecuador; también destacan por su riqueza y numero de endemismos en
ciertas zonas de transicion donde confluyen las biotas de las regiones Neéartica y
Neotropical, como el Eje Neovolcéanico y las Sierras Madre Oriental y Occidental (Koleff et
al., 2008). En nuestro pais pueden encontrarse casi todos los tipos de vegetacion
reconocidos en el mundo, que van desde las selvas calido-hiumedas, los bosques
templados y los bosques mesofilos de montafia, hasta los matorrales xerofilos, los
pastizales naturales y la vegetacion hal6fila y gipsoéfila (Figura 1) (Challenger y Soberdn,
2008).

En México existen 53 érdenes, 247 familias, 2 685 géneros y 21 841 especies de plantas
Magnoliophyta; ubicando a México como el quinto pais con la mayor riqueza floristica del
mundo después de Brasil (56 000), Colombia (35 000), China (27 100) y Sudafrica (23 420)
(Villasefior y Ortiz, 2014). Se calcula que entre 50 y 60% de las especies de plantas
vasculares que se conocen en el pais son endémicas; es decir, especies que soélo se
encuentran en nuestro territorio. Entre ellas, las orquideas y cactaceas son algunas de las
familias que cuentan con mayor porcentaje de especies endémicas (60 y 50%,

respectivamente) (Sarukhan et al., 2009).



Il Bosques templados

de coniferas y latifoliadas
Bosques tropicales perennifolios
| Bosques tropicales caducifolios
Il Bosques meséfilos de montafia
Matorrales xerofilos
Pastizales
I Humedales

Figura 1. Distribucion de la vegetacion primaria en México (Tomado de Challenger y Soberon, 2008).

i. PLANTAS INSECTIVORAS
Existen zonas inhdspitas para la mayoria de las plantas, donde el sustrato carece de

nutrientes; como el nitrégeno y el fésforo. Los terrenos pantanosos, turberas, tierras acidas
y laderas de montafia son ejemplos de estas zonas (Legendre, 2000; Garcia et al., 2007).
A pesar de ser zonas pobres en nutrientes; algunos organismos vegetales han desarrollado
una estrategia evolutiva para poder desarrollarse en este tipo de zonas. Su estrategia
consiste en absorber los nutrientes procedentes de insectos y en algunas especies; de
animales pequefios, que ellas mismas cazan y asimilarlos a su dieta de CO; (Garcia et al.,
2007). Las plantas insectivoras; como se le han llamado por su naturaleza, son organismos
gue utilizan mecanismos de atraccion, captura y digestion de pequefios animales;

principalmente insectos para complementar su dieta (Legendre, 2000).

La evolucion de las plantas carnivoras les ha permitido independencia a ciertos nutrimentos
del suelo, particularmente del nitr6geno; sin embargo, también ha generado una demanda
fotosintética muy alta (Givnish et al., 1984) que estd asociada a los altos costos de
produccion de trampas, glandulas y enzimas que son necesarias para la captura, digestion
y absorcion de las presas, asi como con la reduccién en la eficiencia fotosintética debida a

la modificacion y especializacién que poseen las hojas (Chapin y Pastor, 1994).



Generando asi que los beneficios derivados de la actividad insectivora s6lo excedan a los
costos en condiciones ecolégicas muy particulares; es decir, en zonas donde la
competencia con otras especies no insectivoras sea muy baja (ambientes con suelos
deficientes en nutrientes, suelos acidos o tdxicos), y en los cuales la principal limitante del
crecimiento de las plantas sea el nitrégeno (preferentemente sitios con buena disponibilidad
de agua y luz). En este sentido, la relacién costo/beneficio que permitié la colonizacion de
ambientes extremos, también haya restringido que esta evolucién insectivora solo se
permiti6 en las especies herbaceas, perennes y pequefas, debido a que la eficiencia
fotosintética del habito insectivoro no sea suficiente para satisfacer las demandas de
plantas de grandes dimensiones, lefiosas o con ciclos de vida cortos (Alcala y Dominguez,
1997).

Cabe mencionar que las plantas insectivoras obtienen la mayor parte de los nutrientes a
partir del agua y de las sales minerales del suelo, junto con la actividad fotosintética; la
captura de insectos solo es una actividad que complementa la dieta de este tipo de

organismos (Garcia et al., 2007).

A excepcion de las zonas articas, las plantas insectivoras se distribuyen en ambientes
tropicales, templados, alpinos y semidesérticos; por lo tanto, se consideran como plantas
cosmopolitas (Luttge, 1983). Existen géneros con distribucion restringida; por ejemplo, los
géneros Utricularia y Drosera se pueden encontrar en todos los continentes; mientras que
el género Pinguicula se encuentra principalmente en las zonas templadas del hemisferio
norte. En México se encuentran 5 géneros: Pinguicula, Utricularia y Genlisea de la familia
Lentibulariaceae, el género lbicella, que forma parte de la familia Martyniaceae; ambas
familias se encuentran dentro del orden Scrophulariales (Alcala y Dominguez, 1997) y por
ultimo el género Drosera presente en el estado de Quintana Roo, perteneciente a la familia

Droseraceae, dentro del orden Caryophyllales (Duno de Stefano, 2016).

Las plantas insectivoras tienen una gran variedad de formas. Las mas comunes son las
formas arrosetadas (como los géneros Pinguicula, Brocchinia, Catopsis, Cephalotus),
también existen especies que crecen como trepadoras (Nepenthes) y otras mas como
hierbas erectas (Ibicella). En cuanto a las formas arrosetadas, podemos encontrar plantas
terrestres (Pinguicula), epifitas (Brocchinia) y acuéticas, como los géneros Utricularia,
Biovularia y Polypompholyx, algunas otras han adquirido el habito fitotelmatico; es decir,
plantas que viven dentro del agua que se acumulan en otras plantas mas grandes como las
bromelias (Lloyd, 1942).



ii. MECANISMOS DE CAPTURA DE PRESAS

El proceso de capturar presas también es variable y esta relacionado con la morfologia de
cada una de las especies; aunque generalmente se habla de hojas que forman “trampas” o
“dispositivos de atrape”, activos o pasivos (Garcia et al.,, 2007). El proceso de captura
comienza con mecanismos de atraccion de las presas; estos mecanismos son similares a
los que se han desarrollado en las interacciones entre polinizadores y las flores; aunque en
el caso de los polinizadores existe una correlacion entre el mecanismo de atraccion y la
presencia de recompensas (Dobson, 1987; Galen, 1989; Real y Ratchke, 1991), mientras
que solo algunas especies de plantas insectivoras (como Sarracenia, Darlingtonia y

Nephentes) utilizan el néctar como mecanismo de atraccion (Slack, 1979; Littge, 1983).

Los mecanismos de captura se dividen en funcién de la presencia o ausencia de
movimientos asociados con la captura de presas. Los sistemas pasivos se caracterizan
porque la captura no involucra ningun tipo de respuesta directa de la planta en presencia
de la presa; en este tipo de mecanismos se encuentran las trampas adhesivas. Otro tipo de
mecanismo pasivo se conoce como encierro pasivo y se caracterizan por tener las hojas
modificadas a manera de recipientes que podrian a llegar a acumular hasta un litro de agua

y se conocen como jarrones (Blondeau, 2004).

a) MECANISMOS PASIVOS

En la mayoria de las especies de plantas insectivoras no ofrecen recompensas a sus
presas. Algunas plantas de los géneros como Drosera, Heliamphora, Brocchinia y Dionaea
presentan zonas de reflexion y de absorcion de luz ultravioleta que utilizan para atraer a

sus presas hacia las trampas (Glossner, 1992).



gléndulas grandes, con forma

de dffiler, que enframpan —__
y mantienen sujetos a los

insectos

—

gléndulas pequenas,
que cubren la superficie e
de la hoja y digieren al animal

Figura 2. Glandulas viscosas (grandes) y glandulas digestivas (pequefias)
que se encuentran en las hojas de las especies que pertenecen al género

Pinguicula (Tomado de Blondeau, 2004).

Otras especies producen
pequefias gotas de agua
con azucar que atraen a
sus presas; por ejemplo,
el género Pinguicula
poseen glandulas en la
superficie  foliar  que
producen gotas de

mucilago pegajoso. Una

vez que la presa es atraida hacia la trampa, las mismas gotas sirven para retenerla hasta

que es digerida (Heslop-Harrison, 1978; Littge, 1983). En las hojas de este tipo de plantas

podemos encontrar dos tipos de glandulas; las glandulas viscosas, parecidos a un alfiler,

en donde se quedan adheridos los
insectos y; las glandulas digestivas,
que cubren la superficie de la hoja;
muy pequefias y son las
responsables de degradar a las
presas que queden atrapadas en
las glandulas viscosas (Figura 2)
(Blondeau, 2004).

Otro tipo de plantas insectivoras
son las plantas con ascidios cénicos
(Sarracenia y Heliamphora) que
utilizan la venacién rojiza en las
trampas que conduce a los insectos
hacia su interior (Fish y Hall, 1978;
Schnell, 1976; Slack, 1979). Este
tipo de trampas estan formadas por
hojas modeladas en forma de
estrechos conos, generalmente
erectos y pueden llegar a medir 90
cm de altura. La abertura suele ser
coloreada y en algunas partes de la

hoja segregan néctar para atraer a

Las hojas de Saracenia
han evolucionado hasta
formar unas rampas coda
veaz mas complicadas.

Sarracenia minor Sarracenia psiffacing Daringronia cafiformnica

Figura 3. Diversos tipos de tapas en las hojas trampa de algunas
de las especies de Sarracenia y Darlingtonia (Tomado de
Blondeau, 2004).



los insectos (Vogel, 1983); una vez han caido los insectos, no consiguen salir,

principalmente por las paredes lisas y los tentaculos rigidos que les impiden moverse

(Blondeau, 2004); finalmente se ahogan y por ultimo son digeridos (Garcia et al., 2007). La

tapa fija que se encuentra en la abertura de la trampa no se cierra sobre la presa; sino que

impide que el agua de lluvia diluya los jugos digestivos. Esta tapa tiene diversas formas y

asi es como se logran identificar cada una de las especies (Figura 3) (Blondeau, 2004).

Figura 4. Zonas caracteristicas de las hojas
trampa pertenecientes al género
Nepenthes (Tomado de Blondeau, 2004)

En el caso de las especies pertenecientes a los
géneros Nepenthes y Cephalotus, las hojas trampa,
tienen forma de urna, en la que caen los insectos. Los
bordes suelen ser de colores llamativos y poseen
glandulas nectariferas que atraen a los insectos. En la
mayoria de estas plantas, se distinguen tres zonas en
las hojas trampa: una zona de atraccion, que posee
secreciones dulces y colores vivos, que atraen a los
insectos; una zona resbaladiza (en ocasiones cubierta
con pelos rigidos dirigidos hacia abajo) que facilita la
caida y una zona digestiva, llena de liquido (Figura 4),

en la que los insectos son digeridos por la planta a

través de los fermentos, las bacterias y las glandulas digestivas (Blondeau, 2004).

Algunas plantas insectivoras

como

Drosophyllum lusitanicum (Figura 5) y la
Byblis liniflora tienen tricomas viscosos
con los que atraen a los insectos con el
intenso olor a miel que emite; sin
embargo, estos tricomas no poseen
movimiento como los ejemplares del

género Drosera (Figura 6).

Existe un mecanismo semiactivo, propio

del género Drosera, que combina gotas

Figura 5. Tentaculos viscosos de una hoja de un
ejemplar de Drosophyllum lusitanicum con insectos
adheridos (Tomado de Ledn, 2019).

pegajosas que se iluminan con la luz en el extremo de los tentaculos presentes en la punta

de todas las hojas que los insectos, atraidos por el brillo, quedan atrapados. Cuando el

insecto queda adherido, los pequefios tentaculos se pliegan lentamente hacia la hoja, y es

ahi cuando empieza la digestion (Figura 6), donde la planta asimila poco a poco las



sustancias contenidas en el insecto. Sin embargo, la planta no puede eliminar el cuerpo
reseco del insecto cuando acaba la digestién, el cual se despega por accién del viento o

del agua, al poco tiempo la hoja se marchita y es sustituida por otra (Blondeau, 2004).

Figura 6. Drosera capensié. Cuando un insecto qued adherido a los
tentaculos pegajosos, el limbo de la hoja se pliega lentamente (encerrado en
circulo) y comienza la digestion (Tomado de Ziaratnia et al., 2009).

b) MECANISMOS ACTIVOS

Los mecanismos que presentan movimientos en las trampas se dividen en encierros activos
y captura por succién (Alcala y Dominguez, 1997). El encierro activo se presenta en las

plantas pertenecientes a los géneros Dionaea; cuyos mecanismos les permiten cerrar sus

trampas en una trigésima de _espinas delgodas
) _~7 Qque aprisionan
segundo al ser estimuladas "/ alinsecto después

zona de las glandulas del clerre

por el contacto de las presas nectdreas
(Williams; 1980; Blondeau,

2004). Las hojas trampa del /__v GG % o
género Dionaea se activan P e BN T zonas

con el estimulo en seis

pequeiios pelos ubicados en
el centro de la hoja (Figura
7).

limbo de la hoja

Figura 7. Partes de una hoja trampa del género Dionaea (Tomado de
Blondeau, 2004).
Cabe mencionar que en

Dionaea muscipula ha evolucionado de tal manera que puede discriminar entre los

estimulos provocados de una posible presay los que se deben a otro tipo de agentes; pues,



incluso las gotas de lluvia pueden activar las trampas. Es decir, cuando se produce una
estimulacion quimica inducida por proteinas animales, se observa un cierre definitivo para
una digestién completa (de entre dos y tres semanas) y comienza la produccion de enzimas
digestivas. En cambio, si el cierre es debido a un objeto no comestible, la trampa se abre al

cabo de dos o tres dias (Blondeau, 2004).

Finalmente, las especies de los géneros Utricularia (Figura 8), Biovularia y Polypompholyx,
presentan trampas por succion como mecanismo activo. Estas trampas estan formadas por
una pequefia cavidad (también llamado utriculo), cerrada por un opérculo. Este mecanismo
funciona con base en la diferencia de presiones entre el interior y el exterior de las trampas
(Sydenham y Findlay, 1973). La trampa se activa cada vez que una posible presa estimula
los pelos sensitivos ubicados cerca del opérculo; éste se abre, succionando a la presa (pues
el interior de la cavidad posee menor presion que el exterior de este). Este proceso se
realiza en un tiempo promedio de 30 milisegundos (Alcald y Dominguez, 1997; Blondeau,
2004).

Figura 8. El género Utricularia utiliza la captura por succion; que se presenta
exclusivamente en plantas acuaticas, sus trampas se mantienen sumergidas; que al
ser estimuladas mediante el roce de pelos tactiles situados alrededor de la zona de
apertura (opérculo), se abre rapidamente, succionando a sus presas (Modificado de
Heslop-Harrison, 1978).

iii.  LENTIBULARIACEAE

Esta familia esta integrada por hierbas anuales y perennes insectivoras (Robles y Becerra,
2007). Son plantas cosmopolitas y se distribuyen en las regiones templadas-tropicales.
Existen tres géneros dentro de esta familia; el género Pinguicula, uno de los géneros que
tienen mayor importancia pues cuenta con mas de 80 especies en el mundo; de las cuales,
44 especies se encuentran en México y el 90% se consideran endémicas del pais (Zamudio,

2001; Castafion, 2015); el género Genlisea con solo una especie (G. filiformis) reportada



en el estado de Chiapas (Zamudio, 2005b); por dltimo el género Utricularia con 18 especies
en México; de las cuales tres se consideran endémicas (Olvera, 1996).

a) PINGUICULA

El género Pinguicula se distribuye principalmente en las regiones templadas del hemisferio
norte y posee algunos representantes en las Antillas y en los Andes sudamericanos. Son
plantas herbaceas terrestres o rara vez epifitas, anuales y perennes. Muchas de ellas son
plantas dimorficas en el desarrollo de sus hojas a manera de roseta, diferenciandose en
roseta de invierno y de verano (Zamudio, 2005a). Las especies de este género son muy
diversas en cuanto al tamafio de sus hojas, midiendo desde un par de centimetros de
didmetro como en P. crenatiloba, o hasta los 30cm de didmetro como en P. gigantea
(Zamudio, 2005a). Estas plantas han sido empleadas con fines ornamentales en las Ultimas
décadas (Castafion, 2015).

En la mayoria de las especies mexicanas se presenta la roseta de invierno, que permite la
supervivencia de estas plantas en los inviernos secos; estas poseen un hibernaculo
fotosintético formado por hojas suculentas que son de facil desprendimiento y con la
capacidad de generar plantas nuevas. Durante esta fase, la especie no es insectivora; ya

que no es capaz de atraer y digerir organismos (Castafién, 2015).

iv. DESCRIPCION DE LAS ESPECIES DE ESTUDIO

Pinguicula moranensis H. B. K. se localiza en las regiones montafiosas de México y
Centroamérica, desde Nuevo Ledn y Tamaulipas hasta Guatemala (Zamudio, 1999). Se
reconocen dos variantes muy similares: Pinguicula moranensis H.B.K., var. moranensis es
la especie mas comun y con mayor area de distribucion, se extiende ampliamente en las
regiones montafiosas de México y Centroamérica, desde Nuevo Ledn y Tamaulipas hasta
Guatemala. Se caracteriza por presentar "rosetas de invierno" laxas, extendidas sobre el
suelo, formadas por numerosas hojas espatuladas con el apice redondeado a obtuso. Estas
plantas crecen principalmente sobre sustrato derivado de rocas calizas.

Pinguicula moranensis var. Neovolcanica, Zamudio (Figura 9), “se distribuye ampliamente
en el Eje Volcanico Transversal y se reconoce por las "rosetas de invierno" compactas,
formadas por numerosas hojas lanceoladas u oblongo-lanceoladas, con el apice agudo. Es
una herbacea perenne con hojas dimorficas, en dos rosetas subsecuentes; "roseta de

invierno" compacta, en forma de bulbo, de 10 a 20 (o hasta 30) mm de diametro, con 30 a
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70(80) o mas hojas carnosas, pecioladas, lanceoladas a oblongo-lanceoladas, de 10 a 30
mm de largo, por 2 a 6 mm de ancho, apice agudo u obtuso, glabras, excepto en el apice
en donde son escasamente pubescentes y cilioladas en la cara superior (Inciso F de la
figura 9); "roseta de verano" laxa, de 60 a 200(230) mm de diametro, con (4)6 a 8(12) hojas
membranosas, extendidas, reclinadas sobre el suelo, cortamente pecioladas, de color verde
0 a veces tefidas de rojo, de 55 a 113 mm de largo, peciolo de (10)20 a 35 mm de largo,
lamina eliptica, obovada a suborbicular, de 35 a 95 mm de largo, por 25 a 75 mm de ancho,
margen ligeramente involuto, densamente cubierta en la cara superior con glandulas sésiles
y glandulas estipitadas (Inciso Ay E de la Figura 9). Pedunculos 1 a 5(7) por planta, erectos,
de 100 a 200(320) mm de largo, 2.5 mm de diametro en la base, adelgazandose
paulatinamente hasta 1 mm en el 4pice, glandular-puberulentos en el apice, glabros hacia
la base. Flores de (25)30 a 40(60) mm de largo (incluyendo el espolon); céliz bilabiado,
glandular-puberulento o pubescente por fuera, glabro por dentro, I6bulos lanceolados o
lanceolado-oblongos, de (2)3 a 4.5 mm de largo, por 1.5 a 3 mm de ancho, labio inferior
bilobado casi hasta la mitad de su longitud; corola profundamente bilabiada, violaceo-
purplrea, cubierta por fuera en la parte ventral con glandulas estipitadas cortas, labio
superior bilobado, los l6bulos mas o menos divergentes o rara vez cubriéndose entre si,
linear-oblongos a obovados, apice redondeado o truncado, de 7 a 18 mm de largo, por 4 a
11 mm de ancho, labio inferior profundamente tripartido, I6bulos linear-oblongos a
obovados, con el apice redondeado a truncado, en ocasiones retusos, divergentes, de 7 a
15.5 mm de largo, por (3)5 a 13 mm de ancho, el l6bulo intermedio un poco mayor,
frecuentemente subcuneado, tubo de 3 a 6 mm de largo, de color blanco, pubescente en
su interior con pelos multicelulares cilindricosubulados, mas densos en la entrada, ausentes
en la parte media y abundantes en la base del tubo; espolén cilindrico subulado, recto o
ligeramente curvo, de 15 a 30(37) mm de largo” (Descripcion tomada de Zamudio 1999,
2005b).
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Figura 9. A. P. moranensis var. Neovolcanica, Zamudio. Habito de la planta, dibujo tomado de Hooker
(1846); B. Corolas vistas de frente mostrando la variacion en forma y tamafio; C. Caliz; D. Pelos del
interior del tubo de la corola; E. Serie de hojas de “verano”; F. Roseta de “invierno”; G. Serie de hojas de
“invierno”. Dibujos de B a G de Rogelio Cardenas (Tomado de Zamudio, 1999).

Pinguicula acuminata, Benth. Habita en bosques de encino, pino-encino o de oyamel, en
el sur de Querétaro y norte de Michoacan. Crece en laderas de rocas igneas sombreadas
y himedas, asociada con musgos, helechos y plantas suculentas a una altitud de 2300-

2950 msnm. Florece de febrero a mayo mientras presenta la roseta de “invierno”, la roseta
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de “verano” se desarrolla de julio a octubre. Actualmente también se le ha encontrado en
el estado de México y Sierra de Guadalupe en la Ciudad de México (Zamudio, 2005b).

“Es una planta herbacea perenne; heterdfila, roseta “invernal” hipogea, compacta en forma
de bulbo, formada por (20)30 a 40 hojas carnosas, ovado-lanceoladas u oblongo-ovadas,
de (6)10 a 20(28) mm de largo, por (3)4 a 6(10) mm de ancho, apice largamente acuminado;
roseta de “verano” laxa, con 2 a 4(5) hojas membranaceas, largamente pecioladas, peciolo
de 12 a 57(80) mm de largo, concavo y piloso en la parte superior, lamina ampliamente
ovada a sub orbicular, de 22 a 92 mm de largo, por 16 a 83 mm de ancho, apice obtuso,
base redondeada o cordada, margen involuto; pedunculos de (45)70 a 150(220) mm de
largo, glandular-pubescentes cerca del apice.

Las flores son de 10 a 22 mm de largo (incluyendo el espoldn); caliz bilabiado, I6bulos
lanceolados a oblongo-lanceolados, de 1.5 a 3 mm de largo, por 0.7 a 1.5 mm de ancho;
corola sub isoloba, el labio inferior un poco mayor que el superior, variando en color blanco
a diversos tonos de violeta, I6bulos obovados a oblongo-sub cuneados, de (4)5 a 12 mm
de largo, por 2.5 a 10 mm de ancho, apice redondeado a truncado, tubo sub cilindrico, de
6 a 8 mm de largo, fuertemente geniculado en la parte ventral, doblado en angulo de 95 a
105° cerca de la mitad, con largos tricomas claviformes en la garganta y tres lineas de pelos
claviformes por dentro, espolén cilindrico, engrosandose hacia el apice, recto o ligeramente
curvo, de 2.5 a 5 mm de largo; capsula globosa, de 3 a 4(5) mm de diametro; semillas
elipsoidales, de 0.9 a 1.1 mm de largo, por 0.2 a 0.3 mm de ancho, superficie reticulada

(Descripcion tomada de Zamudio, 2005b).

Pinguicula crassifolia, Zamudio; se encuentran en el Cerro de las Ventanas y sus
alrededores en el municipio de El Chico, Hidalgo, en el extremo norte del Valle de México;
crece sobre musgo y materia organica acumulada de Abies religiosa a una altitud de entre
2850 y 3000 msnm. Su floracion se presenta al mismo tiempo que la roseta de invierno. Su
fruto madura al mismo tiempo en que comienzan a crecer las hojas de verano, cuando
llegan a su talla maxima, vuelven a desarrollarse las hojas de invierno y al llegar a su

desarrollo éptimo, las hojas de verano empiezan a secarse (Zamudio, 1988).

“Es una hierba perenne, de 7 a 11 cm de alto. Hojas dimorficas, en dos series: las de
“verano” escasas (5 a 7), pecioladas, de 37 a 111 mm de largo, por (16)20 a 60 mm de
ancho, lamina eliptica a oblongo-eliptica, 4pice redondeado, base cuneada a redondeada,
margen ligeramente involuto, glanduloso-viscosa en el haz, hasta 65 mm de largo, peciolo

viloso, con el margen escasamente ciliado, hasta 45 mm de largo (Inciso B2 de la figura
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10); hojas de “invierno” crasas, presentes durante la floracion, numerosas (20 a 60),
dolabriformes, elipticas a estrechamente obtruladas en contorno, apice agudo, margen
entero, ciliado hacia el apice, glandulosas en el haz, de 1 a 3 mm de largo, por 1.5 a 6 mm
de ancho (Inciso B1 de la figura 10). Pedicelos 1 a 4 por planta, erectos, glandular-hirsutos,
de 47 a 85 mm de largo, por £ 1 mm de ancho. Flores de 23 a 50 mm de largo (incluyendo
el espolén), por (13)20 a 30 mm de ancho (Inciso A de la figura 10), caliz bilabiado, viloso,
el labio superior dividido de 1/2 a 7/8 de su longitud en tres I6bulos triangulares a triangular-
lanceolados, de (1.5)2 a 3.5 mm de largo, por 1 a 2(3) mm de ancho, labio inferior dividido
casi hasta su base en dos I6bulos lanceolados u oblongos, de 2 a 3(4) mm de largo, por 1
a 2 mm de ancho, corola bilabiada, rojo-purpuarea, el labio superior dividido en dos I6bulos
obovado-cuneados, con el apice truncado o redondeado, de (5)7 a 12 mm de largo, por 4
a 11 mm de ancho, el labio inferior un poco mas grande que el superior, dividido en tres
I6bulos obovado-cuneados, apice truncado o redondeado, de 6 a 15 mm de largo, por (4)5
a 12.5 mm de ancho, el I6bulo medio es un poco méas grande que los laterales; tubo
infundibuliforme, ligeramente ventriculoso, de 8 a 15 mm de largo, por 3 a 6(10) mm de
ancho, densamente pubescente en su interior de la region ventral, con dos tipos de pelos
multicelulares, de los de la parte superior son cilindricos, largos y delgados, algunos
biseriados en el &pice, los de la parte media inferior son cortos, gruesos, algunos biseriados
a multiseriados en el apice, paladar no desarrollado, espolén cilindrico-subulado, sin
diferenciarse del tubo de la corola, recto o formando un angulo de 160° con la corola, de 8
a 25 mm de largo, por 1 a 2 mm de ancho, estambres de 2 a 2.7 mm de largo, ovario
elipsoidal, con pelos glandulares multicelulares. Capsula subglobosa a ampliamente
ovoide, de 3 a 4 mm de diametro. Semillas fusiformes, con apéndices ensanchados en sus
extremos, de + 1 mm de largo, por £ 0.2 mm de ancho, superficie reticulada con celdas

poligonales” (Descripcion tomada de Zamudio 1988).
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Su floracién ocurre de fines de marzo a principios de junio, cuando presenta la roseta de
“invierno” (Inciso A de la figura 10); los frutos maduros se encuentran hacia finales de mayo,
al tiempo que las hojas de verano empiezan a crecer, éstas alcanzan su talla maxima en
agosto; en este mes las hojas de invierno empiezan a crecer de nuevo y en septiembre ya
estan bien desarrolladas, al tiempo que las hojas de verano empiezan a cercarse (Zamudio,
1988).

Figura 10. Pinguicula crassifolia, Zamudio. A. Planta en floraciéon con roseta de “invierno”, se
muestra la variacion en el contorno de las hojas; B1. Roseta de “verano” con restos de la roseta
de “invierno”, planta sometida a condiciones de luz directa y sol en cultivo; B2 Roseta de “verano”
con restos de la roseta de “invierno”, planta sometida a condiciones de sombra constante en
cultivo; C. Lobulos de la corola; D. Pelos del interior del tubo de la corola: 1. Pelos de la parte
superior, 2. Pelos de la parte inferior del tubo (Tomada de Zamudio, 1988).
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v. FOTOSINTESIS

La fotosintesis es un proceso que todas las plantas requieren realizar para, vivir, incluso las
plantas insectivoras (Garcia et al., 2007). Es el mecanismo mediante el cual las plantas a
partir de elementos inorganicos crean los nutrientes organicos necesarios para poder
crecer. Este se lleva a cabo dentro de los tilacoides de los cloroplastos que se encuentran
en las células presentes en las hojas. Para poderlo llevar a cabo, se necesita de la luz solar,
de agua y de nutrientes que se encuentran disponibles en el sustrato donde se desarrollan

las plantas.

Para el desarrollo de este proceso, las plantas cuentan con complejos moleculares para
llevar a cabo las dos fases de la fotosintesis; luminosa y obscura. La primera se lleva a cabo
con la interaccion del Fotosistema 1l (PSlI), el complejo Citocromo b6f, el fotosistema | (PSI)
y con el complejo de manganeso (también llamado complejo productor de O,); el cual
realiza la fotdlisis de 2 moléculas de agua para formar oxigeno molecular, 4 protones (H+)
y 4 electrones (e-), asi como la ATPasa. Cada PSII inicia el transporte electrénico a partir
de la transferencia de energia captada por los pigmentos antena, mediante una serie de
transportadores conformados por Feofitina, Plastoquinonas a y b, y Citocromo b6f y
plastocianina, hasta llegar al PSI, reduciendo su molécula de clorofila a, la transferencia de
electrones llega hasta el NADP teniendo como intermedio a la ferredoxina y la ferredoxin
reductasa NADP. En este proceso también se produce la acumulaciéon de protones en el
lumen del tilacoide, mediante los cuales se produce ATP por efecto de la ATPasa. Estas

moléculas seran utilizadas mas tarde en la fase obscura o ciclo de Calvin (Moreno, 2012).

a) CICLO DE CALVIN

El Ciclo de Calvin se lleva a cabo en el estroma de las células vegetales y necesitan los
compuestos energéticos producidos en la fase luminosa. Mediante una secuencia de
reacciones, se fija CO; para la formacién de carbohidratos. Para esto, en el estroma del
cloroplasto debe haber moléculas de la pentosa fosfatada, la Ribulosa-1,5-bifosfato, que
servira de base para la fijacion del CO.. La reaccion de carboxilacion de la ribulosa-1,5-
bisfosfato, es catalizada por la enzima Ribulosa bisfosfato carboxilasa oxigenasa
(RUBISCO) para formar un intermediario inestable de 6 carbonos, el cual por medio de la
misma enzima se hidroliza en dos moléculas de 3 Fosfoglicerato (una molécula de tres

carbonos) (Etapa 1; figura 11). A partir de este Ultimo, una molécula de 3 Fosfoglicerato
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serd utilizada para formar una molécula de aztcar; mediante la reduccién del carbono fijado

y asi comenzar con la sintesis de hexosa (Etapa 2; figura 11), mientras que la otra triosa

vuelve al ciclo para ser reutilizada para la regeneracién de la molécula de Ribulosa-1,5

bifosfato que se utilizara para fijar nuevamente el CO; (Etapa 3; figura 11) (Moreno, 2012;

Tymoczko et al., 2014).
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Figura 11. El ciclo de Calvin consta de tres etapas. La etapa 1
consiste en la fijacién del carbono mediante la carboxilacion de la
ribulosa 1,5-bisfosfato. La etapa 2 consiste en la reduccion del
carbono fijado para comenzar la sintesis de hexosa. La etapa 3
consiste en la regeneracion del compuesto de partida, la ribulosa
1,5-bisfosfato (Tomado de Tymoczko et al., 2014).

Segun se lleva a cabo la fijacion del
carbono, las plantas superiores se
clasifican en C3, C4 (Figura 12) y
plantas con metabolismo &cido de
las crasulaceas (MAC). La
fotosintesis C4 utiliza
coordinadamente las funciones de
las células del mesofilo como
fijadoras de CO, atmosférico y las
células de la vaina vascular con
las reacciones del ciclo de Calvin
tipico, el clorénquima foliar posee
fosfoenol piruvato carboxilasa
como fijadora de CO; y los
cloroplastos con forma vesicular,
dispuestos radialmente alrededor

de los haces vasculares presentan

RUBISCO y utilizan el CO: fijado en el piruvato procedente de los cloroplastos de las células

del mesofilo y en su conjunto se le designa como estructura Kranz (Figura 13) (Gonzalez,

2013).
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Figura 12. Comparacion de la anatomia foliar en secciones transversales de hojas de plantas C3 (arriba) y C4
(abajo). Tomado de Medrano et al., 2013.

: células
A bulif epidermis adaxial
buliformes

2FA

a\ b) METABOLISMO ACIDO
DE LAS CRASULACEAS

(MAC)

De forma general, el MAC es
una adaptacion a ambientes
aridos. En estas plantas solo
existe un tipo celular

vaina intema

fotosintéticamente funcional

Figura 13. Corte transversal de hoja de Bouteloa (Gramineae-r (Figura 14) donde se lleva a
Eragrostoideae), mostrando la anatomia foliar tipo Kranz. Tomado de ’

Gonzalez, 2013. cabo la fijacion de CO,
principalmente durante la noche, con el uso de la enzima fosfoenol piruvato carboxilasa
(PEPC) produciendo una molécula de 4 carbonos (generalmente acido malico o acido
citrico), que se almacena en las vacuolas de las células; posteriormente, durante el periodo

de luz consecutivo se libera el acido malico de la vacuola para ser descarboxilado por la
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enzima RUBISCO para liberar una molécula de CO, y formar compuestos de 3 carbonos
(piruvato o PEP), posteriormente, se asimila el CO- liberado en los cloroplastos mediante
el ciclo C3 para la regeneracion de los carbohidratos de almacén o gluconeogénesis
(Iglesias et al., 1987; Andrade et al., 2007).

Las plantas suculentas pueden mostrar la ruta C3 normal de la asimilacion del dioxido de
carbono en la fotosintesis; mientras no exista escases de agua, o la ruta C4, o MAC, siendo
la MAC la mas ventajosa en cuanto a la fijacion de CO,; debido a que no cierra sus estomas
durante la noche, permitiendo el intercambio gaseoso, y la C3, la asimilacibn menos
ventajosa en condiciones aridas. La via de asimilacion MAC se conoce no solo en las
suculentas, sino también en muchas plantas no suculentas (Larcher, 1988).

El control del MAC es complejo e involucra la participacion
de factores externos e internos, como los niveles de agua,
CO. atmosférico y concentraciones de O, temperatura
durante el dia y la noche ademas de la intensidad de luz
son factores que pueden modificar la proporcion de este
metabolismo en algunas plantas. La regulacién de estos
efectos parece ser mediado por el control estomatico, la
disponibilidad del CO2, y el proceso de regulacion de la
enzima PEP carboxilasa y el flujo de metabolitos (Geydan
y Melgarejo, 2005; Andrade et al., 2007).

En plantas MAC se puede acumular carbono fijado durante
la noche como malato, citrato o0 isocitrato y su
descarboxilacion durante el dia siguiente ayuda a alimentar

haz vascular
o N K

el Ciclo de Calvin y aliviar la fotoinhibicion (Franco et al.,
Figura 14. Corte transversal de hoja .
de Echeveria, donde se puede 1992; Borland et al., 1996; Chen et al., 2002). Los cambios

apreciar el haz vascular, la epidermis . g ~
y el clorénquima (Unico tipo celular €N €l modo de metabolismo fotosintético se acompafan de

fotosintéticamente activo. Tomado

de Gonzalez, 2013. diferencias en la regulacion de la apertura estomatica

(Andrade, 2007).

Existen 4 fases en el metabolismo &cido de las crasulaceas: la fase | ocurre durante la
noche donde los estomas se pueden mantener abiertos; asi la tasa de asimilacion de CO;
junto con la concentracién del acido malico aumentan. En la fase Il (entre las 9:00 y
12:00hrs) los estomas se mantienen abiertos; sin embargo no hay acumulaciéon de acido

malico debido a que la fijacion del CO, se da mediante la via C3 normal. La fase Ill es tipica
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en las plantas con MAC y se da durante las horas mas luminosas del dia, durante esta fase,
los estomas de las plantas se cierran por completo, impidiendo el intercambio gaseoso,
permitiendo asi la descarboxilacién del acido malico acumulado durante la noche y la
RUBISCO lo utiliza para llevarlo al ciclo de Calvin. La fase IV ocurre durante el atardecer,
cuando la concentracion de acido malico disminuye drasticamente, permitiendo que los
estomas se abran para poder asimilar el CO; y asi reiniciarlas fases. Las fases Il y IV
principalmente, no siempre ocurren en las plantas con MAC debido a que estas plantas
dependen principalmente de las condiciones ambientales, por ejemplo, en condiciones de
estrés (estrés hidrico o por salinidad) éstas dos fases suelen desaparecer. La absorciéon
nocturna de CO; en las plantas MAC presenta un gasto de energia que se sostiene con la
degradacion de carbohidratos almacenados por la fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC)
(Medrano et al., 2013).

La inversion de recursos en el almacenamiento transitorio de carbohidratos produce
inevitablemente una restriccion de otras actividades metabdlicas, incluida la respiracion,
crecimiento y aclimatacion al estrés abiotico. Se ha observado que se presenta degradacion
de sacarosa y almidon durante la absorcion nocturna de CO; (Olmedilla et al., 2010,
Medrano et al., 2013).

También se conocen transiciones desde el metabolismo C3 a MAC; llamado MAC
facultativo (Iglesias et al., 1987) se describié por primera vez en un informe donde
presentaba que el CAM podria ser inducido por una alta salinidad en el haléfito anual
Mesembryanthemun crystallinum L. (Aizoaceae). Se describia que la planta tenia la
capacidad de cambiar su ruta de asimilacion de CO,de C3 a CAM en respuesta a la falta
de agua (Winter y Willert, 1972). La expresion del CAM en M. crystallinum es facultativo; es
decir, opcional, pues las plantas pueden revertir en su mayoria a un fenotipo tipo C3 cuando
se elimina el estrés ambiental. En muchas especies CAM, su expresion no es opcional, sino
gue el CAM es parte de los procesos constitutivos preestablecidos en su desarrollo y su
crecimiento (Kluge y Ting, 1978; Osmond, 1978, 2007; Nobel, 1988; Winter y Smith 1996a
y b). A medida que los tejidos fotosintéticos maduran, el CAM siempre se desarrolla,
independientemente de las condiciones ambientales. Pero incluso en estas plantas CAM
constitutivas, puede detectarse un pequefio componente CAM facultativo. En tejidos
jévenes con expresién aiin minima de CAM, el estrés por sequia puede acelerar el aumento
ontogenético en la fijacién nocturna de CO, de manera reversible (Winter et al., 2008, 2011),

lo que demuestra que las categorias de CAM constitutiva y facultativa son, en realidad,
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puntos finales del CAM que es totalmente controlado por el desarrollo embrionario

(ontogenia) y CAM gue esta controlado por el estrés ambiental (Winter et al., 2011).

vi.  SITIO DE COLECTA

El Parque Nacional El Chico, Hidalgo, que se ubica entre las coordenadas de los 20°10'10”
latitud Norte y los 98°41°02” longitud Oeste. Esta enclavado en la porcion elevada de la
Sierra de Pachuca, estructura orogréfica a su vez integrante del Eje Neovolcénico
Transversal, el relieve actual del parque constituye un alineamiento Este-Oeste, edificado
por actividad volcanica del terciario, con afloramiento de material rocoso de las formaciones
Vizcaina, Cerezo y Zumate pertenecientes al grupo Pachuca. Las diferencias en altitud que
presenta desde los 2320 msnm en la porcion Norte hasta los 3090 msnm en la porcion Sur,
asi como los rasgos fisiograficos muy particulares, permiten una alta cantidad de habitat
disponibles para la vida silvestre. Sus caracteristicas son: templado-subhimedo con verano
fresco y largo; temperatura media anual entre 12 y 18°C; temperatura media del mes mas
frio entre -3y 18°C, y la del mes mas caliente superior a 26.5°C. La precipitacién anual es
de 1500 mm y el porcentaje de precipitacion invernal respecto a la total anual es inferior a
5% (CONANP, 2005).

. ANTECEDENTES

Para evidenciar el metabolismo acido de las crasulaceas en plantas vasculares es
necesario utilizar diversos métodos, dentro de los cuales el estudio de la anatomia foliar es
de los mas usados pero no es determinante ya que pueden existir algunas diferencias entre
las especies (Welkie y Cadwell, 1970). La titulacion del tejido macerado donde la
determinacion de los cambios diarios en acidez tisular ha sido una medicion confiable de la
actividad MAC y se ha practicado desde mucho antes de que se hicieran mediciones de
fijaciobn de CO; (Andrade et al., 2007). El incremento en la acidez tisular es proporcional a
la concentracion de &cido malico en las vacuolas de las células, ya que por cada molécula
de CO:; fijada por una planta MAC se produce una molécula de acido malico y dos iones de
hidrogeno (Nobel, 1988). Para medir la actividad MAC se requiere hacer dos titulaciones
del tejido, una al anochecer y otra al amanecer, con una solucién alcalina de KOH o NaOH
en concentraciones del 0.01-0.05 N (Osmond et al., 1994).

La acidificacion se expresa como el incremento nocturno del &cido mdlico en unidades de

equivalentes de acidez o concentraciones de iones hidrogeno (H+) por peso fresco, por
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area o por volumen de agua de los tejidos (Medina et al., 1989). La absorcion del CO2
durante la noche y el almacenamiento de acido malico en las vacuolas es seguido por
descarboxilacién y fijaciéon del CO- regenerado durante el siguiente periodo de luz a través
del Ciclo Calvin. Esto da como resultado un ritmo diurno en el contenido de acido malico de
aproximadamente de 100-200 peq de acido por gramo de tejido fresco, el cual es la
caracteristica de diagndstico de MAC (Szarek y Ting, 1975). El pH del punto final de la
titulacion depende del pK del acido involucrado (pK = -log[K], donde [K] denota la
concentracion de una base requerida para disociar 50% del acido; (Nelson y Cox, 2000).
Como el &cido malico tiene un pK1 de 3.4 y un pK2 de 5.1 a 25 °C, la titulaciéon a pH 6.5 o0
7 remueve 99% del H+ que puede disociarse (Nobel,1988; Osmond et. al., 1994). Para las
especies que también acumulan &cido citrico (Littge, 2006), el cual tiene tres carboxilos,
se necesitaria titular hasta un pH de 8.4 para remover la mayor parte de H+, ya que el pK3
del acido citrico es de 6.4 (Franco et al., 1990; Andrade et al., 2007).

Algunas otras metodologias para determinar el tipo de metabolismo de cada una de las
especies de plantas son: Analisis enzimético. El método enzimatico mas conveniente para
determinar la concentracién de malato es con malato deshidrogenasa (Hohorst, 1965) y
para determinar la concentracion de citrato se usa citrato liasa (Méllering, 1985). Por lo
general, sélo se requiere de un gramo del tejido fresco para estas determinaciones
(Osmond et al.,, 1994). Presencia de almidén. El almidéon es un glucano que esta
conformado por moléculas de a D — glucosa unida por enlaces glucosidicos y se organiza
en grandes granulos insolubles en donde las cadenas de glucosa presentan un
empaquetamiento denso y altamente ordenado que confiere una presién osmética nula,
permitiendo a las plantas almacenar grandes cantidades de glucosa sin perturbar el
equilibrio hidrico de las células. El almidén es acumulado en las hojas durante el dia y
degradado durante la noche para producir sacarosa, se almacena en el estroma de los
cloroplastos, donde se acumula para ser movilizado y exportado durante la noche (Ball y
Morell; 2003). El almidon que se encuentra en las hojas puede ser detectado mediante
tincion con Lugol, permitiendo una coloracién azulada; lo que indica la presencia de
almidon; asi se puede inferir que las regiones donde se encuentra el almidén poseen
cloroplastos (Reinoso et al., 2013). Medicion de la asimilacion de CO.. La mejor manera
de conocer la asimilacion real de CO. de la atmosfera por las plantas es midiendo el
intercambio de gases con un analizador de gases en el infrarrojo (Nobel, 1988). Ademas,

porque tanto el CO, como el vapor de agua absorben la radiacion infrarroja, el analizador
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de gases puede medir la tasa de asimilacion de CO. y la tasa de transpiracion de las plantas
(Osmond et al., 1994).

En el estudio que realizaron Olmedilla et al., 2010, mediante cortes histolégicos de las hojas,
pudieron clasificar la fotosintesis de las plantas que se encuentran en el Cabo de Gata en
Almeria, donde pudieron encontrar dos especies de Mesembryanthemum, las cuales
poseen MAC, debido a que poseen un solo tipo de mesdfilo con cloroplastos ricos en
almidén y plastoglébulos, concluyendo que el estudio de la anatomia foliar es un método
gue nos arroja datos interesantes para la clasificacion de las especies que se presentan en
un determinado lugar.

En un estudio realizado en Portulaca oleracea, se pudo concluir que es una planta capaz
de desarrollar actividad MAC bajo condiciones de estrés hidrico, a pesar de que es una
planta con metabolismo tipo C4. Se pudo demostrar; mediante la identificacion del **C; que
el citrato, el aspartato y el malato fueron los compuestos que se encontraban almacenados
dentro de las hojas de las plantas; siendo el malato el compuesto con mayor concentracion
durante la noche; mientras que, al dia siguiente, a media tarde encontraron que el **C se
encontraba en la fraccion insoluble; predominantemente en el almidén (Koch y Kennedy,
1982).

En el estudio que realiz6 Studnicka en 1991, la anatomia foliar de seis especies mexicanas
de Pinguicula ha permitido observar las siguientes caracteristicas:

¢ Los haces vasculares de las hojas suculentas de las rosetas de invierno de todas
las especies tenian forma de corona, los haces presentaban coloracion verde oscuro
rodeada por células del mesdfilo en forma radial de color verde palido. Una capa
prominente del clorénquima también se encuentra en la parte abaxial del mesdfilo.
La parte superior del mesofilo consiste en tejido de almacenamiento de agua
translucido. La epidermis adaxial superior se observé incolora.

e Se investigaron hojas de las rosetas de verano en P. moranensis (que crece en
zonas de plantas muy exigentes de humedad) y en P. gypsicola (que crece en
comunidades xerdfilas). Las hojas de verano e invierno son de forma diferente, pero
de anatomia similar y con haces vasculares idénticos, el mesofilo es mas delgado
en las hojas de verano.

Concluyendo que los paquetes verdes observados de las especies de Pinguicula indican la
presencia de la ruta C4 de la asimilacion de CO, (Welkie et Caldwell 1970, Nyananyo 1988).

Sin embargo, la ocurrencia contingente de MAC en las Pinguicula mexicanas se mantiene
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cuestionable, debido a que presentan suculencia en sus hojas, sobre todo por el hecho de

que solo la anatomia puede no ser determinante.

IV.  JUSTIFICACION
Se ha demostrado que plantas C3 o C4 pueden presentar un metabolismo facultativo o el

uso opcional de la fotosintesis MAC; bajo condiciones de estrés; al igual que las plantas
gque poseen hojas suculentas; tal como en Portulaca oleracea (Koch & Kennedy, 1982).

En el presente trabajo se pretende dar a conocer un poco mas acerca del tipo de
metabolismo que presentan tres especies del género Pinguicula; pues son algunas de las
especies que representan a las plantas carnivoras de nuestro pais lo que nos permite

plantear la siguiente hipotesis:

V. HIPOTESIS
Se ha propuesto que las Pinguiculas mexicanas presentan metabolismo C4; sin embargo,

principalmente el grosor de las hojas de roseta de invierno, la falta de glandulas de captura
y el estrés por frio a las que estan sujetas, nos lleva a proponer que probablemente se

presenta el MAC en ellas.

VI. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la presencia de un mecanismo tipo MAC en las rosetas de verano e invierno de las

especies P. moranensis, P.acuminata y P. crassifolia, mediante la acidez titulable, tasa de
asimilacién de CO,, analisis de la anatomia foliar y la identificacién de la presencia de

almidoén

VII. OBJETIVOS PARTICULARES
e Colectar ejemplares de P. moranensis P. acuminata y P. crassifolia en la roseta de

invierno, en La presa “El Cedral”, mineral del Chico, Hidalgo.

e Propagar ejemplares de P. moranensis P. acuminata y P. crassifolia in vitro a partir
de esquejes presentes en el laboratorio.

o Determinar la actividad MAC en las rosetas de invierno colectadas en campo,
mediante acidez titulable y tasa de asimilacion de CO, con un analizador de gases
IRGA

e Analizar la anatomia foliar de las rosetas de invierno en cada especie mediante
cortes histolégicos y tincion de los mismos con safranina-verde rapido

e |dentificar la presencia de almidon mediante la tincion con Lugol en cortes
histologicos, realizados en las hojas de roseta de invierno y de verano de cada
especie.
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VIIl.  MATERIALES Y METODOS:

i. Propagacion de las especies de estudio
Se realiz6 una colecta de 8 ejemplares de cada especie y se cuantificé in situ los acidos

organicos totales de las rosetas de invierno, de acuerdo con lo reportado por Andrade et
al., 2007, presentes en P. moranensis P. acuminata y P. crassifolia, en la presa “El Cedral”,
mineral el Chico, Hidalgo a una altitud de 2900 msnm, en el mes de octubre del 2017,

cuando los individuos se encontraban en roseta de invierno.

Para los experimentos y la evaluacion de la acidez titulable in vivo se realizaron subcultivos
in vitro de hojas de roseta de invierno de cada especie a partir de cultivos establecidos en
el laboratorio de Cultivo Tejidos Vegetales (Unidad de Morfologia y Funcion, FES Iztacala).
Se utilizé el medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) a % de su concentracion original;
para su desarrollo, adicionado con 100 mg L* de inositol, 0.4 mg Lde tiamina, 20 g L™ de
sacarosa como fuente de carbono y 8.5 g L de agar, con un pH de 5.7 sin reguladores de

crecimiento (Pérez-Sanchez et al., 2017).

Los cultivos permanecieron entre los 22 y 26°C, fotoperiodo de 1678 horas (luz/obscuridad),
y con una radiacién fotosintéticamente activa de 100 pmol m2 s, por un minimo de tres

semanas hasta que la roseta alcanz6 un tamafio de 1 a 1.5 cm.

Se realizaron tres repeticiones para cada uno de los experimentos que a continuacién se

describen.

ii.  Andlisis de la morfologia de las hojas
Se tomé un par de hojas de cada una de las rosetas (verano e invierno) de cada especie al

medio dia. Para esta determinacion se utilizé una técnica histolégica con fijacion en FAA
(Formaldehido-acido acético-alcohol 37%, 12% y 50% respectivamente), luego las
muestras se sometieron a un tren de deshidratacién (50, 80, 96, 100 % de alcohol por 2
horas en cada paso), posteriormente se incluyeron en paraplast, pasando por alcohol xilol
(50-50%), xilol (100%) y xilol parafina;1 hora en cada una y 24 horas para el ultimo paso
manteniéndose a una temperatura de 70°C, en cuanto se incluyo la parafina, las hojas se
introdujeron en un cubo de parafina para realizar cortes histol6gicos transversales de un
grosor de 20 um con un microtomo de rotacion y se tifieron con el método de Safranina-
Verde Rapido de acuerdo a Sandoval (2005); permitiendo observar bajo un Microscopio
Olimpus K7 las paredes celulares lignificadas (paredes secundarias tefiidas de color rojo) y
las paredes celulociticas (paredes primarias tefiidas de color verde). Al final se

fotografiaron.
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iii.  Evaluacion de la presencia de almidon mediante tincién con lugol
Para esta tincion, se cortaron hojas de roseta de invierno de cada especie al medio dia y

se mantuvieron en tubos pequerios, luego se eliming la clorofila mediante incubacién con
etanol 100 % a 60 °C. Cuando las hojas quedaron blancas (aproximadamente 3-5 min de
incubacion), se eliminé el etanol y se enjuagaron con agua. Por ultimo, se retiré el agua y
se afiadié lugol. Se incubd a temperatura ambiente durante 2 minutos aproximadamente y
se enjuagd un par de veces con agua para remover el exceso de colorante, finalmente se
realizaron cortes transversales para observar la presencia del almidon (Ragel, 2012). Se

fotografiaron a través de un microscopio olimpus K7.

iv. Determinacién de Acidos Orgéanicos
Al anochecer (20:00hrs) y al amanecer (08:00hrs); se tomé 1 g de tejido fresco de cada una

de las rosetas de invierno de cada especie (3 a 4 hojas con un tamafio promedio de 1.5 a
2 cm) y se macer6 con 4 ml de agua destilada hervida. Luego de macerar la muestra, se
coloc6 a bafio Maria durante 10 minutos para la extraccion de acidos organicos.
Posteriormente se aforé a 20 ml con agua destilada hervida. Con la muestra a temperatura
ambiente se tomo la lectura del pH y se titul6 a un pH de 8.3, registrando la cantidad de
NaOH 0.01N gastados. Para obtener los iones H+ de las muestras. La acidificacion se
expres6 como el incremento nocturno del acido malico en unidades de equivalentes de
acidez o concentraciones de iones hidrégeno (H+) por peso fresco. Se considera que por
cada mililitro de NaOH 0.01M gastados en cada una de las muestras hay 100 pMoles de
H+.
v. Evaluacion de la concentracién de CO;

Se evalué la tasa de asimilacién de CO, mediante un analizador de gases (IRGA, GMA4 de
PP Systems) en tres ejemplares de cada tipo de roseta de cada especie; es decir; tres
evaluaciones para cada roseta de invierno y tres evaluaciones para cada roseta de verano
de P. moranensis P. acuminata y P. crassifolia (tres repeticiones por cada especie en su
respectiva roseta), que se mantuvieron dentro de una camara con sistema cerrado durante

15 minutos. Se midié cada tres horas durante un ciclo de 24 horas

Los datos se trataron estadisticamente mediante analisis descriptivo e inferencial con
analisis de varianza de dos factores con un valor de significancia de 0.05 y en su caso con

pruebas de comparacion de medias, mediante el paquete Sigma Plot ver. 11.1
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

i. Andlisis de la morfologia de las hojas
Los cortes histoldgicos mostraron mesofilo clorofilico (Figura 15 A, B, C y D); en

comparacion con lo reportado por Olmedilla et al., (2010), existe un gran parecido al
mesofilo clorofilico que presentan dos especies del género Mesembryanthemum, que las
reportan como plantas con MAC, mencionando que el analisis de la morfologia podria ser
una herramienta eficaz para la clasificacién de las especies, lo que hace pensar que las
plantas del género Pinguicula que se analizaron en este trabajo también podrian presentar
MAC.

ii.  Evaluacién de la presencia de almidon mediante tincion con Lugol
En la figura 15; E y 16; A y B se muestra la distribucién de los granulos de almidon,

notandose que el almidon se encuentra tanto en el haz vascular como en las células del
mesofilo; de lo cual se puede presumir que estas plantas podrian tener actividad de una
planta con MAC; debido a que las plantas almacenan los granulos de almidén en los
cloroplastos de las células (Medrano et al., 2013). Contrario a lo reportado por Studnicka
en 1991, quien menciona que estos especimenes cuentan con metabolismo C4; sin
embargo, en el presente trabajo se demuestra que P. moranensis, P. acuminata y P.

crassifolia poseen caracteristicas de una planta con metabolismo acido de las crasulaceas.

Por altimo, se observo bajo el microscopio la nervadura de las hojas de roseta de invierno
de las especies estudiadas (Figura 16 C, D y E). Se pudo determinar que la distribucién de

la nervadura que presentan las rosetas de invierno es reticulada.
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Figura 15. Cortes transversales sometidos a tincion Safranina-Verde rapido de A) una hoja de roseta de verano
de P. moranensis; B) una hoja de roseta de invierno de P. moranensis; C) una hoja de roseta de invierno de P.
crassifolia; D) una hoja de roseta de invierno de P. acuminata y E) un corte transversal sometido a tincién con
Lugol de roseta de invierno de P. moranensis. En esta foto se aprecian algunos cloroplastos; CL. Se pueden
apreciar los haces vasculares HV; el clorénquima CL; la epidermis adaxial EA y la epidermis abaxial EB.
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| Figura 16. Cortes transversales sometidos a

< tincién con Lugol de A) una hoja de roseta de
~ | invierno de P. acuminata y B) una hoja de roseta
. de invierno de P. crassifolia; se pueden apreciar
| los Haces vasculares HV; los granulos de almidén
| GA; la epidermis adaxial EA y la epidermis abaxial
EB. C) Nervadura de una hoja de roseta de
invierno de P. moranensis, D) nervadura de una
hoja de roseta de invierno de P. acuminata y E)
nervadura de una hoja de roseta de invierno de P.
crassifolia.
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iii.  Determinacion de los 4cidos organicos
La cuantificacion de &cidos orgénicos en tejido fresco de las hojas de roseta de invierno de

todas las especies; muestran un incremento en la cantidad de uM de H+ al inicio del dia
(08:00h) en comparacion con la cantidad obtenida al final del dia (20:00h) (Tabla 1). En el
caso de las rosetas de invierno de P. acuminata se present6 un incremento de 77 uM; en
la de P. crassifolia presenté un incremento de 11 uM; en la de P. moranensis present6 un
incremento de 11 pM. Finalmente, en la roseta de verano de P. moranensis presentd un
incremento de solo 9 uM; sin embargo, no se pudo realizar la determinacién de acidos en
las rosetas de verano de las otras dos especies debido a que los ejemplares no lograron

sobrevivir a las condiciones que se presentaban en el laboratorio.

De acuerdo con lo reportado por Szarek y Ting en 1975 y por Boston y Adams en 1983, los
datos que se obtuvieron en esta prueba en las rosetas de invierno; se puede mencionatr,
que las plantas estudiadas han acumulado acidos organicos, permitiendo demostrar que
las plantas en cuestion poseen MAC; tal como las caracteristicas de una planta con MAC
que hareportado Andrade et al., 2007. Ademas, el hecho de que algunas plantas del género
Pinguicula presenten suculencia en las hojas de sus rosetas de invierno nos demuestra que
las plantas podrian cambiar su tipo de metabolismo debido a las condiciones ambientales
tal como lo demuestra Koch y Kennedy (1982) en su trabajo con plantas C4 que presentan

caracteristicas del MAC bajo condiciones de estrés hidrico.

umoles de H+/ g de Tejido Fresco de la titulacion potenciométrica en tejidos

Hora del dia
Especie 20:00 08:00
P. acuminata (Roseta Invierno) 46.6666 =+ 11.547 123+ 31.1929
P. crassifolia (Roseta Invierno) 4.3333 +1.5275 15 +8.6602
P. moranensis (Roseta Invierno) 2.6666 =+ 2.5166 13.3333 +7.6376
P. moranensis (Roseta Verano) 26.6666 + 11.547 35 £5

Tabla 1. Promedio con desviacién estandar de uM de H+ / g de tejido fresco obtenidos de la titulacion
potenciométrica de los 4cidos organicos.

iv.  Evaluacion de la concentracion de CO-
Las plantas que se colectaron en la presa “El Cedral” se mantuvieron a una temperatura

promedio de 16°C para mantener estable la temperatura ambiente en la que se colectaron
los especimenes. Una vez que se realiz6 el andlisis de la tasa de asimilacion de CO,, éstas

se cultivaron en un ambiente con temperatura promedio de 26°C.
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En el caso de las rosetas de verano de P. moranensis que se mantuvieron a una
temperatura promedio de 16°C (Figura 17) mostré liberacién de CO; al inicio y durante el
dia; mientras que, en el periodo nocturno, la concentracion de CO, en ppm disminuy6 62
ppm, comparandolo con la curva de asimilacion de CO; clasica de Osmond (1978) (Figura
23), se puede discutir que esta roseta posee un comportamiento MAC. En la prueba con
roseta de verano de esta misma especie con una temperatura de 26°C (Figura 18) mostro
una disminucién en la concentracion en ppm de CO; al final del dia (mientras oscurece);
disminuyendo 60 ppm, indicando asi que las plantas estaban fijando el CO, demostrando

un comportamiento MAC, comparandolo con lo reportado por Osmond, 1978 (Figura 23).

P. moranensis P. moranensis

100

50

40

ppm CO,, par gramo de tejido fresco
ppm CO, por gramo de tejido fresco

T r T o T T T
08:00:00 10:00:00 140000 18:0000 220000 06:00:00 10:00:00 14:00:00 18:00:00 2000:00

Hora Hora

Figura 17. Asimilacién de CO2 en roseta de verano de Figura 18. Asimilacion de CO2 en rosetas de verano
P. moranensis a 16° C. Desv. Est. +- (n=3). de P. moranensis a 26° C. Desv. Est. +- (n=3).

La concentracion de CO, de P. acuminata en su roseta de invierno a una temperatura de
16°C (Figura 19), muestra una disminucién de 5 ppm, mientras las plantas son sometidas
a oscuridad (de acuerdo con lo reportado por Osmond, 1978; Figura 23), se presume que
esta determinacion indica que estas rosetas poseen un comportamiento tipo MAC. En el
caso de las rosetas de invierno de P. acuminata a una temperatura de 26 °C (Figura 20), la
tasa de asimilacion se mantuvo estable durante todo el dia; sin embargo, las
determinaciones que se realizaron al final del dia nos indican que las rosetas se

encontraban asimilando el CO- pues su concentracion disminuy6 0.65 ppm a partir de las
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16:00h, se presume que este comportamiento es parecido a las plantas con MAC (Nobel,
1988).

P acuminata P acuminata

—a— 16°C

ppm CO, por gramo de tejido fresco
(=]
ppm CO, por gramo de tejido fresco

T T T -1 T T T
06:00:00 10:00:00 14:00:00 18:00:00 22:00:00 06:00:00 10:00:00 14:00:00 18:00:00 22:00:00

Hora Hora

Figura 19. Asimilacion de CO2 en rosetas de invierno ~ Figura 20. Asimilacion de CO2 en rosetas de invierno
de P. acuminata a 16°C; Desv. Est. +- (n=3). de P. acuminata a 26°C; Desv. Est. +- (n=3).

En el caso de las rosetas de invierno de P. moranensis (Figura 21), se muestra un patrén
similar a lo reportado por Osmond, 1978 (Figura 23). Se puede observar que a partir de las
13:00h comenz6 a disminuir la concentracién de CO, en 16 ppm hasta las 18:00h y en la

siguiente determinacion (21:00h) aumenté su concentracién a 11 ppm de COa,.

Por ultimo, el patrén que se aprecia en las determinaciones de las rosetas de invierno de
P. crassifolia a una temperatura de 16°C (Figura 22), es similar a la que reporta Osmond,
1978 (Figura 23); con especial énfasis en las Ultimas dos determinaciones; ya que, es al
final del dia cuando la concentracién de CO, disminuye 10 ppm, presumiendo que las
rosetas de invierno de esta especie poseen MAC. Sin embargo, se necesita realizar mas

determinaciones para disminuir la variacion que present6 esta prueba.
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P. moranensis P. crassifolia
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Figura 21. Asimilacién de CO2 en rosetas de Figura 22. Asimilacion de CO2 en rosetas de
invierno de P. moranensis a 16° C- Desv. Est. +- invierno de P. crassifolia a 16° C. Desv. Est. +-

(n=3). (n=3).

Lo que permitiria asegurar lo que aqui se describe; se pretende realizar el analisis
enzimatico de la Malato deshidrogenasa y la actividad de la fosfoenol Piruvato Carboxilasa
(PEPC), ademas de hacer un seguimiento mas extenso en la medicién de la concentracién
del CO; para corroborar de manera concisa que las especies que se estudiaron poseen el

Metabolismo Acido de las Crasulaceas.
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Figura 23. Curva de asimilacion de CO2 de una planta CAM bien irrigada. Se muestran las cuatro fases tipicas
de la fotosintesis CAM con las enzimas fijadoras de CO2 correspondientes (Modificado de Osmond, 1978).
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X. CONCLUSION

De acuerdo con las evidencias obtenidas en las mediciones de la acidez titulable, las
rosetas de invierno de las especies que se estudiaron; poseen metabolismo acido de las
Crasulaceas pues presentaron un aumento en la concentracion de acidos organicos en la
segunda determinacion (a las 8:00hrs), en comparacion con la primer medicidon que se
realizé al anochecer (20:00hrs). En cuanto a la medicion de la acidez titulable en la roseta
de verano de P. moranensis se aprecia una disminucién en la concentracién de acido
organico, en comparacion con las mediciones de la roseta de invierno de la misma especie;
sin embargo, se sigue viendo cierta acumulacion de acido organico en la segunda

determinacion (08:00hrs).

En cuanto a la concentracion de CO;; las determinaciones de las rosetas de invierno de
todas las especies sometidas a ambas temperaturas (16°C y 26°C), disminuian en cuanto
las rosetas se sometian al periodo nocturno, presumiendo que las plantas, en este estado,
asimilaban el CO2; mientras que en el periodo con luz aumentaba la concentracion del COx,

deduciendo que las rosetas no lo capturaban.

La anatomia de las hojas es muy similar a la anatomia de las plantas MAC, debido a que
presentan un solo tipo celular, pues no presentan diferenciaciones en los tipos celulares de
los haces vasculares y las células clorenquimatosas del mesoéfilo. Cabe mencionar que la
nervadura que presentan las hojas de las rosetas de invierno de las tres especies es

reticulada.

En las pruebas para la determinacién de granulos de almidén; se pudo demostrar que las
plantas tienen actividad fotosintética del tipo MAC pues los granulos de almidén se
presentaron de manera homogénea; tanto en los haces vasculares como en todo el tejido

clorenquimatoso.
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