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RESUMEN

Los magueyes, son plantas exitosas en ambientes donde otras dificilmente podrian
establecerse. Las plantas de este género han desarrollado adaptaciones a ambientes
aridos, la principal adaptacion es el tipo de fotosintesis conocida como metabolismo
acido de las crasulaceas (CAM, por sus siglas en inglés). La fotosintesis CAM puede
cambiar a la ruta Cs, que es la fijacién de CO, diurna. El cambio también puede ocurrir a
la inversa y podria ser por el estadio de desarrollo de la planta o por déficit de agua. Los
objetivos de este trabajo fueron evaluar la variacién del contenido de acido mélico de
plantulas de Agave salmiana y Agave striata en funcion de la disponibilidad de agua y
del desarrollo, observar el efecto de la restriccion de humedad del sustrato en el nivel de
hidratacion de los tejidos y dafio celular y asociar el nivel de hidratacion del tejido con la
actividad fotosintética CAM. Se definieron tres estadios de desarrollo, cada uno
correspondio a la presencia de una hoja, la cotiledonar, primera lateral y segunda lateral.
Las plantulas de ambas especies se dividieron en dos grupos, a uno se le suspendié el
riego y el otro permanecioé bien irrigado. Se evaluaron los cambios de acidez titulable
como &cido malico durante el dia y noche. Se registrd el contenido relativo de agua y la
conductividad eléctrica en muestras de tejido fresco. Agave salmiana presentd mayor
cantidad de &cido malico que A. striata, lo cual indica diferencias genotipicas propias de
cada especie. Cuando hubo déficit hidrico el aumento nocturno de la acidez tisular de las
dos especies fue mayor en la segunda hoja lateral. Agave salmiana no present6 un patron
de variacion de acidez tipico CAM sin déficit hidrico. En A. striata se registré variacién
gue coincidio parcialmente con el patron CAM, de manera particular, en el descenso de
la acidez durante el dia en la hoja cotiledonar y primera lateral. EI déficit hidrico
disminuyd significativamente el contenido relativo de agua en ambas especies; sin
embargo, esto no provocd aumento de la conductividad eléctrica del medio de
resuspension del tejido, como si ocurrid en las plantas bien irrigadas. Agave salmiana y
A. striata son plantas CAM facultativas debido a que cambian su ruta fotosintética en
funcién del desarrollo y carencia de agua.
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SUMMARY

The magueyes are successfully plants in environments where another could hardly settle.
Plants of this genus have developed adaptations to arid environments; the main
adaptation is the type of photosynthesis known as crassulacean acid metabolism (CAM).
The CAM photosynthesis can change to the type Cs, which is the daytime fixation of
CO,. The change may also occur in reverse order and could be by the stage of
development of the plant or by drought. The objectives of this study were to evaluate the
variation of malic acid of seedlings of Agave salmiana and Agave striata in function of
the water availability and the development, to observe the effect of the restriction of
moisture of the substrate over the tissues and over de cellular damage and to associate
the hydration of tissue with photosynthetic CAM activity. Three development stages
were defines as cotyledonary leaf, first and second lateral leaves. Plants were divided on
two groups, water was suspended for one and for the other did not. Titrable acidity
changes over day and night were recorded. Relative water content and electrical
conductivity were registered on fresh sample tissues. A. salmiana had higher malic acid
content than A. striata. This fact shows genetic differences. With water stress, the tissue
acidity further rose in the second lateral leaves for the two species. Without water deficit
acidity variation of A. salmiana tissue did not correspond with a CAM trend. Likewise,
acidity variation of A. striata partially coincided with a CAM trend, specifically in the
decrease of tissue acidity over the day in cotyledonary and first lateral leaf. Water deficit
significantly decreased relative water content for both species, but did not promoted
increase of electrical conductivity for osmolality increase as was observed for well
irrigated plants. A. salmiana and A. striata are facultative CAM plants because they

changed their photosynthetic path due to the development and to water stress.
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INTRODUCCION

México es considerado centro de origen del género Agave debido a que a la fecha se
han registrado en nuestro pais 272 especies de las 310 registradas en el mundo (Garcia,
2002). Los magueyes, como se denomina cominmente a las plantas de este género, son
exitosos en ambientes donde otras plantas dificilmente podrian establecerse. EI hombre
ha aprovechado a estas plantas desde hace 9,000 afios; sobretodo como alimento en
diferentes formas aprovechando las hojas, flores, tallo floral, como forraje para ganado,

entre otros (Granados, 1993).

Las plantas de este género han desarrollado adaptaciones a ambientes &ridos y
semiaridos, como son raices someras y ramificadas, cuticula gruesa, tejidos suculentos,
bajo nimero de estomas que ademas se encuentran hundidos y la principal adaptacion es
el tipo de fotosintesis conocida como metabolismo acido de las crasulaceas (CAM, por
sus siglas en inglés) (Nobel, 1998). En esta via fotosintética la fijacion del CO, sucede
durante la noche, cuando la pérdida de agua por transpiracién es poca debido a las bajas

temperaturas.

En las plantas CAM la enzima encargada de fijar el CO2 durante la noche en células
del mesofilo, en forma de acido maélico en la vacuola, es la fosfoenol-piruvato-
carboxilasa (PEPC) (Lira, 2007). Primero ocurre una precarboxilacion con la PEPC que
forma un acido de 4 carbonos (malato principalmente) y después una subsecuente
descarboxilacién del malato para formar CO2 que entra en el ciclo de Calvin al iniciar el
dia (Granados, 1993). EI CO:2 liberado, se fija con la enzima ribulosa difosfato
carboxilasa (RUBISCO) en los cloroplastos de la celula durante el dia, como ocurre en
el caso de las plantas C3 (Nobel, 1998). Es por esto que durante la noche las plantas
CAM presentan acidez en sus hojas y ésta disminuye durante el dia (Figura 1).
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Figura 1. Curva de asimilacion de CO2 de una planta MAC bien irrigada de agua,
con sus fases tipicas de carboxilacion y actividad de enzimas carboxilantes (Andrade et
al., 2007).

El metabolismo CAM puede cambiar a la fotosintesis o ruta C3 (Nobel, 1998), que es
la fijacion de CO, diurna. Se sabe también que el cambio puede ocurrir a la inversa y
que esto podria ser por el estadio de desarrollo de la planta o por los factores
ambientales. Hay que considerar que existen cambios bruscos o paulatinos en el medio
ambiente en cuanto a humedad, temperatura, radiacion, entre otros. Esto debido a que
existen dias y noches cortos o largos, asi como noches calurosas, dias frescos,
precipitaciones escasas o0 abundantes que dependen solo del entorno natural o la estacion
del afio en todo el mundo incluyendo zonas aridas que son las areas donde cominmente
se establecen las plantas del género Agave (Martin, 1999). Es posible sugerir que los
magueyes muestran el metabolismo CAM sélo en ciertos estadios de desarrollo o en
ciertas temporadas del afio, o bajo ciertas condiciones de estrés abiotico (Lira, 2007). Lo
anterior puede ocurrir cuando no existe limitacion de agua como ocurre en la estacion de
lluvias, como se ha observado en varias plantas CAM que toman el CO, con los estomas

abiertos durante el dia, utilizando el metabolismo C3 (Nobel, 1998).



OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo General

El objetivo de este trabajo fue, determinar la influencia del desarrollo y del ambiente

en el tipo de fotosintesis en plantas de Agave.

Objetivos Especificos

- Evaluar la actividad fotosintética CAM, a través de la medicién de acidez tisular, de
plantulas de Agave salmiana Salm-Dyck y Agave striata Zucc. en funcion de la

disponibilidad de agua y del desarrollo.

- Determinar el contenido relativo de agua en los tejidos de plantulas de A. salmiana y A.

striata en condiciones controladas de estrés hidrico y riego frecuente.

- Evaluar la conductividad eléctrica de A. salmiana y A. striata en tratamientos de riego

y déficit hidrico.

Hipotesis

-Las plantas de Agave son facultativas y cambian su actividad fotosintética de Cz a
CAM, por cambios debidos a situaciones de estrés como lo es el déficit de humedad,

también de CAM a C; por cambios en el desarrollo e inexistencia de estrés alguno.

-Conforme se desarrolla la plantula de maguey, aumenta su capacidad de tolerar
condiciones ambientales adversas, y esa capacidad depende de cambios en la ruta

fotosintética.

-La comparacion entre A. salmiana y A. striata exhibe diferencias en el funcionamiento

de la actividad CAM cuando ésta se presenta.



REVISION DE LITERATURA

Los Magueyes

Los magueyes, como se denomina de forma comun a las especies del género Agave,
son plantas adaptadas a condiciones de aridez porque poseen raices someras y
ramificadas, cuticula gruesa, son suculentas, tienen estomas hundidos y realizan el
metabolismo acido de las crasulaceas (CAM). Otras caracteristicas de las plantas de
Agave son sus hojas grandes dispuestas en roseta que terminan en una espina y forman

una inflorescencia Unica (Granados, 1993).

Nobel (1998) menciona que debido a que la caza de animales era dificil y algunas
veces estacional, los indioamericanos primitivos usaban las plantas de su entorno para
cubrir las necesidades basicas de su dieta. En el proceso, se convirtieron en verdaderos
expertos en el aprovechamiento de las plantas como los magueyes y las cactaceas.
Alrededor de la mitad de los excrementos humanos momificados con 9000 afios de
antigliedad, encontrados en las cavernas de Tamaulipas y Tehuacén, Puebla, México,
contenian remanentes tanto de magueyes como de cactaceas, lo que corrobora el
consumo de tales plantas. Asimismo, los articulos de tela y herramientas antiguos

muestran muchos otros aprovechamientos de los agaves.

Granados (1993) menciona que Mesoamérica y Aridoamérica, como los
antropologos han divido a México, son escenarios del origen y evolucién del maguey
(Agave spp). En ambas regiones esta planta ha sido utilizada, desde los primeros
pobladores hasta la actualidad, para satisfacer y complementar una serie de necesidades

basicas: alimento, forraje, medicamentos y construccién, entre otras.

Los magueyes son plantas modificadas morfolégica y fisiolégicamente para soportar
las condiciones ambientales de los sitios que habitan (Garcia, 2002). La conservacion
del agua es una de las ventajas ecoldgicas y agronomicas potenciales mas importantes de

estas plantas pues almacenan grandes volumenes de agua en relacion con sus superficies,



también son interesantes sus adaptaciones a la temperatura y radiacién solar, asi como su
proceso CAM y C3 (Nobel, 1998).

El CAM (metabolismo acido de las crasulaceas, por sus siglas en inglés)

El metabolismo acido de las crasulaceas es un proceso por el cual las plantas fijan
CO,, muy parecido al proceso C4, con la diferencia de que la enzima reacciona en la
obscuridad y con demandas evapotranspirativas bajas. Las plantas con este metabolismo
fijan el CO, durante la noche, el CO, tomado se fija inicialmente con la PEPCasa en las
células del clorénguima, en malato u otro acido que es almacenado en la vacuola y su
asimilacion fotosintética ocurre estando las estomas cerrados durante el siguiente
periodo de luz (Granados, 1993). El almacenamiento del &cido malico hace que las
plantas CAM tengan un sabor mas amargo o acido durante la noche que durante el dia
(Nobel, 1998). Mas de un 90% de las plantas que habitan la tierra utilizan la ruta
fotosintética Cs, pero algunas plantas han tenido modificaciones originando otras rutas
como la C4y la CAM (Raya et al., 2008).

La importancia ecoldgica de la fijacion nocturna de CO, por las plantas CAM radica
en su contribucion a la sobrevivencia de las mismas al proveer un mecanismo de
recirculacion interna de CO; en condiciones de severa sequia. Esto evita la inhibicion
del aparato fotosintético cuando el cierre estomatico total impide la absorcion de CO,
externo (Medina, 1987).

El CAM en los Magueyes

Los magueyes acumulan CO, durante la noche para su uso diurno en la fotosintesis y
asi conservar el agua acumulada en las hojas. Las temperaturas diurnas muy altas
conducen a una perdida de agua muy alta a través de los estomas abiertos, con respecto a
la perdida que se da por la noche. Asi la senda CAM es crucial para la conservacion de
agua de las mayoria de las agavaceas y cactaceas (Nobel, 1998).

Tedricamente las plantas CAM funcionan con esta ruta fotosintética mientras se
encuentre en condiciones de estrés, y cambian a la ruta fotosintética alternativa (Cs) si
no existen tales condiciones limitantes (Pedroza et al., 2006). Cuando la conservacion de
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agua no es de fundamental importancia para los agaves, es decir cuando las condiciones
ambientales son por ejemplo tiempo de lluvias abundantes o temperaturas bajas, la
mayoria de estas plantas toman el CO, a través de los estomas abiertos durante el dia. El
CO, adquirido durante el dia lo fija la RUBISCO al igual que se fija el CO, que toman
las plantas C3 durante el dia (Nobel, 1998).

El factor temperatura es importante desde el punto de vista fisiolégico, ya que
determina la apertura de los estomas y por ende el intercambio gaseoso. La temperatura
Optima para la fotosintesis puede cambiar o ser igual a la temperatura ambiental de las
plantas, en tales cambios se consideran adaptaciones, aclimataciones que tienen bases
bioquimicas y que pueden ocurrir en periodos cortos de tan solo un dia. Se ha reportado
que de 10 a 15°C es la temperatura 6ptima para la fijacién nocturna de CO, (Granados,
1993).

Granados (1993) hace la observacion de que las plantas CAM estan bien adaptadas a
bajas temperaturas, la toma de CO, solo se reduce en un 20% a 5°C, comparada con su
maximo valor nocturno y cuando la temperatura se eleva por arriba de los 15°C la toma
de CO; declina mas rapidamente en comparacion con los valores de la conductancia de
vapor de agua y llega a ser de 0 a los 30°C; aunque algunos estomas aun se abren. En
Agave, la toma y fijacion de CO, es mas evidente justo después del amanecer, proximo
al periodo mas fresco del dia. La apertura de estomas se da también al final de la tarde,

cuando la temperatura ha disminuido de sus valores maximos (Nobel, 1998).

El metabolismo CAM no es solo una alternancia de patrones diurnos y nocturnos,
existen varias fases metabdlicas que estdn caracterizadas cada una por diversas
actividades y también hay cambios a largo plazo en patrones de las plantas CAM
conforme avanzan las estaciones. Asimismo, ciertas plantas muestran el metabolismo
CAM so6lo en ciertas épocas de su ciclo vital o en ciertas temporadas del afio, o bajo la

influencia de ciertas condiciones como salinidad o presion de agua (Lira, 2007).

Lira (2007) menciona que las plantas CAM solamente abren los estomas por la noche.
Sin embargo, se propone que altas temperaturas en la noche, suelo con alto contenido de

humedad y muchas horas luz convierten paulatinamente a las plantas CAM en plantas



Cs. El incremento de la acidez nocturna en las plantas CAM depende del total de
cantidad de luz recibida (RFA) durante el dia. La relacién entre el acomodamiento de las
hojas, la RFA y el incremento de acidez nocturna va de acuerdo con la ubicacion de las

hojas en la roseta de la planta (Granados, 1993).

A medida que aumenta la temperatura, los estomas tienden a cerrarse, lo cual
disminuye la perdida de agua. La absorcion nocturna de CO, es Optima alrededor de
15°C. Cuando la temperatura es mas baja la toma de COz2 decrece, aunque la apertura de
los estomas se incrementa ligeramente, esto indica que temperaturas mas bajas inhiben
el proceso metabdlico incluido en la carboxilacién o etapa enzimatica subsecuente
(Granados, 1993).

Factores ontogénicos, genotipicos y ambientales, como intensidad de luz, humedad
relativa y disponibilidad de agua, se combinan para gobernar el grado en el cual los
atributos bioquimicos y fisiologicos del CAM son expresados (Cushman et al., 2002).
Mesembryanthemun crystallinum es una especie C3 modelo en la cual el CAM se induce
en respuesta a estrés hidrico, osmotico y salino, alta luz, por exposicién de las raices a
bajas temperatura 0 anoxia, o por tratamiento con &cido abscisico (Chu et al., 1990;
Herppich et al., 1992; Taybi et al., 2002). Morfoldgicamente, se observa un incremento
en la turgencia de la hoja, asi como un aumento del tamafio y turgencia de las células

epidérmicas que acumulan sal.

(Acevedo et.al., 1983) observaron cambios diurnos de acidez en Opuntia ficus-
indica y encontrd que exhibe el patrén caracteristico CAM (la acidez titulable tuvo un
minimo al anochecer y un maximo al amanecer) y que este patron esta relacionado con

la edad de los cladodios y la RFA interceptada.

Estos factores (temperatura, RFA e intercambio gaseoso) tienen un impacto sobre la
productividad; pero el factor clave es el agua, sin la cual no existe una apertura

estomatica (Granados, 1993).



¢ Como Afecta el Desarrollo de las Plantas al CAM?

En la regulacion de C; a CAM vy a la inversa, estdn involucrados factores como el
balance idnico, la suculencia, la disponibilidad hidrica a la que se asocia el balance de
las citicininas y el acido abcisico y factores enddgenos que se manifiestan a traves de la
concentracion del acido malico (Bidwell, 1979). Considerando esto, en plantas Cs, la
eficiencia fotosintética varia dentro y entre especies, edad y etapa fenoldgica de la planta
y diferentes ambientes, como los gradientes de aridez. Cuando las plantas de Agave
inician su desarrollo al germinar, no estdn sometidas a condiciones de estrés ambiental
puesto que la semilla proporciona los primeros nutrientes y factores necesarios para que
se desarrolle con éxito, sin embargo, tal estrés ambiental se puede presentar conforme
ocurren las diferentes etapas de desarrollo de la planta (primera hoja cotiledonar, lateral,
segunda lateral, etc.) e inducir al metabolismo CAM.

Segun las influencias ambientales y/o del desarrollo, una variedad de caracteristicas
de asimilacién de COz2, de flujo de &cidos organicos y de comportamiento estomatico se
ha observado mas alla del patrén convencional de las cuatro fases del CAM (Lara et al.,
2010).

Las plantas CAM pueden clasificarse también en CAM obligadas o facultativas, las
obligadas exhiben dicho metabolismo independientemente de cualquier factor interno o
externo, y en especies CAM facultativas o inducibles, en las que el CAM se presenta
como resultado de condiciones ambientales particulares o del desarrollo (Lara et al.,
2010; Andreo, 2010).

Trabajos previos han clasificado a P. ortulaca oleracea como una planta C4, a pesar
de que el estado de desarrollo es uno de los factores mas importantes en la
determinacion de la operacion del tipo de fotosintesis (Kennedy et al., 1973). De esta
manera, se demostrd que las hojas senescentes contenian grandes cantidades de enzimas
pertenecientes a la fotosintesis Cs (Kennedy, 1976). Posee pequefias hojas suculentas
con anatomia Kranz y grandes células de reserva de agua (CRA). Posteriormente, se
sugirié que podia cambiar su modo fotosintético de C4 a CAM cuando era sometida a
condicion de sequia o fotoperiodos cortos (Koch y Kennedy, 1982; Kraybill y Martin,
1996).



Métodos de Observacion de la Actividad CAM en los Magueyes

La determinacion de los cambios en acidez tisular ha sido una medicion confiable de
la actividad CAM vy se ha practicado desde mucho antes de que se hicieran mediciones
de fijacion de CO.. El incremento en la acidez tisular es proporcional a la concentracién
de acido mélico en las vacuolas de las células, ya que por cada molécula de CO; fijada
por una planta CAM se produce una molécula de acido mélico y dos iones de hidrogeno
(Nobel, 1988). Para medir la actividad CAM se requiere hacer dos titulaciones del
tejido, una al anochecer y otra al amanecer, con una solucion 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 acido malico en unidades de equivalentes de acidez o
concentraciones de iones hidrogeno (H+) por peso fresco, por area o por volumen de
agua de los tejidos (Medina et al., 1989).

El pH del punto final de la titulacion depende del pK del &cido involucrado (pK = -
log [K], donde [K] denota la concentracion de una base requerida para disociar 50% del
acido; (Nelson y Cox, 2000). Como el acido mélico tiene un pK1, de 3.4 y un pK2 de
5.1 a 25"C, la titulacién a pH 6.5 0 a 7 remueve 99% del H+ que puede disociarse
(Nobel, 1988; Osmond et. al., 1994). Para las especies que también acumulan acido
citrico (Luttge, 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
etal., 1990).

Cuando se recolectan muchas muestras y la titulacion no se puede hacer
inmediatamente se recomienda almacenar las muestras en etanol al 80%, en hielo seco o
en nitrégeno liquido. Si se almacenan en etanol al 80%, las muestras deben ser hervidas
para evaporar el etanol y posteriormente hervidas con agua para extraer el acido malico;
también las muestras congeladas deben ser hervidas con agua. En todo caso debe
evitarse la evaporacion total del agua y enfriar el extracto antes de la titulacion (Osmond
etal., 1994).

El CRA es la expresion mas usada para medir el nivel de agua de un tejido. Es una
medida del contenido de agua respecto al total de agua que este puede almacenar, se
expresa como porcentaje y permite conocer el estado hidrico de la planta. Se relaciona
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con el potencial hidrico porque este y sus componentes (potencial de presion y de
solutos) son funcion del volumen de agua del protoplasma (Argentel et al., 2006).

Los niveles de estrés hidrico y estado hidrico de una planta se pueden observar
mediante distintos métodos, entre ellos el analisis de contenido relativo de agua (CRA)
(Chaman, 2007) el cual se obtiene en porcentaje midiendo el peso fresco de la hoja de la
planta inmediatamente después de cortarla, después el peso turgido seguido de una
estancia por 12 horas en agua y el peso seco obtenido luego de mantenerlas en ambiente
caliente hasta tener un peso constante. Luego se utiliza la formula CRA= (PF —PS/P T —
PS) x 100 de acuerdo a Kramer (1974).
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se trabajo con plantulas de dos especies de Agave: A. salmiana y A. striata, ambas de
las zonas &ridas del estado de San Luis Potosi. En los cuales se midi6 la fluctuacion de
acidez por la noche y dia bajo diferentes condiciones de humedad y en distintas etapas
de desarrollo. Las plantulas se produjeron a partir de semilla, estas semillas fueron
recolectadas en la carretera numero 57 de el municipio de Villa de Arista, S.L.P. Las
semillas se sembraron en semilleros de poliestireno de 200 cavidades, en un sustrato
formado por 50% suelo de campo y 50% arena previamente esterilizado el 22 de Agosto
de 2013 (Figura 2). Los semilleros se colocaron dentro de invernaderos de la Facultad de

Agronomia y Veterinaria de la U.A.S.L.P.

Figura 2. Recoleccion de semillas, preparacion del sustrato y siembra de semillas de A.
salmiana y A. striata.
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Para observar diferencias y semejanzas de la actividad CAM (acidez) en las plantulas
debidas al ambiente, se utilizaron dos condiciones de humedad. Las plantulas con edad
de dos meses y medio y con hoja cotiledonar y las primeras dos hojas laterales expuestas
y de un tamafio promedio se dividieron en dos grupos. A un grupo se le restringio el
riego, de manera que se le indujo un contenido de humedad del sustrato bajo. Al otro
grupo se le mantuvo humedad adecuada con riego frecuente (Figura 3).

Figura 3. Semilleros de 200 cavidades con Agaves en diferentes condiciones hidricas,
arriba un semillero con 200 Agaves con semanas ininterrumpidas de riego al
sustrato presentando una buena coloracion y turgencia aceptable a su especie
y abajo uno con semanas sin irrigacién alguna al sustrato de agua y signos de
coloracion y turgencia tipicos de un estrés hidrico.
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Las muestras se tomaron en tres etapas de desarrollo de las plantulas. Se considero
que cada hoja presenta un grado de desarrollo distinto. Asi que se recolectaron la hoja
cotiledonar, la primera hoja lateral y la segunda hoja lateral. Las hojas cotiledonares
fueron cortadas al nivel del sustrato en forma perpendicular al mismo, las laterales en
forma perpendicular al eje de la planta, esto ocurrié inmediatamente después de observar
que las plantas ya se encontraban en sus tres primeras etapas de desarrollo y que éstas
presentaban ya signos visibles de estrés hidrico tales como coloracion purpura, ausencia
de turgencia en las hojas y esto fue después de un tiempo considerable de 12 semanas
con induccién a sequia la mitad de la cantidad de plantas, se fijaron como dias de
recoleccion de muestras el 22 y 23 de Noviembre de 2013. Las muestras se recolectaron
en la noche (20:00 h), antes del amanecer (5:00 h), después del amanecer (7:00 h), al
medio dia (12:00 h) y al atardecer (18:00 h).Todas las hojas fueron lavadas con agua
destilada y secadas con toallas absorbentes en campo para eliminar residuos, una vez
identificadas, se colocaron en nitrdgeno liquido para inactivar la actividad fisiologica
(Figuran 4). Las estimaciones de acidez en el tejido se realizaron posteriormente en

laboratorio.

Figura 4. Corte de las muestras, identificacion y congelamiento en nitrégeno liquido
para su posterior analisis en laboratorio.
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Titulacién del Tejido

La acidez de los tejidos se evalud con el método propuesto por la AOAC
(Association of Official Analytical Chemists, 1990). Las muestras a evaluar se pesaron
con una balanza analitica marca Ohaus Explorer y posteriormente se maceraron en un
mortero con 50ml de agua destilada. Después de macerar, la muestra se centrifugo por
10 minutos a 1500 rpm en una centrifuga marca HERMLE Z300. Del sobrenadante se
tomaron tres alicuotas de 15ml que fueron valoradas cada una con hidréxido de sodio
0.01 N. Como indicador de la neutralizacion de la acidez se utilizo fenolftaleina que es
un compuesto quimico organico el cual ocasiona un cambio en la solucion incolora que
es 4cida a un color rosado en presencia de bases (Figura 5). De esa manera se calculé el

porcentaje de acido malico respecto a la masa fresca mediante la siguiente relacion:

Figura 5. Alicuota de una de las repeticiones de las muestras al momento de ser titulada
y alicuotas ya tituladas con la coloracion caracteristica de la interaccion del
hidroxido de sodio con el indicador fenolftaleina.

% Acido Malico= ((ml NaOH utilizados) (Concentracion del NaOH) (0.067) (Vol. total)
(100))/ ((Peso de la muestra) (Vol. de la alicuota))

Donde: % Acido malico, es el porcentaje de acido malico contenido en la solucion
por cada 100 unidades de tejido fresco; mL NaOH utilizados, son los mL de hidroxido
de sodio gastados hasta observar el cambio de color de la solucion; concentracion del
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NaOH, es la normalidad del hidréxido de sodio utilizado; 0.067 es un factor que debe
utilizarse para calcular el contenido de acido méalico (Association of Official Analytical
Chemists, 1990); Vol. total, son los ml de la solucién en los que se macerd la muestra;
100 es el factor para expresar el resultado en porcentaje; Peso de la muestra, corresponde
a la (masa) en gramos (g) de cada hoja cotiledonar o lateral; y Vol. de la alicuota,

corresponde a los mL de solucidn individual valorada.

Medicion del Contenido Relativo de Agua (CRA)

Antes de la medicion de contenido de acido malico en las muestras, se realizé la
medicién de contenido relativo de agua para verificar que en realidad se estuviese
comparando la actividad CAM entre muestras con estrés hidrico y muestras en dptimas

condiciones hidricas.

El CRA se calculo mediante la formula CRA= (PF — PS/P T — PS) x 100 de acuerdo
con Kramer (1974). A cada muestra se le midid el peso fresco (el peso de la hoja al
cortarla de la planta (PF)). Enseguida se coloco cada muestra en frascos de vidrio con
agua destilada durante 24 horas después de las cuales se registro nuevamente su peso
obteniendo el dato de peso targido (PT). La muestra se coloco después en una estufa a

60°C hasta tener peso constante, es decir, el peso seco (PS).

Medicion de la Conductividad Eléctrica

Al tiempo que se midi6 el contenido relativo de las muestras, se midié también la
conductividad eléctrica como otro indicativo del nivel de estrés ambiental que tenian las

muestras con riego y las muestras inducidas a sequia.

La medicion de la conductividad eléctrica de las muestras se llevd a cabo de la
manera siguiente: primero se pesaron cada una de las muestras en una balanza analitica,
a continuacion se vertieron 70 mililitros de agua destilada en frascos de vidrio. Para

conocer la conductividad inicial del agua usada como medio de resuspension, se le tomé
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el dato de conductividad eléctrica con un conductimetro portatil marca WATERPROOF
PcsTestr 35 Multi-Parameter, esto antes de introducir las muestras cada una en su
respectivo frasco con agua destilada (Figura 6). Se anot6 ese dato y después de 30
segundos contabilizados se introdujo la primer muestra en uno de los frascos, 30
segundos mas tarde se introdujo a otro frasco la siguiente muestra y de esa manera

consecutivamente hasta el total de muestras.

Figura 6. Frascos correspondientes a cada repeticion de las muestras con agua destilada
en la agitadora para tomar lectura de su conductividad eléctrica con el
conductimetro portétil.

Todos los frascos se pusieron en un agitador eléctrico marca Thermolyne digital el
cual comenz6 a funcionar y después de 30 minutos en agitacion se comenzé a tomar
datos de la conductividad eléctrica en con el conductimetro, después de tomar el dato a
una muestra sin dejar de agitar el frasco se esperaron 30 segundos para tomar lectura al
segundo frasco, de esa forma consecutivamente hasta completar el total de muestras. El
proceso de la toma de lecturas se repitié cuatro veces hasta completar un ciclo de 120
minutos. Se tomd lectura de la conductividad eléctrica en uScm™ cada 30 minutos
mediante el procedimiento correspondiente en un ciclo de 120 minutos en las muestras
con riego y un ciclo de 90 minutos en las muestras inducidas a sequia, posteriormente

los datos obtenidos se dividieron entre el peso de cada repeticion de la muestra y se sacd
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un promedio de cada muestra en los diferentes horarios en que se tomo la lectura de

conductividad eléctrica.

Disefio de Experimento y Analisis

El experimento se realizd acorde con un disefio completamente aleatorio con tres
repeticiones. Se evaluaron los factores especie (A. striata y A. salmiana) y nivel de
humedad en el sustrato (bien irrigado y con suspension del riego). La oscilaciéon de
acidez titulable y la conductividad eléctrica en el medio de resuspencion se analizaron de
forma gréfica en el tiempo, considerando el promedio y el error estandar. El contenido
relativo de agua se analizd con un analisis de varianza (o < 0.05) y comparacion multiple
de medias de Tukey. Los gréaficos se realizaron con el programa Excel y el analisis
estadistico con el programa SAS.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La cantidad de acido malico cuantificada en A. salmiana fue mas baja que la
observada en A. striata (Figuras 7, 8 y 9). Este hecho indica que la magnitud de &cido
malico en las plantas CAM es una caracteristica que depende de la especie. La mayor
cantidad de acido maélico en A. striata puede deberse a que esta especie es menos
suculenta, y tiene mayor cantidad de clorénquima por unidad de volumen que A.
salmiana. En A. salmiana el &cido malico se diluye en el tejido que almacena agua. Las
hojas de agave generalmente son gruesas y suculentas, aunque algunas especies son de
consistencia dura como A. striata, (Verduzco et al, 2008). El A. salmiana es una planta
robusta, sus hojas son carnosas y macizas, ha sido una de las especies mas importantes
del pais debido al aprovechamiento de su abundante savia fresca para aguamiel o pulque
(Vargas, 2009).
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Figura 7. Porcentaje de acido malico a lo largo del dia (Periodo diurno ) y noche

(Periodo nocturno @) de la hoja Cotiledonar de A. salmiana y A. Striata en
condiciones de riego y de sequia. Las barras verticales indican un error
estandar., n=5.
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En A. salmiana la acidez en condiciones de sequia se elevo durante el periodo diurno
en su primer hoja lateral (Figuras 8), y ocurrié lo contrario en la hoja cotiledonar (Figura
7). La oscilacion de la acidez en la hoja cotiledonar tiende a coincidir con el patron de
variacion de las plantas CAM, lo que no ocurrié con todas las hojas laterales. Esto
podria indicar que conforme avanza el desarrollo de la planta encontrdndose en
condiciones ambientales de sequia no aparece ni se perfecciona el metabolismo CAM,
sino que esta presente desde el desarrollo inicial, en la hoja cotiledonar. Lo anterior se
afirma por lo menos en el desarrollo de las primeras tres hojas ya que no se muestred
otras etapas mas avanzadas, podria tratarse de una aparicion de fotosintesis CAM en
etapas muy avanzadas de desarrollo tanto en condiciones ambientales de sequia como de
riego y dependeria mas bien de otros factores como genética propia de la especie. La
expresion de la ruta CAM se ha estudiado principalmente en magueyes adultos, es decir
que tienen mas de 5 afios de edad. El estado del conocimiento de la expresion de esta
ruta en las primeras etapas del ciclo de vida de las plantas CAM adultas es incipiente o
nulo (De la Barrera y Andrade, 2005) lo cual coincide y explica los resultados obtenidos
y observados en las graficas de curvas de acidez de todas las etapas de desarrollo del A.
salmiana estudiadas. Los resultados de este trabajo muestran poca o nula la coincidencia
de la variacion de la acidez con la propia de la fotosintesis CAM tanto en condiciones
ambientales de sequia como de riego. Ya que se trata de la hoja cotiledonar y las dos
primeras hojas laterales después de la germinacion, siendo magueyes extremadamente

jévenes.

En A. salmiana, en condiciones de riego, la acidez observada en el tejido no mostro
una tendencia clara de fotosintesis CAM en las hojas cotiledonar y primera lateral
durante los periodos diurno y nocturno (Figuras 7 y 8). Una ligera variacién de la acidez
parecida a la tipica de las plantas CAM se observo en la segunda hoja lateral (Figura 9).
Este resultado lo puede indicar inexistencia de la fotosintesis CAM (Figuras 7,8 y 9)
cuando hay adecuada disponibilidad de humedad y una incipiente aparicion de la misma
con el desarrollo (Figuras 7, 8 y 9). Una planta de maguey utiliza sus mecanismos de
supervivencia (entre ellos el metabolismo CAM) cuando se encuentra en condiciones
ambientales extremas de sequia, por lo que en un ambiente donde siempre tiene agua, no
es necesario activarlos. Las plantas muestran ante el estrés hidrico respuestas que
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tienden a evitarlo o bien mecanismos o adaptaciones que permiten tolerarlo, y ambas

estrategias coexisten en cualquier tipo de sistemas (Castelan, 2009).

Las fluctuaciones de acidez observadas en A. striata durante los periodos diurno y
nocturno tienen una tendencia inversa entre las plantas sometidas a sequia y las plantas
con humedad adecuada (Figuras 7,8 y 9). Con base en este hecho se interpreta que en
esta especie de Agave el comportamiento de la actividad fotosintética en las células es
completamente diferente segun las condiciones ambientales en que se encuentre, en la
cantidad y fluctuacién de acidez durante el dia y la noche. Por lo cual queda claro que
dichas condiciones ambientales si afectan su metabolismo al elevar o disminuir el acido
malico en sus tejidos, por lo tanto la asimilacion del CO, en diferentes horas del dia
segun el nivel de hidratacion de los mismos. Se ha mencionado que ciertas plantas, entre
ellas algunas especies de agaves tienen distinta formar de afrontar problemas para su
supervivencia, tienen un comportamiento en condiciones de sequia y otro en condiciones
de abundancia de agua y esto se refleja por primera vez en la etapa de desarrollo segun
dicte la genética propia de su especie, cuando una planta estd sometida a unas
condiciones significativamente diferentes de las 6ptimas para la vida se dice que esta
sometida a estrés, si bien las diferentes especies o variedades difieren en sus
requerimientos 6ptimos y por tanto en su susceptibilidad a un determinado estrés (Hsiao
1973; Levitt 1980). Valladares et al. (2004), mencionan que ademas hay periodos o0
etapas de desarrollo como el estadio de plantula, donde las especies pueden ser

particularmente sensibles (o insensibles) a un estrés determinado.

En A. striata los niveles de acidez en todas las hojas cambiaron drasticamente con el
paso del tiempo, la diferencia de acidez entre un horario y otro fue elevada (Figura 7, 8
y 9). Esto indica que en esta especie de Agave el comportamiento durante el paso de las
horas es rapido y drastico, asegurando rapidamente buenas condiciones a nivel celular,
es decir, que esta especie de Agave activa o desactiva un metabolismo CAM en muy
poco tiempo asimilando el CO; la mayor fuente de alimento y conservando el agua que
necesita. A. striata es una especie muy poco suculenta debido al reducido tamafio de sus
hojas, por lo que almacena mayor cantidad de acido malico en diferentes horas y menor

cantidad de agua. De igual manera, si se llega a encontrar frente a condiciones de sequia
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extremas llegaria a un nivel de estrés hidrico o muerte muy rapidamente a diferencia de
otras especies mas suculentas, ya que al perder la poca agua que poseen por la estructura
de sus hojas propia de su especie, ese espacio es llenado con el acido malico de la accién
de la fotosintesis CAM lo que explica el nivel alto de acidez en sus hojas y el cambio
dréastico en poco tiempo pues son poco suculentas y tienen poca agua almacenada. Las
hojas de agave se originan en forma espiral, generalmente son gruesas y suculentas,
aunque algunas especies son de consistencia dura como A. striata (Verduzco et al.,
2008).

En condiciones de sequia A. striata presenta una curva de acidez tipica del
metabolismo CAM en la segunda hoja lateral (Figura 9) y en la primer hoja lateral
muestra una ligera tendencia aumento de la acidez por la noche, tal como ocurre en la
fotosintesis CAM. Esto indica que en esta especie de Agave conforme avanza el
desarrollo y la planta se encuentra en condiciones adversas, va apareciendo o bien,
perfeccionando dicho metabolismo para su supervivencia, también indica que cambia su
ruta fotosintética al pasar de una etapa de desarrollo a otra de C3 a CAM cuando se
encuentra frente a condiciones ambientales adversas. Cuando los magueyes nacen, aun
no han madurado todos sus mecanismos celulares puesto que en la semilla se encuentran
todos los nutrientes y las condiciones necesarias para su supervivencia inicial. Las
semillas son estructuras reproductoras que garantizan la supervivencia del embrion
desde que este se separa de la planta progenitora hasta que se inicia el crecimiento de la
plantula (Simoén y Moysset, 2006). Es decir que no presentan de forma inmediata un
estrés hidrico o de otro tipo, por lo cual no es necesario activar mecanismos de
supervivencia de forma inmediata a la germinacién (hoja cotiledonar), en este trabajo no
se quitd el riego a ninguna plantula hasta que completd tres etapas de desarrollo (tres
primeras hojas) y por lo tanto recibieron nutrientes y agua mientras crecié la hoja
cotiledonar, esta fue la que menor tiempo estuvo sometida a estrés hidrico a diferencia

de las hojas laterales que emergieron después.

En todas las hojas del Agave muestreadas se observd un mayor contenido relativo de
agua cuando crecieron bien irrigadas que cuando se sometieron a déficit de agua, tal

como se sugirio en la hipétesis (Figura 10). Esto indica que las hojas si percibieron un
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grado de estrés hidrico al quitarles riego durante sus primeras etapas de desarrollo. Se
considera que la sequia es un evento ambiental y meteoroldgico, y se define como la
ausencia de lluvia durante un tiempo suficientemente largo como para causar carencia de
humedad en el suelo y dafio en las plantas. Si dicha sequia es un estrés ambiental de
suficiente duracion, produce un déficit de agua en las plantas, que a su vez afecta los
procesos fisioldgicos. El estrés hidrico afecta la distribucién de biomasa (Kramer, 1980).
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Figura 10. Porcentaje de contenido relativo de agua en hojas cotiledonar (HC), primera
lateral (H1L) y segunda lateral (H2L) de las especies A. salmiana (A.Sa) y
A. striata (A.St) inducidas a condiciones de sequia y condiciones de riego.
Los datos representan la media + error estandar. n= 36.

A. striata muestra una menor disminucién de contenido relativo de agua en el mismo

tiempo de induccidén a sequia que A. salmiana, por lo tanto un menor estrés hidrico. Lo
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anterior a pesar de que A. striata es una especie mucho menos suculenta y con mayor
cantidad de clorénquima en sus hojas. En palabras de la clave taxondémica (Gentry,
1982) A. striata tiene roseta cespitosa (crecimiento apifiado a partir de la produccién de
ramas basales, brotes basales o bulbillos), hojas 0.8 a 1.5 centimetros de ancho, duras,
rigidas, con espinas erectas (figura 11). Vargas (2009) menciona que A. salmiana es una
planta robusta, de tamafio mediano a grande, forma rosetas macizas de 1.5 a 2 metros de
alto e igual o mas de ancho, hojas carnosas y macizas (figura 12).

Figura 11. Ejemplares de A. striata en su habitat natural. Moro Andrea, Barcelona
Espafia.
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Figura 12. Ejemplar de A. salmiana en su habitat natural. Ruiz Garcia, 2013, Villa de
Arista, San Luis Potosi, México.

En la hoja cotiledonar de A. salmiana y A. striata el cambio en el CRA entre las
muestras con riego y las muestras inducidas a sequia fue mas drastico que en las demas
hojas (de 10 a 35% mayor en muestras con riego). Esto nos dice que la hoja cotiledonar
esta provista de condiciones de supervivencia distintas que las hojas laterales, lo que la
vuelve muy diferente de las deméas hojas y por lo tanto puede haber una diferencia muy
significativa de la actividad del metabolismo CAM. Peter et al., (1992) mencionan que
durante todo el periodo de formacion del embrién de una planta en una semilla se
establece un flujo continuo de nutrientes entre la planta madre y los tejidos del dvulo. De
manera que se produce un almacenamiento masivo de productos de reserva dentro del

endosperma o cotiledones de la semilla en desarrollo.

Después con los mismos resultados, se realizo un analisis estadistico ANAVA
(anélisis de Varianza) de dos factores que es una técnica de disefio de experimentos que
se emplea para el estudio de los efectos que pueden tener dos factores A y B sobre una
variable respuesta, suponiendo que pueda existir interaccion entre ambos, permite el
estudio de la influencia individual de ambos factores como de su posible interaccion

(NUfiez, 2001) y una prueba alternativa de Tukey que consiste en comparar el valor
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absoluto de las diferencias entre las medias con el rango menos significativo de Tukey
(Rr) que es el producto del rango estudentizado de Tukey (rr) por la desviacion tipica de
las diferencias (Or), si el valor absoluto de una de las diferencias es mayor que Rr, se
consideran las medias correspondientes significativamente diferentes (Vargas, 1995),

obteniendo los siguientes resultados en el cuadro 1y 2.

Cuadro 1. Resultado del ANAVA de dos factores con los datos de contenido relativo
de agua de las muestras de dos especies de Agave en dos condiciones
hidricas.

Fuente de variacion DF TipollISS  Cuadrado Valorde F  Pr>F

Especie 1 89 89 1.04 0.3252
Condicion hidrica 1 2689 2689 31.31 <.0001
Especie x condicion 1 58 58 0.67 0.4261
hidrica

Cuadro 2. Prueba de Tukey: Nivel de significancia, condicién hidrica con los datos de
contenido relativo de agua de las muestras de 2 especies de Agave en dos
condiciones hidricas.

Condicion hidrica Significancia N Agrupacién Tukey
Riego 86.0 9 A
sequia 61.6 9 B
Especie Significancia N Agrupacion Tukey
A. salmiana 77.016 6 A
A. striata 72.291 12 A

No se encontro diferencia significativa entre especies por las diferentes condiciones
hidricas (Cuadro 1), lo que significa que no hay mucha diferencia entre los A. salmiana 'y
los A. striata entre si al inhibirles 0 no el riego. Esto indica que en condiciones

ambientales iguales una especie de Agave no alcanza un nivel de estrés mucho mas alto
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o diferente que la otra de las especies aqui estudiadas. Segun la prueba de Tukey
(Cuadro 2) las especies son estadisticamente iguales, lo cual indica que se Ilego a un

nivel de estrés y condicion de riego igual.

Se observd una diferencia significativa de los CRA entre condiciones hidricas en
ambas especies (Cuadros 1y 2). Esto significa que en ambas especies a las que se les
indujo estrés hidrico, si se logré tal objetivo para posteriormente estudiar el
comportamiento o aparicion de la actividad CAM en A. salmiana y A. striata en distintas
condiciones hidricas. La reduccion del CRA podria considerarse evidencia de que la
restriccion de humedad en el sustrato produce un estrés hidrico en las plantulas de
Agave. Para inducir a un estrés hidrico, el tiempo de restriccion de humedad depende de
las condiciones ambientales del sitio de produccion, el tipo de sustrato y envase

utilizado, asi como la especie y sus caracteristicas morfoldgicas (Prieto, 2004).

Se midi6 también la conductividad eléctrica y los resultados se graficaron por cada
hoja y especie tanto en condiciones de riego como en condiciones de sequia (Figura 13 y

Figura 14) y arrojaron los siguientes resultados:
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Figura 13. Conductividad eléctrica de muestras con riego en puS cm™ de las hojas A.
salmiana cotiledonar ( —*), A. salmiana primera lateral (~* ), A.
salmiana segunda lateral (—®—), A. striata cotiledonar ( —#-), A. striata
primera lateral (—+) y A. striata segunda lateral (--) cada 30 minutos en
un ciclo de 120 minutos. Las lineas verticales en cada punto representan el
error estandar.
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Figura 14. Conductividad eléctrica de muestras con estrés hidrico en pS cm™ de las
hojas A. salmiana cotiledonar (Sa HC—-), A. salmiana primera lateral (Sa
H1L-+-), A. salmiana segunda lateral (Sa H2L-=-), A. striata cotiledonar (St
HC —+-), A. striata primera lateral (St HLIL —+) y A. striata segunda lateral
(St H2L--) cada 30 minutos en un ciclo de 90 minutos. Las lineas
verticales en cada punto representan el error estandar.

La conductividad eléctrica en todas las hojas con riego tuvo una magnitud mayor a
los seiscientos pScm™ a los 90 minutos, mientras que en las hojas con estrés hidrico
fueron todas por debajo de los seiscientos pScm™ (Figura 13 y 14). Las muestras en
sequia tienen una mayor estabilidad de conductividad eléctrica que las muestras en

condiciones de riego.

Esto indica que los Agave en condiciones de riego se encuentran mas dafiados e
inestables quiza porque también sufren un estrés hidrico inverso o de inundacion al ser

regadas todos los dias mientras que los que estan en estrés hidrico se muestran mas

31



estables por el hecho de que son plantas adaptadas a condiciones de sequia y se
encuentran preparadas mas para enfrentar esta situacion que una inundacion, recordando
que se trata de plantas suculentas en condiciones ambientales normales y de sequia. El
A. salmiana prospera con éxito en climas que van de semiseco a seco Yy con una

precipitacion pluvial de 320 a 720mm anuales (Gentry, 1982).
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CONCLUSIONES

El contenido de acido malico en los tejidos de las especies A. striata y A. salmiana,
como indicador de la fotosintesis CAM, varia en funcion de los cambios en el desarrollo
de la plantula y de la restriccion de humedad. En el caso de A. striata las plantulas son

mas afectadas cuando se encuentran en condiciones hidricas muy elevadas.

La restriccion de humedad en el sustrato de plantulas de Agave de tres meses de edad
durante dos semanas, disminuye el nivel de hidratacién de los tejidos creando un estrés

hidrico significativo.

Los magueyes de la especie A. salmiana y A. striata presentaron oscilacion de acidez
negativas y positivas variables lo que sugiere que son facultativos, es recomendable

confirmar estos cambios con otras técnicas.

El nivel de hidratacion del tejido se asocia con la actividad fotosintética CAM. Un
nivel alto de hidratacion del tejido expresa una actividad CAM completamente opuesta a
las de las plantas que tienen un nivel bajo de hidratacion del tejido. Este hecho es méas
notable en A. striata por la menor suculencia en sus hojas y menor grado de estrés

hidrico comparado con A. salmiana.
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