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RESUMEN

A. cupreata es una planta endémica de Michoacan y Guerrero. En el presente trabajo se
estudiaron las respuestas de fotosintesis a la radiacion, la temperatura y el estado hidrico de

la planta.

Se realizaron 4 experimentos, que se enfocaron principalmente en caracterizar las
respuestas del ciclo de intercambio de gases (transpiracion y absorcién de COz2) a diferentes
condiciones. Para ello, se utilizé un nuevo sistema de medicion, que se disefid en el laboratorio
de nutricion vegetal del IIAF. En el primer experimento se utilizaron dos plantas (una
aclimatada a la sombra y otra al sol), y solo se obtuvieron datos de absorciéon de COz. En el
segundo, se utilizaron cuatro hojas de una planta mas grande (10 afios de edad), y se
obtuvieron mediciones completas de intercambio de gases durante 9 dias. En el tercer
experimento, se compararon plantas aclimatadas al sol y a la sombra y sus respuestas a
cambios de iluminacion. Se siguid el intercambio de gases y se midi6 la fluorescencia y los
cambios de acidez titulable en las hojas. En el cuarto experimento las mismas plantas del
tercer experimento se dejaron sin regar durante tres meses y se utilizaron para monitorear el
intercambio de gases en condiciones de estrés hidrico y durante su rehidratacion, después
del riego. Antes y después del riego se midieron ademas la acidez titulable y la fluorescencia.
Se encontré que A. cupreata parece tener una regulacion imperfecta de los diferentes
procesos del ciclo CAM, que en diferentes condiciones lleva durante el dia a un desajuste en
el metabolismo del CO2 y en algunas condiciones a una pérdida del COz2 fijado durante la
noche anterior. Estas condiciones son, al parecer, temperaturas muy altas durante el dia, y/o
niveles insuficientes de radiacién solar durante la mafana. Al opuesto, las condiciones 6ptimas
corresponden a temperaturas moderadas de las hojas (de 25 a 35 °C) y dias soleados en la

mafana pero nublados en la tarde.

Palabras clave: Metabolismo CAM, intercambio de gases, MACsuino, condiciones

ambientales y estrés hidrico.



ABSTRACT

A. cupreata is an endemic plant of Michoacan and Guerrero. In the present work the
photosynthesis responses to the radiation, the temperature and the water status of the plant
were studied.

Four experiments were carried out, which focused mainly on characterizing the
responses of the gas exchange cycle (transpiration and CO2 absorption) to different conditions.
For this, a new measurement system was used, which was designed in the plant nutrition
laboratory of the IIAF. In the first experiment two plants were used (one acclimatized in the
shade and the other in the sun), and only CO2 absorption data were obtained. In the second,
four leaves of a larger plant (10 years old) were used, and complete gas exchange
measurements were obtained for 9 days. In the third experiment, acclimated plants were
compared to the sun and shade and their responses to light changes. Gas exchange was
monitored and fluorescence and titratable acidity (TA) changes were measured on the leaves.
In the fourth experiment, the same plants of the third experiment were left unpermitted for three
months and were used to monitor the exchange of gases under conditions of water stress and
during their rehydration after irrigation. Before and after irrigation, titratable acidity and
fluorescence were also measured. It was found that A. cupreata seems to have an imperfect
regulation of the different processes of the CAM cycle, which under different conditions leads
during the day to a mismatch in CO2 metabolism and in some conditions to a loss of CO2 set
during the previous night. These conditions appear to be very high temperatures during the
day, and / or insufficient levels of solar radiation during the morning. Opposite, the optimal
conditions correspond to moderate leaf temperatures (from 25 to 35 °C) and sunny days in the

morning but cloudy in the afternoon.

Key words: CAM metabolism, gas exchange, MACsuino, environmental conditions and water

stress.



I. INTRODUCCION GENERAL

México es considerado centro de origen y biodiversidad del género Agave, por albergar un
gran numero de estas especies. Los agaves 0 magueyes son plantas suculentas de gran
importancia social, cultural y econdmica, por la cantidad de recursos que proporcionan, siendo
uno de los principales la obtencidn de bebidas alcohdlicas. Sus recursos se han aprovechado

durante siglos por las poblaciones indigenas de nuestro pais (Colunga-Garcia et al., 2007).

En Michoacan se han registrado ocho especies del género Agave; A. anguistiarum, A.
angustifolia, A. attenuata, A. hookeri, A. inaequidens, A. pedunculifera, A. Schidigera y A.
cupreata (Gentry, 1982). ElI Agave cupreata Trel. & Berger, comunmente es conocido como
"maguey chino" en Michoacan y "maguey papalote" en Guerrero, es una planta endémica de
la depresion del rio Balsas. Se distribuye en estos dos Estados, entre los 1200 y 1850 msnm,
en el bosque tropical seco, bosque de pino y bosque de pino-encino (Gentry, 1982). El A.
cupreata se utiliza en la elaboracién de mezcal de manera artesanal. Esta actividad, tradicional
en Michoacan, tiene una gran importancia como fuente de ingresos en algunas de las zonas
mas marginadas del Estado. El mezcal Michoacano se produce esencialmente a partir de dos
especies de agaves: A. cupreata y A. ineaquidens.

Con la aprobacion de la denominacion de origen para el mezcal Michoacano, obtenida
en 2012, se abren nuevas posibilidades de comercializacion, y se prevé que la demanda se
incremente en los proximos anos. Debido a esto, se espera un incremento en la superficie
cultivada de A. cupreata, incluso en los ultimos 12 afios, los productores han empezado el
cultivo de A. cupreata (Philippe Lobit, 2015 com. pers). Sin embargo, muchas de estas
plantaciones presentan poco crecimiento y/o un contenido de azucar bajo en comparacién con

las mejores plantaciones silvestres (Philippe Lobit, 2015 com. Pers).

De manera general, el desarrollo y crecimiento de los agaves puede estar afectado por
varios factores entre los que destacan: 1) el ambiente micro-climatico, que depende de
variables como la altitud, la pendiente, la radiacion, la orientacién, la humedad, la temperatura
y la exposicion al sol, 2) las condiciones edaficas, en particular las caracteristicas fisicas y

quimicas del suelo y 3) factores bioldgicos como la interaccion con otras plantas y animales
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(Nobel 1985, Martinez-Palacios A et al., 2015).

En particular se sabe que en los agaves la radiacion solar, la temperatura nocturna y el
déficit hidrico influyen en la fijacion de CO2 y acumulacion de carbono y por lo tanto en la
productividad (Nobel, 1988). Los ambientes en que crece A. cupreata se caracterizan a
menudo por variaciones de radiacion y temperatura a corto plazo (sombra por arboles,
sombras por relieve, nubes y orientacion). Estas fluctuaciones pueden afectar la fotosintesis y
su regulacion (tasa de descarboxilacion, asimilacion y regulacion estomatica), pero estos

efectos no han sido investigados en este agave.

En este trabajo, nos enfocamos en caracterizar el metabolismo fotosintético de A.
cupreata mas especificamente en describir el aspecto general de la dinamica de intercambio
de gases bajo diferentes condiciones ambientales de radiacidn solar, temperatura y el estado
hidrico. Con los objetivos de caracterizar las respuestas: 1) a las fluctuaciones de condiciones
ambientales (radiacion solar y temperatura) a corto plazo (minutos y horas), 2) al sombreo
(tanto de aclimatacion a largo plazo y durante cambios de iluminacion de unos dias), 3) al

déficit hidrico y a la rehidratacion de la planta.

En dos estudios previos que se realizaron en nuestro cuerpo de trabajo se encontrd que
A. cupreata no cierra completamente sus estomas durante el dia, como es caracteristico de
una planta CAM, llevando a una pérdida de COz2 hacia la atmosfera. Lo que podria sugerir que
exista algun problema de regulacién en su metabolismo, ya que esta perdida de CO2 podria
ser ineficiente tomando en cuenta el costo energético que representa para la planta la fijacion
de COz2. Sin embargo, estas observaciones se hicieron en plantas bien regadas, y s6lo en dos
ocasiones. No hay informacién si este comportamiento se mantendra bajo diferentes
condiciones de temperatura, radiacion o estrés hidrico. Que son condiciones donde crece el

A. cupreata.

Ademas el A. cupreata por crecer en un habitat de bosque y en un clima caracterizado
por una temporada de lluvias larga, podria tener un comportamiento fisiolégico diferente de

otras especies ya estudiadas.



Por lo anterior, el presente estudio tiene como objetivo, caracterizar la dinamica de
intercambio de intercambio de gases durante el ciclo dia-noche en A. cupreata bajo diferentes
condiciones ambientales de temperatura, radiacion solar y estado hidrico. Para este propdsito,
se midié la acumulacion nocturna de la acidez titulable y su evolucion durante el dia, el
intercambio de gases y la fluorescencia de la clorofila en hojas mantenidas a diferentes niveles
radiacion solar y estado hidrico, sin aclimataciéon y con aclimatacion a dos condiciones de
radiacion solar (expuestas totalmente al sol y expuestas al sombreo de una malla sombra. Se
caracteriz6 el efecto de las fluctuaciones naturales a corto plazo de radiacion y temperatura

durante el dia en hojas de A. cupreata mediante mediciones de intercambio de gases.



Il. JUSTIFICACION

La presente investigacion permitira aportar conocimientos sobre la fisiologia de A. cupreata.
Mas especificamente, se abordan las respuestas en su dinamica dia-noche de intercambio de
gases bajo diferentes condiciones de temperatura, radiacién solar y estrés hidrico sobre la
conductancia estomatica, fijacion nocturna de CO2 y su asimilacién durante el dia siguiente.
Con la finalidad de conocer la regulacion de las diferentes fases de su ciclo de intercambio de
gases y el efecto de las condiciones ambientales (la radiacion, temperatura y el estado hidrico)
sobre dicha regulacién, lo cual pudiera afectar su productividad. Aunque se espera que A.
cupreata por vivir de forma natural bajo el dosel de los arboles, con fluctuaciones de radiacion
y temperatura por el paso de nubes, y una temporada de lluvias y una de secas se encuentre
adaptado a estas condiciones y que la pérdida de CO2 sea equilibrada entre las diferentes

hojas que conforman la planta. Sin que se vea afectada su tasa fotosintética.



lll. ANTECEDENTES GENERALES

3.1 Los agaves

Los agaves son un grupo de plantas de gran importancia cultural, econémica, ecologica y
social. Estas plantas fueron nombradas tocamba (purépecha) y metl o mexcametl (nahuatl)
que significa maguey. Los espafioles las llamarian maguey, palabra adoptada de su paso por
las Antillas durante la conquista. Los agaves viven entre cinco y sesenta afios, segun la
especie, y pueden producir cientos de flores que ofrecen néctar a insectos, aves y murciélagos
a cambio de polen de otros individuos de su especie (http://biodiversidad.gob.mx). Los agaves
mantienen relaciones bioldgicas y ecolégicas complejas entre ellos y con otras especies de
plantas y animales, por lo que proveen multiples servicios ambientales, como el mantenimiento
del suelo y de las poblaciones de polinizadores como los murciélagos (Colunga-Garcia et al.,
2007). La mayoria de los magueyes desarrollan sus flores en ramas; otros en inflorescencia
formada por un eje principal alargado llamado espiga, escape o quiote. Las flores producen las
semillas, las cuales son dispersadas por la lluvia y el viento. Las semillas heredan y mezclan
los genes de la planta madre y de la que proviene el polen. La mayoria de los agaves tienen
una forma alternativa de reproducirse, que es por medio de bulbillos e hijuelos. Los bulbillos
se desarrollan a partir de una yema y los hijuelos son los retofios mas vigorosos, que nacen
en el cuello de la planta. Ambos son clones de la planta que los produjo (Colunga-Garcia et

al., 2007). A. cupreata, se reproduce de manera natural por medio de semillas.

En México los agaves fueron la fuente principal de carbohidratos para la poblacion antes
del maiz (Smith, 1886). Se ha documentado un minimo de 74 especies y 28 taxa
infraespecificos con uso como alimento humano, bebidas fermentadas, debidas destiladas,
fibra y forraje (Colunga-Garcia et al., 2007). Los agaves son un recurso fitogenético estratégico
para el pais, ya que representan una alternativa para el desarrollo sostenible desde el punto
de vista ecologico y social, es de particular importancia su capacidad bioproductiva en

ambientes extremos de temperatura y disponibilidad de agua (Colunga-Garcia et al., 2007).



3.1.1 La familia Asparagaceae y la subfamilia Agavoideae

La familia Asparagaceae fue descrita por Antoine-Laurent de Jussieu en su trabajo y
publicado en Genera Plantarum 40- (1789). En la actualidad la familia Asparagaceae
cuenta con siete subfamilias; Agavoideae, Aphyllanthoidae, Asparagoideae, Brodiacoideae,
Lomandroideae, Nolonoideae y Scilloideae (Chase et al., 2009). Las plantas que conforman
esta familia son monocotiledoneas; hierbas o subarbustos perennifolios. La subfamilia
Agavoideae antes llamada familia Agavaceae es ampliamente distribuida en varias
regiones del Continente Americano, y un gran numero de ellas se encuentran en

Meéxico y habitan en lugares generalmente aridos y semiaridos.

La subfamilia Agavoideae presenta una distribucion amplia en diversas partes del
mundo y de México. Las agavoideas son plantas monocotiledoneas, muchas de ellas son
arborescentes, las hojas suelen ser grandes, xeromorficas, fibrosas en general suculentas,
duras y persistentes, en rosetas en la base o al final de las ramas. Con inflorescencias que
pueden ser grandes y compuestas de muchas flores. Las flores por lo comun son bisexuales

con seis tépalos y seis estambres, el ovario es supero o infero (www.thecompositaehut.com).

La subfamilia consta de 25 géneros y 637 especies (Judd et al., 2007). Los géneros con el
mayor numero de especies son; Agave con 300 especies, seguido de Chlorophytum con 150
especies, Anthericum 65 especies, Yucca 40 especies y Hosta con 40 especies (Chase et al.,
2009).

3.1.2 Importancia del genero Agave

En 1753 Carlos Linneo describié al género Agave, cuyo nombre viene del griego Agaué y
significa “admirable o noble”, (Gédmez Pompa, 1963). El género Agave ha formado parte de
los asentamientos humanos en Meéxico, sobre todo en aquellas regiones de sequia
extrema, donde existen evidencias de hace mas de 5 mil afios, que han servido de alimento,
medicina y vestido (Gentry, 1982). La extraccion de bebidas alcohdlicas, ha permitido el
desarrollo de la industria con la produccion de tequila en Jalisco, el Bacanora en Sonora, el
mezcal en Oaxaca y en otros estados de la Republica Mexicana (Gentry, 1982; Garcia—
Mendoza, 1992).



3.1.3 Usos de los agaves o0 magueyes

El agave se ha utilizado desde tiempos prehistoricos por los indigenas de México y Norte
América principalmente (Nobel, 1988). Las especies de agave han tenido usos, entre los que

destacan;

Alimenticios: agua miel (savia del tallo), pulque (agua miel fermentada), jugo dulce,
miel (en la industria alimenticia se comercializa por sus propiedades nutricionales y
nutracéuticas), vinagre, aguardiente, mezcal (agave cocido y destilado de manera artesanal)
guisos (tallos florales y flores), postre, azucar, levadura, condimento para la barbacoa
y fructosa (Gentry, 1982; Nobel, 1988).

Hoy en dia se le han dado varios usos al mezcal obtenido de los agaves, entre los

que se encuentra la elaboracion de cremas vy licores frutales.

Domeéstico: Cepillos para lavar, escobas, canastas, recipientes, las hojas secas

se utilizan como combustible doméstico (Garcia-Herrera et al., 2010).

Comercial: Las fibras obtenidas de las hojas de algunas especies de agave (A.
fourcroydes, A. lechuguilla, A. sisalana), son utilizadas para producir cuerdas, sacos,
artesanias, tapetes, tejer objetos, para producir papel y mas recientemente en la construccion
de materiales, elaboracion de escobetas para limpiar los metales (Gentry, 1982; Nobel, 1998;
Colunga-Garcia et al., 2007). Entre las bebidas que se elaboran a partir del jugo de los
agaves se encuentra el mezcal, tequila, bacanora, y el pulque mismas que son

comercializadas (Nobel, 1988).

En la produccién de farmacos: Como el etanol, celulosa, sapogeninas utilizadas como

agente de limpieza y en shampoos (Gentry, 1982; Nobel, 1988).
Ornamentales: En jardines publicos y privados (Garcia-Herrera et al., 2010).

3.2 Agave cupreata

El A. cupreata Trel & Berger, se utiliza en la elaboracién de mezcal de forma artesanal y rustica.
Para la elaboracién del mezcal se cortan las pifias antes de la floracién, el mezcal se obtiene
del cocimiento del tallo (pifia) del agave, la fermentacion y la destilacion. EI nombre de A.

cupreata responde al color cobre de sus espinas (Gentry, 1982). Se considera una planta,
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semélpara, caulescente, solitaria y dispersa que crece en forma de roseta la cual puede medir
1 m de alto por 80 cm de ancho, sus medidas pueden variar de acuerdo al sitio donde crezca.
Su tallo es grande y carnoso. Las hojas son anchas, ampliamente lanceoladas u ovadas con
una longitud de 40 a 80 cm y un ancho de 18 a 20 cm y estrechas, planas o ligeramente
céncavas en la base, de color verde brillante, carnosas, el margen ampliamente crenado,
mamilado, con poca fibra, las espinas son agudas, dimorficas, fuertemente aplanadas, de color
cupraceo a gris, de 10 a 15 cm de largo y separada de 3 a 6 cm; panicula de 4 a 7 m de altura,
ancha, sus flores son de color amarillo, protandricas, dicogamicas, con 380 6vulos en
promedio, cada escapo presenta de 13 a 17 umbelas con 80 a 120 flores cada uno. Su
reproduccion es por semilla que son dispersadas por el viento y su época de floracion es de
enero a marzo, sus polinizadores son abejas, mariposas nocturnas, avispas, colibries y
murciélagos (Gentry, 1982). Tarda entre 7 a 15 anos en llegar a la madurez sexual (lIsley et al.,
2007).

La colecta exhaustiva de plantas silvestres de A. cupreata justo antes de la floracion,
interrumpe la reproduccidn sexual, la aportacion de semillas y por lo tanto el establecimiento

de nuevas plantas a las poblaciones silvestres (Gémez-Sierra, 2005).

Figura 1. Agave cupreata. Tomada por Philippe Lobit en Meza las Azucenas, Michoacén, México.



3.2.1 Clasificacién Taxondmica de Agave cupreata

Posicion taxondmica de A. cupreata Trel. & Berger (APG IlI, 2009).
Reino: Plantae
Clado: Angiospermas
Clado: Monocotiledoneas
Orden: Asparagales
Familia: Asparagaceae
Subfamilia: Agavoideae
Género: Agave

Especie: Agave cupreata

Nombre comun: maguey chino en Michoacan y maguey papalote en Guerrero.

3.2.2 Distribucién de Agave cupreata

El A. cupreata Trel & Berger, se ubicada entre los 1200 y 1850 msnm y se distribuye en forma
discontinua en pendientes de montafas, bosques de pino-encino, pastizales, palmares o
selvas bajas de la cuenca del rio Balsas donde forma poblaciones aisladas, en los estados de

Michoacan y Guerrero, México (Gentry, 1982).

Figura 2. Distribucion de Agave cupreata en la Republica Mexicana.

9



3.2.3 El clima

El clima en las localidades donde actualmente crece A. cupreata, fue estimado para el clima
contemporaneo (1961-1990) por Saenz-Romero y colaboradores en 2011. Las estimaciones
se hicieron utilizando un modelo climatico “spline”, basado en resultados del modelo de
circulacién global canadiense, escenario de emisiones intermedio A1B. La estimacion de la
temperatura promedio de ocho localidades del estado de Michoacan y cuatro del estado de
Guerrero donde actualmente crece de forma natural en promedio para el clima contemporaneo

la temperatura fue de 19.1 °C y la estimacion de la precipitacion fue de 961 mm.

3.3 Nivel de nutrientes en agaves

Las raices de los agaves tienden a ser superficiales, por lo que los nutrientes minerales se

obtienen de la parte superior del suelo (Nobel, 1988).

El crecimiento de las plantas CAM puede estar incrementado por la fertilizacion de
nitrégeno (Nose et al., 1985). El nitrdgeno es requerido por proteinas y acidos nucleicos, y
otras moléculas vitales en el funcionamiento de las plantas. En A. sisalana los niveles de
algunos elementos pueden cambiar con la edad del tejido (Lock, 1962). El nivel de nitrégeno
promedio en toda la hoja es del 1.0% del peso seco de la hoja desplegada recientemente, y
disminuyen hasta 0.7% en las hojas de mayor edad. El fosforo disminuye de 1,300 ppm en
hojas desplegadas recientemente a 700 ppm para las hojas mas viejas, el potasio disminuye
de 2.2% a 0.7%. Los niveles de calcio aumentan conforme aumenta la edad de las hojas, para
las hojas que todavia estan plegadas a la espiga central es de 0.7%, para las desplegadas
recientemente 1.3% y en las hojas de mayor edad 2.0% (los niveles de estos elementos son
el promedio de toda la hoja) (Lock, 1962). El nivel de calcio en agaves puede representar el
6% del peso seco del colénquima, estos niveles pueden deberse a la acumulacién de oxalato
de calcio en estas plantas (Ginson y Nobel 1986). El potasio es requerido para la regulacion

de la presidn osmatica y la apertura de los estomas en las plantas CAM (Jewer et al., 1981).

3.4 La fotosintesis
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Las plantas son organismos autotrofos fotosintéticos, capaces de absorber y utilizar la energia
luminosa para la sintesis de carbohidratos a partir del diéxido de carbono y el agua con la
generacion de oxigeno. A este proceso se le conoce como fotosintesis que en sentido literario
quiere decir "sintesis usando la luz". El balance de todas las reacciones que ocurren en la

fotosintesis podrian ser descritas de la manera siguiente:

6 CO2 + 6H20 energia luminica a la planta CeH1206 + 602

N
>

Dioxido de carbono + Agua Carbohidrato + Oxigeno

En las plantas pueden distinguirse tres modelos fotosintéticos (C3, C4 y CAM) de
acuerdo con las caracteristicas fisiologicas, morfologicas y bioquimicas especificas de cada
grupo (Taiz y Zeiger, 2002). Las plantas con fotosintesis Cs, fijan el dioxido de carbono con la
enzima ribulosa difosfato, en los cloroplastos para formar dos moléculas de tres carbonos
(acido 3-fosfoglicérico) mediante el ciclo de Calvin-Benson. En la fotosintesis C4, el CO2 es
ligado al aceptor fosfoenol piruvato (PEP) con el uso de la enzima fosfoenol piruvato
carboxilasa (PEPC), para producir compuestos de cuatro carbonos, los cuales son
transportados a los cloroplastos de las células que envuelven el haz vascular, donde se realiza
el ciclo C3 . La fotosintesis CAM se caracteriza por fijar el COz2, principalmente por la noche
con el uso de la enzima fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPCasa), y el producto de la reaccion,
el oxalo-acetato, es reducido a acido malico y almacenado en la vacuola. Durante el dia el
acido malico previamente almacenado se libera en el citosol, libera CO2 por descarboxilacion
y el COz asi obtenido es asimilado a través del ciclo de Calvin-Benson (Taiz y Zeiger, 2002).

Los agaves presentan este metabolismo.

3.4.1 Metabolismo Acido de las Crasulaceas (CAM)

El proceso fotosintético CAM (siglas del nombre en inglés Crassulacean Acid Metabolism), es

caracteristico de las plantas suculentas del desierto, plantas acuaticas y epifitas (Drennan y

Nobel, 2000). En el mecanismo CAM, hay dos vias para obtencién del CO2: la actividad

carboxilasa de tres carbonos (Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa, o Rubisco) y el de
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cuatro carbonos (fosfoenol piruvato carboxilasa, o PEP-Casa) ocurren en una misma ceélula,
con actividad enzimatica separada temporalmente (Dodd et al., 2002). En estas plantas, el
mecanismo estomatico esta estrechamente vinculado al metabolismo fotosintético: los
estomas estan abiertos en la noche mientras ocurre la fijacion del COz por la PEP-Casa y (en
general) cerrados durante el dia mientras ocurre la asimilacién por la Rubisco. También hay
una integracion estrecha entre metabolismo y funcionamiento vacuolar: los acidos organicos
producidos por la fijacion el CO2 son acumulados en la vacuola durante la noche y liberados
durante el dia (Geydan et al., 2005).

El ciclo dia/noche en el metabolismo CAM: el ciclo dia/noche caracteristico de la fotosintesis

CAM consiste en los siguientes pasos (Winter y Smith, 1996):

-La fase | ocurre durante la noche: se abren los estomas y la enzima fosfoenol-piruvato
carboxilasa (PEPC) fija el COz. El &cido oaxalo-acético formado por esta reaccion es reducido

a acido malico, el cual se almacena en la vacuola de las células fotosintéticas.

-La fase Il ocurre al inicio del dia: los estomas permanecen abiertos para la toma de

CO:z2 por lapsos cortos durante el amanecer.

-La fase lll ocurre durante el dia: el acido malico almacenado en la vacuola se libera en
el citosol, libera CO2 por descarboxilacion y el COz asi obtenido es asimilado a través del ciclo

de Calvin-Benson.

-La fase IV ocurre al final del dia: los estomas se abren nuevamente y el COz,
simultaneamente fijado por la PEPC y asimilado por la Rubisco, proviene en parte de la

descarboxilacion del malato y en parte de la difusion por los estomas (Osmond, 1978).
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Figura 3. Metabolismo Acido de las Crasulaceas (CAM) con la separacion temporal de la fijacion y asimilacién
del CO: de Taiz y Zeiger, 2002.

La regulacion del metabolismo CAM implica una compleja regulacién entre los procesos
involucrados: apertura y cierre estomatico, metabolismo y funcionamiento vacuolar. Esta
regulacion implica no soélo una sincronizacion entre los diferentes procesos durante los
cambios entre las fases nocturna y diurna del metabolismo, sino un ajuste de sus velocidades

durante cada fase.

En cuanto a la regulacion estomatica se espera: 1) al inicio de la fase diurna, una
sincronizacion estrecha entre cierre estomatico, inicio de la descarboxilacién del acido malico
e inicio de la asimilacion del CO:2 por el ciclo de Calvin, 2) al inicio de la fase nocturna, una
sincronizacion entre apertura estomatica e inicio de la fijacion del CO2 atmosférico por la PEP-
casa. Ademas, durante la fase nocturna: 1) la apertura estomatica debe permitir una tasa de
difusién del COz2 suficiente para sostener la carboxilacion del PEP, 2) la tasa de transporte del
acido malico a la vacuola debe ser igual a la de carboxilacion del PEP. Durante la fase diurna:
1) deben corresponder las velocidades de liberacién del acido malico de la vacuola, de
descarboxilacion y de asimilacion del COz2 por el ciclo de Calvin, 2) debe haber inactivacion de
la PEPcasa, para evitar que ésta compita con la RuBisCo y vuelva a fijar el COz2 liberado en la

hoja. Finalmente, puede ocurrir una fase de apertura estomatica al final de la tarde,
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caracterizada por una absorciéon de CO2 por la hoja. Se acepta en general que durante esta
fase, la descarboxilacion del acido malico almacenado en la vacuola ha terminado y que el
CO2 esta asimilado a través de la RuBisCo, en un metabolismo de tipo C3. Sin embargo,
también podria estar activa la PEP carboxilasa sin perjudicar la eficiencia de absorcién del
CO2. De manera similar, al inicio de la mafiana, antes que inicie la descarboxilacion es posible

que coexista una actividad PEPcasa y RuBisCo, también sin afectar la eficiencia fotosintética.

Las consecuencias de que no todas estas regulaciones se cumplan son los siguientes.
La fijacion nocturna de COz es limitada por el proceso mas lento entre la difusién estomatica,
la produccion de PEP, la carboxilacién del PEP, y el transporte del acido malico a la vacuola.
Ademas de su regulacion intrinseca a la planta, cada uno de estos procesos puede ser
controlado por una variedad de condiciones ambientales. Todos pueden ser sensibles a la
temperatura, la produccion de PEP puede ademas ser limitada por la actividad PEPcasa o por
la disponibilidad de carbohidratos (la cual depende de la asimilacion realizada durante el dia
anterior) y el transporte vacuolar puede ser también limitado por el pH y por la concentracion
de malato en la vacuola. La asimilacién diurna, a cambio, puede ser limitada tanto por la oferta
como por la demanda de COz2. Del lado de la oferta, ésta depende de la tasa de liberacién del
acido malico por la vacuola y su tasa de descarboxilacion. No se conocen a detalle los
mecanismos, pero la liberacion de acido malico depende probablemente de la concentracion
vacuolar del mismo, de la temperatura y de la intensidad de irradiacién solar. De igual manera,
la tasa de descarboxilacién depende de la actividad de la enzima malica, de la temperatura, y
de la concentracion de malato en el citosol. Del lado de la demanda, el ciclo de Calvin funciona
probablemente de manera similar al descrito por Farquhar (1980) en plantas C3, con
dependencia al ATP y NADPH producido por los fotosistemas, a la cantidad de RuBisCo
existente, a la temperatura, y a la concentracion de CO2 en la hoja. En caso de que la demanda
supere la oferta, la asimilacién sera simplemente limitada por la concentracion de CO:z en la
hoja, que disminuira. Al contrario, si la oferta supera la demanda, se producira una acumulacién
de CO2 en la hoja hasta concentraciones potencialmente muy altas, permitiendo
eventualmente una difusién del CO2 hacia el exterior de la hoja si los estomas no estan

completamente cerrados.

La regulacién del metabolismo CAM implica una compleja regulacion entre los procesos
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involucrados: apertura y cierre estomatico, metabolismo y funcionamiento vacuolar. Esta
regulacion implica no sélo una sincronizacion entre los diferentes procesos durante los
cambios entre las fases nocturna y diurna del metabolismo, sino un ajuste de sus velocidades

durante cada fase.

La vacuola en el metabolismo CAM: la fijacion nocturna de CO2 resulta en la formacion de
cantidades considerables de malato que son almacenados en la vacuola para prevenir la
acidificacién del citoplasma (Geydan y Melgarejo, 2005). Para acomodar las cantidades
crecientes de malato y su almacenamiento a nivel vacuolar, la capacidad de transporte de
dicho metabolito debe incrementarse. Este transporte es energizado por una VOV1-H+-ATPasa
del tonoplasto. El malato es transportado a través del tonoplasto en forma de anién divalente
via canales ionicos, y se protona una vez en la vacuola. El transporte del malato debe ser
fuertemente regulado durante el ciclo diario (Geydan y Melgarejo, 2005). Asi, canales idnicos
selectivos de malato que rectifican la entrada nocturna del malato se activan de noche para
permitir el flujo hacia la vacuola, mientras que durante el dia este flujo se inactiva y la salida
hacia el citoplasma se hace por medio de un segundo canal o por difusién pasiva a través de

la membrana del tonoplasto (Luttge et al., 2004).

3.4.2 Plasticidad fisiolégica en plantas CAM

Existen variaciones al metabolismo CAM, como diferentes descarboxilasas durante el dia, la
acumulacion del acido citrico ademas de malico, o diferentes precursores de PEP (Winter y
Smith, 1996). Sin embargo, en respuesta al ambiente es donde se presenta mayor variabilidad:
las diferentes fases del ciclo CAM pueden variar en amplitud y en duracion, lo que hace dificil
elaborar una definicion estricta de la fotosintesis CAM (Luttge, 2004). Muchas plantas CAM
han sido caracterizadas como facultativas o intermedias C3-CAM, pues tienen la habilidad de
expresar fotosintesis Cs en respuesta a la disponibilidad de agua, estatus nutricional, humedad
relativa, la temperatura del aire, intensidad luminica y calidad de la luz asi como en el
fotoperiodo (Borland y Griffiths, 1992). Estas plantas se caracterizan por fijar CO2tanto durante
el dia (mediante Rubisco), como durante la noche (mediante PEPC) con modificaciones en las

fases Il y 1l del modelo CAM. La transicién de C3 a CAM es benéfica para las plantas cuando
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se encuentran bajo estrés hidrico y altas temperaturas, porque el cierre diurno de los estomas
evita la pérdida de agua y protege la integridad del aparato fotosintético (Winter y Smith, 1996).
En el caso contrario, cuando existe disponibilidad de agua, las plantas que pasan de
fotosintesis CAM a fotosintesis C3 pueden abrir los estomas durante el dia, para una mayor
fijacion de CO2 (Andrade et al., 2007). Entre la fase Il y IV existen transiciones en las que los
estomas permanecen abiertos para la toma de CO:2 por lapsos cortos durante el amanecer
(fase 1) y el atardecer, produciendo como consecuencia la fijacion directa de CO:2 a
carbohidratos cuando el acervo de acido vacuolar se encuentra agotado (fase 1V) (Luttge,
2004).

3.5 Efecto de la temperatura, la radiacién solar y el estado hidrico sobre las
plantas CAM

En cualquier planta, la productividad resulta de la integracién e interaccion de los efectos de la
lluvia, la temperatura, la radiacion y los nutrientes. Nobel considerd que cada factor ambiental
puede individualmente limitar la fijacion de CO2. En las plantas CAM, estas respuestas son el

resultado de varios procesos que intervienen en este metabolismo.

El esquema general del metabolismo CAM sufre variaciones segun las especies
(Osmond, 1978), y para una especie dada, segun las condiciones ambientales (aunque este
ultimo aspecto ha sido menos estudiado). En particular, es frecuente que en la tarde los
estomas se vuelvan a abrir, permitiendo la entrada de CO2 atmosférico en la hoja: en este
caso, el CO2 de origen tanto enddgeno como exogeno puede ser metabolizado
simultdneamente por la Rubisco y por PEPC. También pueden existir periodos de apertura
estomatica temprano en la mafiana, en que también Rubisco y PEPcasa pueden estar activas

al mismo tiempo en la captura del CO2 (Andrade et al., 2007).

Otro aspecto importante en el metabolismo CAM es la sincronizacion necesaria entre la
dinamica estomatica y las actividades enzimaticas (carboxilacién de PEP y descarboxilacion
del acido malico). Por ejemplo, en casos en que los estomas no se cierran completamente en
la mafana, parte del CO2 obtenido por descarboxilacion puede ser perdido hacia la atmdsfera
(Nobel, 1988; Pimienta-Barrios, 2006).
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Cada uno de los factores climaticos puede afectar la fotosintesis de las plantas CAM de
manera diferente:

Radicaciéon solar. En el caso especifico de la fotosintesis CAM, la radiacion
fotosintéticamente activa (PAR) puede afectar varias de sus etapas: de manera directa, el ciclo
de Calvin durante el dia, o de manera indirecta la fijacion y acumulacion nocturna de CO2. Una
de las etapas mas estudiada en agaves es la fijacion y acumulaciéon de CO2 nocturna. Nobel
(1985) observo en A. fourcroydes que la fijacidon y acumulacion nocturna de CO2 aumenta con
el PAR recibido durante el dia anterior, hasta llegar a estabilizarse con un PAR de 1000 a 1200
umol m? s'. Este proceso puede ser afectado, si la radiacion recibida durante el dia limita la
produccion de azucares por el ciclo de Calvin, ya que la disponibilidad de azucares,
precursores de la glicdlisis, limita la produccion de PEP requerida para la fijacion nocturna
(Nobel, 1988). Otra explicacion es que la radiacién solar controle (ademas del ciclo de Calvin)
la descarboxilacién diurna del acido malico. En este caso el contenido de acido malico restante
al final de un dia con un PAR bajo seria mayor: suponiendo que la vacuola tiene una capacidad
limitada de acumulacién de acido malico, la fijacidn nocturna seria limitada por la diferencia
entre esta capacidad y el contenido de acido malico restante al inicio de la noche. En un
experimento de sombreo realizado en 2011 (no publicado), se observo que la acidez titulable
de las hojas no disminuyé durante el dia en plantas sombreadas, por lo que tampoco se pudo

acumular acidez titulable en la noche siguiente.

Martinez-Palacios y colaboradores (2015) evaluaron en plantas cultivadas de A.
cupreata las respuestas a la exposicion al sol (cultivos con diferente orientacion Este y Sur) y
al sombreo (cultivo bajo el dosel de los arboles), y encontraron que las plantas expuestas al
Este presentaron menor crecimiento que las plantas expuestas al Sur y bajo el dosel. Incluso
las plantas expuestas al sur y bajo el dosel presentaron un crecimiento continuo. Los

resultados se basan en mediciones del diametro y la altura de las plantas.

Temperatura. Por las caracteristicas del metabolismo CAM, varias etapas podrian ser
sensibles a la temperatura y a otras condiciones climaticas como la radiacion o humedad del
aire (Nobel, 1988). En particular, se esperan efectos de la temperatura sobre la apertura

estomatica, actividades enzimaticas y capacidad de almacenamiento de acidos de la vacuola.
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Existen varios trabajos que estudian la influencia de la temperatura en agaves, algunos de los
cuales se describen a continuacion.

Nobel 1984a y 1985a realizd experimentos con A. deserti y A. fourcroydes y Nobel en
colaboracion con Quero 1986 realizaron experimentos con A. lechuguilla, comparando los
efectos de las temperaturas (dia/noche) sobre la absorcion de COz2, en un periodo de 24 horas.
Mantuvieron estos agaves en condiciones controladas a diferentes temperaturas: la
temperatura media anual del lugar de origen de estas especies, una temperatura mas alta y
una mas baja. Para A. deserti la temperatura media anual fue de 25/15 °C (dia/noche), la
temperatura mas baja fue de 18/8 °C y con la temperatura mas alta fue de 40/30 °C. En A.
fourcroydes el tratamiento con la temperatura media del lugar fue de 30/20°C, el tratamiento
con la mas baja fue de 15/5 °C, y con la mas alta fue de 40/30 al igual que con A. deserti. Para
A. lechuguilla el tratamiento con la temperatura media anual del lugar fue de 25/9 °C, el
tratamiento con la mas alta fue de 31/16°C y con la mas baja fue de 19/4°C (dia/noche). En
cuanto a la absorcion nocturna encontré que la tasa mas alta de fijacién de COz2, se encontraba
para la temperatura media, y disminuia cuando se alejaba de este 6ptimo. En cuanto a la
absorcion diurna, siempre fue mayor para las temperaturas mas bajas y menor para las mas
altas (Nobel y Quero, 1986). Sin embargo, esta respuesta global puede esconder diferentes
sensibilidades a las temperaturas diurnas y nocturnas. Todos los estudios coinciden en que las
temperaturas altas durante la noche (30°C), limitan la fijacion nocturna de CO2, aunque con
diferentes sensibilidades dependiendo de la especie (Neales 1973; Nobel 1988; Nobel y Quero
1986; Pimienta-Barrios et at., 2006; Salinas Estrada et al., 2014).

Estado hidrico. Los estudios realizados por Nobel en plantas de A. fourcroydes de un
ano y medio de edad, muestran que la fijacion de CO: es afectada por el estado hidrico de la
planta, al ser estresadas durante 30 dias por falta de riego la fijacién de CO2 decrecié 99% en

un periodo de 24h, con una temperatura nocturna de 20 y 30 °C de dia (Nobel, 1985).

Al contrario, un estudio en A. deserti se mostré que después de 10 semanas de riego
(diario) en plantas maduras se observd un cambio de modo CAM a C3. Los estomas se
mantuvieron abiertos con la captura de CO2 esencialmente durante el dia mientras que el
incremento nocturno en la acidez titulable se redujo de 400 mmol m en el modo CAM a menos
de 40 mmol m? en el modo C3 (Hartsock y Nobel, 1976).
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Griffiths y colaboradores en el 2002, en un estudio que realizaron con Kalanchoé
daigremontiana, bajo condiciones de buena humedad relativa, disponibilidad de agua y luz
constante, encontraron que Kalanchoé daigremontiana exhibié las cuatro fases clasicas de
una planta CAM; sin embargo, luego de un periodo corto de sequia, el patrén de las fases fue
ajustado de tal manera que la fase Il se vio reducida a 1 hora y la fase IV no se presento.

Después de reestablecer el riego se reestablecieron las cuatro fases nuevamente.

Dodd et al.,, 2002 menciona que bajo condiciones de estrés hidrico severo algunas
especies pueden mostrar un “CAM inutil” en donde los estomas permanecen cerrados dia y
noche previniendo la toma de CO:2 y la pérdida de agua; aun asi, las plantas continuarian
mostrando pequenas fluctuaciones de acidos de cuatro carbonos debido a la fijacion de COz2

respiratorio.

El caso de Agave cupreata. Se realizaron dos experimentos, los cuales consistieron
en la tesis de licenciatura "Efecto de la temperatura nocturna sobre la fotosintesis de A.
cupreata”, (Salinas Estada et al, 2014), en el primer experimento se siguio la dinamica diurna
de las fluctuaciones de acidez titulable en respuesta a la temperatura nocturna, el segundo al
seguimiento de los intercambios de gases y mediciones de fluorescencia consecutivos a la
exposicidon a diferentes temperaturas nocturnas (15, 19, 23, 27, 31y 35 °C), en 15 plantas de

4 anos de edad por tratamiento, cada tratamiento correspondi6 a una temperatura.

En estos dos estudios, se encontré6 que aunque esta planta presentd la dinamica
esperada para una planta CAM en cuanto al ciclo dia noche de fijacion y liberacién del CO:2
(con una acumulacién nocturna y una degradacion diurna de acidez titulable), no fue el caso
para el control estomatico: el cierre estomatico soélo fue parcial durante el dia, llevando a una
pérdida del CO2 hacia la atmdsfera. En este caso los dos estudios realizados no mostraron
datos suficientes para poder dar una explicacion del por qué no cierra completamente sus
estomas durante el dia y pierde COz, debido a que fueron observaciones. Sin ser la pérdida
de CO: el objetivo de las investigaciones que se realizaron. Y dado que la pérdida del COz2
fijado en la noche representa un costo energético considerable para la planta, sin ningun
beneficio aparente, esta observacion nos lleva a preguntarnos si este comportamiento es

caracteristica de A. cupreata o si se manifiesta Unicamente en ciertas condiciones ambientales,
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y si fuera el caso, cuales.

3.6 Métodos de estudio de la fotosintesis en plantas CAM

3.6.1 Acumulacién de acidez titulable

Por cada molécula de COz2fijada por una planta CAM se produce una molécula de acido malico
y dos iones de hidrégeno (Nobel, 1988). En algunas plantas, el acido malico asi formado puede
ser convertido a acido citrico a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos, pero esta
transformacion no altera la cantidad de radicales carboxilicos. Por lo tanto, la fijacion de COz2
produce un incremento en la acidez tisular, el cual es proporcional a la acumulacién de acido
malico (o citrico) en las vacuolas de las células. Para determinar los cambios diarios de la
acidez tisular sélo se requiere hacer dos titulaciones del tejido, una al anochecer y otra al
amanecer (Osmond et al., 1994). La titulacion se hace agregando a una muestra de tejido,
molido y diluido en agua destilada, cantidades crecientes de base (en general hidréxido de
sodio) para incrementar el pH de la solucion hasta un punto de referencia neutro o ligeramente
alcalino (en general, pH=7 o pH=8.2). La eleccién del pH del punto final de la titulacién depende
del pK del acido involucrado (pK = - log [K] donde [K] denota la concentracion de una base
requerida para disociar 50% del acido (Nobel, 1998). Como el acido malico es un diacido,
cuyos pK son: pKi1 = 3.4 y pK2 = 5.1 a 25°C la titulacion a pH 6.5 o 7 remueve el 99% del H*
que puede disociarse (Nobel, 1998). En caso de presencia de acido citrico, el pK de la acidez
mas débil es pKs = 6.4, por lo que se necesitaria titular hasta pH 8.4 para remover el 99% de

los iones H* que pueden disociarse (Franco et al., 1990).

3.6.2 Intercambios de gases: tasa de transpiracion y asimilacion de CO:

Los intercambios de gases entre la planta y la atmdsfera son la transpiracion (flujo de vapor de
agua que sale de la hoja) y la absorcion o pérdida de COz por la hoja (en las plantas CAM, la
pérdida de CO:2 puede ocurrir no soélo por respiracion, sino también por descarboxilacion del
malato). Estos intercambios se dan a través de los estomas, que son estructuras en forma de
poros que atraviesan la epidermis de la hoja (Nobel, 1988). Cada uno de estos poros es
delimitado por dos células especializadas (llamadas células oclusivas). Segun el estado de
turgencia de las células anexas, los estomas pueden abrirse (cuando las células oclusivas

estan turgentes) o cerrarse (cuando estan flacidas) (Azcon-Bieto, 2000). En las plantas CAM,
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la apertura estomatica sigue la dinamica descrita anteriormente (abiertos en la noche y

cerrados en el dia) (Geydan y Melgarejo, 2005).

Existen varios métodos para medir los intercambios de gases en hojas. Todos estan
basados en el mismo principio, que consisten en encerrar la planta o una hoja en una camara
y medir las variaciones de concentraciones de gases (COz y vapor de agua) que resultan de

su actividad.

El analizador de gases por absorcion en infrarrojo (IRGA LI-COR LI-6400) que funciona
segun este principio, en circuito abierto (es decir, que mantiene un flujo lento pero constante
de aire alrededor de la hoja). El analisis de los intercambios de gases permite estimar dos
variables interesantes desde el punto de vista fisioldgico: la conductancia estomatica y la
presion parcial de CO2 en la hoja. La conductancia estomatica se calcula, a partir de la ley de

Fick, como el coeficiente de proporcionalidad entre la transpiracion y el gradiente de presion

T=Cs(C;""-C}”

de vapor entre la hoja y el aire: a ) donde T es la tasa de transpiracion, i es

H,0

la fraccion molar de vapor de agua a saturacién (funcion de la temperatura de la hoja), y Ca
es la fraccion molar de vapor de agua en el aire (funcién de la temperatura y humedad relativa
del aire). Por lo tanto, conociendo la temperatura de la hoja y del aire y la humedad del aire es
posible calcular la conductancia estomatica. El valor de conductancia estomatica permite

cuantificar en qué medida los estomas estan cerrados o abiertos. La difusion del CO2 obedece

- CO,_ ~CO, co, co,
A= (CS/1'6)(C3 ¢ ) donde A es la tasa de asimilaciony ? vy < son

a la misma ley:
la fraccion molar de COz2 en la atmésfera y en la hoja respectivamente. El factor 1.6 traduce el
menor coeficiente de difusiéon de CO2. Por lo tanto, conociendo la tasa de asimilacion, la
conductancia estomatica y la concentracion de CO:2 en el aire, es posible estimar la
concentracion de COz en la hoja y (cuando los estomas no estén totalmente cerrados) la
presion parcial de COz2 en la hoja. La presion parcial de CO2 proporciona informacion sobre el
balance entre los flujos que ocurren en la hoja durante el ciclo CAM (absorcion por los estomas,
produccion por descarboxilacion de los acidos organicos almacenados en la noche y
asimilacion por el ciclo de Calvin). En caso de que la tasa de descarboxilacion supere la de
asimilacion, se observara una presion parcial de CO2 mayor en la hoja que en la atmdsfera.
En caso de que la tasa de asimilacion (en el dia) o de fijacion (en la noche), o la suma de las

dos (en fases de transicidn temprano en la manana o durante la tarde) supere la de
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descarboxilaciéon, se observara una presion parcial de CO: inferior a la de la atmésfera.

ElILI COR LI 6400 se coloca sobre la hoja una camara disefiada en forma de pinza, que
prensa los dos lados de la hoja y permite la circulacion de aire entre los dos lados. Un
dispositivo externo proporciona a la camara un flujo constante de aire de composicion
(humedad y presion parcial de COz2) estable La pinza esta equipada un medidor de flujo que
mide el flujo entrante y de dos sensores de presion concentracion de vapor de agua y COz2:
uno en la entrada de aire, otro en la camara. Al partir de la diferencia de composicién entre el
aire entrante y el de la camara y del flujo, se calcula la tasa de transpiracion de asimilacion
como se menciond anteriormente. La camara esta ademas equipada de sensores de
temperatura que miden la temperatura de la camara y de la hoja, lo que permite hacer
correcciones por la dilatacion del aire entrante y calcular la presion de vapor saturante

(www.licor.com).

Este equipo presenta varias limitaciones: Por una parte, la camara del LI-COR no esta
disefiada para hojas gruesas y poco flexibles, lo que obliga a usar empaques mas gruesos que
los originales y verificar cuidadosamente la ausencia de fuga entre la pinza y la hoja. Por otra
parte, por el disefio de la pinza y su tamafo, es muy dificil de colocarla en una hoja sin tener
que eliminar las hojas vecinas, lo que hace muy dificil realizar mediciones in situ en plantas
pequefas (en plantas grandes, a cambio, las hojas son demasiado gruesas para colocar la
pinza). Finalmente, soélo se dispone de un equipo en el IIAF, lo que solo permite realizar una
medicion a la vez y por lo tanto, no se pueden comparar diferentes tratamientos al mismo
tiempo.

Para evitar estas limitaciones se ha desarrollado previamente un nuevo sistema de
medicion de fotosintesis, llamado MACsuino (Medicién de Asimilacion y Conductancia
estomatica en plantas de metabolismo acido de las crasulaceas con arduino). Una descripcion
completa de este dispositivo y su validacién se presenta en el anexo 1. Para una breve
presentacion, este dispositivo consiste en un sistema cerrado de analisis de gases. Una
capsula transparente, que se coloca en la hoja, esta acoplada a una camara equipada con
sensores humedad y COa2. Este sistema esta conectado a una fuente de aire desecado a través
de dos electrovalvulas. Un sistema electronico controla su funcionamiento para ejecutar
periddicamente un ciclo de medicioén, que consiste en lo siguiente: en una primera fase se abre
el sistema para remplazar el aire de la capsula por aire ambiente desecado, y en una segunda

fase se cierra y se analiza el cambio de presién parcial de vapor de agua y COz2 en el aire que
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circula en el sistema. A partir de la tasa de acumulacion de humedad y de la tasa de
disminucién del CO2 en la camara (o de aumento en caso de respiracidén), se calculan la
transpiracioén y la asimilacion de la hoja. Las principales ventajas de este dispositivo son su
bajo costo (que permite equipar varias plantas para mediciones simultaneas) y el hecho que

puede funcionar de manera continua durante largos periodos de tiempo (dias 0 semanas).

3.6.3 La fluorescencia de las clorofilas

Las clorofilas son pigmentos que tienen la propiedad de excitarse (adquirir energia) al absorber
fotones de ciertas longitudes de ondas (azul y rojo) (Azcon-Bieto, 2000). La clorofila excitada
puede liberar esta energia de diferentes maneras: 1) la via fotoquimica es la mas importante y
consiste en la liberacion de un electrén que inicia la serie de reacciones de 6xido-reduccion
que constituyen la fase luminosa de la fotosintesis, llevando a la produccion de ATP y NADPH
(reducido). La energia producida por esta via es utilizada por varias vias metabdlicas,
principalmente la asimilacién de COz2, pero también la fotorespiracion, la reduccién de nitrato,
la asimilacion de amonio. 2) las vias no fotoquimicas incluyen la disipacion térmica de la
energia de excitacion (en forma de calor). 3) y la disipacién por fluorescencia donde la energia
es re-emitida en forma de luz roja de mayor longitud de onda que la absorbida por las clorofilas
(Maxwell y Johnson, 2000). La energia de los fotones absorbidos se distribuye entre estos tres
procesos disipativos, que compiten entre ellos mismos, por lo que un aumento en la
fotosintesis o en la disipacion térmica resulta en una disminucion de la fluorescencia. La
fluorescencia constituye una fraccidén pequena (3-4%) pero variable de energia total disipada,
su medicién proporciona informacion sobre la eficiencia del proceso de la conversion de

energia radiante (Maxwell y Johnson, 2000).

Al pasar una hoja de la oscuridad a la luz, la fluorescencia aumenta rapidamente (en un
lapso de alrededor de 1s). Esto se debe a que los transportadores de electrones de la
membrana del tilacoide (en particular el primero de ellos, la plastoquinona Qa), al recibir los
electrones liberados por la clorofila, pasan a un estado reducido (o "cerrado") y no pueden
recibir mas electrones hasta que hayan sido oxidados por reacciones con los transportadores
siguientes. Posteriormente (en algunos minutos, tipicamente 15 a 20 min), la fluorescencia
disminuye. Esto se debe a dos fendmenos: 1) la activacion inducida por la luz de diversas

enzimas del metabolismo fotosintético, 2) un aumento de la disipacién de la energia de la
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clorofila en forma de calor. Esta extincion de la fluorescencia se describe con el término
"quenching". El "quenching" fotoquimico (qP) corresponde al primer mecanismo (activacion del
metabolismo fotoquimico), mientras que el "quenching" no fotoquimico (NPQ) corresponde al

segundo (disipacion térmica)(Maxwell y Johnson, 2000).

Se debe medir la fluorescencia bajo diferentes condiciones de tal manera que se pueda estimar

la contribucién de estos tres procesos. Los principales indices de fluorescencia y su significado:

- Rendimiento cuantico del fotosistema Il (®esu): fraccién de la radiacion fotosintética

utilizada en la fotoquimica,

- Rendimiento cuantico maximo de fotosistema Il (®psi™@): valor maximo del

rendimiento cuantico cuando los centros de reaccion estan abiertos,

- Quenching fotoquimico (gP): contribucidn del metabolismo fotoquimico a la extincion

de la fluorescencia,

- Quenching no fotoquimico: (NPQ): contribucion de la disipacion térmica a la extincion

de la fluorescencia, (Maxwell y Johnson, 2000).

En plantas CAM, es de esperar que la demanda de electrones por los procesos
fotoquimicos varien en funcion de la disponibilidad de COz, el cual regula el ciclo de Calvin-
Benson. En funcién de la fase del ciclo en la que se encuentra la fotosintesis, el CO2 de la hoja

puede ser proporcionado por la descarboxilacién del acido malico y a través de los estomas.

En la practica, la medicién de fluorescencia se realiza con un equipo que consiste en un
dispositivo de iluminacién de intensidad variable (leds de color rojo y azules, capaces de
producir intensidad de radiacion desde bajas hasta superiores a las de la radiacion solar) y un

sensor de radiacion sensible a la longitud de onda re-emitida por la clorofila.

Para las mediciones de fluorescencia los equipos modernos utilizan el principio de "luz
modulada" que permite medir la fluorescencia de la clorofila independientemente de la
fluorescencia inducida por la radiacion ambiente, o fotosintéticamente activa. Esta "luz
modulada o luz de medicion" (LM) consiste en una fuente de luz que emite pulsos de baja
intensidad y de muy corta duracion, entre 250 y 2000 veces por segundo. Estos pulsos inducen
un aumento de la fluorescencia inmediatamente después de cada pulso. Dado que los pulsos
de luz de medicion son de baja intensidad y muy corta duracion, no alteran el estado de las

cadenas transportadoras de electrones ni las reacciones fotoquimicas de las enzimas (Maxwell
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y Johnson, 2000).
El protocolo clasico de mediciones se realiza en una hoja previamente aclimatada a la
oscuridad figura 4A, mientras que las mediciones de Salinas Estrada et al, 2014 empezaron

con hojas aclimatadas a la luz ambiente figura 4B.

Oscuridad Luz fotosintética prendida Oscuridad

+ Luz IR
F -
,,,,,,, F
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sombra
§ // For
' 0
b " A
F=0
Ps T ¢ ps 1
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Luz Luz fotosintética Oscuridad Oscuridad
solar prendida + Luz IR

Figura 4. Protocolo de medicion de la fluorescencia. La linea continua representa el valor de la fluorescencia medida en presencia de luz de
medicion. Las flechas indican los tiempos en que se prenden o apagan la fuente de luz de medicién y los leds que emiten la radiacion
ambiente. Las abreviaciones son: LM1, luz de medicién (intermitente, de baja intensidad y pulsada); PS1, pulso saturante (de unos ms y de
alta intensidad); LF1, luz fotosintética (continla y de intensidad ambiente); LF|, apagado de la luz fotosintética. Las mediciones de
fluorescencia corresponden a las condiciones siguientes: Fy, fluorescencia de la hoja aclimatada a la oscuridad, en ausencia de luz
fotosintética; Fn, fluorescencia de la hoja aclimatada a la oscuridad, en presencia de un pulso de luz saturante; Fy,' y Fo', mismas que las
anteriores pero en una hoja aclimatada a la luz fotosintética; F, fluorescencia medida bajo luz fotosintética en una hoja aclimatada a la luz

fotosintética.

IV HIPOTESIS

4.1 Hipotesis general

Se espera que, A. cupreata presente un metabolismo fotosintético tipo CAM, pero que
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fluctuaciones de temperatura y radiacion solar pueden afectar la sincronizacion entre los
procesos involucrados en este metabolismo, llevando a pérdidas de eficiencia en la

fotosintesis.

4.2 Hipotesis particulares

Las fluctuaciones a corto plazo de la radiacién y temperatura durante el dia afectan la
sincronizacion entre la conductancia estomatica y la absorcién de COz2, se esperan pérdidas

de CO2 hacia la atmésfera durante el dia.

La fijacion CO2 y la conductancia estomatica durante la noche son afectadas por la

radiacion recibida durante el dia anterior

Las plantas aclimatadas al sol tendran mejor desempeio en su metabolismo

fotosintético (mayor tasa de fijacion/descarboxilacion de COz2) que las aclimatadas a la sombra.

Se espera que la adaptacion a un déficit hidrico se traduzca en una menor apertura
estomatica tanto diurna como nocturna. Como consecuencia, se espera una reduccion de la

fijacion nocturna de COz, pero también de las pérdidas de CO2 durante el dia.
La rehidrataciéon posterior a un periodo de déficit hidrico deberia traducirse por una

recuperacion rapida de las actividades fotosintéticas, y que las plantas bajo sombra presenten

una recuperacién mas rapida que expuestas al sol.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Caracterizar la dinamica dia-noche del metabolismo CAM en A. cupreata bajo condiciones

ambientales naturales de temperatura, radiacion solar y estado hidrico.

5.2 Objetivos particulares

Medir la acumulacion nocturna de la acidez titulable y su evolucion durante el dia, el
intercambio de gases y la fluorescencia de la clorofila en hojas de A. cupreata mantenidas a
diferentes niveles de temperatura, radiacién solar y estado hidrico, sometidas o no a un

proceso de aclimatacion a la exposicion solar y al sombreo.
Caracterizar el efecto de las fluctuaciones a corto plazo de la radiacion y la temperatura durante

el dia mediante mediciones de intercambio de gases en diferentes hojas de una misma planta

en A. cupreata.
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Capitulo 1: Aspecto general de los ciclos de intercambio de gases en
Agave cupreata

1.1 Introduccion

El principal objetivo de este capitulo consiste en describir el aspecto general de la
dinamica de intercambio de gases en A. cupreata bajo diferentes condiciones ambientales. Se
presentan los ciclos de intercambio de gases medidos de manera continua con los MACsuinos
en los cuatro experimentos realizados. Esto nos permitira obtener una vista general de su
dinamica en plantas de A. cupreata de diferentes edades, aclimatadas a diferentes condiciones
ambientales, y medidas en diferentes temporadas del afo. Los capitulos siguientes
presentaran un analisis detallado de las respuestas a la radiacion solar y al estado hidrico

observadas en estas plantas.

1.2 Material y métodos

Material vegetal: las plantas de A. cupreata que se utilizaron fueron donadas por el Ing.
Guadalupe Pérez Toledo, de su vivero ubicado en el municipio de Tzitzio, Michoacan, en
noviembre del 2010. Las plantas se mantuvieron al aire libre, en macetas de 2L con un sustrato
de perlita-turna (60%-40% v/v), sin fertilizar y regadas por la lluvia. En el 2014 se utilizaron
para dos experimentos donde se midio el intercambio de gases, fluorescencia de clorofila y
acidez titulable bajo diferentes temperaturas nocturnas. Seis meses antes de estos
experimentos, las plantas fueron regadas una vez por semana y fertilizadas con fertilizante
“triple diecisiete” (NPK: 17-17-17), en dosis de 0.5 g/planta dos veces al mes. Posterior a estos
estudios las plantas fueron mantenidas al aire libre por 10 meses, después se trasplantaron en
macetas de 3L con 40 % materia organica (aserrin), 40 % tierra 'y 20 % perlita. Se colocaron
en un invernadero cubierto de malla sombra de color blanco y recibieron riego asistido en
temporada de sequia. Para el inicio de los experimentos las plantas contaban con un diametro

de 23 cm y en promedio cada planta tenia 14 hojas y una edad aproximada de 6 afos.

Mediciones
Intercambio de gases: para realizar las mediciones de intercambio de gases con el MACsuino
en las plantas, se coloco la capsula de cada MACsuino entre la tercera y cuarta ultima hoja en

desplegarse del cogollo, a la mitad de la hoja sobre el haz. Los ciclos de medicién fueron de
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entre 15 y 30 minutos segun el experimento (la mitad del ciclo abierto y la mitad cerrado).

Medicion de las condiciones meteorolégicas: una estacion meteoroldgica (Marca Davis,
modelo Vantage Pro) se instalé a un metro de distancia de los experimentos. Se registro cada

10 minutos temperatura, humedad relativa, radiacion solar y velocidad del viento.

Experimentos realizados

Primer experimento: se realizé para caracterizar la dindmica de intercambio de gases dia-
noche en A. cupreata y para probar el funcionamiento del primer prototipo de MACsuino. Se
utilizaron dos plantas provenientes del invernadero del IIAF. Dos semanas antes del
experimento, una planta se sacé del invernadero para aclimatarse al sol, mientras que la otra
planta se paso al sol unicamente el dia del experimento. Al momento del experimento, las

plantas tenian un diametro de 30 cm y entre 12 y 15 hojas.

Las plantas se colocaron sobre una mesa al aire libre con sus respectivos MACsuinos.
Entre la terceray la quinta ultima hoja en desplegarse del cogollo se pegaron las cinco capsulas
de los MACsuinos H1, H2, H3, H4 y H5) a la mitad de las hojas. Debido a su posicion en la
planta y su inclinacidn, las hojas presentaron diferente exposicion al sol. En la planta
aclimatada al sol, se colocaron las capsulas de los MACsuinos H1 (expuesta hacia el noroeste),
y H2 (al este). En la planta sin aclimatacién, se colocaron las capsulas H3 (expuesta hacia sur-
oeste), H4 (al este). La capsula del MACsuino H5 se colocé en el envés de una hoja expuesta

al sur-este.

En este experimento se utilizd, el primer prototipo de MACsuino equipado con un
ventilador, colocado en una camara aparte y dos valvulas colocadas en los tubos de conexién
a la capsula, figura 5). Se programaron dos ciclos con diferentes tiempos de apertura y cierre
del sistema para evitar la condensacion dentro del sistema: el ciclo uno duro 40 minutos
cerrado (hace mediciones de aire y vapor de agua que se encuentra dentro del sistema) y 15
minutos abierto (no mide solo intercambia el aire analizado por aire nuevo). Al terminar el ciclo
uno, comenzaba el ciclo dos con 20 minutos cerrado y 45 abierto. Al terminar el ciclo dos volvia

a comenzar el ciclo uno.
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Figura 5. Medicion de intercambio de gases con el primer prototipo de MACsuino, en dos plantas de A. cupreata

durante ocho dias.

Segundo experimento: en este experimento, se siguio la dinamica de intercambio de gases
dia-noche durante ocho dias, en una planta de mayor edad (de edad desconocida, pero
alrededor de 10 afios y con un diametro de 40 cm), cultivada durante los ultimos 6 meses al
aire libre con un riego y fertilizacion adecuados. Las mediciones de intercambio de gases se
realizaron con una version mejorada del primer prototipo de MACsuino en la cual se cambiaron
las fuentes de poder para eliminar la deriva del sensor de CO2 y se agregd un sistema de

secado de aire, y se disefid un sistema para sujetar las capsulas de medicion.

La planta se colocé sobre una mesa al aire libre. Las capsulas de los MACsuinos se
pegaron a la mitad de las hojas, de la segunda a la quinta ultima hoja en desplegarse del
cogollo. Se colocaron cuatro MACsuinos en cuatro hojas: la hoja en la que se pegoé la capsula
del MACsuino H1 tenia una posicion casi horizontal, orientada al sureste y con una coloracion
ligeramente roja), el MACsuino H2 en una hoja orientada al sur, con una coloracion entre verde
y azul, el MACsuino H3 en una hoja orientada al norte, también con una coloracion entre verde
y azul y el MACsuino H4 en una hoja orientada al oeste con una verde oscuro. Se hace
referencia a la orientacidn cardinal de las hojas debido a que, la radiacion solar que reciben

las hojas podria ser diferente en el transcurso del dia, si tomamos en cuenta la inclinaciéon y la
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orientacién de las hojas.

Los MACsuinos se programaron con ciclos de 30 minutos (10 minutos abierto y 20
minutos cerrado). Se lograron obtener mediciones de intercambio de gases durante 9 dias

seguidos, sin observar condensacion, ni fugas, ni otros problemas del sistema.

Tercer experimento: se midio el intercambio de gases en plantas aclimatadas al sol y en
plantas aclimatadas a la sombra para caracterizar las respuestas a cambios en el nivel de
radiacion. Para este experimento se utilizaron 24 plantas provenientes del invernadero. Estas
plantas, en sus macetas, fueron transportadas a una azotea y sometidas a dos tratamientos
de aclimatacién a la radiacién solar: un grupo de 12 plantas fueron mantenidas en el sol, y otro
grupo de 12 plantas fueron instaladas bajo una malla sombra (transmitancia del 50% de la
radiacion solar), instalada sobre las plantas a 70 cm del suelo) durante los 30 dias anteriores

al experimento (figura 6a).

Figura 6. Periodo de aclimatacién (a) y periodo de mediciones de intercambio de gases (b) con los MACsuinos

en dos plantas aclimatadas a la sombra y en dos plantas aclimatadas al sol.

Después de los 30 dias de la fase de aclimatacién, se iniciaron las mediciones de intercambio
de gases colocando cuatro MACsuinos en dos plantas de cada tratamiento (figura 6b).

Todos los MACsuinos se instalaron en hojas de caracteristicas similares (tercera o cuarta hoja
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desplegada, y orientada hacia el sur). Dos MACsuinos etiquetados como H3 y H5 fueron
colocados en plantas bajo sombra, y dos otros etiquetados como H1 y H4 en plantas expuestas
al sol. Las mediciones con los MACsuinos se realizaron con ciclos de 30 minutos (15 minutos
abierto y 15 minutos cerrado).

Al décimo dia de mediciones de intercambio de gases, se probo el efecto de un cambio
de insolacion en dos plantas equipadas con MACsuinos: la planta con el MACsuino H5
aclimatada a la sombra fue desplazada al sol, mientras que otra planta aclimatada al sol que
tenia el MACsuino H4 fue desplazada a la sombra. Se mantuvieron estas condiciones durante
5 dias, al término de estos cinco dias la planta con el MACsuino H5 se regreso a la sombra y

la planta con el MACsuino H4 se regresé al sol, El MACsuino H1 se descompuso al sexto dia.

Cuarto experimento: respuestas al estrés hidrico y a la rehidratacion

Para el cuarto experimento se utilizaron las mismas 24 plantas del tercer experimento, las
cuales se mantuvieron en las mismas condiciones de exposicidn a la radiacién que en el tercer
experimento (12 plantas expuestas directamente al sol y 12 bajo malla sombra). Solo que sin
recibir riego durante tres meses. Se midié el intercambio de gases durante 16 dias en 5 plantas,
tres aclimatadas al sol con los MACsuinos H1 (figura 7 A), H2 (figura 7 B) y H5 (figura 7C) y
dos aclimatadas a la sombra con MACsuinos H3 y H4. EIl objetivo del experimento fué
monitorear las respuestas fotosintéticas a la rehidratacion, por lo que los tratamientos previstos
consistian en regar la mitad de las plantas (6 plantas bajo sol y 6 bajo sombra) a los cinco y a
los doce dias después de iniciar las mediciones de intercambio de gases y dejar a las demas
como control sin riego. Sin embargo, el paso de un ciclén causoé lluvias durante el sexto y
séptimo dia de mediciones, por lo que todas las plantas acabaron perfectamente rehidratadas.
La unica diferencia fue la rapidez de la rehidrataciéon, que empezé mas temprano que el

tratamiento de riego.
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1.3 Resultados

Primer experimento
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Figura 7. Dinamica de intercambio de gases. A, B y C. Tasa de asimilacion y conductancia estomatica observada
en tres hojas durante el periodo incluido entre el 25 de agosto y 2 de septiembre del 2015. Las mediciones se

realizaron con los MACsuinos. E. Temperatura y radiacion solar ambiente medidos por la estacion meteorolégica.

Varias fallas impidieron obtener datos completos de intercambio de gases en el primer
experimento. Por un lado, la fuente de poder resulté inadecuada, lo que llevé a una deriva del
sensor de CO2 después del quinto dia en dos MACsuinos. Una segunda falla fue que se
despegaron de la hoja dos capsulas de los MACsuinos H4 y H5. Una tercera falla fue que, al
proporcionar aire ambiente demasiado humedo al sistema, se observé condensacién en las
camaras de medicion, lo que hizo imposible la adquisicion de datos de transpiracién. Al final
del experimento, solo se pudieron explotar los datos de asimilacion de tres hojas medidas por
los MACsuinos H1, H2 y H3.
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Segundo experimento
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Figura 8. Dinamica de intercambio de gases. A, B, C y D Tasa de asimilacion y conductancia estomatica
observada en cuatro hojas de la misma planta durante el periodo incluido entre el 24 de septiembre y el 3 de

octubre del 2015. E. Temperatura y radiacién solar ambiente medidos por la estacién meteoroldgica.
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Tercer experimento: respuestas al sombreo
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Figura 9. Dinamica de intercambio de gases. A, B, C y D. Tasa de asimilaciéon y conductancia estomatica
observada en 4 hojas aclimatadas durante un mes con dos condiciones de radiacién solar (sol y sombra). El
periodo de mediciones fué del 19 de noviembre y al 5 de diciembre del 2015. E. Temperatura y radiacion solar
ambiente medidos por la estacién meteoroldgica. La linea negra debajo de la linea cero de las graficas representa
el periodo de sombreo.
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Cuarto experimento: estrés hidrico y rehidratacion
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Figura 10. Dinamica de intercambio de gases. A, B, C y D Tasa de asimilacion y conductancia estomatica
observada en 4 hojas; 2) aclimatadas al sol (A y B) y dos aclimatadas a la sombra (C y D) en estrés hidrico del
03 al 07 de marzo del 2016 y regadas los dias, 8, 9 y 15 de marzo del 2016, durante el periodo incluido entre el
03 y el 19 de marzo del 2016. E Temperatura y radiacion solar del ambiente fueron medidos por la estacion

meteoroldgica.
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Caracteristicas generales del ciclo de intercambio de gases observado

En todos los experimentos realizados, la dinamica de intercambio de gases durante el ciclo
dia-noche en estas plantas de A. cupreata presenté las cuatro fases descritas en el ciclo CAM
por Winter y Smith, (1996):

- Fase |: Durante la noche A. cupreata present6 estomas abiertos y fijacion de COz2. Los
valores de conductancia estomatica y asimilacion durante la noche variaron entre
experimentos y entre hojas, pero en general la conductancia estomatica y la tasa de fijacion
maxima fueron entre 5y 10 mmol m2 s'y entre 4 y 6 ymol m? s-! respectivamente.

- Fase II: Al inicio del dia los estomas permanecieron abiertos y se continué fijando CO:2
y se cerraron en general una o dos horas después de la salida del sol. Al mismo tiempo que
se cerraron los estomas la fijacion de CO2 terminé.

- Fase lll: durante el dia los estomas generalmente estuvieron cerrados, con una
conductancia estomatica y la fijacion de COz2 practicamente nulos.

- Fase IV: En la tarde los estomas se abrieron nuevamente y la fijaciéon de COz inicio. La
hora de la apertura estomatica y su rapidez variaron entre experimentos y entre hojas de una
misma planta.

El ciclo de intercambio de gases de en estas plantas de A. cupreata presentd varias
particularidades con respecto un ciclo CAM tipico. Durante el dia (fase Ill), se presentaron en
algunos casos de periodos cortos de apertura estomatica, los cuales a veces fueron
acompafados de una pérdida de CO2, a veces no. Este comportamiento se observd solo
algunos dias y en algunas hojas (por ejemplo los dias 24 y 25 de septiembre figura 7, 28 y 30
de noviembre figura 9D). También se observaron dinamicas muy variables durante la tarde
(fase IV): En ocasiones la apertura ocurrié al momento de la puesta del sol, en otras desde el
mediodia (por ejemplo los dias 25 y 26 de septiembre figura 8B). También se observé que en
algunos casos donde la apertura estomatica de la tarde no fue acompafada de una asimilacion
de CO2, como se espera durante la fase |V, sino por una pérdida (por ejemplo el dia 25 y 26
de septiembre figura 1.2 B y C). Durante la noche se observaron diferencias en las dinamicas
de conductancia estomatica y asimilacion: En unos casos, la conductancia estomatica y la tasa
de asimilacidn se mantuvieron relativamente constantes durante la noche; en otros se
observaron valores altos de conductancia y asimilacion al inicio de la noche pero ambos (o en

unos casos solo la tasa de asimilacion) disminuyeron durante el resto de la noche (por ejemplo
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los dias 26 y 27 de septiembre figura 8C, con valores constantes y lo dias 25 y 26 de noviembre

figura 9B y D disminuyeron durante la noche).

1.4 Discusion y conclusiones

Las plantas responden a las condiciones ambientales, algunas de estas respuestas ocurren
gracias a la plasticidad, que es la capacidad de las plantas de modificar momentaneamente
algun proceso en su metabolismo. En el caso de A. cupreata se presenté un ciclo tipico de una
planta CAM en cuanto a la asimilacién y conductancia estomatica, con pequefas variaciones
(plasticidad) como la apertura diurna de los estomas, la perdida de CO2 durante el dia, apertura
estomatica anticipada en la tarde y la variacion en el tiempo de apertura estomatica entre hojas.
Estas variaciones no se observaron todos los dias, ni en todas las hojas por lo que podrian
deberse a las condiciones ambientales y fisioldgicas de las hojas. Las condiciones ambientales

en las que ocurren estas variaciones se analizan mas a detalle en el segundo capitulo.

En muchos casos, se observo una pérdida de COz2, sea alrededor del mediodia o en la
tarde. Este hecho ya se habia observado en un trabajo anterior (Salinas Estrada et al., 2014).
El hecho de que se volviera a observar, pero ahora en varios dias y en diferentes hojas
corrobora que no era un artefacto, y que se debidé probablemente a la plasticidad del

metabolismo fotosintético de A. cupreata en respuesta a ciertas condiciones ambientales.

38



Capitulo Il. Analisis detallado de la dinamica de intercambio de gases en A.

cupreata bajo fluctuaciones naturales de radiacién solar y temperatura

2.1 Introduccion

Los ambientes en que crece A. cupreata se caracterizan a menudo por fuertes variaciones de
radiacion y temperatura a corto plazo (sombra por arboles, sombras por relieve, nubes y
orientacion). Estas fluctuaciones pueden afectar la fotosintesis y su regulacion (tasa de
descarboxilacion, asimilacion y regulacion estomatica), pero estos efectos no han sido
investigados. El metabolismo puede presentar plasticidad ante variaciones ambientales como

la temperatura y la radiacion solar entre otros.

Con el objetivo de identificar patrones en estas variaciones, en este capitulo analizamos
de manera detallada las fluctuaciones de conductancia estomatica y absorcion de CO2 durante
varios dias que presentaron condiciones meteorologicas distintas. Se presentan los datos,
siguiendo nuestra hipotesis, clasificando los dias de mediciones de la manera siguiente: 1)
dias totalmente soleados, 2) dias nublados durante todo el dia, 3) dias nublados s6lo durante

la tarde, 4) un unico dia que present6 nubes durante la manana pero no durante la tarde.

Nuestras hipétesis de trabajo son: 1) que las plantas de A. cupreata presentan cierta
plasticidad en el ciclo CAM, tanto en la dinamica de conductancia estomatica como en la de
absorcién de COgz, 2) que la conductancia estomatica y la fijacion y asimilacion de CO2 estan
reguladas de manera parcialmente independiente por fluctuaciones de condiciones
meteorologicas (temperatura y radiacion solar), 3) que existen periodos en que conductancia
estomatica y absorcién de CO2 no esta perfectamente sincronizados, durante los cuales se
pueden presentar pérdidas de CO:2 hacia la atmédsfera, 4) si la apertura y cierre estomaticos
estan regulados por la temperatura y la radiacion solar, los estomas deberan abrirse bajo
condiciones de baja radiacion solar y temperatura y deberian cerrarse con temperaturas altas

y excesivas.

2.2 Material y métodos
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Los diferentes dias que se caracterizan en este capitulo 1) dias totalmente soleados, 2) dias
nublados durante todo el dia, 3) dias nublados sélo durante la tarde, 4) un uUnico dia que
presentd nubes durante la mafana pero no durante la tarde) fueron extraidos del segundo
experimento mencionado en el capitulo |, en donde se midi6 el intercambio de gases en cuatro
hojas de la planta grande (10 afios de edad con 30 cm de diametro aproximadamente) con los
MACsuinos.

2.3 Resultados

El analisis detallado del intercambio de gases durante la fase diurna (que se muestra a
continuacion) muestra diferencias visibles no solo entre dias diferentes sino también entre

hojas de la misma planta.

Dias soleados

En dias soleados figura 11, el ciclo del CO2 se caracterizé por tiempos muy marcados, e
idénticos para todas las hojas, para el inicio de la fase diurna (fin de la fijacién nocturna en la
manana) y de la fase nocturna (inicio de la fijacion en la noche). La fijacién nocturna se detuvo
alrededor de dos horas después de la salida del sol, y reinicié practicamente a la hora de la
puesta del sol. El cierre estomatico, en cambio, fue muy diferente entre los dos dias observados
y, para determinado dia, entre hojas. En la mafiana, todas las hojas cerraron los estomas al
mismo tiempo que iniciaba la fijacion de CO2, pero en la tarde presentaron dinamicas
diferentes. En ambos casos, una hoja inicié la apertura estomatica de manera rapida al
momento de la puesta del sol mientras que en otra hoja la apertura fue progresiva, empezando
en ambos casos alrededor de las dos de la tarde y logrando su maximo a la puesta del sol.
Otra hoja presentd un comportamiento intermedio: el dia 2 de octubre los estomas se abrieron
al mismo tiempo, mientras que el 24 de septiembre empezaron a abrirse durante la tarde
(alrededor de las 17:00 horas). En ambos casos, las tres hojas mostraron dinamicas muy
similares de concentracion interna de COz: la concentracion interna presentd un pico entre las
11:00 y 13:00. La mayor concentracion fue alcanzada alrededor de las 12:00, pero en ningun
caso alcanzo valores superiores a los 600 ppm. En la tarde, se observé una concentracion de

CO2 practicamente igual a la atmosférica (400 ppm) entre las 13:00 y 18:00 horas figura 11.
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Figura 11. Dinamica de intercambio de gases durante dos dias soleados. Conductancia estomatica (Cs),
asimilacion (A) y concentracion interna de COz en la hoja (Ci), en tres hojas de una misma planta de 10 afios de
edad. La temperatura (T) y radiacion solar (Rs). La linea punteada naranja indica la radiacion solar esperada en
ausencia de nubes. Las lineas verticales punteadas indican respectivamente la media noche, el medio dia, y las

horas de salida y puesta del sol.

Un comportamiento particular fue observado entre las 12:00 y 14:00 en dos hojas, con un
periodo de apertura estomatica y pérdida concomitante de COz2, centrado alrededor de las
13:00 horas figura 11 lado izquierdo. ElI 24 de septiembre este comportamiento fue muy
marcado en ambas hojas (figura 11 lado izquierdo), mientras que el 2 de octubre s6lo afecto a
una hoja y la pérdida de CO2 fue minima (figura 11 lado derecho). Los datos meteoroldgicos

proporcionan poca informacién sobre las diferencias: los dos dias, en ausencia de nubes,
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presentaron dinamicas muy similares de radiacion solar y de temperatura, aunque la

temperatura fue ligeramente mas alta en la mafana del 24 de septiembre.

Dias nublados

En dias nublados figura 12, el ciclo del CO2, como en dias soleados, se caracterizd por tiempos
bien marcados, e idénticos en las tres hojas, para el inicio de la fase diurna (fin de la fijacion
nocturna en la mafana) y de la fase nocturna (inicio de la fijaciéon en la noche). La principal
diferencia con los dias soleados fue que la fijacion nocturna inici6 alrededor de dos horas mas
temprano (a las 16:00 en vez de las 18:00 horas). El cierre estomatico también estuvo
sincronizado con el ciclo de asimilacidén, excepto en una hoja, donde los estomas empezaron
a abrirse practicamente al mediodia. Las tres hojas mostraron dinamicas similares de
concentracion interna de COz2, pero estas dinamicas difirieron entre los dos dias estudiados. El
28 de septiembre (figura 12 lado izquierdo), la concentracién interna de CO:2 fue cercana a la
atmosférica durante la mayor parte de la mafana, pero se incrementod hasta alcanzar alrededor
de 700 ppm alrededor de las 13:30 horas. El 1 de octubre (figura 12 lado derecho), al contrario,
la concentracidn de CO:2 en las hojas medidas alcanzé valores mas altos, arriba de 900 ppm.
En ambos casos, la mayor concentracion fue alcanzada alrededor de las 13:30, mas tarde que
en los dias soleados en que se alcanzaba alrededor de las 12:00 horas. En ambos dias
medidos, se observé en una hoja pérdida de COz2 entre las 13:00 y 15:00, momentos en que
la concentracion interna era alta y los estomas estaban abiertos. En las otras hojas, sin
embargo, no se observo pérdida de CO2. Al igual que en los dias soleados, los datos
meteoroldgicos no presentaron diferencias muy importantes entre los dos dias considerados:
en ambos casos, la radiacion solar fue baja, y las temperaturas también, alcanzando un poco

menos de 25 °C poco después del mediodia.
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Figura 12. Dinamica de intercambio de gases durante dos dias nublados. Conductancia estomatica (Cs),
asimilacion (A) y concentracion interna de CO:z en la hoja (Ci), en tres hojas de una misma planta de 10 afios de
edad. La temperatura (T) y radiacion solar (Rs). La linea punteada naranja indica la radiacion solar esperada en
ausencia de nubes. Las lineas verticales punteadas indican respectivamente la media noche, el medio dia, y las

horas de salida y puesta del sol.

Dias soleados en la mafhana y nublados en la tarde

Las condiciones meteoroldgicas caracterizadas por dias que empiezan soleados, pero se
empiezan a nublar en la tarde por la formacién de nubes convectivas, representan la situacion
mas frecuente durante la temporada de lluvia figura 13. Estas condiciones se encontraron en

varios dias del experimento, pero solo se muestran dos casos: el 3 de octubre (figura 13 lado
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izquierdo) y el 29 de septiembre (figura 13 lado derecho). En ambos casos, la dinamica de
cierre estomatico y absorcion de CO2 presentd diferencias importantes con los dias soleados
o uniformemente nublados. En ambos dias, la apertura estomatica y la absorcion de CO:2
iniciaron temprano en la tarde (entre las 13:00 y 18:00 segun las hojas), y a la diferencia de los
dias soleados o nublados, los dos procesos se incrementaron de manera paralela. En otras
palabras, la apertura estomatica no permitié la pérdida de CO2 como en los casos anteriores
sino la absorcién concomitante de CO2, lo que seria coherente con un periodo de
funcionamiento en modo C3. El 3 de octubre (figura 13 lado derecho), las tres hojas de la
misma planta empezaron a abrir sus estomas en diferentes tiempos (primero una hoja a las
14:00, seguida de otra hoja alrededor de las 15:00, y otra después de las 16:00), y en los
mismos tiempos empezaron a absorber CO2. El dia 29, dos hojas se comportaron como en un
dia soleado, pero una hoja presentdé una dinamica estomatica sorprendente, empezando la
apertura estomatica a las 11:00 y manteniéndola durante el resto del dia. Cabe resaltar que en
este caso también la absorcién de COzinicié de manera paralela a la conductancia estomatica.
La concentracion interna de CO:2 siguié una evolucion similar a los dias soleados, con
concentraciones mayores, entre 600 y 700 ppm alcanzadas poco antes de la 12:00 y
mantenidos al inicio de la tarde y una disminucion en el resto de la tarde. Alrededor del
mediodia, se presentaron, breves periodos de pérdida de CO2, asociados con periodos de
apertura estomatica (alrededor de las 12:00 en una hoja el 3 de octubre, y de las 11:30 en otra
hoja el 29 de septiembre), pero esta situacion sélo afecté a una hoja, y los periodos de pérdida

de COz2 fueron breves.
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Figura 13. Dinamica de intercambio de gases durante dos dias soleados en la manana y nublados en la tarde.

Conductancia estomatica (Cs), asimilacién (A) y concentracion interna de CO: en la hoja (Ci), en tres hojas de
una misma planta de 10 afios de edad. La temperatura (T) y radiacion solar (Rs). La linea punteada naranja indica
la radiacién solar esperada en ausencia de nubes. Las lineas verticales punteadas indican respectivamente la

media noche, el medio dia, y las horas de salida y puesta del sol.

Dia nublado en la mafhana y soleado en la tarde

Durante el experimento solo se presentd un dia nublado en la manana y soleado en la tarde
figura 14. El cierre estomatico en la mafana y su apertura en la tarde sugieren una dinamica
similar a la de los dias nublados en la tarde. En particular, se observaron tiempos de inicio de
la apertura estomatica diferentes entre hojas (empezando entre las 15:30 para una hoja hasta

las 19:00 para otra hoja) y un aumento progresivo hasta alcanzar la apertura completa después
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de la puesta del sol. Sin embargo, a diferencia de lo observado en dias nublados pero al igual
que lo observado en dias soleados, la dinamica de absorcion de CO: fue idéntica en las tres
hojas y no siguio la de la conductancia estomatica. La concentracién de COz2 sigui6é la misma
dinamica en todas las hojas, similar a la de los otros dias observados con un pico de
concentracion de COz2 entre las 10:00 y las 13:00 horas y valores aproximadamente iguales a
la concentracién atmosférica (400 ppm) después de las 14:00. Como durante los dias

nublados, la mayor concentracion fue alcanzada entre las 12:00 y 14:00 horas.
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Figura 14. Dinamica de intercambio de gases durante un dia nublado en la mafana y soleado en la tarde.
Conductancia estomatica (Cs), asimilacién (A) y concentracion interna de CO: en la hoja (Ci), en tres hojas de

una misma planta de 10 afos de edad. La temperatura (T) y radiacién solar (Rs). La linea punteada naranja indica
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la radiacién solar esperada en ausencia de nubes. Las lineas verticales punteadas indican respectivamente la

media noche, el medio dia, y las horas de salida y puesta del sol.

2.4 Discusién y conclusiones

El cierre estomatico al inicio del dia siempre se observd alrededor de dos horas después de la
salida del sol, y fue simultaneo entre las diferentes hojas de la misma planta. Parece
relativamente independiente de las condiciones meteoroldgicas.

La apertura estomatica de la tarde, a cambio, presentd fuertes variaciones entre dias y
hojas. Una explicacion a esta diferencia podria ser la orientacién e inclinacién de las hojas,
que determina a qué horas recibe la mayor radiacion solar. La hoja expuesta al sureste,
presentd el comportamiento mas estable, con menos fluctuaciones de la hora de apertura
estomatica. La hoja en posicidén horizontal pero expuesta hacia el sur casi siempre presenté
una apertura estomatica mas precoz que las otras hojas expuestas al norte las otras expuestas
al oeste), mientras que otra hoja presentdé comportamientos diferentes segun los dias y estuvo
expuesta al norte. La ausencia de sincronizacion entre hojas se observo en todos los tipos de
condiciones meteoroldgicas estudiadas, aunque ligeramente mas marcada en los dias con
mafanas soleadas.

La dinamica de absorcion de CO2, aunque sigue de manera general la de la
conductancia estomatica, presenta diferencias. De manera general, parece que en los dias
con tardes soleadas todas las hojas presentan el inicio de la absorcion de manera simultanea
y sincronizado con el momento de la puesta del sol independientemente de la dinamica
estomatica. Al contrario en tardes nubladas, se observé un aumento de la absorciéon de CO2
paralelo con el de la apertura estomatica, y que precede de hasta 6 horas la puesta del sol.
Esto sugiere que bajo condiciones nubladas, pero no soleadas, las hojas presentan una
plasticidad hacia un metabolismo de tipo C3. Sin embargo, es dificil creer que el ciclo de Calvin
sea activado en condiciones de baja radiacidn solar e inhibido en condiciones de alta radiacion,

por lo que la enzima responsable de esta fijacion en la tarde podria ser también la PEPcasa.

En todos los casos se observaron dinamicas similares de la concentracion interna de
COs2. Sin embargo, parece que la presencia de nubes durante la manana retrasa la hora a la
cual se observa la mayor concentracion de COz2 en la hoja. El pico de concentracién de CO:

fue entre las 10:00 y 12:00 en dias nublados, y entre las 12:00 y 14:00 en dias soleados. Este
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comportamiento no parece depender de la radiacién solar en la tarde (después de las 12:00
horas).

Por otro lado, parece existir una relacion entre el momento en que la concentraciéon
interna de la hoja disminuye a bajo de la atmosférica y el inicio de la apertura estomatica. En
general, las hojas con la menor concentracion de CO2 son las primeras en que aumenta la
conductancia estomatica. También parece que la desincronizacién entre hojas se manifiesta
en los dias en que la concentracion interna permanecio cercana a la atmosférica durante gran
parte de la tarde. Esto sugiere que el CO:2 interno juega un papel importante en el control

estomatico.

Finalmente, las condiciones en que ocurre la pérdida de CO2 debido a cortos periodos
de apertura estomatica durante el dia parecen dificiles de identificar. Esta pérdida es observé
en hojas de diferentes orientaciones, bajo diferentes condiciones de iluminacion. Sin embargo,
estos periodos parecen manifestarse bajo dos tipos de condiciones: sea alrededor del
mediodia en condiciones de fuerte iluminacion (pero no necesariamente de alta temperatura),
o al final de la tarde cuando los estomas se abren de manera prematura. Por otro lado, una
condicion para que la apertura estomatica derive en una pérdida de CO2 es que la
concentracion interna en la hoja sea relativamente alta. Esta situacién es posible cuando esta
activa la descarboxilacion del acido malico liberado de la vacuola pero la asimilacion del mismo
por el ciclo de Calvin es relativamente lenta. Esto nos lleva a proponer el siguiente modelo: 1)
en condiciones nubladas durante la mafana, la conductancia estomatica permanece baja y no
permite la pérdida de COz, 2) en condiciones soleadas durante la mafana, es posible que los
estomas se abran durante la mafana pero debido a que la asimilacion del CO: limita su
concentracion en la hoja, esta apertura no necesariamente se traduce por una pérdida de COz,
3) en condiciones nubladas durante la tarde, los estomas pueden abrirse de manera
anticipada, pero en general la reserva de acido malico por descarboxilar se habra acabado
mas temprano durante el dia (excepto si hubo también condiciones nubladas durante la
manana que habran frenado la descarboxilacion del acido malico), 4) En condiciones soleadas
durante la tarde puede haber apertura estomatica pero ésta se traducira en pérdida de CO:2

sélo si queda acido malico por descarboxilar (después de una mafiana nublada).
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Capitulo Ill. Respuestas del metabolismo fotosintético de A. cupreata a la
aclimatacion al sol y a la sombra y al cambio de iluminacién

3.1 Introduccién
A. cupreata habita de forma natural en bosques de pino-encino expuesto al sombreo de los
arboles. Este sombreo, ademas de reducir la radiacion solar total recibida, provoca
fluctuaciones de la misma durante el dia, conforme la sombra de los arboles se desplaza y
deja a los agaves sucesivamente expuestos al sol o bajo la sombra. Es probable que esta
disminucién en la radiacion solar afecte su metabolismo fotosintético y su regulacién (tasa de
descarboxilacion, asimilacion y regulacion estomatica).

En este capitulo se estudian las respuestas del metabolismo fotosintético a diferentes
condiciones de iluminacion, con los objetivos siguientes:

- 1) Detectar si existen diferencias de fotosintesis (dinamica estomatica y de fijacion de
COg2, fluctuacion dia/noche de acidez titulable y fluorescencia de la clorofila) entre plantas
aclimatadas al sol y a la sombra,

- 2) Caracterizar las respuestas, a plazo de unos dias, del intercambio de gases a
cambios de exposicidn a la radiacion solar (cambio de sol a sombra, o de sombra a sol).

- 3) Caracterizar la respuesta del intercambio de gases a un sombreo intenso durante

un dia.

Nuestras hipétesis son que las plantas aclimatadas al sol tendran mejor desempefio en
su metabolismo fotosintético (mayor tasa de fijacion nocturna, posterior descarboxilacion, y
asimilacion diurna) que las que crecen sombreadas, y que cambios de iluminacion en el dia
afectaran la dinamica estomatica y la fijacion de CO2 durante la noche siguiente (reduciéndola
en caso de un cambio de sol a sombra e incrementandola en caso de un cambio de sombra a

sol).

3.2 Material y métodos

Material vegetal. En este experimento, se utilizaron 24 plantas, 12 aclimatadas al soly 12 a
la sombra antes y durante el experimento, como se indicé en material y métodos del capitulo |

experimento tres.
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Tratamientos

1. Plantas aclimatadas al sol y a la sombra durante un mes.

2. Plantas aclimatadas al sol y a la sombra pero con un periodo de estrés hidrico y doble

malla sombra durante un dia.

Una vez terminadas las mediciones previstas en el cuarto experimento, se aprovecho el
hecho que los MACsuinos seguian funcionando para estudiar el efecto de un sombreo casi
total sobre el ciclo de intercambio de gases. A los 14 dias de mediciones de intercambio de
gases durante el amanecer, se sombrearon dos plantas (una de sombra y una de sol) con una
triple malla sombra de color negro. La malla se retiré el 18 de marzo al amanecer y siguieron

las mediciones de intercambio de gases durante el dia y la noche siguientes.

Mediciones

Intercambio de gases. En este experimento se utilizaron dos sistemas de medicion de
intercambio de gases: el MACsuino y el LI-COR 6400. Las mediciones de intercambio de
gases con los MACsuinos se realizaron como se describié en materiales y métodos del capitulo
I, tercer experimento. Las mediciones con LI-COR 6400 se realizaron durante un dia (a los 15
dias de iniciar el experimento). Durante el dia se cortaron al azar hojas completas de plantas
aclimatadas al sol y a la sombra. Cada 25 minutos aproximadamente se corté una hoja y se

midi6 el intercambio de gases, en estas mismas hojas se midi6 la fluorescencia de la clorofila

y la acidez titulable.

Figura 15. Medicion de intercambio de gases en hojas de A.cupreata aclimatas a la sombra y al sol, en el tercer

experimento.
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Fluorescencia de las clorofilas

En las hojas que se midié durante un dia el intercambio de gases se midid su fluorescencia
bajo luz saturante, y la curva de respuesta a la luz de la fluorescencia. Esto se realizé utilizando
un LI-COR equipado con el accesorio de medicion de fluorescencia, instalado en un local
adyacente al experimento. Las mediciones se hicieron inmediatamente después de cortar la
hoja, segun el protocolo siguiente. Al momento de cosechar la hoja, se midié su temperatura
con un termémetro de infrarrojo (MASTERGRIP) y la hoja cortada fue colocada
inmediatamente en la pinza. El control de temperatura de la camara de la pinza se ajusto a
una temperatura cercana a la de la hoja cosechada y durante 5 minutos, se dejé la hoja en la
pinza para que se estabilizara a estas condiciones de temperatura y a una radiacién saturante
(1600 umol m? s”' de PAR). Al final de esta fase, se midi6 el intercambio de gases y se realizd
la curva de respuesta a la radiacion: se establecieron sucesivamente niveles de 1600, 800,
200 y 0 ymol m? s' de PAR durante periodos de 150 segundos por nivel y al final de cada
periodo se tomaron lecturas de Fs', Fo', Fm' al mismo tiempo que se midié el intercambio de
gases. Una vez terminadas las mediciones, se guardod la hoja 25 minutos en la oscuridad (en
una caja de cartdén colocada en un cajon): después de este tiempo, se volvio a colocar la hoja

en la pinza con la fuente de radiacion apagada y se midieron los valores de Foy Fm.

Medicién de acidez titulable

La acidez titulable fue medida por titulacion con una solucién de NaOH a 0.05 N (obtenida
diluyendo 2 g de NaOH en un litro de agua destilada). Las hojas fueron descongeladas a
temperatura ambiente, se les retird la humedad de condensacién con papel absorbente, se
tomd una fraccion de la hoja la cual fue pesada (aproximadamente 2 gr de hoja), se agrego la
misma cantidad de agua destilada, se macero, se midié el pH y conductividad al inicio y al final
de la titulacion con un potencidémetro (Fisher Scientific, accument Research AR20), la solucion
fue agitada con un agitador magnético (Fisher Scientific) al mismo tiempo se fue agregando la
solucion de NaOH hasta obtener un pH de 7 y 8.1. La acidez titulable se expreso6 en unidades
de equivalentes de iones hidrogeno (H*) por kg de peso fresco, por area o por volumen de
agua de los tejidos (Medina et al., 1989). Este procedimiento se repitio en todas las muestras
(Lobit et al., 2002). Para calcular la acidez titulable (en meq kg') se empled la siguiente
formula:

AT = 0.001 % mL NaOH = 0,05
~ 0.001 = gr de muiestra
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Mediciones climatoldgicas
Las mediciones climatoldgicas se realizaron como se indicé en material y métodos del capitulo
l.

3.3 Resultados

Intercambio de gases: En este experimento, la planta con el MACsuino P1 tuvo un
comportamiento atipico. Aparte de esta excepcion, las otras tres plantas estudiadas
presentaron una dinamica CAM tipica, con un cierre y una apertura de los estomas rapidos y
muy marcados y practicamente ninguna pérdida de CO2 durante el dia (excepto por un breve
momento el 19 de noviembre en la planta de sol con el MACsuino P4). La conductancia

estomatica maxima medida en la noche fue inferior en las plantas de sombra (alrededor de 3
y 4 mmol m s*! para las plantas con los MACsuinos P3 y P5 respectivamente) que en las de
sol (alrededor de 3.5 y 5 mmol m? s' para las plantas con MACsuinos P1 y P4
respectivamente. Sin embargo, los valores de asimilacion fueron muy similares entre
tratamientos, con valores alrededor de 4.5 pmol m= s*! excepto en la planta con el MACsuino
P4 (de sombra) que mantuvo valores de conductancia estomatica como de asimilacion bajos.
Se observan unas excepciones a este patron general figura 16. Por un lado, en la planta con
el MACsuino P4 (de sol), se presenté un cambio en el ciclo estomatico a partir del 23 de
noviembre, con una apertura nocturna mas progresiva y retrasada, y también un cierre mas
progresivo en la mafiana. Este cambio es dificil de explicar, ya que no corresponde a cambios
en las condiciones meteoroldgicas ni a cambios en la exposicion al sol, y no se observo en las
otras plantas. Por otro lado, en las noche del 19 al 20 de noviembre, las tres plantas con los
MACsuinos P3, P4 y P5) presentaron una disminucién progresiva de la conductancia
estomatica en la noche, llegando a una conductancia estomatica casi nula al final de la noche
en las dos plantas de sombra con los MACsuinos P3 y P5. Este comportamiento se observd
también, pero fue menos marcado en la planta de sol con el MACsuino P4, en la que la
conductancia estomatica se redujo solo alrededor de un tercio. El mismo comportamiento se
repitié en las noches del 25 al 26 y del 26 al 27 de noviembre en la planta con el MACsuino P5

(sombra), y en menor medida en la planta con el MACsuino P4 (sol). Todos los casos en que
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se observd esta disminucion nocturna correspondieron a noches calidas, con temperaturas

que quedaron arriba de 17 °C.

Diferencias fotosintéticas en plantas aclimatadas al sol y ala sombra.
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Figura 16. Dindmica del ciclo de intercambio de gases durante los primeros 9 dias antes del cambio de

condiciones de iluminacion en plantas de A. cupreata aclimatadas al sol y a la sombra. Se muestran la

conductancia estomatica y tasa de asimilaciéon en 4 plantas, dos expuestas al sol con los MACsuinos P1y P4y

dos aclimatadas a la sombra con los MACsuinos P3 y P5. La ultima grafica muestra la evolucion de la temperatura
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y de la radiacion solar durante los dias correspondientes. La curva naranja punteada muestra la radiacion
esperada en condiciones de cielo despejado, lo que permite, por diferencia con la curva de radiacién (roja),

detectar la presencia de nubes.

Integracién de la fase diurna: Intercambio de gases, dinamica de la acidez titulable y la
fluorescencia de la clorofila. Los intercambios de gases medidos por al LI-COR bajo luz
saturante (figura 17) y la dinamica de degradacioén de acidez titulable (figura 19), sugieren unas
diferencias muy ligeras entre plantas de sol y sombra. En ambos casos, la conductancia
estomatica y la asimilacion presentaron el patrén esperado, con una conductancia estomatica
nula durante el dia y un ligero aumento en la tarde. Sin embargo, en las plantas aclimatadas a
la sombra, se observaron incrementos de la conductancia estomatica en dos momentos, uno
en la manana alrededor de las 9:00 y otro en la tarde alrededor de las 14:00. Estos picos
correspondieron con momentos de pérdida de CO2. En cuanto a la concentracién interna de
COg, las hojas aclimatadas al sol presentaron una concentracion maxima de 3800 ppm
alrededor de las 10:30 horas, mientras que en las aclimatadas a la sombra la concentracion
maxima fue menor (2800 ppm) y se alcanzé mas tarde, alrededor del mediodia. También, la
concentracion de CO2 fue mayor durante el inicio de la mafhana (antes de las 8:00) en las
plantas de sombra. El hecho que la concentracidn maxima es menor y se alcanza mas tarde
en el dia en las plantas de sombra podria explicarse por una descarboxilacion mas lenta, que
terminaria mas tarde que en las plantas de sol. Aunque la cantidad de datos es insuficiente
para concluir, la evolucion de la acidez titulable parece coherente con esta hipotesis, con una
pendiente ligeramente menor de la disminucion de acidez titulable y el hecho que la

concentracion minima se alcanzo6 unas horas mas tarde en las plantas de sombra figura 17.

La eficiencia del fotosistema |l (Phirsu) fue ligeramente mas alta en las plantas de
sombra, y el quenching no fotoquimico (NPQ) ligeramente mas bajo, pero no hubo diferencias
en el quenching fotoquimico (gP) (figura 18). Tampoco se observd una relacion entre la
dinamica de las variables de fluorescencia y la del CO2z en la hoja (como se habia observado

en Salinas Estrada et al., 2014).
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Figura 17. Dinamica diurna de intercambio de gases en hojas de A.cupreata, en hojas aclimatadas al sol y a la
sombra durante un mes. Conductancia estomatica (Cs) A, concentracion interna de CO2 en la hoja (Ci), B y

asimilacion (A). Las mediciones se realizaron con IRGA LI-COR 6400.
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Figura 18. indices de fluorescencia medidos durante el dia en hojas de A.cupreata aclimatadas al sol y a la
sombra con un PAR de 800. Las hojas medidas en ambas condiciones de aclimatacién no sufrieron cambio de

iluminacién. A. Eficiencia quantica del fotosistema Il, B, Quenching fotoquimico y C. Quenching no fotoquimico.
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Figura 19. Dinamica diurna de acidez titulable en hojas de A.cupreata, en hojas aclimatadas al soly a la

sombra durante un mes.

Respuestas al cambio de iluminacion

En la planta con el MACsuino H4, que paso a la sombra del 28 al 1 de diciembre, se observé
desde el primer dia una alteracion marcada del ciclo CAM (figura 20). El periodo de apertura
estomatica se redujo, empezando mas progresivamente y mas tarde: mientras que antes del
sombreo la apertura estomatica iniciaba alrededor de las 18:00, después del sombreo se
retrasé practicamente hasta la medianoche, con una conductancia al inicio de la noche
practicamente nula los dias 29 y 30 de noviembre, y muy pequenfa los dias 1y 2 de diciembre
(figura 20).

La fijacién de CO:z2 sigui6 el mismo patrdn, con una curva practicamente paralela a la de
conductancia estomatica. A pesar de que se alteraron los periodos de la fase nocturna, los
valores maximos de conductancia y asimilacion se mantuvieron practicamente idénticos a lo
que eran antes del sombreo. Después de regresar la planta al sol, el inicio de la fase nocturna
se mantuvo retrasado durante los dos dias observados, aunque perece que se volvid a

adelantar otra vez su inicio (figura 20).

En la planta con el MACsuino P5, que pasé de la sombra al sol, no se observé ningun
cambio de la dinamica estomatica. En contraste, la fijacion de CO:2 fue fuertemente deprimida
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el dia después del cambio, para recuperarse en los dias siguientes. También, en dos de los

cuatro dias en que estuvo expuesta al sol, se observaron periodos de apertura estomatica y

pérdida de CO2 que no se observaban mientras estaba en la sombra (figura 20).
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Figura 20. Dinamica de intercambio de gases y condiciones climatolégicas (19 noviembre - 5 diciembre): A, B,

C y D, dinamica de conductancia estomatica, asimilacion de CO2z y concentracién interna de CO: en la hoja. E

condiciones meteorolégicas. En hojas de plantas de 5 afios de edad aclimatadas durante un mes con a la

exposicion directa al sol y a la sombra. Medidas con los MACsuinos en estas dos condiciones de sol y sombra.

La linea punteada indica el tiempo en el que las plantas estuvieron bajo sombra.
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Tratamiento de doble sombreo
Los datos que se presentan en la figura 21 fueron tomados del cuarto experimento,
correspondientes a los tres ultimos dias de mediciones de intercambios de gases en la planta

de sol con los MACsuinos P5 y P3 en la de sombra.
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Figura 21. Intercambio de gases con doble sombreo durante tres noches y dos dias en plantas aclimatadas al
sol (A) o a la sombra (B), después de 9 dias de recuperacion de un estrés hidrico. El segundo dia del experimento
(17 de marzo), se aplicd un sombreo total (extendiendo un doble espesor adicional de malla sombra sobre la
planta) a las dos plantas. La figura C muestra la radiacion solar y temperatura observadas durante este
experimento. La linea naranja punteada incida la radiacion solar esperada en un dia despejado, de tal forma que

la diferencia entre la curva naranja y roja indica la nubosidad.
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Durante el periodo de sombreo (de la salida a la puesta del sol del dia 17 de marzo), no
se observaron respuestas notables en cuanto a conductancia estomatica: en ambas plantas,
la conductancia estomatica fue casi nula durante el dia figura 21. En cuanto a la planta
aclimatada al sol, no se observo pérdida de CO:2 durante el dia, pero si concentraciones altas
de CO2 en la hoja (en las mediciones en que la conductancia estomatica fue bastante alta para
poder medirlas), incluso con un pico de concentracion justo antes de la puesta del sol. En la
planta de sombra hubo pérdida de CO2 durante todo el dia y (lo que no se observé en otros
experimentos) esta pérdida persistio casi hasta la medianoche figura 21. Estos resultados
sugieren que hubo descarboxilacion durante el dia, pero bastante lenta para seguir hasta la
noche, mientras que las altas concentraciones de CO2 en la hoja en un caso, la pérdida de

CO:z2 en el otro, indican que no todo el CO2 producido por la descarboxilacion fue asimilado.

Durante la noche siguiente, la dinamica estomatica fue diferente entre las dos plantas.
En la planta aclimatada al sol, la conductancia estomatica aumenté lentamente a partir de la
puesta del sol, para alcanzar un valor de la mitad del dia anterior (4 mmol m- s*') después de
la medianoche (figura 21). En la planta aclimatada a la sombra, la conductancia estomatica se
quedd en un nivel muy bajo (menos de 1 mmol m2s), y sobre todo, no se abrieron los estomas
hasta casi la medianoche. Esta diferencia podria deberse a diferentes causas: 1) diferencias
en la regulacién en funcién de la aclimatacion, 2) el hecho que la plata bajo el sol recibid, a
pesar de la malla sombra, un nivel de radiacion solar muy bajo pero todavia ligeramente mayor

a la de sombra, 3) una descarboxilacidn muy lenta, pero existente, en la planta bajo sombra.

En cuanto a la absorcién nocturna, fue practicamente nula en ambas plantas (figura 21).
La ausencia de fijacion de CO:2 en las plantas sombreadas durante la noche ya habia sido
demostrada en un experimento anterior (verano de la ciencia 2010, sin publicar). En este
trabajo se habia observado que en condiciones de sombreo total tampoco disminuia la acidez
titulable durante el dia, indicando que la exposicion a cierto nivel de radiacion era indispensable
para la salida del acido malico de la vacuola y posterior descarboxilacidén. En este experimento,
se encontraron probablemente las mismas condiciones: al quedarse almacenado en la vacuola
el acido malico, no se pudo acumular mas durante la noche siguiente. Cabe mencionar
finalmente que durante la noche que siguié al dia en el que se les retiré la malla sombra las

plantas retomaron su ciclo normal de intercambio de gases, lo que indica que el efecto del
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sombreo solo fue temporal.

3.4 Discusién

Al inicio del experimento, las plantas aclimatadas al sol presentaron una conductancia
estomatica mayor pero una tasa de asimilacién similar a las de sombra. Desafortunadamente,
este comportamiento no pudo ser confirmado después de unos dias ya que se pudrié una de
las dos hojas estudiadas (P1). Ademas, con soélo dos porémetros por tratamiento, los
resultados son poco significativos, sobretodo porque las dos plantas de sombra presentaron
dinamicas de intercambio de gases diferentes entre si, siendo una muy similar a las plantas de
sol mientras que la otra presentaba conductancia estomatica y asimilacién baja. Las
mediciones de acidez titulable, e intercambio de gases y fluorescencia realizados con el IRGA
LI-COR 6400 no aportaron informacion muy contundente, por el pequefio numero de
mediciones que se pudieron realizar (una cada 25 minutos, permitiendo sélo 12 mediciones
por tratamiento en el transcurso del dia). Ni la acidez titulable al final de la noche, ni la residual
al final del dia difieren entre tratamientos: el sombreo no parece haber afectado la cantidad de
COz2 fijado en la noche, ni la cantidad descarboxilada durante el dia. Sin embargo, parece que
la dinamica si cambid, con una degradacién mas lenta, y que termina mas tarde, de la acidez
titulable en las plantas bajo sombra. Esto sugiere una descarboxilacion mas lenta en estas
plantas, coherente con menores concentraciones de COz2 en la hoja y un pico de concentracion

desplazado en la tarde.

Finalmente, los datos de fotosintesis muestran, a iluminacién comparable, una
eficiencia del fotosistema Il ligeramente mayor y una reduccién del quenching no fotoquimico
en las plantas aclimatadas a la sombra, pero un quenching fotoquimico similar. Esto parece
indicar que las plantas aclimatadas a la sombra compensaron la menor radiacion disponible
por una mayor cantidad de clorofila y/o una disminucién de la disipacion no fotoquimica para

lograr la misma produccién de energia quimica que las plantas de sol.

Al cambiar el nivel de iluminacion, se observaron respuestas en la dinamica de
intercambio de gases. Cuando la planta aclimatada a la sombra pasé a la exposicion directa al
sol, se observaron pérdidas de CO2 por periodos cortos alrededor del medio dia el primer y

tercer dia después del cambio, mientras que ninguna de las plantas sombreadas presento este
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comportamiento. Esto sugiere que la exposicion al sol estimuld la liberacion y descarboxilacion
de los acidos organicos contenidos en la vacuola en mayor proporcion que la asimilacion del
COg2, llevando a un desbalance entre produccién y asimilaciéon y una pérdida de la diferencia a
la atmésfera. También, durante la noche que siguid el cambio de exposicién se redujo la
absorcion de CO2, para después recuperarse en las noches siguientes. Sin embargo, se
desconoce el mecanismo responsable esta reduccion. Cuando se paso a la sombra la planta
aclimatada al sol, el principal efecto fue de atrasar tanto la apertura estomatica nocturna como
la fijacion de CO2 practicamente hasta la medianoche, reduciendo la duracion del ciclo de
fijacion de mas de 12 horas a menos de 6 horas. Esta observacion parece contradictoria con
las del segundo experimento, en el que se observé que la apertura estomatica se adelantaba
durante dias de baja radiacién solar: bajo sombreo artificial, se observo el efecto contrario.
Esta contradiccién se podria explicar si suponemos que la apertura estomatica esta controlada
por la concentracion de CO:2 en la hoja: al reducir la tasa de descarboxilacion durante el dia, el
sombreo podria atrasar la fase de descarboxilacion de tal manera que seguiria en la noche,
manteniendo una concentracién mas alta de CO2 que en la atmédsfera que podria inhibir la

apertura estomatica.

3.5 Conclusiones

- La aclimatacion a la sombra provocé un aumento de la eficiencia fotosintética que
permite compensar, por lo menos en parte, la reduccion de radiacion solar.

- La fijacion nocturna de CO2 y acumulacion de acido malico sélo se ve afectada muy
poco, o nada, en plantas aclimatadas a la sombra.

- La dinamica de intercambio de gases y la de descarboxilacién del acido malico son
practicamente idénticas en plantas aclimatadas a la sombra que en las expuestas al sol. Sin
embargo hay una tendencia a que la tasa de descarboxilacion del acido malico sea menor, la
concentracion de CO2 en la hoja también, y que como consecuencia el periodo de mayor
concentracion de COz2 en la hoja se atrase hasta la tarde.

- Un aumento de radiacion solar durante el cambio de condiciones de exposicion
provoco una pérdida diurna de COs-.

- Una disminucion de radiacion provocd un atraso del inicio de la fijacion nocturna.

Capitulo IV. Respuestas al estrés hidrico y a la rehidratacion en A.
cupreata.
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4.1 Introduccion

Las plantas con el metabolismo acido de las crasulaceas, presentan una menor tasa
fotosintética respecto a las C3 y C4, esto les confiere un lento crecimiento, lo cual puede ser
benéfico, en condiciones de baja disponibilidad de recursos (por ejemplo ante déficit hidrico).
Ademas de la capacidad de almacenamiento de recursos (almacenamiento de agua en las
suculentas). Estas caracteristicas les confiere una mejor resistencia al estrés hidrico (Chapin,
1991). Aunado a todo esto el poseer el metabolismo CAM les permite minimizar la pérdida de
agua durante el dia gracias a la separacion temporal entre la fijacion y la asimilacién del CO:2
(Taiz y Zeiger, 2002). Este mecanismo les permite vivir en ambientes con climas mas
extremosos y con poca disponibilidad de agua (Nobel, 1988). En el caso de A. cupreta el clima
en su habitat no es arido, pero si esta marcado por una temporada de lluvias y una temporada

de sequia.

Nuestra experiencia en campo indica que, aunque en general las plantas adultas rara
vez muestran sintomas de deshidratacion (probablemente porque pueden almacenar un
volumen importante de agua en sus hojas y pifia y extraer agua del suelo gracias a algunas
raices profundas), las plantas mas jévenes o pequefias si presentan sintomas de estrés al final
de la temporada seca, con hojas rojizas, delgadas y hasta arrugadas. No esta claro hasta qué
nivel de deshidratacién pueden aguantar estas plantas, ni si la deshidratacién provoca dafios

irreversibles que pudieran impedir su reactivacién con el inicio de las lluvias.

Y en la actualidad han sido pocos los estudios sobre las respuestas de los agaves al
estrés hidrico, y todos coinciden en que hay una disminucion en la tasa de fijacion de COz,
cierre estomatico, detienen su crecimiento y disminuye su productividad (Nobel, 1985;
Yordanov 2003; Ramirez-Tobias et al., 2014). Por ejemplo en A. fourcroydes con plantas de un
afno y medio de edad, al ser estresadas durante 30 dias por falta de riego la fijacién de CO:2
decreci6 99% en un periodo de 24h, con una temperatura nocturna de 20 y 30 °C de dia (Nobel,
1985).

Otro estudio realizado en 12 especies de agave (A. lechuguilla, A. striata, A. americana
variedad marginata, A. angustifolia subespecie tequilana, A. asperrima, A. duranguensis, A.

salmiana y A. cupreata) se evalué el efecto de dos potenciales de agua (W) en el sustrato (-0.7

63



y -3.5) Mpa durante 14 meses en invernadero sobre el crecimiento, la distribucion de la
biomasa, el grosor foliar y el contenido de prolina. Y se encontré que en la mayoria de las
especies el menor potencia (W) de agua en el sustrato promovié una mayor asignacion de
biomasa a la raiz, mientras que en A. cupreata el resultado fue contrastante ya que la mayor
acumulacion de biomasa en la raiz fue con el menor riego (-0.7 Mpa y viceversa la mayor
acumulacion de biomasa en las hojas fue con el riego reducido (0.7 Mpa) que con el riego
frecuente (3.5 Mpa) (Ramirez-Tobias et al., 2014).

En otras plantas (no agaves) ha sido mas estudiado el efecto del déficit hidrico, y del
estrés hidrico severo en el metabolismo fotosintético. Por ejemplo Yordanov en 2003 hace una
revision bibliografica sobre las respuestas de las plantas a la sequia y la tolerancia al estrés
donde destacan que la sequia leve induce a las plantas a regular la pérdida y captacion de
agua permitiendo mantener el contenido de agua foliar dentro de sus limites, donde la
capacidad fotosintética y el rendimiento cuantico del fotosistema dos no se vean afectados. En
cambio cuando la sequia es severa si se observan cambios desfavorables como la inhibicion
de la fotosintesis y el crecimiento. Otros mecanismos que resultan afectados son el cierre
estomatico, la reduccién en la tasa de asimilacion. Se activa la acumulacion de acido abscisico
(ABA), prolina, manitol, sorbitol y la formacion de radicales libres.

Por otro lado Prakash and Rao (1996) al estudiar la deshidratacion de las hojas en dos
plantas de maiz encontraron que la inhibicion de la fotosintesis se debié no solo al cierre
estomatico sino también a la disminucion de las actividades de las enzimas anhidrasa

carbonica, fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y de la Rubisco.

Otros factores a considerar son la adaptacion de los cloroplastos a condiciones de alta
radiacion, la regulacion del fotosistema 2 que sirve como fotoprotector al aumentar los niveles
de disipacion de la energia (NPQ) que disminuyen el rendimiento cuantico del fotosistema 2,
ayudan a protegerlo de la excitacion excesiva y dafo (Shindler y Lichtenthaler, 1996). Otro
mecanismo que también ayuda en la disipacion y la absorcion de la energia de la luz es el ciclo
de las Xantofilas. Yordanov (2003) y Tambussi et al., 2002 encontraron un incremento en el

contenido de zeaxantina y anteraxantina bajo condiciones de estrés hidrico.

En plantas CAM Bastide et al., en 1993 estudio el efecto del estrés hidrico severo en
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Xerosicyos danguyi, con un maximo de 54 dias sin riego y posterior rehidratacion, y un control
con riego todo el tiempo. Y encontré que después de 54 dias sin riego las plantas no mostraron
fijacion de COz2 y la acidez titulable disminuyo hasta 10 peq. En cambio los niveles de ABA
aumentaron cerca del 75%. Bastide demostr6 que cuando la planta crecié en buenas
condiciones de agua presentd un metabolismo CAM tipico, pero cuando fue estresada por la
falta de riego cambio a la forma CAM-idling o también llamada CAM-futil, en la cual los estomas
son cerrados de dia y de noche, pero con pequenas fluctuaciones de acidos organicos durante
el dia. En estas condiciones cesan la captacion de CO2 durante todo o la mayor parte del ciclo
diario, en este estado las plantas CAM para su supervivencia captan y por ende reciclan todo
o gran parte del CO:z liberado durante la respiracion (Herrera, 2009).Y cuando comenzo el riego

recuperaron su metabolismo CAM.

Como se puede observar las respuestas de las plantas al estrés hidrico pueden ser
muchas y en este capitulo se pretende conocer algunas de ellas en A.cupreata para lo cual
nos planteamos las preguntas siguientes:

1) En qué medida se reduce el intercambio de gases durante la deshidratacion: ¢Se
mantendra el ciclo de apertura estomatica y fijacién nocturna de CO27?, ;Lograran las plantas
deshidratadas cerrar sus estomas completamente durante el dia, o presentaran los mismos
periodos de apertura estomatica durante el dia?. Si se detiene la fijacién nocturna de COz, 4,Se
detendra también la acumulacion de acidez titulable?, ; Cuales seran las consecuencias sobre
la fotosintesis durante el dia siguiente?.

2) ¢ Cual sera la respuesta a la rehidratacion de las plantas: ¢ Se recuperara un ciclo
CAM normal después de la rehidratacién?, s Qué tan rapido se recuperara?.

3) ¢ Habra diferencias en estas respuestas entre las plantas expuestas el sol y las

sombreadas?.

Con el objetivo de caracterizar estas respuestas, se siguieron plantas que estaban en
estado de deshidratacion al inicio del experimento, antes y después de recibir riegos y lluvias
por dos dias. Se midio:

-1) El intercambio de gases, con 4 MACsuinos (dos colocados en dos hojas de plantas
aclimatadas al sol y dos a la sombra).

- 2) El intercambio de gases durante el dia y la fluorescencia de las clorofilas durante la
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fase diurna del ciclo CAM, utilizando el sistema IRGA LI-COR 6400 durante dos periodos: un
dia antes de la rehidratacion (8 de marzo) y 6 dias después (15 de marzo).
- 3) La evolucion de la acidez titulable durante el dia, en estos mismos periodos (8 de

marzo y 15 de marzo).

Segun nuestra hipotesis de trabajo, se espera que la adaptacién a un déficit hidrico se
traduzca por una menor apertura estomatica tanto diurna como nocturna. Como consecuencia,
se espera una reduccion de la fijacion nocturna de COz2, pero también de las pérdidas de CO:2
durante el dia. Sobre las respuestas a la rehidratacion: Se espera que recuperen sus
actividades fotosintéticas (conductancia estomatica, absorcion de CO2, acumulacion y
degradacion de acidos organicos etc.). También se espera que las plantas aclimatadas a la

sombra recuperen mas rapido sus actividades fotosintéticas que las plantas aclimatadas al sol.

4.2 Material y métodos

Material vegetal y tratamientos: Se utilizaron las mismas 24 plantas que en el tercer
experimento, las cuales se mantuvieron en las mismas condiciones (12 aclimatadas al soly 12
a la sombra) hasta el inicio del experimento, el 3 de marzo. Durante este periodo, ninguna de
estas plantas recibio riego alguno y no llovié. El 7 de marzo en la noche, se regaron la mitad
de las plantas (6 plantas bajo sol y 6 bajo sombra). Sin embargo, a partir de la tarde del 8 de
marzo y hasta la tarde del 9 de marzo, el paso de un ciclon causé lluvia ligera pero continua,
por lo que todas las plantas acabaron perfectamente rehidratadas, el dia 15 de marzo también

recibieron riego asistido.

Mediciones de intercambio de gases: Las mediciones de intercambio de gases se
realizaron después de tres meses de no recibir riego las plantas aclimatadas a la sombra y al

sol, como se indicé en el experimento cuatro del capitulo .

Acidez titulable y fluorescencia de las clorofilas durante el dia: Cinco dias después
del inicio de las mediciones de intercambio de gases con los MACsuinos (8 de marzo antes
del inicio de la rehidratacién), se cosecharon hojas cada 25 minutos, alternando plantas de sol
y sombra. En estas hojas, se realizaron mediciones de acidez titulable, fluorescencia e

intercambio de gases bajo luz saturante, y curva de respuesta a la luz de la fluorescencia. Se
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repitieron las mismas mediciones el 15 de marzo; sin embargo una falla en la conexion del
fluorbmetro hizo que se mantuviera apagada la fuente de luz, por lo que s6lo se obtuvieron

mediciones de acidez titulable e intercambio de gases en la oscuridad.

4.3 Resultados

De manera general, se observd un patron similar en todas las plantas. Antes de la
rehidratacion, la mayoria de las plantas presentaron intercambios de gases practicamente
nulos, con estomas cerrados y ausencia de asimilacion de CO2. Después de la rehidratacion,
los intercambios se reactivaron a partir del primer dia de riego. Tanto la conductancia
estomatica como la asimilacion nocturna aumentaron, hasta llegar a un valor maximo entre el
séptimo y octavo dia a partir de que comenzé la rehidratacién. Sin embargo, se observaron

comportamientos ligeramente diferentes entre plantas expuestas al sol y a la sombra.

Intercambio de gases con los MACsuinos
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Figura 22. Dinamica del ciclo de intercambio de gases antes y después del riego. Antes del riego las plantas no
recibieron riego durante tres meses. Después del riego, las plantas recibieron un riego continuo (dias 7,8,9y 15
de marzo). Se muestran la conductancia estomatica y tasa de asimilacién en 4 hojas de A. cupreata, dos
aclimatadas al sol con los MACsuinos P1 y P4 y dos aclimatadas a la sombra con los MACsuinos P3 y P5. La
ultima grafica muestra la evolucion de la temperatura y de la radiacion solar durante los dias correspondientes.
La curva naranja punteada muestra la radiacién esperada en condiciones de cielo despejado, lo que permite, por

diferencia con la curva de radiacion (roja), detectar la presencia de nubes.

Plantas de sombra: Las dos plantas mantenidas bajo sombra presentaron un
comportamiento casi idéntico en cuanto a sus intercambios de gases, con la diferencia que
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tanto la conductancia estomatica como la tasa de asimilacion fueron alrededor de 25% a 50%
mas bajas en la hoja con el MACsuino P4 que en la hoja con el MACsuino P3 durante todo el
experimento. Antes de la rehidratacion (del 3 al 7 de marzo) tanto la conductancia estomatica
como la tasa de asimilacion de CO:2 fueron practicamente nulas, durante el dia como durante
la noche. Después de la rehidratacion, la conductancia estomatica se incremento
inmediatamente. Al segundo dia de lluvia, la conductancia estomatica se redujo ligeramente,
para después aumentar durante el resto del experimento, hasta llegar a valores maximos de 6
y 45 mmol m? s en la hoja con el MACsuino P4 y la hoja con el MACsuino P3
respectivamente. Para la tasa de asimilacion, se presentd un patron similar, con la diferencia
que ésta se recuperé mas lentamente en la hoja con el MACsuino P3. En la hoja con el
MACsuino P4, la tasa maxima nocturna de asimilacién incremento a partir del 9 al 17 de marzo
de 2 a 6 ymol m?2 s™'. En la hoja con el MACsuino P3, el incremento de la asimilacion sélo se
empez6 a observar a partir del 10 de marzo con una tasa maxima nocturna de 0.5 hasta 4.5

umol m2 s el 17 de marzo.

La evolucién en la dinamica de intercambio de gases en las plantas de sombra después
de la rehidratacion fue la siguiente: Los primeros dias tanto la conductancia estomatica como
la tasa de absorcion de COz2, presentaron valores altos al inicio de la noche pero disminuyeron
progresivamente durante la noche, hasta alcanzar antes del amanecer valores alrededor de la
mitad de los observados al inicio de la noche. A partir del cuarto o quinto dia de rehidratacion,
este comportamiento empieza a desaparecer progresivamente y la conductancia estomatica
como la tasa de absorcion de CO2 se mantienen a un nivel alto durante toda la noche con un
comportamiento similar al observado en el experimento anterior, en ausencia de estrés hidrico
(figura 22).

Plantas de sol: En las dos plantas de sol, se observaron respuestas mas complejas, y
muy contrastadas, entre la hoja con el MACsuino P5 y la hoja con el MACsuino P2 (figura 22).
La hoja con el MACsuino P5, aun estando bajo estrés hidrico, mantuvo una dinamica
estomatica de tipo CAM, con una apertura de los estomas durante la noche. Durante estos
dias, la conductancia maxima nocturna llegé a valores alrededor de 4.5 mmol m? s™'. Después
de la rehidratacion, la conductancia estomatica llegdé a 8 mmol m s el tercer dia después de

iniciar la lluvia, y este nivel disminuyé ligeramente hasta el final del experimento a 7 mmol m-2
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s. En contraste con la conductancia estomatica, la tasa de asimilacién de esta planta fue
practicamente nula hasta el primer dia de lluvia (con un corto periodo de asimilaciéon observado
el dia 9 de marzo). Después del riego, la tasa de asimilaciéon siguié una dinamica muy similar
a las plantas de sombra: después de un pico alrededor de 1.5 pmol m2 s el 10 de marzo,
disminuyo hasta alrededor de 1 ymol m= s en la noche del 10 al 11 de marzo, para después
aumentar progresivamente hasta alcanzar alrededor de 2 ymol m2 s al final del experimento.
Estas observaciones sugieren que esta planta estaba en un nivel de estrés intermedio al inicio
del experimento: bastante deshidratada para inhibir la fijacion y asimilacion de COz2, pero
todavia bastante hidratada para permitir el ciclo de apertura estomatica. La hoja con el
MACsuino P2, en cambio, presenté un comportamiento muy diferente de las demas. Antes del
riego, mantenia los estomas completamente cerrados de dia como de noche. Después de la
lluvia, empezaron a aparecer episodios de alta conductancia estomatica durante el inicio de la
manana (11, 13, 14 15y 16 de marzo) y durante el dia (13, 14 y 16 de marzo). Sin embargo,
la apertura estomatica nocturna sélo empezo6 a aumentar a partir del 12 de marzo, aumentando
progresivamente hasta el 16 y 17 de marzo (figura 22). Al inicio de este periodo, la
conductancia estomatica sélo aumentaba en la segunda mitad de la noche, alcanzando la
conductancia estomatica maxima unos momentos antes del amanecer. Conforme pasé el
tiempo, la apertura estomatica se hizo mas temprana, y poco a poco se extendié a toda la
noche. En cuanto a COz, esta planta present6é una fuerte pérdida de CO2 desde antes de la
rehidratacion, con valores negativos, hasta 3 ymol m2 s el 7 de marzo. Después de la
rehidratacion, huvé una pérdida diurna de CO2 que se increment6 hasta mas de 5 ymol m2 s
' hasta el final del experimento. Sin embargo, durante el mismo tiempo, se registré una
recuperacion de la fijacion nocturna de CO2 que empez6 el 13 de marzo con valores de 0.7
umol m2 s? y aumentd hasta valores de 2 ymol m=2 s (similares a los observados en la hoja
con el MACsuino 5) hasta el final del experimento. En cuanto a la concentracion de CO2 en el
mesofilo, se observaron valores muy altos durante todos los dias del experimento, pero
inferiores a la concentracién atmosférica durante la noche. Estos resultados que esta hoja
presentd a la vez bastante respiracion diurna y una recuperacion de la capacidad de fijacion
de CO2 después de la rehidratacién. Se propone la hipotesis que se trataba de una hoja que

habia iniciado su proceso de senescencia.

En las plantas expuestas al sol, tanto la apertura estomatica nocturna como el inicio de
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la absorcion de CO2 se presentaron siempre mas tarde en la noche que en las plantas de
sombra (figura 22). En la hoja con el MACsuino P5, el inicio de la fase nocturna se observé
alrededor de una hora mas tarde que en las plantas de sombra, y la tasa maxima de
intercambio de gases no se alcanzo hasta la medianoche. En la hoja con el MACsuino P2, que
presentd una fuerte respiracion durante el dia, y en la primera mitad de la noche, el atraso fue
todavia mayor. Cabe notar que en ambos casos, el inicio de la apertura estomatica
correspondio aproximadamente con el momento en que la absorcién de COz2 se volvio positiva,

es decir, el momento en que la concentracién interna de COz se volvié inferior a la atmosférica.

Intercambio de gases durante el dia con IRGA LI-COR y acidez titulable antes y después
del riego: Las mediciones de intercambio de gases antes y después del riego medido durante
el dia con el IRGA LI-COR corroboran los datos obtenidos por los MACsuinos. La conductancia
estomatica diurna fue baja (inferior a 0.002 mmol m=2 s*') tanto antes como después de la
rehidratacion, independientemente del estado de las plantas). Al final de la tarde (entre las 16

horas y 18 horas) aumento ligeramente (figura 23).

N A N a
— Sol —— Sol/riego
el —— Sombra —~ - — —— Sombra/riego
o ‘'n
\ o o
€ o o
S o — nﬁOOUﬁU % o \\ o O On Qr\ E o 09 o o) o A
00 06 O -4 [€) 0o o (S [€) /UOO'
S o = \_ o ) o
3 =1 Z 7/ o - /
= = Oo
< 71 < 7 3.4
. . WA o
o
A — A~
I I

71



o o
o o
el 8 7 b
o
- 8 -~ 8
£ 87 -
g g
— o =
O - s O —]
o o
o o AN
§_ éo\ o §_ OO/O &‘OO~ °
o (360 N\ ho/s)o\ N O0g hmﬁ/ °©©° O\OOOQS
o — Y O O " o _ov0T ©
I I I I I I I I I I I
_ c . c
[ee] o
S ~ S
Ea g w o
(\"w © qlw
£ s .| o
g 3 E 3 °
o _| E O —
E < s S e}
@ o o) » O
5 A I A o
° o o P o 000 O7s 4-0 00
. - 080000 500520 .0
§ 0000 960000?’ 0. 40 o § 6 o )
<] I I I I I I o I I I I I [
06:00 08:00 10:00 12:00 14:00 16:00 18:00 06:00 08:00 10:00 12:00 14:00 16:00
Hora Hora

Figura 23. Dinamica diurna de intercambio de gases diurna en hojas de A.cupreata, en hojas aclimatadas al sol
y a la sombra antes (A, B, C) y después del riego (a,b,c) . Asimilacién (A), conductancia estomatica (Cs),

concentracion interna de COz en la hoja (Ci). Las mediciones se realizaron con IRGA LI-COR 6400.

Antes de la rehidratacion, la tasa de asimilacién fue practicamente nula durante el dia 'y
no hubo pérdida de COz, mientras que después de la rehidratacion, se observé una pérdida
de COz2 entre las 9 y 11 de la mafana. Otro pico de pérdida de CO2 se observa en dos hojas
alrededor de las 13 horas, pero con s6lo 2 hojas medidas, puede no ser significativo. La pérdida
de CO2durante del dia sélo puede ocurrir en presencia de una descarboxilacion de los acido
organicos, lo que implica una acumulacion durante la noche anterior. La concentracion de CO:2
calculada en el mesdfilo confirma la presencia de un pico de concentracién alrededor de las 11
horas en las plantas rehidratadas. Este pico, aunque alcanza concentraciones mayores
después de la rehidratacion, también se nota antes de la rehidratacion, lo que indica que el

ciclo CAM de descarboxilacién no esta completamente suprimido por la deshidratacion.

Dinamica de acidez titulable diurna antes y después del riego
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Figura 24. Dinamica diurna de acidez titulable en hojas de A.cupreata, aclimatadas al sol y a la sombra durante
tres meses y sin recibier riego y posterior rehidratacion (a los 5 dias de iniciar la mediciones de intercambio de

gases con los MACsuinos). Acidez titulable antes del riego (D) y después del riego (b).

Antes de la rehidratacion de las plantas la acidez titulable fluctué muy poco durante el
dia figura 24. Sin embargo, se observo una muy ligera reduccion de acidez titulable entre el
amanecer (alrededor de 70 meq kg™) y el inicio de la tarde (con un minimo alrededor de 50
meq kg'). Después de la rehidratacion se restablecié la acumulacién nocturna de acidez, con
valores alrededor de 180 meq kg™ tanto en plantas de sol como de sombra. El valor minimo
de acidez titulable (alrededor de 40 meq kg™') fue alcanzado alrededor de las 15:00 horas en
ambos tratamientos. El ligero aumento de acidez titulable entre las 15:00 y la puesta del sol
(19:00 horas) sugiere que la fijacion de CO2 empez6 durante el final de la tarde, a partir de las
16:00 horas.

Fluorescencia de las clorofilas, presion parcial de CO2 en la hoja antes del riego: Excepto
para el quenching no fotoquimico (NPQ), que fue menor en las plantas de sombra (entre 0 y
15) que de sol (entre 5 y 20), los otros parametros de fluorescencia medidos en plantas sin
rehidratar fueron idénticos entre plantas de sol y sombra. Se observé una eficiencia de
fotosistema Il baja (inferior a 0.1), un flujo de electrones bajo (inferior a 70), y un quenching
fotoquimico bajo (inferior a 0.4). Todas estas variables con un ligero incremento entre las 10:00

y 13:00 horas (figura 25).
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Figura 25. indices de fluorescencia de la clorofila medidos durante el dia en hojas de A. cupreata aclimatadas al
sol y a la sombra antes del riego. Eficiencia quantica del fotosistema Il, A. Quenching fotoquimico, B. Quenching

no fotoquimico C.

4.4 Discusioén

Al inicio del experimento, dos plantas (las dos hojas de plantas bajo sombra)
presentaban una conductancia estomatica y una fijacion de COz2 nulas, de dia como de noche.
Una de las dos plantas expuestas al sol, la planta con el MACsuino P2, ademas de una
conductancia estomatica nula, presentd una fuerte pérdida de CO2 durante el dia. Al contrario,
la planta con el MACsuino P5, expuesta al sol todavia presenté el ciclo diurno de apertura

estomatica, pero una absorcion nula de CO:. Estas diferencias se podrian explicar asumiendo
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la secuencia siguiente de respuesta a la deshidratacion: en un estado moderado de
deshidratacion, se pierde la capacidad de fijacién del CO2 pero se mantiene el ciclo estomatico,
tal como observado en la planta con el MACsuino P5. En un estado mas avanzado, se detienen
tanto la fijacién de CO2 como el ciclo estomatico, caso de las plantas P3 y P4 como lo reportado
por Nobel, 1985. Finalmente, en caso de deshidratacién extrema, la hoja iniciaria un proceso
de senescencia acompanada de una fuerte respiracion diurna, tal como observado en la planta
P2. Esta senescencia, sin embargo, podria ser reversible ya que durante el tiempo del

experimento esta planta empezo a recuperar cierta fijaciéon nocturna de COa.

En las plantas bajo sombra y en la planta con el MACsuino P5 (presuntamente menos
deshidratadas) el ciclo dia noche de fijacion de CO: se reinicié progresivamente después de
la rehidratacién, y la dinamica nocturna cambi6 de aspecto con el tiempo: mientras la tasa de
fijacion del CO2 y la conductancia estomatica disminuia durante la noche en los primeros dias
después de la rehidratacion, después de unos dias las plantas volvieron a mantener una tasa
de asimilacién alta y constante durante toda la noche. Esta disminucion de la fijacién al inicio
de la recuperacion indica que alguna etapa del mecanismo de fijacion nocturna se vuelve
limitante durante la noche: una explicacién podria a ser que, mientras no estén completamente
hidratadas, las hojas presentan un volumen vacuolar insuficiente para almacenar todos los
acidos carboxilicos formados en la noche, y que esta limitacién desaparece conforme aumenta
el volumen de la vacuola. Otra seria que después de varios dias de fotosintesis limitada, la
reserva de azucares que sostiene la produccion nocturna de fosfoenolpiruvato es insuficiente
para durar toda la noche. Un fenédmeno dificil de explicar fue que en las plantas expuestas al
sol la fijacién nocturna de COz2 se reinicié mas tarde durante la noche que en las de sombra.

Las demas variables medidas corroboran lo observado en el intercambio de gases: en
estado de deshidratacion, no solo se detienen la respiracion y asimilacion, sino también la
fijacion nocturna de CO2 y el flujo de electrones en el fotosistema Il durante el dia siguiente.
Un resultado interesante es que esta ausencia de flujo de electrones se hace a cambio de un
qguenching no fotoquimico alto: esto sugiere que el fotosistema no perdié clorofila, sino que
desarroll6 mecanismos de proteccion para disipar su energia de excitacion en ausencia de
posibilidades de utilizar los productos de la fase luminosa como lo sugiere Shindler y
Lichtenthaler (1996).
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4.5 Conclusiones

En todas las plantas observadas, la deshidratacién se acompafno de una pérdida total de la
capacidad de fijar CO2 durante la noche. En tres de las plantas, también se mantuvieron
totalmente cerrados los estomas. Entre las dos plantas expuestas al sol, una, probablemente
menos deshidratada, mantuvo el ciclo estomatico, aunque con valores de conductancia
estomatica alrededor de la mitad la que presentd en el estado rehidratado. Otra,
probablemente iniciando un proceso de senescencia, mantuvo valores altos de pérdida de
COq.. La rehidratacion se acompaino en todas las plantas de una recuperacién rapida (desde el
primer o segundo dia de hidratacion) del ciclo de apertura estomatica y un poco mas lenta (dos
dias después) de la fijacion nocturna de CO2. Sin embargo, en las plantas expuestas al sol, en
particular en la que al parecer estaba iniciando su senescencia P2, la apertura estomatica y la
fijacion de COz se retrasaron hasta la noche. Los datos de acidez titulable confirman que la
fijacibn de COz2 fue casi nula en las plantas deshidratadas, y los de fluorescencia que la
asimilacion diurna también. Sin embargo, los datos de intercambio de gases medidos por el
IRGA LI-COR 6400 durante el dia indican que permanece una ligera liberacion de COz2 durante

el dia, aun en plantas deshidratadas.
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VI. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los experimentos realizados en este trabajo permitieron obtener dindmicas de intercambio de
gases (apertura y cierre estomatico, tasa de asimilacién, y concentracion interna de CO2 en la
hoja. En dos de los experimentos, se obtuvieron ademas la dinamica de disminucion diurna de
la acidez titulable (indicador de la descarboxilacion del acido malico) y de fluorescencia
(indicador del flujo de electrones a través del fotosistema Il). Al conjuntar estas observaciones,
se puede obtener informacién sobre la regulacion de los mecanismos implicados y el grado de
sincronizacion que presentan bajo diferentes condiciones ambientales, durante las fases

diurna y nocturna del ciclo CAM.

Para la fase nocturna
En los diferentes experimentos de este trabajo, se observaron las particularidades siguientes:

- En la mayoria de los casos, se observaron dinamicas de asimilacion y conductancia
estomatica paralelas (por ejemplo en los dias 27 y 28 C y D).

- La evolucién de la tasa de asimilacion presenté aspectos diferentes segun los
experimentos: en unos casos (experimento 2, hoja de la planta 3 y en el experimento 3) se
observa una tasa de asimilacion practicamente constante durante toda la noche, pero en otros
es alta al inicio de la noche y disminuye progresivamente hasta el amanecer (ejemplos en el
experimento 3 dias del 22 al 25 de noviembre figura 9 D).

- Esta disminuciéon de la tasa de asimilacion puede ser acompanada, o no, de una
reduccion de la conductancia estomatica. En algunos casos, la conductancia estomatica se
mantiene constante a pesar de la disminucién de la tasa de asimilacion, en otros las dos

variables evolucionan de manera paralela.

Los mecanismos que limitan la fijacion nocturna de CO2 pueden ser muchos, en
particular: 1) la saturacién de la vacuola, 2) la conductancia estomatica, la actividad PEPcasa,
o la actividad de los sistemas de transporte vacuolares, o 3) la falta de precursores (azucares
solubles) para la sintesis del PEP. Estos mecanismos pueden ser afectados bajo las
condiciones siguientes:

- En caso de radiacion muy insuficiente durante el dia anterior, es posible que la totalidad

del acido malico no haya sido utilizado, dejando una concentracién residual en la vacuola. En
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este caso, la cantidad que puede ser acumulada en la noche es menor, y se espera que se
sature durante la noche. Por otro lado, se conoce que el pH vacuolar que pueden sostener los
sistemas de transporte aumenta con la temperatura (Lobit et al., 2002): en condiciones de
temperaturas nocturnas elevadas, la imposibilidad de mantener un pH bajo podria limitar la
acumulacion de acido malico.

- Temperaturas nocturnas bajas pueden limitan las actividades enzimaticas implicadas
en la actividad de transporte y la capacidad de la vacuola.

- En las plantas CAM, el PEP se produce a partir del almidon y/o de los azucares
solubles acumulados durante la fase de asimilacién del dia anterior: una asimilacion

insuficiente (por ejemplo debida a un dia nublado) podria limitar esta disponibilidad.

Un criterio que permite distinguir si la fijacion esta limitada por la apertura estomatica o
por el resto del metabolismo es la concentracion interna de COz: en el primer caso, la fijacion
se mantiene adentro de la hoja, lo que reduce su concentracién mientras los estomas detienen
la entrada, en el segundo caso la falta de utilizacién del CO2 hace que su concentracion interna
aumente para acercarse a la atmosférica. En todos los casos observados en que la asimilacion
nocturna ha disminuido en el transcurso de la noche, observamos la segunda situacion, y
nunca se ha observado un aumento de la concentracion interna de CO:2 en la segunda parte
de la noche. En particular, se observaron varios dias en que la reduccion de fijacion puede ser
asociada con temperaturas nocturnas altas (ejemplos dias 20 y 26 de noviembre con noches
calientes figura 9). En estos dias, la concentracion de CO2 aumentd mientras la fijacion
disminuia y se cerraban los estomas: esto indica que el principal factor limitante fue sea el
transporte vacuolar sea las actividades enzimaticas (la primera opcion siendo la mas probable
ya en es poco comun que las actividades enzimaticas disminuyan cuando la temperatura

aumenta.

Para la fase diurna

La fase diurna se caracteriza por dos fases: la fase Ill, con la liberacién y descarboxilacion de
acido malico contenido en la vacuola y posterior asimilacion del COz2 liberado, y la fase |V,
cuando cesa la descarboxilacién del acido malico e inicia la apertura estomatica y la
asimilacion o fijacion de COz en la tarde. En los diferentes experimentos de este trabajo, se

observaron las particularidades siguientes:
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- Mientras que la hora de cierre estomatico y final de la fijacion de CO2 en la mafiana
suelen ser practicamente simultaneas y relativamente constantes entre diferentes dias, en la
que termina la fase diurna de descarboxilacion y la de apertura estomatica en la tarde son muy
variables, y no siempre sincronizadas.

- La pérdida de CO2 durante el dia suele ocurrir en dos situaciones: 1) alrededor del
mediodia, 2) en la tarde, cuando la apertura estomatica se adelanta en tiempos en que todavia

esta alta la concentracion interna de COz en la hoja (es decir, en periodo de descarboxilacion).

Se propone el modelo siguiente para interpretar estas observaciones: suponemos que
la tasa de liberacion del malato de la vacuola y de su descarboxilacion estan controladas
principalmente por la radiacion solar. En condiciones de radiacién alta ocurre a una tasa
suficiente para que la reserva de acido malico se agote al inicio de la tarde (alrededor de las
13:00 horas). En condicion de radiacion solar limitante (en presencia de nubes), ocurren dos
cosas: 1) la tasa de liberacién de COz2 limita la concentracion interna en la hoja y la asimilacion
por el ciclo de Calvin, 2) el agotamiento de la reserva de acido malico ocurre mas tarde y la
liberacion de CO2 se prolonga en la tarde. Por otro lado, suponemos que los estomas
responden principalmente a la concentracion interna de CO2 y a la temperatura, abriéndose
cuando la temperatura sea baja (inferior a 25 °C) o muy alta (superior a 35 °C) y cuando la
presion de COz2 es baja (inferior a 450 ppm).

La combinacion de estos mecanismos en diferentes condiciones de radiacién y
temperatura genera los escenarios siguientes: bajo condiciones de radiacion alta en la mafana
(en ausencia de nubes), la liberacion del COz es rapida, y la reserva del acido malico se agota
temprano en la tarde. Mientras tanto, la concentracion interna de CO2 permanece alta y si la
temperatura no es excesiva, los estomas se mantienen cerrados y se logra una asimilacion
optima del CO:z2 liberado. Al contrario, en caso de pico de temperatura, se abren los estomas y
se libera CO2 a la atmdsfera. Durante el resto de la tarde, si la temperatura permanece alta,
los estomas se mantienen cerrados hasta la puesta del sol, cuando reinicia la apertura
estomatica y la fijacion nocturna. Si al contrario la temperatura disminuye (por ejemplo si se
nubla la tarde), los estomas se abren mas temprano e inicia un periodo de asimilacion en modo
C3 (fase V). Bajo condiciones de radiacion baja en la mafiana (en un dia nublado desde la
mafana o bajo sombreo), la liberacion del CO: es lenta, y la reserva del acido malico se agota

mas tarde. Mientras tanto, la concentracién interna de CO2 permanece relativamente baja
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(pero superior a la atmosférica), limitando la asimilacién. Si durante este periodo ocurre un
pico de temperatura, habra pérdida de CO2 en la tarde. Si al contrario la temperatura baja
bastante, se adelantara la apertura nocturna de los estomas, y en caso de que ocurra antes

de que haya terminado la fase diurna también se perdera CO:2 a la atmdsfera.

En las condiciones en la que se estudiaron en este trabajo las plantas de A. cupreata parecen
tener una regulacion imperfecta de los diferentes procesos del ciclo CAM, que en diferentes
condiciones lleva durante el dia a un desajuste en el metabolismo del CO2 y en algunas
condiciones a una pérdida a la atmodsfera del CO: fijado durante la noche anterior.
Estas condiciones son, al parecer, temperaturas muy altas durante el dia, y/o niveles
insuficientes de radiacion solar durante la mafana. Al opuesto, las condiciones o6ptimas
corresponden a temperaturas moderadas de las hojas (de 25 a 35 °C) y dias soleados en
la manana pero nublados en la tarde (permitiendo una actividad de asimilacion adicional

durante la fase V).

Estas condiciones son las que existen durante la temporada de lluvia en la sierra de
Michoacan y Guerrero de la que A. cupreata es endémica: mientras la altitud y las brisas
térmicas mantienen las temperaturas en el rango 6ptimo, el relieve favorece la formacién de
nubes en las tardes. Al contrario, la sensibilidad del metabolismo a condiciones diferentes

podria ser la explicacién del habitat tan restringido de esta especie y de su caracter endémico.
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VIIl. ANEXOS

Prototipos de los MACsuinos utilizados en los diferentes experimentos

Figura 27. Segundo prototipo del MACsuino que se provo.
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Figura 28. Tercer prototipo de MACsuino que se provo.

Sistema de fotosintesis automatizado de bajo costo para el estudio de la
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Resumen

En la fotosintesis las plantas intercambian gases con la atmédsfera. Este intercambio de gases
ocurre en los procesos de transpiracion y absorcion (o pérdida) de CO:z por las hojas. Con la
introduccién de los analizadores de gases por infrarrojo se ha hecho posible la medicion del
intercambio de gases en campo, sin embargo su costo es muy alto. Aqui presentamos un
sistema de fotosintesis que se disefd para estudiar la fotosintesis en plantas CAM. Para su
construccion se utilizé un sistema cerrado utilizando un sensor infrarrojo de CO2 y un sensor

capacitivo de humedad relativa y temperatura, acoplados a un microcontrolador Aduino® de
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cédigo abierto. El porometro fue puesto a prueba durante diez dias de medicion de forma
continua y validado contra una pinza a fotosintesis comercial (modelo LI-COR 6400), midiendo
dos plantas de agave chino (Agave cupreata) en forma simultanea durante 36 horas seguidas.
El porébmetro es una alternativa al modelo comercial y puede ser utilizado en laboratorio y en

campo.

Palabras clave: Arduino, fotosintesis, intercambio de gases, sensor de CO2, sensor de

humedad relativa y temperatura.

Introduccién

Existen varios métodos para medir el intercambio de gases, entre los que se encuentran
sistemas cerrados o abiertos. En ambos métodos, la hoja se encierra en una camara (sea
transparente o con iluminacion artificial) y se estiman los flujos de vapor y CO:2 entre la hoja y
la camara. En un sistema abierto, se impone un flujo aire de concentracién conocida y
constante hacia la camara, se miden las concentraciones de vapor de agua y CO:2 a la entrada
y a la salida, y a partir de estos datos se calculan la tasa transpiracion de absorcion (o
liberacion) de CO2. En el sistema cerrado, se alternan fases abiertas durante las cuales la
camara se llena de aire fresco, y fases cerradas durante las cuales se mide la evolucion en el
tiempo de la concentracién de CO2 y vapor de agua. Transpiracion y absorcion de CO:2 se
calculan analizando las tasas de acumulacién de agua. Existe una variedad de sistemas de
medicion de fotosintesis e intercambio de gases comerciales para el estudio de la fotosintesis,
en condiciones de laboratorio como de campo. La mayoria de estos equipos son de tipo abierto
y utilizan la tecnologia de analisis de gases por infrarrojo, en la que la concentracion de gas
(CO2 o vapor de agua) se puede medir electrodpticamente por la absorcion de una determinada
longitud de onda en el infrarrojo (Long et al., 1996). Sin embargo, la mayoria de los sistemas
son costosos, complejos de usar, y poco portatiles. Ademas, suelen venir equipados de una
camara de medicidon para hojas delgadas, poco adaptada el estudio de plantas suculentas o

cactus.

Uno de los temas de investigacién en nuestro grupo de trabajo es el estudio de la
fotosintesis en plantas de tipo CAM. En particular, se busca describir los efectos de diferentes

variables ambientales (radiacion solar, temperatura y estado hidrico de la planta) sobre la
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regulacion de su ciclo de intercambio de gases. Para estos estudios, se requiere tomar
mediciones de intercambio de gases de manera continua y automatizada durante varios dias
y replicar estas mediciones en plantas sometidas a diferentes tratamientos. Por estas razones,
se disefid un sistema de medicién de intercambio de gases, con los objetivos que 1) sea de
bajo costo, 2) sea facil de instalar en hojas de cualquier forma y 3) realice mediciones de
manera automatica por largos periodos de tiempo (varias semanas). El presente trabajo
presenta el desarrollo de este sistema, basado completamente en tecnologia de bajo costo y
facilmente accesible, algunas pruebas de funcionamiento, y unos primeros resultados
obtenidos en A. cupreata (agave mezcalero endémico de Michoacan y Guerrero, conocido

como maguey chino, o papalote).
Materiales y métodos
Construccion del MACsuino

El sistema de medicion completo se presenta en la figura 1. Consta de dos camaras: una
camara de colecta de gases que se coloca sobre la hoja, y una camara de medicion que
contiene un juego de sensores de humedad relativa y temperatura y de COz2. Las dos camaras
estan conectadas entre si con mangueras flexibles, de tal manera que forman un circuito
cerrado. La camara de medicién contiene ademas un ventilador que impulsa la circulacion de
aire entre ambas camaras, y dos valvulas operadas por un servo-motor, una de cada lado del
ventilador, que permiten abrir el sistema para reemplazar el aire por aire limpio. Del lado en
que el ventilador succiona el aire, la valvula se conecta mediante una manguera flexible a un

contenedor lleno de silica-gel, que permite desecar parcialmente el aire entrante.
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Figura 1. Partes del MACsuino: la camara de colecta de gases (A), la camara de medicion (B), donde se distinguen

L

las dos jeringas que sirven de valvula (b1) y el servo-motor que las controla (b2) y, a través de la transparencia

de la jeringa, los dos sensores de humedad y CO2 (b3), la jeringa que contiene el gel de silice para secar el aire
(C), y la caja que contiene al sistema de control (D), con el Arduino (d1), la tarjeta de adquisicion (d2) y la fuente

de poder (d3). La conexion entre el sistema de control y los sensores se hace con un cable de red (d4).

Los componentes utilizados para la construccion de este disefio (cuadro 1) son los siguientes:
la camara de coleccién de gases esta hecha con un hemisferio de poliestireno transparente de
2.5 cm de diametro (se trata de la mitad de una esfera en forma de chupén, que se usa para
regalos de bautizo, y se consigue en las tiendas de manualidades "La Parisina") pegada a una
placa delgada de PVC blanco, conectada a las dos mangueras flexibles (obtenidas de
mascaras de oxigeno para hospitales), y sellada con silicon caliente. La camara de medicion
esta construida en una jeringa de 60 mL, en la que se colocan los sensores, el ventilador, las
dos valvulas y el servo-motor. El sensor de CO2 (SenseAir®S8, SE-0119, Suecia) es basado
en el principio de infrarrojo no dispersivo, que mide la concentracion CO2 electroopticamente
por la absorcion de una determinada longitud de onda en el infrarrojo (IR)
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(http://www.co2meter.com/collections/co2-sensors/products/s8-miniature-co2-sensor). El
sensor de humedad relativa (HR) y temperatura (T) es de tipo capacitivo (DHT22) y tiene un
tiempo de respuesta de 5 y 10 segundos para la HR y T respectivamente
(http://www.geekfactory.mx/tienda/sensores/dht22-sensor-de-temperatura-y-humedad/).

Ambos sensores se colocan en un tapon hecho con dos de los empaques provenientes de los
mismos pistones de jeringas, con sus cables de conexion atravesando el tapon para
conectarse al Arduino mediante un cable de red. El miniventilador (AD2005LB-G73,) que hacer
circular el aire dentro del sistema se coloca en la extremidad de la jeringa. Las valvulas estan
hechas con dos jeringas de insulina (BD Ultra-Fine™ 1ml) en medio de las cuales se hizo un
agujero y se pego un conector para mangueras de aire, de tal manera que la jeringa funciona
como una valvula cerrada cuando el pistdn esta empujado y abierta cuando esta jalado. Una
de las jeringas se conecta a la camara de medicion del lado de la succion del ventilador y
permite la entrada de aire fresco, y la otra la salida del aire usado a la atmésfera. Un servomotor
miniatura (HD-1160A), instalado en la extremidad de la jeringa de 60 mL, acciona los pistones
de las valvulas mediante un perno hecho con un alambre metalico. Finalmente, se construy6
un sistema de filtracién usando una jeringa de 60 mL con silica gel y una tira con indicador de

humedad en su interior, para secar el aire que entra al sistema.
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COMPONENTES DESCRIPCION IMAGEN

Microcontrolador: 54 pines digitales que

Arduino Mega (2560) funcionan como entrada y salida, 16
entradas analogas, un cristal oscilador de
16MHz, memoria flash de 256 KB y voltaje
operativo de 5V

Rango de medicion: de 400 a 2 000 ppm
Sensor de COz con una precision de £ 40ppm,
(SenseAir®S8 temperaturas, de 0 a 50 °C, humedad
relativa de 0 a 85%, alimentacién de 4.5 a
SE-0119) 5.25V y consumo promedio de energia de
18 Ma

Rango de medicion de 0 a 100% con una

Sensor de Humedad precision de 2 a 5%. Rango de medicion de

Relativa y Temperatura  temperatura de -40 a 80°C con una precision
(DHT22) de £ 0.5°C y voltaje operativo de 3 a 5V

Voltaje operativo de 5V y 80 mA
Miniventilador (AD2005LB- Apzedsie.ars

T
FEy

G73) o

Esfera de plastico, lamina de plastico,
pegamento UHU, silicon, plastilina

Camara automotriz, ganchos de alambre, manguera
y espigas

Vélvulas 3 jeringas de 1 mL acopladas a un servo-
motor.

Regulador de voltaje, bateria de 12V, cables
y conectores, cable USB (Tipo A-B 2.0),

Otros componentes Tarjeta SD (16GB), gel de silice, tira
indicadora de humedad, 2 jeringas de 60ml,
2 jeringas para insulina de 1ml BD Ultra-
Fine™

Cuadro1. Descripcion de los principales componentes utilizados en la construccion de un MACsuino
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La operacion del sistema estd controlada por wuna placa Arduino Mega
(http://www.arduino.cc/en/Main/ArduinoBoardMega2560), asociada a una placa registradora
de datos (data logger shield, genérico). Para el suministro de energia utilizamos una fuente de
poder regulada (UBEC 5V, 3A, Hobbywing, USA), a la cual se conectaron dos capacitores de
100 yF (uno en la placa Arduino, otro en la alimentacién de los sensores) para estabilizar el
voltaje. La fuente de poder escogida permite alimentar el circuito con una bateria estandar de
12 volts. Se programd el Arduino para controlar la apertura y cierre del sistema, la toma de
mediciones de los sensores, y el registro de los datos obtenidos en una tarjeta de memoria
SD. Al final de un experimento, se obtiene un fichero de texto (formato .csv) en que cada linea
corresponde a una medicién, registrando hora de medicién, numero del ciclo, temperatura,
humedad relativa y presion parcial de COz2. La programacion se hizo utilizando el software IDE

version 1.6.8 de Arduino (https://www.arduino.cc/en/Main/Software).

Funcionamiento

El MACsuino funciona como un sistema cerrado (el aire que se analiza no entra todo el tiempo
al sistema), que funciona como de la manera siguiente (figura 2). Cada media hora, el sistema
se abre durante 15 minutos para llenarse de aire fresco parcialmente disecado (gracias al filtro
de aire). Durante los 15 minutos siguientes, el sistema se cierra, y los sensores miden la
evolucion de la presion de vapor y de COz del aire circulante. Gracias al ventilador, el aire
circula en permanencia entre la camara transparente y los sensores. Cuando la hoja transpira
y fija COz2, la presion parcial de vapor en el sistema aumenta mientras que la del CO:2
disminuye. La transpiracion y tasa de fotosintesis se calculan a partir de la pendiente de las

curvas de evolucion obtenidas.
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Figura 2. Principio de medicién de los intercambios de gases en el MACsuino. En el esquema A se muestra el

sistema abierto condicion en la cual entra el aire nuevo al sistema y sale el aire analizado. En el esquema B el

sistema esta cerrado y en esta condicion mide la evolucion el aire nuevo que entro al sistema.



Anadlisis de los datos y calculo de las variables de intercambio de gases

Al final de cada experimento de medicion de intercambio de gases se obtiene un fichero con
el registro de las mediciones de temperatura, humedad y COz2 realizadas durante cada ciclo de
cierre del sistema. Después de descargarlos a una computadora, estos datos son analizados
utilizando el programa R (www.r-project.org) para calcular las variables de intercambio de

gases. Los calculos son los siguientes.

La transpiracion (Tr, expresada en mol m= s™') se define como el nimero de moles de
agua que se liberan a través de la superficie de la hoja, por unidad de superficie y por unidad
de tiempo. En nuestro sistema, esta agua se acumula en las camaras de recoleccion y de
medicion, y tenemos:

dny o
Sdt

Tr=

n ’ .
donde "":° es el numero de moles de agua presente en el sistema, S la

superficie de hoja estudiada (m?) y t el tiempo (s).

n . .
H:0 se estima por la ley de los gases ideales:

_V
nHzo— ﬁea

donde ea es la presion parcial de vapor, V es el volumen (m?). R es la constante de los

gases ideales (J mol' °K-'y T es la temperatura en °K).

La presidn de vapor ea es el producto de la humedad relativa medida por la presion de vapor
saturante:
ea=(RH/100)es(T)
— (17.27T)/(T +237.3)
con es(T)= 0.6108Jexp (Allen, 1998)
Asumiendo que el volumen y la temperatura permanecen constantes durante el ciclo de

medicion:

dnyo_ (Vv Yea
dt  \RT /Jdt
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De tal manera que:
V ea
Tr= {—=
(SRT dt
La asimilacion (A, expresada también en mol m? s™), de igual manera que para el vapor de
agua, se define como el numero de moles de CO2 que se absorben a través de la superficie

de la hoja y desaparecen de las camaras de recoleccion y medicion, por unidad de superficie

y por unidad de tiempo:
_ d Neo, dnCoz= vV d Pco,
Sdt y dt (RT ) dt

La presién parcial del CO2 se obtiene a partir de las lecturas del sensor, que expresa los datos

como la concentracion (en ppm) que tendria el COz2 a la presién atmosférica al nivel del mar
(101325 Pa). Por lo que, expresada en Pa:

101325
P CO
co,™ (1 000000 ) 2l(oom
La conductancia estomatica al vapor de agua se define como la relacidn entre transpiracion y
déficit de presion de vapor, donde el déficit de presion de vapor (VPD) es la diferencia entre es
y ea. Por razones histéricas, y para poder expresar la conductancia estomatica en unidades
de flujo (mol m2 s"), esta relacion se multiplica por la presion atmosférica Pa:

_ TrPa
€s(T)-ea)

Conociendo la tasa de asimilacion y la conductancia estomatica, se puede calcular ademas
estimar la presién parcial de CO:2 en la hoja, y su concentracién (ppm). El factor 1.6 presente
en la siguiente ecuacion corresponde al hecho que como la molécula de CO2 es mas pesada
que la de agua, su difusién es mas lenta, de tal manera que a apertura estomatica igual la
conductancia para el COz2 se obtiene dividiendo la para el agua por el factor de difusion 1.6:

1.6 APa
C

CO, co
PI 2 Pi 2
S

Una serie tipica de mediciones tiene el aspecto mostrado en la figura 3 y detallado mas

abajo. El problema practico consiste en determinar la tasa de variacion de eay = ©°: al inicio

de la fase cerrada de cada ciclo. Para esto, se admite que la evolucién de estas variables se
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puede aproximar por una recta durante por lo menos la primera parte del ciclo de mediciones,
y que la pendiente de esta recta es igual a la observada en las mediciones. El procedimiento
utilizado para obtener esta pendiente consiste en ajustar una curva alisada a los datos medidos
(utilizando la funcién "smooth.spline” en R, interpolar esta curva alisada con la funcion
"splinefun”, y utilizar la funcién para calcular la pendiente en todos los puntos de la curva
medida. Se considera que la pendiente inicial es igual al valor maximo observado en el ajuste

realizado.

Mediciones de intercambio de gases

Se presentan dos series de mediciones de intercambio de gases realizadas con el MACsuino:
una con el objetivo de validar el sistema contra un equipo comercial, y otra para verificar la
capacidad de realizar mediciones continuas por tiempos largos.

Para evaluar la capacidad del sistema de funcionar por periodos largos, se presentan datos de
intercambio de gases obtenidos en dos plantas durante un periodo de 15 dias, entre el 3y 19
de marzo. Ambas plantas fueron cultivadas en macetas de 2L llenas de tierra en un invernadero
de malla sombra, y regularmente fertilizadas y regadas hasta alcanzar un diametro de
alrededor de 25 cm. Durante los tres meses anteriores al experimento, fueron sacadas al aire
libre: una quedo expuesta al sol mientras que la otra fue colocada debajo de una malla sombra.
No se aplicd ningun riego durante este periodo, por lo que al inicio del experimento ambas
plantas estaban muy deshidratadas y presentaban un color rojizo (mas marcado en la planta
de sol). El 3 de marzo, dos MACsuinos fueron colocados en una hoja de cada planta (cuarta
hoja bien desarrollada) y programados con ciclos de mediciéon de 30 minutos (15 minutos
abiertos y 15 minutos cerrados). El 8 de marzo, al sexto dia experimento, iniciaron dos dias de
lluvias continuas asociadas con el paso de un ciclon y rehidrataron las plantas. Las mediciones

siguieron hasta el 19 de marzo, cuando se terminé el experimento.

Para validar el funcionamiento del MACsuino, se realizaron mediciones simultaneas con
el MACsuino y con un equipo de fotosintesis comercial, el IRGA LI-COR 6400. Estas
mediciones se realizaron por un lado en una de las dos plantas del experimento anterior (la
expuesta al sol, a la que se habia instalado el MACsuino el 3 de marzo, por otro lado en una

planta nueva (similar a la anterior y también expuesta al sol). Esta planta se coloco en una
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mesa de cristal, y se instald la pinza del IRGA LI-COR 6400 en la parte media de una hoja de
caracteristicas similares (edad, tamafio y exposicion). Para hacer mediciones con el IRGA LI-
COR 6400 se tuvo que equipar la camara de mediciones con un doble empaque y colocar la
planta con la maceta inclinada. Las mediciones fueron programadas cada 2 minutos con el
autoprograma "AutoLog". Se tomaron mediciones al mismo tiempo con ambos equipos durante

un periodo de 36 horas (dos noches y un dia), hasta la mafiana 17 de marzo.

Resultados

Ejemplo de ciclo de medicién
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Figura 3: Ejemplo de evoluciones de presion parcial de vapor y concentracion de CO2z n un ciclo tipico de medicion

(ejemplo proveniente del experimento de validacion, el 19 de marzo, con un ciclo empezando a las 3:00)

Durante la fase de cierre de un ciclo de medicién, la presion de vapor de agua y la
concentracion de CO2 presentan las evoluciones mostradas en la figura 3. Para la presion de
vapor de agua, se observo un incremento desde el inicio del ciclo de mediciones, y durante el
transcurso del ciclo la tasa de incremento disminuye progresivamente, hasta estabilizarse (al
final del ciclo ea aumenta de manera lineal). La razén de esta disminucién podria ser que

durante el ciclo ea se acerca a la saturacién, reduciendo el gradiente de presion parcial entre
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la hoja y la camara y limitando la transpiracién. La explicacién mas probable, sin embargo, es
que el tiempo de respuesta del sensor de humedad aumenta considerablemente cuando el
nivel de humedad se acerca a la saturacion, haciendo que la pendiente de la curva sea limitada
por la respuesta del sensor y no por la humedad del aire. Por otro lado, el hecho que la
pendiente mas alta sea registrada al inicio del ciclo de medicién confirma que el tiempo de
respuestas del sensor (5 a 15 segundos segun el fabricante) es despreciable. Por lo tanto, la
tasa de transpiracion puede ser calculada a partir de la pendiente inicial (o del valor maximo
de la pendiente). Para el COz2, existe al inicio de las mediciones un periodo durante el cual los
valores medidos de CO: fluctuan poco. Este periodo dura alrededor de 90 segundos para el
CO2, y se explica por el tiempo de respuesta del sensores: segun los datos del fabricante, el
sensor tiene un tiempo de respuesta (definido tiempo que tarda el sensor en detectar el 90%
de un cambio instantaneo de concentracion) de 120 segundos. Durante los minutos siguientes,
la concentracion de CO2 disminuye a una tasa inicialmente constante, y que disminuye
posteriormente. Esta disminucién se debe probablemente a que, mientras disminuye la
concentracion de COz en el aire en la camara de medicién también disminuye el gradiente de
concentracion que permite su absorcion. Debido al tiempo de respuesta del sensor, la
pendiente tiene que ser estimada una vez terminada la fase inicial transitoria, es decir
alrededor de 90 segundos después del inicio del ciclo. Sin embargo, este tiempo puede fluctuar
en funcion de la tasa de absorcion, por lo que se decidié estimar la mayor pendiente observada

durante el ciclo.

Validacién

La evolucion de temperaturas durante el ciclo dia/noche fue muy diferente entre el MACsuino
y el LI-COR 6400 (figura 4). Alrededor el medio dia, la temperatura alcanzé 50 °C en el
MACsuino contra menos de 40 °C en el IRGA LI- COR 6400. Al contrario, durante la noche fue
inferior en el porémetro, con una diferencia de alrededor de 5 °C durante la primera noche y
de 2.5 durante la segunda. Es probable que durante el dia el IRGA LI- COR 6400 mantuvé la
hoja a una temperatura inferior a la que hubiera tenido si hubiera sido expuesta directamente

a la radiacion solar.
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Figura 4. Dinamicas de conductancia estomatica y asimilaciéon observadas durante dos noches y un dia, utilizando
el IRGA LI-COR 6400 (A) o el MACsuino (B). Se muestran las temperaturas registradas en ambos sistemas (C) y

la evolucion de la temperatura y radiacion solar (D) medidas por una estacion meteoroldgica vecina durante el
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tiempo del experimento.

En un experimento preliminar en el que se comparo la temperatura de las hojas medida
con un termémetro IR con la del aire y la radiacién solar (datos no presentados), se encontré
que la temperatura de la hoja podia ser predicha bastante bien por la relacién linear siguiente:
Thoia™ Tairet 0.02Rs , donde las temperaturas se expresan en °C y la radiacién en W. En las
condiciones del experimento, esta relacién predice una temperatura del alrededor de 50 °C al
mediodia, similar a la que se midié en el porémetro. Al contrario, el cuerpo de aluminio del
IRGA LI-COR 6400 probablemente reflej6 la radiacién solar, resultando en un menor
calentamiento. Durante la noche, es dificil explicar que la temperatura hay sido inferior en el
porémetro: Por un lado, su cuerpo de plastico no disipa el calor con tanta eficiencia como el
aluminio del IRGA LI-COR 6400 y por otro los diferentes componentes del porometro generan
calor (a partir de las corrientes en el ventilador, el sensor de CO2 y el sensor de humedad, se
estima la potencia disipada alrededor de (80 + 30 + 10) A x 5V = 0.6 W). Es posible que la
temperatura mas alta en el IRGA LI-COR 6400 también se deba a su cuerpo de aluminio, con
una emisividad mas baja que limitaria su enfriamiento en la noche.

Al haber sido medidos en condiciones diferentes de temperatura y en plantas diferentes,
los datos de intercambio de gases obtenidos por los dos equipos no son directamente
comparables entre si. Ademas, al IRGA LI-COR 6400 mide el intercambio de gases por los dos
lados de la hoja, mientras que el MACsuino unicamente el haz. En un experimento preliminar
se contaron los estomas presentes en ambos lados de una hoja de agave (datos no
presentados) y se encontré aproximadamente la misma densidad en ambos lados, lo que
sugiere que participan en la misma proporcion en al intercambio de gases para tomar en cuenta
esta diferencia, en los datos presentados, la asimilacion y conductancia estomatica del IRGA
LI-COR 6400 han sido divididos por 2.

A pesar todas estas diferencias, se observd, de manera general, un ciclo CAM parecido en
ambas plantas ( figura 4), con un cierre estomatica practicamente completo en el dia y horas
similares de cierre estomatico en la manana y de apertura en la tarde. Asimismo, la evolucion
de la absorcién de CO: fue casi paralela a la de la conductancia estomatica en ambos casos.
Sin embargo, se observo en al IRGA LI-COR 6400 un pérdida de CO2 durante el dia, con un

pico después de las 12:00, al contrario del MACsuino donde esta pérdida no se manifesto.
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Los valores de absorcién de CO2 fueron muy comparables entre los dos sistemas: el
periodo de fijacion nocturna fue similar en ambos casos y los valores de asimilacién fueron de
alrededor de 2 'y 2.5 umol m2 s*' en el MACsuino y el IRGA LI-COR 6400 respectivamente. Al
contrario, la conductancia estomatica fueron alrededor del doble en el IRGA LI-COR 6400 que
en el MACsuino (contra 3.5 mmol m' s*'. Durante este experimento, la temperatura disminuyd
hasta 12 °C al final de la noche. Es probable que temperaturas inferiores a 15 o0 20 °C limiten
la conductancia estomatica, por lo que la mayor conductancia estomatica en el IRGA LI-COR
6400 se podria deber a la temperatura mas alta observada en este sistema. Una observacién
a favor de esta hipdtesis es que durante la segunda noche, en que la temperatura del
MACsuino fue mayor a la de la primera noche, la conductancia estomatica también fue mayor
(lo que no se observé en el IRGA LI-COR 6400 en que las temperaturas fueron similares

durante las dos noches).

Ciclos de intercambio de gases durante el proceso de rehidrataciéon

El MACsuino logro medir durante 15 dias continuos, el intercambio de gases en las dos plantas
aclimatadas al sol y a la sombra (figura 5). Al inicio de las mediciones las plantas mostraron
poca actividad en su ciclo de intercambio de gases debido al estrés hidrico al que fueron
sometidas antes del experimento (del 3 al 7 de marzo), posterior mente las plantas empezaron
su proceso de rehidratacion (a partir del 8 de marzo) por la lluvia continua durante dos dias y
riego asistido el dia 8 y 15 de marzo. Desde el comienzo de la rehidratacion las plantas tanto
la de sol como la de sombra comienzan a recuperar su ciclo de intercambio de gases conforme
pasan los dias. En el caso de la conductancia estomatica se observd una recuperaciéon casi
inmediata con la rehidratacion e incluso en los dias de lluvia (8 y 9 de marzo) mostré valores
altos, probablemente el gel de silice encargado de desecar un poco el aire que entra al sistema
durante la lluvia absorbi6 mucha humedad. Y para la asimilacion de CO2 se observo una
recuperacion mas lenta con forme las plantas se rehidrataban contrario a la conductancia
estomatica, pero en general las dos plantas medidas exhibieron antes del riego escasa
actividad (intercambio de gases) y al empezar la rehidratacion mostraron una pronta

recuperacion en cuanto a su ciclo de intercambi6 de gases.
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Figura 5: Conductancia estomatica, absorcion de CO2 y concentracion interna de COz2 en la hoja medidos en dos
plantas de A. cupreata (A: expuesta a la radiacion solar, B: bajo malla sombra al 50%) durante 15 dias. Al inicio
del experimento las plantas estaban deshidratadas por no haber recibido riego ni lluvia durante 3 meses. Lluvias

continuas durante 2 dias, a partir de la noche del 8 de marzo, permitieron la rehidratacion de las plantas.

Estas respuestas ya habian sido observadas en A. fourcroydes por Nobel (1985), en el
que la planta en estrés hidrico redujé en un 99% la fijacion de CO2 y cierre estomatico. Por
otro lado la pronta recuperacion también es una caracteristica de las plantas con el

metabolismo CAM.

En este mismo experimento el dia 17 se colocé una doble malla sombra sobre las
plantas en las que se continuaba midiendo con los MACsuinos, para ver la respuesta de las

plantas ante condiciones de baja luminosidad y se observé la disminucién de la asimilacion
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(alrededor del 90%) y conductancia estomatica la noche posterior al sombreo. En este caso se
sabe que la fijacion nocturna de CO2 depende en gran medida de la radiacién recibida el dia

anterior, por lo que los resultados son coherentes.

Discusidn y conclusiones

El sistema presentado en este articulo es, a nuestro conocimiento, el primer ejemplo de
sistema de medicion de fotosintesis construido a partir de materiales econdémicos y faciles de

conseguir, y publicado bajo un esquema de disefno y codigo libre.

Aunque el experimento de validacidon no permitidé corroborar una correspondencia
exacta entre las mediciones del MACsuino y del equipo de referencia (IRGA LI-COR 6400), se
obtuvieron valores comparables de absorcion de CO2. Hubo diferencias importantes en las
mediciones de conductancia estomatica, pero no se pueden atribuir con certeza a errores de
mediciones o diferencias entre las plantas estudiadas. Un experimento en que se siguio el
intercambio de gases durante 15 dias mostro la confiabilidad del sistema y los datos obtenidos

fueron coherentes con lo esperado.

Ventajas y limitaciones del MACsuino:

Limitacién: solo es utilizable en plantas de baja transpiracion. En unos intentos de instalar el

MACsuino sobre hojas de plantas C3, se observé rapidamente condensacion en el sistema.

Ventajas: permite realizar mediciones de forma continua y automatizada durante varios dias
seguidos. Su bajo costo permite tener varios equipos y realizar mediciones al mismo tiempo

en diferentes plantas. Y es facil de usar.
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