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l.- RESUMEN

Se estudié el momento ontogenético de Turbinicarpus horripilus (Lem.) Vac. John y
Riha (Cactaceae), una planta microendémica de la barranca de Metztitlan en el
estado de Hidalgo. Durante los primeros seis meses, los cambios morfologico-
anatomicos de las plantulas fueron registrados y se relacionaron con el cambio de
metabolismo de C3 a CAM. Las semillas que se emplearon fueron obtenidas de dos

diferentes sitios (Jardin y San Juan) y con diferentes tiempos de almacenamiento.

Se obtuvieron plantulas de diferentes edades, a las que se les determind la
capacidad germinativa, largo y ancho, longitud de la radicula, asi como su peso
fresco. Se realizaron estudios anatomicos para evaluar los cambios durante el
desarrollo ontogenético de las plantulas y estudios histoquimicos para identificar los
compuestos de reserva. Finalmente se realizd una titulacion acida para cuantificar el
punto de equivalencia 4cida. Los resultados mostraron que las semillas deben ser
pre-tratadas (3% NaClO), para obtener un mayor numero de plantulas; la viabilidad
de las semillas no disminuy6 en un intervalo de catorce meses de almacenamiento.
Se observo un rapido desarrollo del sistema radical el cual permite la fijacion de las
plantulas y un mejor aprovechamiento del agua; a los tres meses de desarrollo de las
plantulas aparece la morfologia caracteristica de las plantas tipo CAM. El cambio de
metabolismo de C3 a CAM en T. horripilus es constitutivo, ya que las plantulas no
necesitan presentar una talla especifica para mostrar dicho cambio y no se observo

un cambio acelerado de metabolismo al ser sometidas a estrés hidrico.
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Il.- ABSTRACT

The ontogenetic devolpment in Turbinicarpus horripilus (Lem.) Vac. John y Riha
(Cactaceae) was studied. This plant is considered as a microendemic form from the
Metztitlan gully, State of Hidalgo. During the first six months of development, the
anatomical and morphological changes were registered and related to changes in Cj
to CAM metabolisms. The seeds studied were collected and stored in different

seasons from two locations: Jardin and San Juan.

Data of seedling capacity, length and width of radicle tips as well as fresh weight were
registered from plants of different ages. Anatomical description was done to evaluate
changes during plant development, as well as histochemycal analysis to identify
storage material. An acid titulation was carried out to quantified the equivalence acid
point. Results showed an increment in plant seedling when seeds were pre treated
with 3 % NaClO and seed viability did not decrease during storage time. A fast
development of radical tip was observed during the first days of development in order
to anchor it self and use the best the available water. In three months plants an
outstanding CAM morphology is evident. In T. horripilus the change of C3; to CAM
metabolism was considered as constituent since there was not found a relation
between an specific plant size and the changes in metabolism C3z to CAM, likewise
when plants underwent water stress, any fast change to CAM metabolism was

registered.
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l1l.- INTRODUCCION

La familia Cactaceae es un importante componente ecoldgico de las zonas aridas y
semiaridas de América, estan adaptadas a temperaturas extremas y ambientes
secos. Para poder sobrevivir en estos ambientes presentan el metabolismo acido de
las crasulaceas (CAM). Este metabolismo esta presente en plantas que viven en
condiciones de alta temperatura y sequia. Aproximadamente el 7% de las plantas
vasculares son CAM (Cushman, 2001), ésta adaptacion les permite a estas plantas
sobrevivir en condiciones de déficit hidrico, reduciendo la pérdida de agua por

evapotranspiracion mediante el cierre de los estomas durante el dia.

Este tipo de plantas presentan caracteristicas anatomicas, morfolégicas y fisioldgicas
gue son adaptaciones a los ambientes aridos o semiaridos (Gibson y Nobel, 1986).
La alta disponibilidad de las raices para la absorcion de agua después de un periodo
de sequia prolongado y el metabolismo CAM son ejemplos de dichas adaptaciones
fisiol6gicas. Se han realizado un gran numero de estudios descriptivos sobre la
morfologia y la anatomia, que se han enfocado principalmente en la descripcion de
tallos suculentos, las reduccion de las hojas a espinas, los tricomas que cubren la
epidermis de las plantas para evitar la exposicion directa de los rayos solares y asi
reducir la temperatura, modificaciones en el grosor de la cuticula, reduccion en el
namero de estomas, estomas hundidos en camaras en algunas especies, presencia
de grandes vacuolas en las células parenquimaticas, clorénquima y un sistema

radicular capaz de absorber agua en suelos muy secos (Loza-Cornejo, 2003;
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Hernandez, 2007; Rosas, 2002; Nufiez, 2004). Sin embargo, no existen estudios en

los que se relacionen estas adaptaciones con el tipo de metabolismo que presentan.

El objetivo del presente estudio fue analizar la relacion entre los cambios morfo-
anatomicos en el desarrollo de la plantula de Turbinicarpus horripilus durante los
primeros seis meses de desarrollo, bajo condiciones controladas de laboratorio y el

tiempo en el que ocurre el cambio de metabolismo de Cz a CAM.

Este estudio proporciona un conocimiento basico sobre aspectos morfo-fisiolégicos
que deben permitir sustentar programas de propagacion de esta especie, para
aumentar el tamafio de las poblaciones presentes en los sitios de estudio. Por otra
parte, dada la cantidad de semillas que produce, la viabilidad de las mismas, la
rapida germinacion y el tamafio de la planta, esta especie puede servir como un
modelo experimental para el estudio de procesos metabdlicos y de la adquisicién de

los mecanismos adaptativos durante el desarrollo de la planta.
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IV.- ANTECEDENTES

A.- Las cactaceas y su ubicacion taxondmica.

Las cactaceas se encuentran ubicadas dentro de las angiospermas, en el grupo de
las dicotiledéneas, subclase Caryophyllidae, el orden Caryophyllales, familia
Cactaceae. Son originarias del continente Americano y se encuentran distribuidas
desde Canada hasta la Patagonia. México es el principal centro de diversificacion y
endemismo (Bravo-Hollis y Scheinvar, 1999). Las cactaceas son los elementos
estructurales mas importantes de zonas aridas y semiaridas de México, el 78% de
las especies son endémicas. (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991a, 1991b;
Guzmén et al.,, 2003). La familia Cactaceae se divide en tres subfamilias:
Pereskioideae, Opuntioideae y Cactoideae. La subfamilia Pereskioideae se
caracteriza por tener una reproduccion vegetativa primitiva y esta formada por dos
géneros: Pereskia y Maihuenia, la subfamilia Opuntioideae presenta hojas pequeiias,
teretes (casi cilindrico pero sin ranuras o surcos) y conspicuas, a diferencia de la
subfamilia Cactoideae, que presenta tallos suculentos, hojas superiores (espinas)
gue salen de las areolas y tubérculos que forman costillas arregladas en series
verticales, en esta subfamilia es donde se ubica el género Turbinicarpus (Wallace y

Arthur, 2002).

La especie en estudio ha sido ubicada en distintos géneros por diversos autores. En
1838 se describié como Mamillaria horripila Lem; mientras que un afio después el

mismo autor la reubica como Echinocactus horripilus (Lem.) Lem; en el siguiente



“Estudio morfofisiolégico del desarrollo de la plantula de Turbinicarpus horripilus (Lem.) Vac.John y Riha
(Cactaceae)”.

siglo se trasfirio a Neolloydia horripila (Lem.) Britton y Rose; en los afios cincuenta se
le denomin6é como Gymnocactus horripilus (Lem.) Backeb; para los afios setentas
como Thelocactus horripilus (Lem.) Kladiwa y Fittkau in Krainz (Bravo-Hollis y
Sanchez-Mejorada, 1991a). Halda en 1998 la denominé Pediocactus horripilus
(Lem.) y Doweld en el mismo afio, Bravocactus horripilus (Lem.). Posteriormente
Backeberg la determin6 dentro del género Turbinicarpus (Backeberg) Buxbaum (et)

Backeberg (Guzméan et al., 2003).

B.- Distribucién de Turbinicarpus.

El género Turbinicarpus es endémico de México, se distribuye en la region
nororiental de la Republica, encontrandose principalmente en los estados de Hidalgo,
Querétaro, San Luis Potosi, Zacatecas, Nuevo Leon, Tamaulipas y Coahuila. Este
género contiene 23 especies que estan incluidas en el Apéndice | de la Convencién
Sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Flora y Fauna

Silvestres (Guzman et al., 2003).

T. horripilus se distribuye en el estado de Hidalgo, exclusivamente en la Barranca de
Metztitlan. La barranca pertenece a la zona principal de los cafiones excavados por
las afluentes del rio Panuco, que forma parte del Eje Neovolcanico transversal y la
Sierra Madre Oriental (Fig. 1). Esta zona contiene una gran riqueza natural, hecho
gue le ha valido para ser considerada por la Comision Nacional para el Conocimiento

y Uso de la Biodiversidad (CONABIO) como zona prioritaria para la conservacion, por
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lo que fue declarada el 27 de Noviembre del 2000 como Area Natural Protegida, con

el nombre de “Reserva de la Bidsfera Barranca de Metztitlan” (Matias-Palafox, 2007).

Figura 1.- Mapa de la localizacion de la Reserva de la Biosfera Barranca de Metztitlan en el Estado de Hidalgo
(Tomado de www.metztitlan.com.mx, 2009).7.“{Siti0 Jardin, e sitio San Juan.
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La Reserva cuenta con una extension de 96,042.94 ha, localizadas entre los
paralelos 98°23'00” y 98°57°08” longitud oeste y 20°14’15” y 20°45'26” latitud norte
(Fig. 2). Su topografia es accidentada con gradientes altitudinales desde los 1000
hasta los 2000 m.s.n.m. El area incluye los municipios de Acatlan, Atotonilco el
Grande, Eloxochitlan, Huasca de Ocampo, Metepec, San Juan Metztitlan, San
Agustin Metzquititlan y Zacualtipan de Angeles (CONABIO, 2003; Matias-Palafox,

2007).

Figura 2.- Barranca de Metztitlan. A) Vista panoramica. B) Habitat donde crece una poblacion de T. horripilus.

En el area de la Reserva se presentan dos tipos de climas, seco semicalido con
régimen de lluvias en verano (BSOhw) en el Norte y Centro, y semiseco templado con

régimen de lluvias en verano (BS1kw) en el sur. La temperatura media anual oscila
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entre los 18 °C y los 22 °C y la precipitacion media anual no rebasa los 500 mm

(CONABIO, 2003; Matias-Palafox, 2007).

El principal rasgo hidrologico de la Reserva lo conforma un rio con una extension
aproximada de 100 km, que toma el nombre de la region por donde corre el cauce.
Este rio corre de Sureste a Noroeste y desemboca en un lago conocido como

“Laguna de Metztitlan” (CONABIO, 2003; Matias-Palafox, 2007).

La flora que se encuentra representada en la Reserva pertenece en su mayoria a la
provincia floristica de la Altiplanicie, constituida por elementos de afinidad geografica
meridional y boreal, ademas de presentar un gran nimero de elementos autéctonos
y endémicos. Los tipos de vegetacion que alberga la reserva son: bosque tropical
caducifolio, bosque de coniferas, matorral xerofilo, matorral submontano, pastizal y
vegetacion riberefia. EI matorral xeréfilo es el tipo mas extenso y mejor representado.
Por ello el lugar es considerado como un refugio del Pleistoceno de la biota desértica
mexicana, fundamentada entre las afinidades que muestran la intensa relacion que
existio en el pasado con los desiertos Chihuahuense y Sonorense, por lo que se cree
gue actualmente funciona como corredor biolégico de las zonas en el altiplano

central del pais (CONABIO, 2003; Matias- Palafox, 2007).

Las cactaceas forman parte importante de la flora de esta altiplanicie, motivo por el
cual la barranca de Metztitlan es considerada como una de las zonas cactoldgicas

mas importantes de nuestro pais (Sanchez-Mejorada, 1978).
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Un estudio reciente de la dinamica poblacional de T. horripilus (Matias-Palafox,
2007), sefiala que la poblacién que presenta una menor densidad (0.08 ind/m?)
coincide con el sitio con menor pendiente (Almolon), mientras que la poblacion con
mayor densidad (1.22 ind/m?) corresponde al sitio con mayor pendiente (San Juan).
Este muestra que el valor de la tasa finita de incremento es de A=1.23, lo que sugiere
que la poblacion va en aumento, el valor indicaria que la poblacion no se encuentra
en peligro, pero este dato tomo en cuenta la germinacion observada en laboratorio
debido a la carencia de datos en el campo, por lo que es posible que al ser ajustado

con las observaciones de campo el valor de A sea menor (Matias-Palafox, 2007).

Turbinicarpus horripilus ha sido catalogada como una especie microendémica y en
peligro de extincion, incluida en el Apéndice | de CITES (Wallace y Arthur, 2002) y
como especie vulnerable (Vu) en la Lista Roja de la Unién para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN, 2006). Matias-Palafox y Jiménez-Sierra (2006), han realizado la
evaluacion de riesgo de la especie y sugieren que ésta debe ser incluida en la

categoria de Peligro de Extincion (P) en la Norma Ecolégica NOM-059-ECOL-2001.

10
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Figura 3.-Individuos adultos de T. horripilus. A) Vista lateral donde se observa el apice de la planta, el arreglo de

las mamilas (tubérculos) y la forma globosa del tallo, B) Vista frontal donde se aprecian las espinas no pungentes
y el apice con flores secas. Abreviaturas: ap (apice), esp (espina), ta (tallo), tu (tubérculos).

C.- Adaptaciones morfofisilégicas de las cactaceas.

Las caracteristicas anatomicas, morfologicas y fisioldégicas de las diversas especies
de cactaceas constituyen adaptaciones interesantes a los ambientes aridos o
semiaridos (Gibson y Nobel, 1986). ElI género Turbinicarpus esta integrado por
plantas pequefias, mas o menos globosas y simples, provistas de tubérculos y en
algunas ocasiones con costillas divididas en tubérculos (Bravo-Hollis y Sanchez—
Mejorada, 1991b; Terrazas y Arias, 2002). Las areolas son monomorfas y las espinas
son suaves no pungentes y escasas. Las flores surgen en las areolas del &pice del
tallo y pueden ser de color rosa o blanco, el pericarpelo se encuentra desnudo y en
ocasiones presenta una escama diminuta hacia la porcién superior. Los estambres
son numerosos. El fruto es una baya dehiscente que posee semillas de testa negra

gue miden de 1 a 1.5 mm de longitud y no presentan arilo (Bravo-Hollis y Sanchez—

11
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Mejorada, 1991b). Turbinicarpus horripilus, es una planta subglobosa, generalmente
ramificada. Su tallo mide de 6-12 cm de diametro y de 4-10 cm de altura, esta
formado por numerosos tubérculos piramidales de 1 cm dispuestos en espiral. Sus
espinas radiales (9 a 12) son aciculares, rectas o ligeramente curvas, de color blanco
con la punta parda, las de la parte inferior son mas cortas que las de la parte
superior. Las flores son acampanadas de color rosa purpureo de 2 cm de longitud y
surgen en los surcos adaxiales de las areolas jovenes que se encuentran en el apice
del tallo. Los frutos son secos y ovoides con venacion longitudinal, contienen 5-75
semillas que son ovoides, de testa negra o rojiza y tienen una longitud de 1.2-1.5
(Fig.3; Bravo-Hollis y Sanchez- Mejorada, 1991a; Matias-Palafox y Jiménez-Sierra,

2004).

La familia Cactaceae presenta una gran variedad de adaptaciones morfoldgicas,
anatdmicas Yy fisiolégicas como una consecuencia a las condiciones de vida xérica en
las zonas aridas y semiaridas (Bailey, 1960; Mauseth, 1993; Valiente-Banuet et al.,
1997). Una de estas caracteristicas es el Metabolismo Acido de las Crasulaceas (Fig.
4); estas plantas transforman el CO, atmosférico en &cido carbonico (HCO3) y la
enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) lo fija en un compuesto de tres
carbonos 6 fosfoenolpiruvato (PEP), originando el oxalacetato, compuesto de cuatro
carbonos, posteriormente éste es transformado en malato y acido malico durante la
noche; este compuesto es almacenado en las vacuolas durante la noche. En el dia
se libera el CO; por la enzima mélico deshidrogenasa y es fijado via ciclo de Calvin

(Hans-Walter, 1997).

12
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Los estomas de las plantas que presentan este metabolismo permanecen abiertos
durante la noche y cerrados durante la mayor parte del dia, de esta manera la
fotorrespiracion esta reducida y la pérdida de agua es minima (Herppich y
Peckmenn, 2000; Cordero, 2006). Por lo tanto, las plantas con este tipo de
metabolismo presentan una alta tasa de eficiencia en el uso del agua (de cinco a diez
veces mas que las plantas C4), lo que les proporciona una ventaja adaptativa en

sitios donde el agua es un factor limitante (Fig. 4, Cushman, 2001).

Aunque los estudios de los caracteres anatomicos en las cactaceas se iniciaron
desde el siglo XVI, estos son escasos y se han enfocado a la morfometria de los
tallos y su metabolismo fotosintético (Terrazas y Arias, 2002). Schleiden en 1845
(tomado de Freeman, 1969), sefialé que los cactus se podrian reconocer por sus
estomas, ilustrando detalladamente la epidermis y la hipodermis de cuatro géneros.
Este autor, fue el primero en describir las células imperforadas con engrosamientos
anulares y helicoidales (elementos tragueoidales) del xilema y en utilizar las
caracteristicas del xilema secundario para distinguir diversas especies de cactus
globosos. La presencia de estas células distintivas fue confirmada por Preston (1901)

y descritas detalladamente por Mauseth y col. (1995).

13
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Solo algunos estudios sobre esta familia describen la anatomia de las plantulas o de
las plantas adultas (De Fraine, 1910; Freeman, 1969; Loza-Cornejo et al., 2003) y
otros las caracteristicas fisiolégicas (Altesor et al., 1992; Loza-Cornejo, 2003;
Herndndez y Briones, 2004), contribuyendo a una mejor comprension de los
procesos de establecimiento, crecimiento y los patrones de la reproduccion que
presentan estas plantas. En otros trabajos, se ha sefalado la necesidad de estudiar
el déficit del agua como inductor sobre el inicio del metabolismo CAM en las plantas

de semillero de Cactaceae (Loza-Cornejo et al., 2003).
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Entre los principales trabajos anatomicos y morfologicos de la familia Cactaceae,
destacan los realizados por Vasquez y col. (2005), que describen las areolas del
cefalio de Cephalocereus senilis (Haw.) Pfeiff y las comparan con las que se

presentan en las ramas juveniles.

Terrazas y Arias (2002), resumen la anatomia de varias especies de cactaceas de la
subfamilia Cactoideae, porque es la mas grande y diversa dentro de las Cactaceae.
Estos autores proponen sintetizar la informacion de los caracteres anatomicos de
tallos desde una perspectiva filogenética, estudiando el tejido dérmico y vascular,
sugiriendo asi, que deben realizarse estudios en especies de otros géneros y tribus
especificos, para poder tomar caracteres anatomicos que nos ayuden a esclarecer

algunos aspectos taxondmicos.

Se ha mencionado por diferentes autores que el cambio de metabolismo de C3; a
CAM puede ser inductivo o constitutivo. Algunos autores apoyan la existencia de un
mecanismo inductivo, como Winter y col. (2007) que realizaron estudios en plantas
de Mesembryanthemum crystallinum (Aizoaceae) sometidas a un estrés salino, el
cual induce el cambio metabdlico temprano en las plantas. Adams y col. (1998)
mencionan que la expresion de CAM puede atribuirse a factores ambientales como la
intensidad de luz, la humedad relativa y la disponibilidad de agua. Estos factores
influyen en la proporcion de CO, fijado por las plantas de Mesembryanthemum
crystallinum y Talinum triangulare sometidas a estrés hidrico, provocando el cambio

de metabolismo de C3 a CAM (Adams et al., 1998; Pieters et al., 2003). Hernandez
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(2007) comprobd la expresion del metabolismo CAM con el efecto de la luz en
plantulas de cuatro cactaceas columnares, durante su desarrollo ontogenético. En
general, la induccién del metabolismo de tipo CAM es considerada como una
respuesta al estrés que mantiene un balance positivo del carbono. Las especies que
presentan una induccion en el metabolismo de C3; a CAM son probablemente las de
mayor plasticidad, porque poseen una capacidad de respuesta a los cambios de los
factores medioambientales presentes (Dodd et al., 2002). La induccion a
metabolismo de tipo CAM implica la regulacion y el ensamblaje de enzimas y
trasportadores de metabolitos, haciendo de esta una de las adaptaciones

metabdlicas mas complejas al estrés medioambiental (Cushman y Bohnert, 1997).

Por otra parte, existen estudios que sostienen que el cambio de metabolismo de Cs a
CAM es constitutivo, es decir, que este cambio ocurre a una edad pre-establecida
debido a una “memoria ontogenética” o programada desde el inicio del desarrollo
(Altesor et al., 1998). Estudios morfo-anatomicos y del metabolismo fotosintético de
plantas de Stenocereus beneckei y Stenocereus queretaroensis bajo limitaciones
hidricas, muestran que el déficit de agua no es un factor decisivo para la induccién
del metabolismo tipo CAM y que éste esta relacionado con la edad, lo que sugiere
gue la ontogenia de la planta es el factor decisivo en la expresion de ésta

caracteristica fisiologica (Loza-Cornejo et al., 2003; Cordero et al., 2006).
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V.- JUSTIFICACION

La Barranca de Metztitlan (Hidalgo) es considerada como un area natural protegida y
Zzona prioritaria para conservacion, sin embargo, se desarrollan actividades turisticas
y de los pobladores, que pueden perturbar las poblaciones de fauna y flora
presentes, entre ellas las de Turbinicarpus horripilus. Los estudios que han sido
realizados en el pasado en esta especie, son principalmente de tipo sistematicos y
ecologicos, pero se carece de informacion sobre la anatomia, fisiologia y los

mecanismos adaptativos que le permiten sobrevivir en su habitat.

El conocimiento del momento en el que una planta xerofita adquiere mecanismos
adaptativos que le permite sobrevivir a este ambiente, se traduce en la posibilidad de
planeacion de programas de conservacion y reintroduccion de especies a sus sitios
naturales, y es aqui donde reside la importancia de determinar el momento
ontogenético en el que Turbinicarpus horripilus transforma su metabolismo de C3 a

CAM, el cual va acompafado de cambios morfoldgicos.
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VI.- OBJETIVOS

e Objetivo General:
Estudiar el desarrollo de la plantula de Turbinicarpus horripilus (Lem.) Vac. John y
Riha (Cactaceae), bajo condiciones de laboratorio durante los primeros seis meses
de desarrollo y relacionarlo con el momento en el que realiza la transformacion de

metabolismo de C3; a CAM.

e Objetivos Particulares:
I.- Determinar la capacidad germinativa y el crecimiento de la radicula de plantulas
de T. horripilus utilizando semillas de la cosecha de primavera de 2007, de dos

localidades de la Barranca de Metztitlan: San Juan y Jardin.

Il.- Describir las caracteristicas anatémicas de la testa de la semilla madura
deshidratada y las trasformaciones anatdémicas que ocurren en la plantula desde su
germinacion y hasta los seis meses de desarrollo, asociando los cambios
morfolégicos a los depdsitos de compuestos de reserva como almidon, lipidos y

proteinas.

[ll.-Determinar el momento ontogenético en que se da la transformacion de

metabolismo fotosintético de C; a CAM.

18



“Estudio morfofisiolégico del desarrollo de la plantula de Turbinicarpus horripilus (Lem.) Vac.John y Riha
(Cactaceae)”.

VIl.- HIPOTESIS

Turbinicarpus horripilus es una cactacea globosa de talla “pequefia”, lo que implica
que requiere un crecimiento determinado o preestablecido relativamente
independiente a los cambios medioambientales, por lo que, los cambios anatomicos
(cuticula gruesa, células con grandes vacuolas, presencia de clorénquima, etc.),
asociados a las transformaciones metabdlicas (cambio de metabolismo fotosintético
de C; a CAM) y funcionales son mecanismos adaptativos de origen constitutivo

debido a una “memoria ontogenética” y no a factores ambientales.
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VIIl.- METODOLOGIA

A.- Material bioldgico.

1.- Obtencion de semillas.

Se colectaron frutos de T. horripilus durante el mes de abril del 2007, en dos
localidades de la Barranca de Metztitlan: San Juan y Jardin (Fig. 2), cada uno de los
frutos fue colocado, de forma individual, en un sobre de papel y se transportaron al
Laboratorio de Ecologia de zonas aridas, donde se dejaron secar en condiciones de
laboratorio, permaneciendo asi al menos una semana. Al final de este tiempo se
rompio el exocarpo, se extrajeron y contaron las semillas y se guardaron en bolsas
de plastico a temperatura ambiente hasta su uso. Se extrajeron muestras al azar y se
determind su germinacion a los seis, once y catorce meses de almacenamiento

(siembra 1, 2 y 3 respectivamente).

2.- Germinacion y obtencion de las plantulas.

a.- Germinacion.

La siembra se realizdé en cajas de Petri (9.5 cm. x 1.5 cm.) usando como sustrato
cinco capas de papel absorbente y una de papel filtro Whatman No. 1, humedecida
con 5 ml de agua estéril. Las semillas se lavaron con agua durante 10 minutos,
posteriormente se pasaron a una solucién de hipoclorito de sodio al 3% por otros 10
minutos para realizar una desinfeccidén superficial, y por ultimo se lavaron con agua
estéril durante el mismo periodo de tiempo, todo este procedimiento se realizd en

condiciones de esterilidad. Cada caja de Petri se introdujo en un contenedor de
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plastico transparente de (14 cm x 13 cm x 7 cm) desinfectado con alcohol al 70%,
denominado germinador (Fig. 5). Los germinadores se colocaron en una
germinadora Lab-Line Instruments con un fotoperiodo de 12:12 h (luz:oscuridad) a
una temperatura constante de 25°C. Se determiné la capacidad germinativa de 600
semillas que fueron separadas en 12 germinadores (con 50 semillas cada uno), a los
seis, once y catorce meses de haberse recolectado las semillas. Se cont6 el nUmero
de semillas germinadas entre un periodo de 0 a 10 dias, y a los 14 y 21 dias,
considerando que la semilla germina cuando la radicula emerge. Las semillas
germinadas se transfirieron a un nuevo germinador y se mantuvieron hasta 10 dias
en incubacion con un fotoperiodo de 12:12 h (luz:oscuridad) a una temperatura
constante de 25°C. Al término de este tiempo, se midio la longitud de la raiz de cada

plantula, con un vernier digital (Mitutoyo Modelo CD-6" CS).

Figura 5.- Caja de Petri con el sustrato y las semillas. A) Semillas colocadas en el sustrato. B) Contenedor de

plastico (germinador).
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b.- Obtencion de plantulas en desarrollo y estrés hidrico.

Las plantulas obtenidas (sefialadas en el inciso anterior), una vez que se les midio la
raiz, fueron transferidas a vasos de plastico trasparentes (6.4 cm. x 4.5 cm.)
previamente etiquetados y desinfectados con alcohol al 70%, a los que se les
adicion6 50 g de tierra comercial, especial para cactaceas obtenida del Jardin
Botanico del Instituto de Biologia de la UNAM. En cada se sembraron entre 5y 7
plantulas, los cuales se colocaron dentro de una caja de plastico (14 cm x 13 cm x 7
cm) previamente desinfectada con alcohol al 70% y se colocaron en una
germinadora (Lab-Line Instruments) a una temperatura constante de 25°C con un
fotoperiodo (luz : oscuridad) de 12:12 h (Fig. 6). El dia que emergid la radicula de
cada una de las plantulas se consideré como tiempo 0 y a partir de éste se consider6
el tiempo de desarrollo para cada una de las plantulas; se tomaron muestras
mensuales hasta los seis meses de desarrollo (ver tabla 1). Las plantulas de la
siembra uno (plantulas provenientes de semillas con seis meses de almacenamiento)
y dos (plantulas provenientes de semillas con once meses de almacenamiento) se
regaron con 10 ml de agua estéril semanalmente durante todo el experimento. A las
plantulas de las diferentes siembras se les determinaron los pardmetros indicados en
la tabla 1. Para evaluar si el estrés hidrico tiene un efecto en la transformaciéon de Cs
a CAM, las plantulas de la siembra dos, se fraccionaron en dos lotes y fueron

sometidos a diferentes tratamientos:

» Riego normal: Adicion semanal de 10 ml de agua estéril a cada vaso, para

evitar la pérdida de humedad, éste riego se llevé a cabo tomando en cuenta la
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capacidad de campo de los vasos de plastico trasparentes (6.4 cm. x 4.5 cm.).
Este tratamiento se aplico por igual a las siembras 1.

» Estrés hidrico: Adicion mensual de 5 ml de agua estéril, para lograr que las
plantulas estuvieran sometidas a estrés hidrico, este experimento fue

realizado para determinar si el estrés hidrico influye en el cambio de

metabolismo de C3; a CAM.

Figura 6.- Crecimiento de plantula. A) Dispositivo de incubacion, B) Crecimiento en la incubadora.

B.- Anatomia de Turbinicarpus horripilus.

1.- Estructura de la testa.

Se tomaron 5 semillas de los frutos colectados en abril del 2007 del sitio Jardin, se
fijaron en FAA (formol: etanol: &cido acético: agua; 10:50:5:35), se almacenaron en
viales de 2 ml a 7°C y posteriormente se sigui6 la técnica de inclusién en paraplast
(Ruzin, 1999). Una vez incluidas se obtuvieron cortes transversales y longitudinales
de 12 y 14 ym de grosor con la ayuda de un micotomo de rotacion Jung. Se elimind

el paraplast de los cortes obtenidos y se tifieron con la técnica de Azul de Alciano y
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Safranina, y se montaron en resina sintética (Sass, 1961). Las preparaciones fijas
obtenidas fueron observadas al microscopio con la técnica de microscopia de

polarizacion de interferencia de Nomarski o por contraste de fases.

2.- Anatomia durante el desarrollo de la plantula.

De las plantulas obtenidas de la siembra 1y 2 (ver secciéon de métodos A2b), se
colectaron lotes de 3 plantulas con diferentes edades de desarrollo, se realiz6 una
colecta mensual desde 1 hasta 6 meses de desarrollo, se fijaron en FAA (formol:
etanol: acido acético: agua; 10:50:5:35) y se almacenaron en viales de 2 ml a 7°C.
Posteriormente se realizé la técnica de inclusion en paraplast (Ruzin, 1999). Y se
obtuvieron cortes transversales y longitudinales de 12 y 14 ym de grosor utilizando

un micrétomo de rotacion Jung. A los cortes se les eliminé el paraplast (Ruzin, 1999).

Para el estudio anatdmico e histoquimico se utilizé la técnica de tincion de Azul
Alciano y Safranina (Ruzin, 1999) para identificar y localizar ligninas vy
mucopolisacaridos; celulosa, hemicelulosa, lignina, cutina y suberina por medio de la
técnica Cl-1-Zn; para almidén |,-Kl; lipidos totales mediante Sudan Negro y Aceite
Rojo O (Sass, 1961; Jensen, 1962; Krishnamurty, 1988; Ruzin, 1999, Johansen,
1940), las muestras fueron observadas con microscopia de polarizaciéon de

interferencia de Nomarski o por contraste de fases.
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Tabla 1.- ParAmetros medidos en las diferentes edades de la plantula de T. horripilus

Lugary Tiempo de Tiempo de
Siembra fecha de almacenamiento | cosecha de Tratamientos Parametros medidos.

colecta de la semilla las plantulas
((UEED) ((UEED)

- Germinacion.
% de germinacion.
- Morfometria:

1 Sitio Jardin, 6 1,3,6 Sin limitaciéon de Longitud de la radicula.
Barranca de agua (riego Cambio de masa de las
Metztitlan. normal). plantulas.
Abril del -Anatomia de las plantulas.
2007 -Bioquimicos tisulares.

Titulacién acida.

Actividad enzimatica de la
PEPC.
- Germinacion.

% de germinacion.
- Morfometria:

Sitio Jardin, Longitud de la radicula.
2 Barranca de 11 1,234 Sin limitaciéon de Cambio de masa de las
Metztitlan. agua (riego plantulas.
Abril del normal). -Anatomia de las plantulas.
2007 -Bioquimicos tisulares.

Titulacién acida.

Actividad enzimatica de la
PEPC.

Cuantificacion del malico.

Sitio Jardin, - Morfometria:
Barranca de Longitud de la radicula.
Metztitlan. Con limitaciéon Cambio de masa de las
2b Abril del 11 1,2,3 de agua (estrés plantulas.
2007 hidrico). -Bioquimicos tisulares.
Titulacién acida
- Germinacion.
% de germinacion.
Sitio San - Morfometria:
3 Juan, 14 3,4 Longitud de la radicula.
Barranca de Sin limitacién de Cambio de masa de las
Metztitlan. agua (riego plantulas.
Abril del normal). -Anatomia de las plantulas.
2007 -Bioquimicos tisulares.

Titulacion acida.
Contenido relativo de agua.

C.- Transformacion bioquimico-tisular.
1.- Obtencién del material para las cuantificaciones bioquimico-tisulares.
Para la determinacion bioguimico-tisular se utilizaron plantulas de las siembras 1y 2,

realizando cosechas mensualmente (Tabla 1). De cada cosecha se tomaron cuatro
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plantulas a intervalos de tres horas por un periodo de 24 h (obteniendo 4 muestras
durante el periodo de luz y 4 durante periodo de obscuridad, cada una de 4
plantulas), a cada plantula se le determind el peso fresco y la longitud del tallo, se
almacenaron completas (tallo y raiz) en un ultracongelador REVCO VX 430 a -56°C,

para la determinacion de los parametros bioquimicos tisulares (Tabla 1).

2.- Cantidad de equivalentes acidos producto de la fotosintesis.

Para la deteccion de los equivalentes acidos o grupos carboxilicos provenientes de la
fijacion del CO, se empled la técnica de titulacion acida. Para cada tiempo de colecta
a determinar (muestreo cada tres horas) se tuvieron cuatro plantulas que se
procesaron independientemente. Cada plantula se coloc6 en un tubo de vidrio de 1
cm de diametro por 7 cm de alto, el cual se mantuvo en hielo, el tejido se macerd en
1 ml de agua desionizada con un homogenizador Tearorp TISSUEMISER durante un
minuto. Se centrifugd el macerado, a 3500 g durante 15 minutos a una temperatura
de 7°C, en una centrifuga Eppendorf 5810 R. Al sobrenadante se le agreg6 20ul de
fenolftaleina al 0.01M, los tubos se agitaron continuamente. La titulacion se realizé
con una solucion de NaOH a 0.01M afadiendo volumenes consecutivos dd, 1
hasta conseguir que la fenolftaleina virara de claro a magenta (Fig. 7; Osmond et al.,

1989) y se cuantifico el volumen de NaOH afiadido (umol/g de tejido).
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Figura 7: Diagrama representativo del procedimiento general que se lleva acabo para realizar la

titulacion acida.

3.- Actividad de la Fosfoenolpiruvato carboxilasa.

La actividad de la Fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) que fija el CO, se
determind mediante una modificacion del método de Doncaster y Leegood (1990).
En forma resumida, la técnica consiste en procesar cada plantula completa (tallo-
raiz) individualmente; quedando para cada muestreo un total de 32 plantulas (cuatro
plantulas cada 3h) del intervalo de 24 h. Cada plantula del muestreo se macer6 en 1
ml de amortiguador de extraccion 10 mM HEPES pH 7.8, adicionado con 0.5 mM de
Mg Cl, 0.2 % de BSA, 5 mM de EDTA y 1 mM de PMSF, con un homogenizador
(Tearorp) TISSUEMISER durante un minuto, posteriormente se procedié a
centrifugar a 3500 g durante 15 minutos a 7° C. El sobrenadante se paso a través de
un filtro de 0.45 um (Millipore) y posteriormente se pasé a través de un filtro

Ultrafree-MC con un rango de separacion de 10,000 Da (Millipore), y se centrifugé a

27



“Estudio morfofisiolégico del desarrollo de la plantula de Turbinicarpus horripilus (Lem.) Vac.John y Riha
(Cactaceae)”.

12,700 g por 10 minutos. La proteina que quedo en la membrana del filtro se lavo
dos veces con amortiguador de extraccion para eliminar el excedente de metabolitos

(en particular el malato y el NAD(P)H enddgeno).

La actividad de la Fosfoenolpiruvato carboxilasa se determind en un ensayo
realizado sobre la membrana de filtro Ultrafree-MC con un volumen final de 350 pl.
La cuantificacion se hizo con un amortiguador de 100 mM Tricina a pH 8.1,
adicionado con 10 mM de NaHCO3, 0.24 mM de NADH, 10 mM de MgCl,, Triton X-
100 al 0.05%, 3 mM de fosfoenolpiruvato y 2.7 unidades de malato deshidrogenasa,
incubado a temperatura ambiente y tomando alicuotas de 100 ul a los 5, 10 y 15
minutos. Las alicuotas se colocaron en una celda de cuarzo a la que se le adicion6
400 pl de agua destilada y 500 ul de amortiguador de cuantificacion y se determind la

absorbencia a 340 nm (Fig. 8).

500 ul Amortiguador
Amortiguador de cuantificacion
de extraccion

—_— s
100l del - y | =
. extracte (::d',‘: Absorbencia
Macerar e
. * 340nm delas
plantulas
400pl de agua
Centrifugara destilada \__/
3500g

Plantulas de
diferentes
edades.

— Extraer el
extracto
obtenido.

o
Extraer el I
extracto

obtenido y +

colocarlo en

filtros

PEPC + CO2 L} Oxalacetato MOH >» Malato

'

NADH NAD

Figura 8: Diagrama representativo del procedimiento general utilizado para la cuantificacion de la actividad de la

PEP carboxilasa.
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4.- Cuantificacion de Acido Malico.

Para determinar que el producto de la medicion de la titulacion acida corresponda al
acido malico se realiz6 una cuantificacion control de una plantula con metabolismo
CAM (plantula de seis meses de edad), colectada a las 22:00 h. Esta se maceré en 1
ml de agua con un homogenizador (Tearorp TISSUEMISER) durante un minuto, se
centrifugd a 3500 g a 7°C durante 15 minutos, se recupero6 el sobrenadante que se
consideré como extracto crudo y se fraccion6é en dos alicuotas. A una alicuota de 515
JI se le determind los equivalentes acidos (seccion C2 en métodos) y otra alicuota de
50 ul fue colocada en una celda de cuarzo y se le afiadié 350ul de agua destilada,

100 pl NAD a 4mM y 2 ul de enzima malato deshidrogenasa y 500ul de amortiguador
con 100 mM Tricina a pH 8.1, adicionado con 10 mM de MgCl, y 0.05% de Triton X-
100. Se determing la absorbencia a 340 nm cada 20 segundos durante los primeros
6 minutos de incubacién, se registraron los datos obtenidos y la cantidad de NADH

producido se determind mediante la siguiente formula:

A= (am) (C) ()
Donde:
A = Densidad Optica.
am= Coeficiente de extincion.

C= Concentracion.
|I= Paso de luz

(tomado de Segel, 1968), utilizando un coeficiente de extincién molar de 6220 M™:
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D.- Contenido relativo de agua (CRA).

El contenido relativo de agua se obtuvo segun el método de Catsk-y, 1974 (tomado
de Goldstein, 1991), el objetivo de es determinar el grado de hidratacion o estrés de
hidrico al que se sometieron las plantulas y con ello poder determinar si el cambio de
metabolismo C; a CAM de T. horripilus es efectivamente constitutivo (independiente
de las condiciones ambientales), es decir, que el cambio se da sin someter a la
plantula a un estrés hidrico. Para ello se tomaron ocho muestras de cuatro plantulas
cada una, en un intervalo de tres horas durante un lapso de 24 h teniendo un total de
32 plantulas, a cada plantula se le determind el peso fresco; posteriormente se
colocaron en cajas de Petri estériles con papel absorbente y papel filtro
humedecidos, se dejaron hidrataran por 12 y se obtuvo el peso (peso de turgencia).
En seguida, las plantulas se introdujeron a una estufa a 70°C durante 48 h y
pesandolas con frecuencia hasta obtener un peso constante (peso seco). Con estos

datos se determind el contenido relativo de agua mediante la siguiente formula:

peso fresco — peso seco

Contenido Relativo de Agua (CRA) = -
peso de turgencia — peso seco

(tomado de Goldstein, 1991).

30



“Estudio morfofisiolégico del desarrollo de la plantula de Turbinicarpus horripilus (Lem.) Vac.John y Riha
(Cactaceae)”.

IX.- RESULTADOS

A.- Germinacion y postgerminacion.

1. Semilla.

Cada fruto contiene un promedio de 44 + 2 semillas (n=50), ovoides, las cuales tienen
una coloracion negra (GLEY 2 %PB 2.5/1), aunque puede variar hacia el rojo (10R

3/3); con un peso promedio de 0.030 = 0.006 g.

2.- Estructura de la Testa.

La testa es dura y formada por cuatro estratos celulares (Fig. 9A). Las células que
forman el estrato externo tienen forma de papila (Fig. 9B), presentan paredes
lignificadas y punteaduras simples. Las células del estrato mas interno tuvieron
reaccion positiva al Sudan Negro, lo que indica la presencia de componentes
lipidicos (Fig. 9D). El resultado de esta técnica sugiere que el endospermo y el
embrién se encuentran aislados del exterior. La regién hilo-micropilar es una cavidad
céncava con un orificio circular en el extremo llamado micrépilo, que disminuye de
diametro cuando ésta se llena de agua (observacion personal). Esta region (hilo-
micropilar) esta formada por varios estratos celulares con paredes lignificadas y con
células en el piso interior de la cavidad (hilo) que contienen mucopolisacaridos
deshidratados (Azul Alciano) (Fig. 9E). Entre los estratos de la testa se observan
haces vasculares pertenecientes a los tegumentos (Fig. 9F). Hacia el interior puede

apreciarse el perispermo derivado de la nucela (Figs. 9A, 9C).

31



“Estudio morfofisiolégico del desarrollo de la plantula de Turbinicarpus horripilus (Lem.) Vac.John y Riha
(Cactaceae)”.

Figura 9: Detalles de la organizacion interna de la testa de T. horripilus. A) Estructura de la semilla. B) Detalle de
las papilas de la testa. C) Detalle del perispermo. D) Depdsito de lipidos en la capa interna de la testa. E) Interior
del hilo con células que contienen mucopolisacaridos. F) Restos del sistema vascular del tegumento.
Abreviaturas: (clg) células lignificadas, (hi) hilo, (i) lipidos, (mi) micropilo, (mu) mucilago, (pe) perispermo, (pp)
papilas con punteaduras, (rhm) regién hilo-micropilar, (sv) sistema vascular, (t) testa. Escala: A. 10um. B, 100
um, C-E. 20um. F. 30um. Sin tincién: A-C. Tinciones. D: Sudadn Negro, E-F: Azul Alciano-Safranina. Corte
longitudinal: A-F. Microscopia de interferencia de Nomarski: A-D. Microscopia de contraste de fases: Ey F.
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3.- Germinacion.

Las semillas almacenadas por seis meses (siembra 1), presentaron un mayor
porcentaje de germinacion hacia el sexto dia del experimento (84.33 %) asi como al
final de la medicion (21 dias). Por otro lado, las semillas almacenadas durante once
meses (siembra 2) tuvieron, en el quinto dia, el mayor porcentaje de germinacion
(85.83%). Las almacenadas durante catorce meses (siembra 3) también presentaron,
en el quinto dia, el mayor porcentaje de semillas germinadas (84.66%) pero éstas

provienen de un sitio de colecta diferente (Fig. 10).

40 -
< A 100 - B
£ 35 - =
g ® 90 - n
g 4 g 80 - <
g 25 - T 70 -
E £ 60 -
= 20 - £ i
(] a 50
o 15 - b 40 -
(5] . |
€ £ 20 -
g b ’ g 10 -
0 T T T T ,‘%’ — 0 T T T T T T T T T 1
5 6 7 8 9 10 12 13 14 21 5 6 7 8 9 101213 14 21
Dias Dias

Figura 10: Germinacioén de la semilla de T. horripilus. A) Semillas germinadas por dia. B) Gréafica de germinacion
acumulada, donde se refleja el total de semillas germinadas al final del experimento. Se realizaron tres series
experimentales: siembra 1: seis meses de almacenamiento, siembra 2: 11 meses de almacenamiento y siembra
3: 14 meses de almacenamiento. Se pusieron por cada siembra a germinar 600 semillas en 12 cajas de Petri
cada una de ellas con 50 semillas. La variable independiente es el tiempo de germinacion en dias y en la
ordenada el porcentaje de semillas germinadas para cada tiempo (dias). La eficiencia de germinacion
acumulativa a los seis meses de almacenamiento: 84.33%, once meses de almacenamiento: 85.83% y catorce

meses de almacenamiento: 84.66%. Simbolos: 0 6 meses de almacenamiento. M : 11 meses de almacena
miento. : 14 meses de almacena miento.
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4.- Postgerminacion.

Se observé que con la emergencia de la radicula termina el proceso de germinacion
y se inicia la postgerminacion. Este proceso sugiere que la longitud de la radicula
principal es un parametro que puede ser utilizado para determinar el vigor de la
nueva plantula de T. horripilus, dado que este es el primer érgano en expandirse y es

necesario para la absorcién de agua y el crecimiento.

En la figura 11 se muestra la velocidad de crecimiento de las plantulas provenientes
de la siembra 1 y 2; en las semillas con seis meses de almacenamiento (siembra 1)
se observa una tendencia a incrementar la velocidad entre el 5° y 6° dia de iniciada la
germinacion, disminuyendo la tasa de crecimiento con el tiempo (Fig. 11A) mientras
gue en las plantulas provenientes de semillas almacenadas por once meses (siembra
2), la velocidad de crecimiento se incrementd entre el 5° y 6° dia manteniéndose
relativamente constante por el resto de la medicion (Fig. 11B) La diferencia entre las
velocidades entre el 5° y 6° dia en la siembra 1 es de 0.025 mm/dia, mientras que en
la siembra 2 es de 0.079 mm/dia. Para el dia 10 de iniciada la germinacion, en la
siembra 1 la velocidad disminuye hasta 0.231 mm/dia mientras que para la siembra 2

se mantiene en un valor estable equivalente a 0.398 mm/dia aproximadamente.

34



“Estudio morfofisiolégico del desarrollo de la plantula de Turbinicarpus horripilus (Lem.) Vac.John y Riha

(Cactaceae)”.

0.4 - 0.6 -
g Al ] g o5l B
g 0.3 - g '
E E 04
3 0.2 - S 03 -
S E SE 02 -
$E 017 $E o1
k 0 3 0
:g T T T T T 1 '-g T T T T T 1
% 5 6 7 8 9 10 é 5 6 7 8 9 10
= Tiempo de germinacion (dias) > Tiempo de germinacién (dias)

Figura 11.- Velocidad de crecimiento de la radicula. A) Velocidad de crecimiento de la radicula de semillas de 6
meses de almacenamiento (siembra 1, n=506. B) Velocidad de crecimiento de la radicula de semillas de 11
meses de almacenamiento (siembra 2, n=513. Los valores representan el promedio + error estandar de la media.

B.- Morfometria de la plantula.

Durante el desarrollo de la plantula de T. horripilus va aumentando la masa de la
plantula, tanto a lo largo (L) como ancho (An), estos valores permitien establecer un
indice de crecimiento (IC = L/An). Hasta los dos meses del desarrollo, las plantulas
presentan un IC muy similar, pero a partir de esta edad la plantula aumenta el largo
en una mayor proporcion que el ancho, de forma tal que a los cuatro y seis meses de
desarrollo el IC es aproximadamente tres veces mayor que el IC de un mes de

desarrollo (Fig. 12).
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Figura 12.- Relacion entre Largo y Ancho a lo largo del desarrollo de las plantulas. Se observa el aumento del
indice de Crecimiento (IC) de las plantulas de T. horripilus con el tiempo. Los valores empleados fueron tomados
de los cortes realizados para el estudio anatémico.

Los cambios en el peso (Tabla 2) que se presentan durante el desarrollo de las
plantulas provenientes de la siembra 1 (Fig. 13A), mostraron un incremento de 3.4
veces entre el 1° y 3* mes y al 6° mes un incremento de 9.1 veces. Para las
plantulas provenientes de la siembra 2 el incremento en peso a los tres meses en
comparaciéon a un mes es de 3.4 veces, similar a la siembra 1 (Fig. 13B). Las
plantulas provenientes de la siembra 3 (diferente sitio de recolecta) presentaron la
mitad del peso que las plantulas de las siembras 1y 2 a los tres meses de desarrollo.
Las plantulas de cuatro meses tuvieron un peso 2.7 veces menor que las de la

siembra 2 (Fig. 13C).
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Tabla 2.- Cambio del peso fresco de las plantulas de diferentes edades (en funcién al tiempo de

almacenamiento y lugar de colecta). n= 33; promedio * error estandar.

Siembra Tiempo de desarrollo de la plantula (meses).
1 2 3 4 5 6

1
t.a® 6 meses. LS 0.0599 + 0.162 +
t. e ”: riego normal. Nt . 0.0029 g . . 0.0220 g
Sitio de colecta: Jardin.

2a
t.a® 11 meses. 00176+  0.0407+  0.0606+  0.0846+  0.0848 +

t.e" riego normal.

0.0007g 0.0022g  0.0029g  0.0040g  0.0039 g —
Sitio de colecta: Jardin.

2b

a,
t.a": 11 meses. 0.0126+  0.0098+  0.0039 +

b. e
t.e " estres hidrico. 0.0006 g 0.0007 g 0.0003 g — — —

Sitio de colecta: Jardin.

3

t.a® 14 meses. 0.0294+  0.0312+

b. .
t. e : riego normal. . . 0.0011 g 0.0019 g . .

Sitio de colecta: San Juan.

a=t. a: tiempo de almacenamiento.

b=t. e: tratamiento del experimento.
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Figura 13: Peso fresco de las plantulas. A) Primera siembra. Plantulas de 1, 3 y 6 meses de edad, riego normal.
Los datos representan el promedio + ES, n= 41 para cada uno de los meses. B) Segunda siembra. Plantulas de 1
a 5 meses de edad, riego normal y estrés hidrico. Los datos representan el promedio + ES, n= 33 para plantulas
riego normal y n=17 para plantulas para estrés hidrico, para cada uno de los meses. C) Tercera siembra.
Plantulas de 3 y 4 meses de edad, riego normal. Los datos representan el promedio + ES, n= 33.
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C.- Anatomia e histoquimica de la plantula.

1.- Meristemo apical y formacién de espinas.

Las cactaceas poseen varias adaptaciones morfolégicas y anatémicas con las que
disminuyen la pérdida excesiva de agua y consiguen un manejo eficiente del estado
hidrico. Las caracteristicas anatomicas mas relevantes son: la transformacion de las
hojas en espinas, cuticula gruesa, estomas hundidos, presencia de: colénquima,
clorénquima, parénquima acuifero, cristales de oxalato de calcio y las morfologicas,
como la disminucion de la relacion superficie/volumen del tallo. El tallo se diferencia a
partir de células totipotenciales conformando un meristemo apical, que en las
plantulas de un mes de edad esta estructurado por dos a cuatro estratos de células
iniciales. Entre los dos y tres meses de desarrollo se formaron aproximadamente seis
premamilas, que al desarrollarse forman los tubérculos caracteristicos del tallo. Cada
tubérculo posee su respectivo apice meristematico (Fig. 14E). En sentido basipeto,
durante la diferenciacién (primer mes de edad), se forman los tejidos epidérmicos, el
clorénquima, con mucopolisacéaridos en su interior, (Fig. 14L) y el sistema vascular

(Figs. 14C, 14G).

En sentido acropeto se originan los pares de espinas, (Figs. 14A, 14C, 14G, 14Hy
14L). Las espinas son multiseriadas y ornamentadas; en todo el cuerpo de la espina

se depositan compuestos lipidicos y lignina (Figs. 14D 14F, 141, 14J, 14K 14M, 14N).

En plantulas con un mes de edad, las espinas son flexibles y suaves, no pungentes

(Figs. 14A y 14B), de color amarillo casi traslicido y son escasas. A los tres meses,
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las espinas comienzan a curvarse y a los seis solo se observan dos. En las plantulas
de seis meses el meristemo apical de las mamilas esta formado por varias hileras de
células que en sentido acrépeto sigue formando pares de espinas que aumentan en

tamafo con la edad (Fig. 14D).
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Figura 14: Detalles del meristemo apical de T. horripilus. A) Acercamiento del meristemo apical donde se observa
una mamila con espinas. B) Vaina globosa de la espina. C) Apice de la mamila con desarrollo de la espina y el
sistema vascular. D) Apice de la mamila con espina y presencia de lipidos. E-H) Meristemo apical de una mamila
con espinas y sistema vascular. I-K) Espina. L-N) Meristemo apical. Abreviaturas:(clo) clorénquima, (cu) cuticula,
(es) estoma, (esp) espina, (ma) meristemo apivcal, (pre) premamila, (sv) sistema vascular, (tra) traqueida de
banda ancha, (vg) vaina globosa. Escala: A, F, L-N. 30um. B. 40um. C, G. 20um. D-E. 10um. H-K. 2um. Sin
tincién: B. Tinciones: A, C, E, G-I, L: Azul Alciano-safranina. D, F: Sudan Negro. J, K, M, N: Zn-CI-I. Corte
transversal: A-N. Microscopia de interferencia de Nomarski: B, C, D, I. Microscopia de contraste de fases: A, E,
F-H, J-N. Edad: A y B: plantulas de un mes de edad, C-D: plantulas de dos meses de edad, E-K: plantulas de
tres meses de edad, L-N: plantulas de seis meses de edad.
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2.- Tallo

a.- Epidermis.

En tallos con un mes de edad, la epidermis es monoestratificada con células de
paredes onduladas que permiten su ensamblaje, lo que sugiere una mayor
resistencia a los esfuerzos mecanicos que se desarrollan cuando ha habido pérdida
de agua. Estas células presentan cloroplastos (Fig. 15A) y sus paredes presentan
mucopolisacaridos (Figs. 15D y 15F). Durante el desarrollo de las plantulas se
observé un incremento en el grosor de las células epidérmicas. La epidermis muestra
una cuticula de 4 a 8 um de grosor en el primer mes de edad y de 12 a 16 um a los
dos meses de edad. Al tercer mes el grosor alcanza de 20 a 24 um y lo conserva
hasta los cuatro meses. A los seis meses de edad se alcanzan 32 um de grosor. La
epidermis mostro en plantulas de un mes a seis de edad, presencia de lipidos totales
observados con Sudan Negro (Figs. 15E, 151, 15M, 150) y suberina y cutina

observadas con Zn-Cl-I (Figs. 15B, 15C, 15N y 15P).

La cuticula esta interrumpida por complejos estomaticos, que son de tipo ciclocitico.
En plantulas de un mes de edad, las células oclusivas y subsidiarias de estos
complejos contienen mucopolisacaridos en la pared externa. (Figs. 15D, 15 F, Azul
Alciano-Safranina). A los dos meses de edad, se observa que las paredes internas
de las células oclusivas son primarias y en las paredes adjuntas a las subsidiarias se
obtuvo una reaccion positiva a compuestos polifenélicos y a componentes lipofilicos,

(Figs.15G, 15I, Sudan Negro). Se observd un incremento en los depésitos de
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suberina y polifenoles en las paredes de los estomas de plantulas de tres meses de

edad.

b.- Corteza primaria.

Esta region esta formada de células de clorénquima (Fig. 16A) poliédricas, de
paredes primarias muy delgadas, con mucopolisacarido (Figs. 15B, 16E 16H) y con
vacuolas vacuoladas (Fig. 16 F). Cuando las plantulas alcanzaron los dos meses de
edad, se observo que estas células tienen un diametro de 120 um y destaca que la
vacuola ocupa un gran volumen dentro de ellas (Figs. 16H y 16J). A los tres meses
de edad, las células que se ubican hacia el interior de la corteza primaria aumentan
de tamafo (Fig.16E) para conformar la regién acuifera y, en plantulas de cuatro
meses, éstas ceélulas alcanzan diametros de hasta 210 pm. Asimismo, estas células
contienen granos de almidén en la periferia y aumentan en niumero con la edad de la

plantula (Figs. 16B, 16C, 16D y 16G).
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Figura 15: Detalles de la epidermis de T. horripilus. A) Acercamiento de la epidermis monoestratificada con
presencia de cloroplastos. B, C y D) Acercamiento de la cuticula con presencia de lipidos y almidones en el
clorénquima. E) Acercamiento de la epidermis se observa un estoma y la cuticula. F-J) Epidermis
monoestratificada con presencia de estomas. K-M) Cuticula con presencia de estomas. N) Cuticula y
clorénquima. O-P) Cuticula con presencia de lipidos y clorénquima. Abreviaturas: (al) almidén, (cl) cloroplasto,
(clo) clorénquima, (co) células oclusivas, (cs) células subsidiarias, (cu) cuticula, (em) epidermis
monoestratificada, (es) estoma. Escala: A. 100um. B, H, J, N, P. 30um. C, D, F, G, |, K, M, O. 20um. E. 40um. L.
1pm. Sin tincién: A. Tinciones: D, F-H, J: Azul Alciano-Safranina. E, I, M, O: Sudan Negro. B-C, K-L, N, P: Zn-CI-I.
Corte longitudinal: A-P. Microscopia de interferencia de Nomarski: A, E, I. Microscopia de contraste de fases: B-D,
F-H y J-P. Edad: A-F: plantulas de un mes de edad, G-J: plantulas de dos meses de edad, K-L: plantulas de tres

meses de edad, M: plantulas de cuatro meses de edad, N-P: plantulas de seis meses de edad.
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Figura 16: Detalles del clorénquima de T. horripilus. A, B, C y D) Clorénquima con presencia de almidones. E y F)
Clorénquima. G y H) Almidones presentes en el clorénquima. Abreviaturas: (al) almidon, (clo) clorénquima, (cu)
cuticula. Escala: A. 100um. B, F-H. 30um. C-E. 20um. Sin tincion: A. Tinciones: B-D y G: Lugol. E y H: Zn-CI-I. F:
Azul Alciano-Safranina. Corte transversal: A-J. Microscopia de interferencia de Nomarski: A. Microscopia de
contraste de fases: B-H. Edad: A-C: plantulas de un mes de edad, D: plantulas de dos meses de edad, E:

plantulas de tres meses de edad, F: plantulas de cuatro meses de edad, G y H: plantulas de seis meses de edad.
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c.- Sistema vascular.

En plantulas de un mes de edad, se observa el desarrollo del xilema primario
formado por traqueidas de banda ancha (Figs. 17Ay 17B). A los dos meses de edad,
es claro que el desarrollo del sistema vascular primario ha sido acrépeto y basipeto,
y esta rodeado por una vaina de células parenquimaticas que presentan contenidos
lipofilicos en las paredes (Fig. 17C). A partir de los tres meses de edad, el sistema
vascular se observa continuo y esta formado por tragueidas de banda ancha y vasos
con engrosamientos helicoidales (Figs. 17D y 17E). A los seis meses de edad, en la
zona del cuello, resalta el desarrollo de dos paquetes de haces vasculares con
maduracion del xilema de tipo endarco. Estos paquetes vasculares se dividieron en

siete haces primarios del tallo que inervan las mamilas (Figs. 17F-H).

47



“Estudio morfofisiolégico del desarrollo de la plantula de Turbinicarpus horripilus (Lem.) Vac.John y Riha
(Cactaceae)”.

Figura 17: Detalles del sistema vascular de T. horripilus. Ay B) Desarrollo de traqueidas de banda ancha. C) Haz

vascular. D y E) Desarrollo de vasos con engrosamientos helicoidales. F-H) Sistema vascular. Abreviaturas: (clo)
clorénquima, (li) lipidos, (sv) sistema vascular, (tra) traqueidas de banda ancha, (vh) vasos con engrosamientos
helicoidales. Escala: A, B, D, E. 20um. C. 100um. F. 60um. G. 30um. Corte longitudinal: A, B, D y E. Corte
transversal: C, F, G y H. Tinciones: A, F-H: Azul Alciano-Safranina. C: Sudan Negro. B, D y E: Zn-CI-l.
Microscopia de interferencia de Nomarski: C. Microscopia de contraste de fases: A-B y D-H. Edad: A y B:
plantulas de un mes de edad, C: plantulas de dos meses de edad, D y E: plantulas de tres meses de edad, F-H:
plantulas de seis meses de edad.
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3.- Raiz.

La raiz es el primer 6rgano en desarrollarse; es un pequefio pivote que permanece
como principal 6rgano hasta los tres meses. En el primer mes de edad, se observa
una exodermis bien diferenciada con depdsitos de suberina; la corteza primaria esta
formada por 2 a 4 hileras de células que rodean al sistema vascular (Fig. 18A). A
partir de los tres meses de edad se desarrollan, a nivel de la region pilifera del pivote
principal, varias raices laterales a partir del periciclo. También se observé un cilindro
vascular tetrarca (Figs. 18C, 18D). Se observO ademas una endodermis aun
inconspicua (Figs. 18C y 18E), rodeada por 3 a 4 hileras de células de la corteza
primaria (Fig. 18A) y una rizodermis monoestratificada. A los cuatro meses de edad,
se observa la presencia de pelos radicales (Fig. 18B), el cilindro vascular llega ser
hexarca y con una corteza primaria de 3.7 um. Hacia la base del tallo, se observa
que el numero de células de la corteza primaria se incrementa dramaticamente a
16.4 um conservando el sistema vascular primario (Figs. 18E, 18F). Se conservan
también la endodermis y la exodermis, esta Ultima con depdsitos de suberina y

lignina (Sudan Negro).
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Figura 18: Detalles de la raiz de T. horripilus. A) Raiz con sistema vascular y células de la corteza primaria, con
exodermis. B) Raiz con un pelo radicular. C- F) Raiz tetrarca, con presencia de rizodermis, exodermis y sistema
vascular. Abreviaturas: (cp) corteza primaria, (ex) exodermis, (pr) pelo radicular, (rt) raiz tetrarca, (rz) rizodermis,
(sv) sistema vascular. Escala: A, D-F. 30um. B, C. 20um. Tinciones: A, C, D: Sudan Negro. B: Azul Alciano-
Safranina. E y F: Zn-Cl-I. Corte Longitudinal: A y B. Corte transversal: C-F. Microscopia de contraste de fases: A-
F. Edad: A: plantulas de un mes de edad, B-F: plantulas de cuatro meses de edad.
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D.- Desarrollo y transformacion hacia el metabolismo acido de las crasulaceas.
Para determinar el momento ontogenético en el que se da el cambio del metabolismo
de C3 a CAM, que puede deberse a condiciones intrinsecas de la planta 6 de manera
constitutiva, se cultivaron plantulas en condiciones ideales de riego normal, esto es,
donde el agua no fue un factor limitante y otras fueron sometidas a estrés hidrico,
para evaluar si ésta ultima condicion es el factor que dispara el cambio de
metabolismo. Se determinaron los tiempos de transformacion del metabolismo
fotosintético en plantulas provenientes de semillas almacenadas durante diferentes

tiempos (seis, once y catorce meses de almacenamiento).

1.- Plantulas provenientes de semillas almacenadas durante seis meses.

Se determind la acumulacion de equivalentes acidos en plantulas de un mes de
desarrollo, observandose que la cantidad en este parametro fluctia de 3.64 £ 1.04
umol/g de tejido durante el periodo de luz, a 1.61+ 0.10 pumol/g de tejido durante la
fase de obscuridad, las variaciones de cada uno de los tiempos de muestreo indican
gue no hay un cambio notorio, debido a las fluctuaciones presentes durante la fase
luminosa y la obscura, mostrando que no existe una acumulacion diferencial de
compuestos acidos; y con ello que el metabolismo fotosintético es basicamente C;

(Fig. 19A).

En plantulas de tres meses de desarrollo, se presentan cambios en la cantidad de
equivalentes acidos en donde, en las primeras horas de la fase luminosa, se

presentd una cantidad de 56 * 8.7 pmol/g de tejido, descendiendo conforme
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transcurre esta fase y finalmente llegar a un valor menor (15 + 1umol/g). A las tres
horas de realizarse el cambio a obscuridad, se da un incremento en la titulacion de
aproximadamente cinco veces (264 + 58.2 umol/g de tejido), para descender a los
valores minimos en las subsecuentes muestras (28.61 a 38.65 umol/g de tejido). Hay
que hacer notar que el titulo maximo obtenido durante la noche no se mantiene

durante esta fase (Fig. 19B).

Las pantulas con seis meses de desarrollo (Fig. 19C) presentan, al inicio de la fase
luminosa, un valor moderado en los equivalentes acidos (30 = 9.1 umol/g de tejido)
que, al transcurrir esta fase, va descendiendo. Se obtiene el valor minimo en el titulo
a las tres horas de iniciada la fase de obscuridad a las seis horas de ausencia de luz,
ascendié la cantidad de equivalentes acidos para obtener el valor maximo (114 +
29.4 pmol/g de tejido). Tiempos prolongados de obscuridad producen un ligero
descenso en la cantidad del titulo, que se mantuvo relativamente constante durante
el resto de esta fase (76.20 a 84.26 pumol/g de tejido). El aumento en los equivalentes
acidos durante la fase obscura con respecto a la fase luminosa es de entre cuatro a
cinco veces, valor semejante al encontrado entre ambas fases pero con plantulas de
tres meses de desarrollo; la diferencia radica en que a los tres meses el valor

maximo es ligeramente superior 2 veces al titulo encontrado a los seis meses.
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Figura 19: Titulacién acida en plantulas provenientes de semillas con seis meses de almacenamiento y sin estrés
hidrico. A) Plantulas de un mes de edad, donde se observa que el titulo presente durante el periodo de luz es
semejante al de la noche. B) Plantulas de tres meses de edad, podemos observar que el titulo no se mantiene alto
durante el periodo de obscuridad. C) Plantulas de seis meses de edad, donde podemos observar que el titulo de
las pantas durante el periodo de luz es menor en comparacion a los valores obtenidos en el periodo de obscuridad,
lo que corrobora que las plantulas de seis meses de edad ya presentan un metabolismo de tipo CAM. Se utilizé un
ciclo luz (= === ) obscuridad (

) de 12/12 h, en las grafica el cambio de obscuridad a luz es a las 3 horas y
de luz a obscuridad es a las 15 horas. Los datos representan la media y su error estandar, con una muestra de n=
5 a excepcidn de la medida de 18 h en la gréafica B que tuvo una n= 4.
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2.- Plantulas provenientes de semillas almacenadas durante once meses.

a.- Estudio de la transformacion metabdlica con plantulas que se desarrrollaron
sin limitaciones de agua.

Plantulas con un mes (Fig. 20A) o dos meses (Fig. 20B) de desarrollo, en la fase
luminosa, presentan valores maximos de 15.04 y 12.02 umol/g de tejido,
respectivamente, y los valores minimos fueron 4.94 y 4.05 pmol/g de tejido
respectivamente. Posteriormente, durante la fase obscura, se incrementaron los
equivalentes acidos para obtener un segundo maximo al final de la misma (10.93 y
11.51 ymol/g de tejido respectivamente), lo que indica que no hay un cambio en la

cantidad de equivalentes acidos obtenidos durante el cambio de fotoperiodo.

A los tres meses de desarrollo (Fig. 20C), el titulo durante la fase luminosa oscila
entre los 7.36 y los 8.47 umol/g de tejido entre el inicio y final del periodo, en la
ausencia de luz, los equivalentes acidos ascienden para obtener el valor maximo al
final de este periodo (12.85 £ 1.9 umol/g de tejido), indicando que, durante la

obscuridad existe una ligera acumulacion de un compuesto &cido.

En las plantulas con cuatro meses de desarrollo (Fig. 20D), durante la fase luminosa,
el titulo oscila alrededor de 8 umol/g de tejido, valor semejante al obtenido a los tres
meses de desarrollo. A los cuatro meses de desarrollo, el cambio de fotoperiodo de
luz-obscuridad induce una acumulacién de un componente acido en donde el
maximo se obtiene seis horas después de haber sucedido dicho cambio (58.91+ 10

pumol/g de tejido), este maximo fue siete veces mayor al que se encuentra en la fase
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luminosa, largos periodos de obscuridad provocan un descenso en el titulo conforme

se completa esta fase.

El valor maximo en el titulo de plantulas de cuatro meses se presenta seis horas
después del cambio de fotoperiodo (luz-obscuridad), este tiempo coincide con el que
se presentd en plantulas de seis meses de desarrollo provenientes de semillas

almacenadas durante seis meses en condiciones de laboratorio.
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Figura 20: Titulacion acida de plantulas provenientes de semillas con once meses de almacenamiento y sin riego

normal. A) Plantulas de un mes de edad, se observa que el titulo durante el periodo de luz es alto y después

desciende para posteriormente tener un ligero aumento en el periodo de obscuridad pero este valor no se

mantiene. B) Plantulas de dos meses de edad, se observan fluctuaciones en los titulos, por lo que no hay

diferencias marcadas en los titulos obtenidos durante el periodo de luz y obscuridad. C) Plantulas de tres meses de

edad, se observa un ligero incremento en la titulacién durante el periodo de obscuridad. D) Plantulas de cuatro

meses de edad, se observa que el titulo del periodo de luz es menor en comparacion a los valores obtenidos en el

periodo de obscuridad, lo que nos confirma que las plantulas de cuatro meses de edad ya presentan un
metabolismo de tipo CAM. Titulacién acida. Se utilizé un ciclo luz ( —) obscuridad ( —---) de 12/12 h, en la
grafica el cambio de obscuridad a luz es a las 3 horas y de luz a obscuridad es a las 15 horas. Los datos

representan la media y su error estandar, con una muestra de n= 4.
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b.- Estudio de la transformacion metabdlica con plantulas crecidas con
limitaciones de agua

Con el objetivo de determinar si el estrés hidrico acelera el tiempo en el que se da el
cambio de metabolismo de C3; a CAM, se sometid a las plantulas a una restriccion en
la cantidad de agua cuando cumplieron un mes de edad, por un periodo de tres
meses (los resultados obtenidos se muestran en la figura 21). Las plantulas de un
mes de desarrollo, mostraron un titulo constante durante el periodo de luz (~22
pmol/g de tejido) descendiendo durante las primeras horas de obscuridad para
después ascender al final de la fase y obtener un valor ligeramente superior al
periodo de luz periodo de luz del dia (Fig. 21A). Las plantulas de dos meses de
desarrollo, presentan un ligero incremento en el titulo entre la fase luminosa y la fase
obscura, los valores absolutos se encuentran en el mismo intervalo que las plantulas
de un mes (Fig. 21B). A los tres meses de desarrollo de las plantulas, hay un
incremento en la cantidad de equivalentes durante la fase luminica, este valor
desciende durante el periodo de obscuridad, los valores a esta edad fueron
aproximadamente el doble de los obtenidos en los meses anteriores. No existidé un

cambio en el titulo entre la fase luminica y la fase de obscuridad (Fig. 21C).

Estos resultados muestran que el estrés hidrico no acelera o retrasa el tiempo de
transformacion de metabolismo de C3; a CAM. El estrés hidrico llevo a la disminucion
en el peso de las plantulas con forme transcurre el tiempo de desarrollo, en

comparacion con las plantulas crecidas sin limitacion de agua (Fig. 13B), lo que
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indica que las plantulas efectivamente se encuentran bajo estrés. Lo que se observa
es que el estrés hidrico produce un aumento en el titulo conforme transcurre el
tiempo de exposicion, que es mayor al doble entre los dos y tres meses de desarrollo
(Figs. 21B y 21C). Cabe mencionar que el estrés hidrico severo produce un dafio en

la plantula y, como se mencioné antes, no induce el cambio metabdlico.
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Figura 21: Titulacion acida de plantulas provenientes de semillas con once meses de almacenamiento, sometidas a
estrés hidrico. A) Plantulas de un mes de edad, se observa que el titulo durante el periodo de luz es alto y después
desciende para posteriormente tener un ligero aumento en el periodo de obscuridad pero este valor no se
mantiene. B) Plantulas de dos meses de edad, se observa un aumento en la titulacion durante el periodo de
obscuridad pero esta no se mantiene y desciende. C) Plantulas de tres meses de edad, se observa que el titulo del
periodo de luz es mayor con respecto al de obscuridad, pero es un valor bajo en comparacion a los datos de las
plantulas que ya presentaban un cambio de metabolismo en la primera siembra (plantulas de seis meses de edad),
estos datos nos reflejan que el someter a las plantulas bajo un estrés hidrico no acelera el cambio de metabolismo.
Se utilizé un ciclo luz ( - ---) obscuridad (

) de 12/12 h, en la grafica el cambio de obscuridad a luz es a
las 3 horas y de luz a obscuridad es a las 15 horas. Los datos representan la media y su error estandar, con una
muestra de n=4.
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3.- Plantulas provenientes de semillas almacenadas durante catorce meses.

a.- Efecto del almacenamiento en el tiempo de transformacion del metabolismo
Cs; a CAM.

Las plantulas de tres meses de edad y sin limitaciones de agua (provenientes de la
localidad de San Juan), presentaron fluctuaciones en la titulacion entre la fase
luminosa y la fase de obscuridad (entre 11 a 37 umol/g de tejido, Fig. 22A). A los
cuatro meses se observo que durante la fase luminosa hay un descenso en el titulo
conforme transcurre la fase, a las seis horas de obscuridad se encuentra un maximo
en el nimero de equivalentes acidos que desciende posteriormente (Fig. 22B). El
comportamiento de las plantulas a esta edad fue semejante al comportamiento de las
plantulas de cuatro meses de desarrollo, provenientes de la localidad Jardin (semillas
con once meses de almacenamiento, Figs. 22B y 20D), Los resultados del
experimento realizado en este inciso deben ser tomados con cautela, por que se
usaron semillas de diferentes sitios de colecta debido a la carencia de semillas del
sitio Jardin. Por lo anterior, nos fue imposible llegar a una conclusién en este punto,
por lo que, este inciso debe de ser corroborado, dado que estan involucradas dos
variables (sitio de colecta y tiempo de almacenamiento de las semillas). Podemos
suponer que entre ambas localidades no existen diferencias entre las semillas.
Probablemente los cambios observados en el titulo se deben al envejecimiento de las
semillas (Figs. 20D y 22B), ya que, también se observdé un menor peso fresco de
estas plantulas en comparacion con las plantulas provenientes de semillas de seis y
once meses de almacenamiento (Fig. 13), se requiere de nuevos experimentos para

confirmar estos supuestos.
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Figura 22: Titulacion acida de plantulas provenientes de semillas con catorce meses de almacenamiento y sin
estrés hidrico. A) Plantulas de tres meses de edad, se observan fluctuaciones en los titulos, por lo que no hay
diferencias marcadas en los titulos obtenidos durante la fase de luz y obscuridad. B) Plantulas de cuatro meses de
edad, se observan diferencias entre la fase de luz y obscuridad, por lo tanto se confirma que las plantulas de cuatro

meses de edad ya presentan un metabolismo de tipo CAM. Se utilizé un ciclo luz - - - - ) obscuridad (

) de
12/12 h, en la grafica el cambio de obscuridad a luz es a las 3 horas y de luz a obscuridad es a las 15 horas. Los
datos representan la media y su error estandar, con una muestra de n= 4.

b. Contenido relativo de agua (CRA).

Se determinoé el contenido relativo de agua (Fig. 23), para confirmar que las plantulas
sin limitacion de agua no se encontraban bajo estrés hidrico y asi confirmar que la
transformaciéon metabdlica es constitutiva (de C3 a CAM). Los valores obtenidos
mostraron que las plantulas de cuatro meses de desarrollo presentaron una
fluctuacion en el CRA de 0.948 a 0.989, es decir, 94.8 a un 98.9 % del agua,
indicandonos que se encontraban a su maxima turgencia, lo que indica que las

plantulas no se encontraron bajo estrés hidrico.
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Figura 23.- Promedio del contenido relativo de agua (CRA) medido en plantulas de 4 meses de edad. Se utilizé

un fotoperiodo luz ( ==--) obscuridad ( ) de 12/12 h, en la grafica, el cambio de obscuridad a luz

es alas 3 horas y de luz

E.- Actividad de la Fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC).
Los resultados obtenidos de la prueba piloto en plantulas de seis meses de edad,
mostraron que durante los primeros 30 minutos de medicion. La actividad de la

PEPC durante el dia fue de 0 ADO/min (0 umol/planta), mientras que en la noche fue

de 0.050 ADO/min (40 umol/planta); lo que confirmé que a los seis meses de edad la

plantula presenta un metabolismo CAM.

La prueba modificada del método de Doncaster y Leegood (1990) en plantulas que
ya presentaban un metabolismo de tipo CAM (cuatro meses de edad), no mostro
valores adecuados, puesto que la enzima PEPC se ve alterada debido al tiempo de
almacenamiento, esto es, debido a que las plantulas se congelaron por un periodo de
tres y cuatro meses después de haber sido colectadas. Si se comparan los

resultados obtenidos en la prueba piloto se observara que, como es de esperarse, en
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una plantula con metabolismo tipo CAM hay actividad de la enzima PEPC (resultados
mostrados en el parrafo anterior). Lo anterior debe ser confirmado con estudios

subsecuentes.

F.- Confirmacion de la transformacion del metabolismo.

A pesar de que no se obtuvieron resultados concluyentes en el analisis de la
actividad de la PEPC, es posible determinar indirectamente si ha habido cambio de
metabolismo al medir la cantidad de acido malico en las muestras de plantulas que
fueron congeladas. Los resultados que se muestran en la Fig. 24, representan los
valores relativos en forma porcentual, debido a que conocemos que las condiciones
de almacenamiento tienen un efecto en la cantidad de acido; hecho que se demostré
con una plantula de seis meses de desarrollo, en donde se obtuvo una cantidad de

acido malico equivalente al 77.95 % del total de los acidos presentes en la plantula
que corresponde al 5.38 umol de otros acidos organicos (22.05%), valor obtenido

mediante la titulacibn acida y que no fue posible reproducir en las muestras

congeladas.

En plantulas con cuatro meses de desarrollo se observé la maxima cantidad de
malico a las 6 horas del cambio de fase (luz-obscuridad) y disminuye durante las
horas subsecuentes (Fig. 24), en forma similar a la observada para los equivalentes

acidos (Figs. 20, 22).

62



“Estudio morfofisiolégico del desarrollo de la plantula de Turbinicarpus horripilus (Lem.) Vac.John y Riha
(Cactaceae)”.

__ 100 -

& 90 -

_g 80 -

‘® 70 -

€

9 60 -

\E’ 50 -

P 40

© 30 -

S 20 -

t 10 -

8 O T T T T T T T 1

_2__6__9__12_ 15 18 21 24
Tiempo (horas)

Figura 24: Determinacion de cantidad de é&cido malico. Porcentaje de la actividad de acido malico en plantulas de
cuatro meses de edad, el valor esta expresado en porcentaje, este representa la actividad de acido malico (umol/ g
de peso fresco). Podemos observar que los valores mas altos se presentan a las seis horas (18 h) de haber
sometido las plantulas a la ausencia de luz, por lo que los datos son semejantes a los obtenidos durante la
titulacién, ya que el pico se presenta en este tiempo. Por lo tanto las plantulas de cuatro meses de edad presentan
) de 12/12 h, en la gréfica el

un metabolismo de tipo CAM. Se utiliz6 un ciclo luz (==-=-- ) obscuridad (

cambio de obscuridad a luz es a las 3 horas y de luz a obscuridad es a las 15 horas.

63



“Estudio morfofisiolégico del desarrollo de la plantula de Turbinicarpus horripilus (Lem.) Vac.John y Riha
(Cactaceae)”.

X.- DISCUSION

La barranca de Metztitlan (Hidalgo), es considerada como una zona prioritaria para la
conservacion y como una area natural protegida, en donde se encuentra
Turbinicarpus horripilus, una especie de cactacea microendémica y en peligro de
extincion. Para favorecer el éxito de los programas de reintroduccién asociados a la
especie, deben hacerse plantaciones cuando las plantas de esta especie posean las
caracteristicas anatoémicas y funcionales que les permitan tolerar las condiciones
adversas a las que se enfrentan en este lugar. Los resultados del presente trabajo
muestran importantes resultados que ayudan a implementar estos planes de

reintroduccion y manejo de la especie.

Uno de los primeros pasos de la reintroduccién y manejo de esta especie es la
obtencion de semillas viables y de alto vigor. Las semillas de esta especie poseen
una cubierta seminal que esté lignificada lo que le da una resistencia mecanica, que
en conjunto con el perispermo (de composicion lipidica), le proporciona
impermeabilidad a los gases y al agua, ambas caracteristicas semejantes a otras
semillas, como las de Ipomoea (Nufiez, 2004), Cucumis melo (Kyu-Ock et al., 1998);
0 en Zea mays (Corona et al., comunicacién personal). La hidratacién de la regién
hilo-micropilar y la disminucion del diametro del micrépilo sugiere dos procesos: la
ruptura de la testa y el primer suministro de agua al embrion para la germinacion.

65T. horripilus posee semillas de tipo ortodoxo, sin embargo hasta el momento no se

ha determinado el tiempo de viabilidad de éstas en el banco de semillas. Los frutos
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de ésta planta poseen una gran cantidad de semillas que, como se observo en el
presente estudio, pueden ser almacenadas en condiciones de laboratorio por al
menos catorce meses, como lo demuestra el alto indice de germinacion (alrededor
del 85 %). El tiempo promedio estimado de germinacion es a los cinco dias de haber
iniciado la siembra. El tener una gran cantidad de semillas que germinan
diferencialmente puede ser una ventaja adaptativa de esta especie. Las condiciones
mediante en las cuales se realizé el experimento de germinacion son Optimas, dado
el alto porcentaje de ésta (entre 84.33% y 85.83%). Al comparar los porcentajes de
germinacion obtenidos con los de estudios anteriores en los que solo el 50 % de las
semillas de T. horripilus germinaron (Matias-Palafox, 2007) se observa que los
valores obtenidos se duplicaron, lo que sugiere que la diferencia entre los
porcentajes de germinacion pueden deberse a que a las semillas T. horripilus
utilizadas en el estudio previo no se les realizd ningan pre-tratamiento, asi, el
tratamiento con una solucién de hipoclorito de sodio al 3% realizado a las semillas en
este estudio ayudé a una desinfeccion superficial importante para la semilla.
Consideramos gque las condiciones de almacenamiento y la manipulacién desde la
extraccion de las semillas de sus frutos también pueden ser factores que influyen en
los porcentajes de germinacion obtenidos Los resultados obtenidos en este estudio
nos indican que el porcentaje de germinacion no cambia durante un periodo de

almacenamiento de catorce meses.

La siguiente fase en el plan de reintroduccion y aumento del nimero de individuos de

la poblacién que debe considerase, es la de obtener plantas con un alto vigor. El
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primer parametro indicativo del vigor es la expansion de la radicula, expresada como
velocidad de crecimiento. Aqui se encontraron dos comportamientos entre las
semillas de seis meses contra las de once meses de almacenamiento. Las plantulas
obtenidas de semillas de once meses de almacenamiento presentan un crecimiento
mas vigoroso, a diferencia, de las plantulas provenientes de semillas de seis meses
de almacenamiento, ya que a partir de siete dias de iniciada la germinacion
presentan un decremento en su velocidad de crecimiento. Se esperaria que las
semillas con menos tiempo de almacenamiento presentarian un vigor mayor o igual
al de las semillas con mayor tiempo de almacenamiento, asi lo demostraron las
velocidades de germinacion en las semillas en que la radicula se midio a los cinco y
seis dias posteriores a la germinacion, en ambos tiempos de almacenamiento, sin
embargo, a los seis meses de desarrollo la velocidad de crecimiento disminuye en
las plantulas que retardaron su proceso de germinacion, hasta el momento no se
tiene evidencia de la razon de esto pero se puede atribuir (al menos tedricamente) a
la heteroblastia, que se elimina cuando hay periodos prolongados de

almacenamiento (Segel, 1968; Delatorre, 2009).

Las raices principales de las cactaceas son de tipo determinado (Jiang K. et al.,
2005), es decir, el meristemo realiza una serie de ciclos celulares determinados que
proveen un crecimiento finito a la raiz; para posteriormente generar raices laterales.
La raiz principal permite a la plantula absorber agua en la fase inicial de su
crecimiento, mientras se desarrolla el sistema de raices definitivo. La necesidad de

absorber agua por la raices hace que se desarrollen pelos radiculares o absorbentes
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hecho asociado a un aumento en grosor de la raiz. Estas caracteristicas le permiten
a la plantula poder absorber agua y nutrimentos, asi como fijarse al sustrato lo que le
asegura el éxito en el establecimiento. Segun Shishkova (2006), los sistemas
radicales de rapido desarrollo permiten a las plantas jévenes aprovechar el agua, que
es un recurso limitado en ambientes aridos y semiaridos. Dicho desarrollo es una
adaptacion a las condiciones del desierto, ya que al finalizar el crecimiento de la raiz
primaria se induce el desarrollo de las raices secundarias facilitando el
establecimiento de las plantas, este tipo de comportamiento es semejante al que se

observo en las plantulas de Turbinicarpus horripilus.

El desarrollo del tallo de T. horripilus es relativamente lento como ocurre en las
especies de la familia Cactaceae (Terrazas y Arias, 2002). En ésta especie, dicho
organo comienza a elongarse para posteriormente crecer a lo ancho, como le
demuestra el IC (indice de crecimiento, Fig. 12) obtenido en el laboratorio, el cual
difiere a las observaciones de campo, en que esta especie tiene un crecimiento
mayor a lo ancho que a lo largo, presentando una forma globosa desde su inicio del
desarrollo. Hasta el momento no se tiene una confirmaciébn experimental que
explique esta diferencia, pero puede estar relacionado con la disponibilidad de agua
en que se encuentran las plantulas en ambas condiciones (en campo y en
laboratorio), lo cual tiene que ser confirmado por un a futuro. El crecimiento en
condiciones de laboratorio presentd un IC mayor a 1 conforme transcurre el
desarrollo, y al final se obtuvo un valor cercano a 5; esto implica que las plantulas

bajo estas condiciones tienen una mayor superficie expuesta a la luz, a diferencia de
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las plantulas con un IC menor a 1. El poseer una mayor superficie de exposicion
facilita tener una tasa fotosintética mayor, lo cual debe de ser considerado en los

programas de manejo de la especie.

El desarrollo en peso de la plantula de T. horripilus es exponencial entre el 1° y 6°
mes, siendo muy similares los pesos de las plantulas provenientes de semillas de
seis u once meses de almacenamiento, esto indica que el tiempo de almacenamiento
no afectd el vigor de la plantula. Sin embargo, semillas con catorce meses de
almacenamiento presentan pesos menores al de las siembras anteriores (siembra 1
y 2), esta disminucion en el peso puede deberse a dos factores: 1. el tiempo de
almacenamiento 0 2. el sitio de procedencia de los frutos. La viabilidad medida como
porcentaje de germinacion no vario entre las semillas de los diferentes sitios, lo que
sugiere que fue el tiempo de almacenamiento el afectdé negativamente el vigor de las

plantulas.

Se observo un incremento de complejidad de los caracteres anatdbmicos de las
plantulas de T. horripilus conforme éstas aumentan su edad. En plantulas de tres
meses de edad se observo la presencia de estomas superficiales y un incremento de
depdsitos de suberinas y polifenoles en las paredes de éstos, lo que sugirie un
incremento en la resistencia mecanica a la presién osmoética que experimentan las
paredes de las células oclusivas. Las células subsidiarias de los estomas muestran
compuestos lipofilicos que sugieren una funcién de impermeabilizacion. Las plantulas

presentaron una cuticula que se va engrosando conforme éstas se desarrollan, éste
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engrosamiento es una caracteristica adaptativa que le ayuda a evitar la pérdida de
agua por evapotranspiracion, el mayor engrosamiento de ésta estructura se da entre
los tres y cuatro meses de desarrollo. En ese mismo periodo de tiempo, se observo
la existencia de una gran cantidad de cloroplastos en los estratos mas externos del
tallo y en el interior grandes células de parénquima con vacuolas de gran tamafo y
paredes delgadas que presentan mucilago. La presencia de estas células de
parénquima es una caracteristica adaptativa que le permite por una parte, acumular
acidos organicos derivados de la fijacion de CO; en la vacuola durante la fase de
obscuridad, predominantemente en forma de acido malico; y por otra, las paredes
con mucilago permiten un amortiguamiento hidrico de forma tal que el agua no sea
un factor limitante en el clorénquima durante la fase luminosa de la fotosintesis;
permitiendo la acumulacion de carbohidratos de reserva tales como el almidon
durante la fase diurna, lo que confirma lo realizado en estudio previos (Geydan,

2005).

Al inicio del desarrollo de la plantula de T. horripilus y como adaptacion para la
pérdida de agua sin dafio al tejido vascular, hay presencia de traqueidas de banda
ancha, lo que explica la ausencia de fibras como mecanismo de soporte a los
cambios de la presién a la que se encuentra el agua en ascenso dentro de las
células conductoras. La presencia de traqueidas de banda ancha se considera una
adaptacién anatdmica importante por su influencia en regular la economia hidrica

(Mauseth et al., 1995). En la especie de estudio se distinguieron cuatro haces
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vasculares en la parte basal, que posteriormente se dividen en siete hacia la region

central del tallo de la plantula a los seis meses de desarrollo.

Los aspectos bioquimicos referentes la fijacion de CO, y la capacidad de determinar
el producto de ésta como un equivalente acido, mostraron que a los tres meses de
edad el cambio de periodo luz-obscuridad induce una rapida acumulacion de un
compuesto acido, que no se mantiene a lo largo de la fase de obscuridad, pues,
probablemente el maximo observado a los tres meses, y que no es sostenido durante
la fase de obscuridad, se debe a la activacion de una anhidrasa carbodnica, que al no
estar acoplada a la fijacion por la PEPC, dicho producto es efimero. A diferencia de
las plantulas de cuatro a seis meses de desarrollo que presentaron el maximo de
equivalentes acidos durante la fase de obscuridad y que se mantuvieron en niveles
altos por el resto de la fase, el incremento en este valor del titulo es de cinco veces y

las cantidades son superiores a los valores promedio de la fase luminica.

El tiempo en el que se da el cambio en la acumulacion de equivalentes acidos es
entre los tres y cuatro meses de desarrollo, este cambio es independiente del peso
fresco de las plantulas, mismo que se da siempre y cuando éstas posean un IC
superior a 3.5, permitiendo que se formen las caracteristicas anatémicas ideales, que
posibilitan una adecuada transformacion fotosintética entre C3 y CAM, como lo
demostraron las drasticas diferencias entre los pesos frescos de las plantulas
provenientes de semillas almacenadas de seis a once meses en comparacion con

las plantulas provenientes de semillas almacenadas los catorce meses, por lo tanto,
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la transformacion metabdlica se da entre los tres y cuatro meses de desarrollo para
todas las siembras. Sin embargo, las plantulas de catorce meses de almacenamiento
presentan un menor peso fresco y que trae como consecuencia un efecto negativo
en la capacidad de acumulacion de compuestos acidos que decrece conforme
aumenta el tiempo de almacenamiento, dicho efecto se expresa como un descenso

en la cantidad de equivalentes acidos en el punto de maxima acumulacion.

Los experimentos para de terminar el tiempo de la transformacién metabdlica de Cs a
CAM, demostraron que el cambio se da entre los tres y cuatro meses de desarrollo.
Si bien no se pudo confirmar con otro tipo de ensayos (actividad de la PEPC vy la
cantidad de acido malico), los resultados parciales obtenidos hasta el momento
demostraron que los valores relativos de la cantidad de acido malico coinciden,
presentando el mayor titulo acido a las 6 horas de obscuridad y disminuyendo tanto
el titulo acido como la cantidad relativa de 4cido malico en las horas subsecuentes de
la fase luminosa; lo que confirma que las plantulas con cuatro meses de edad ya han

transformado su metabolismo de C; a CAM.

Las condiciones de crecimiento de las plantulas fueron favorables al impedir que
estuvieran sometidas a un estrés hidrico, como lo demuestra la transformacion de C3
a CAM a los cuatro meses de desarrollo, edad a la que el CRA se mantiene por
arriba del 94%, indicando que las plantulas se encuentran en su capacidad de
turgencia maxima y que éstas poseen un vigor suficiente, como demostraron al

transformar su metabolismo de C3; a CAM entre los tres y los cuatro meses de
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desarrollo. Las transformaciones anatomicas, morfométricas y bioquimicas que se
dan entre los tres y cuatro meses de desarrollo indican que es en este periodo en el

que se da la transformacién de metabolismo C3; a CAM.

Las cactaceas se caracterizan por la apertura de los estomas durante el periodo de
obscuridad como una adaptacion para reducir la pérdida de agua (Loza- Cornejo,
2003). Sin embargo, se ha demostrado que las plantas que estan sometidas a
radiacion solar excesiva y elevadas temperaturas tienen una alta mortalidad
(Valiente-Banuet y Escurra, 1991), por lo que un metabolismo de tipo C3 podria tener
importancia desde el punto de vista adaptativo, al permitir la termorregulacion, a
través de la transpiracion en las primeras etapas de desarrollo de las plantas., o que
sugiere que, en la ontogenia temprana de las plantas, es decir, estas plantas
presentan un tipo de metabolismo C3; en las primeras etapas de crecimiento para

posteriormente cambiar su metabolismo a CAM (Altesor, 1992).

El cambio de metabolismo de C; a CAM, puede atribuirse a diferentes factores
ambientales tales como la intensidad de luz, humedad relativa y la disponibilidad de
agua, los cuales influyen en la cantidad de CO, incorporado durante la noche via
PEPC o durante el dia por la Rubisco (Adams et al., 1998). Fiotetto y Alfani (1988),
proponen que el estrés hidrico puede inducir el metabolismo CAM en algunas
especies. Dodd et al.,, (2002) sugieren también que el metabolismo CAM esta
intimamente ligado al medio ambiente y puede ser modificado o perturbado por la

temperatura, intensidad luminica, estatus nutricional, humedad ambiental relativa y
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disponibilidad de agua. En los estudios realizados por Geydan (2005), se demostré
que el metabolismo tipo CAM, y su induccidn por estrés medioambiental, proveen
uno de los complejos mas interesantes de rutas de regulacion fisioldgica y genética.
En contraste, Cordero y col. (2006) demostraron que la presencia del metabolismo
tipo CAM en Stenocereus beneckei es mas una respuesta a la edad que a la
carencia de agua, sugiriendo que la ontogenia de la planta es el factor decisivo en la

expresion de caracteristicas fisioldgicas.

La transformacion metabdlica de T. horripilus se da entre los 90 y 120 dias de edad ,
dato que estd muy cercano a lo reportado en la literatura. Altesor (et. al., 1992)
mencionan que el patrén tipico del metabolismo tipo CAM se observa en plantas de
Opuntia pilifera y Ferocactus recurvus entre las diez y catorce semanas de edad y
para Neobuxbaumia tetetzo a partir de veinte semas, mientras que Loza-Cornejo
(2003), menciona que para Stenocereus queretaroensis el cambio de metabolismo

se presenta a las cincuenta y seis semanas de edad.

Bajo las condiciones de crecimiento 6ptimas (sin limitaciones de agua, a una
temperatura constante de 25 °C, un fotoperiodo de 12 h luz/12 h obscuridad e
intensidad luminica adecuada), se dio la transformacién de metabolismo de C; a
CAM, esta transformacion no puede ser acortada al estresar a las plantulas, lo que

indica que la transformacion metabdlica es constitutiva.
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Xl.- CONCLUSIONES.

Para los programas de reintroduccion es conveniente utilizar semillas con un tiempo
de almacenamiento no mayor de catorce meses. Las semillas deben de ser pre-
tratadas para obtener un porcentaje de germinacion alto, la germinacion debe
realizarse al menos durante diez dias, pues que las semillas de esta especie
presentan un desfasamiento en su germinacion. La viabilidad y el vigor de las
semillas no disminuyen en un intervalo de catorce meses de almacenamiento, la
diferencia de vigor no impide el cambio de metabolismo de C; a CAM siempre y

cuando se den las transformaciones morfolégicas.

El desarrollo rapido del sistema radical, permite la fijacion de las plantas jovenes de
T. horripilus al sustrato, asegurando por una parte el establecimiento de éstas y por
otra un mejor aprovechamiento del agua, que es un recurso limitado en las zonas

donde crecen éstas las plantas.

El desarrollo del tallo de T. horripilus es lento, como ocurre en la mayoria de las
cactéceas, éste comienza a desarrollarse a lo largo para después crecer a lo ancho y

tener una alta tasa fotosintética.

La presencia de traqueidas de banda ancha, pocos estomas, tallos globosos y la
rapida esclerificacion de las espinas, en plantulas de Turbinicarpus horripilus,

probablemente son adaptaciones para evitar la deshidratacion, debido a que la
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mayoria de las plantas mueren en etapas tempranas por diversos factores como son:

la carencia de agua o las altas temperaturas.

El metabolismo tipo CAM es una adaptacion muy exitosa que permite a ciertas
plantas habitar en ambientes con limitaciones de agua. Los cambios fisiolégicos en
las cactaceas probablemente se deben a la “memoria” ontogenética de las plantas,
expresando un metabolismo tipo C3; durante su desarrollo temprano y, posteriormente
un metabolismo tipo CAM. Es probable que el cambio de metabolismo no se

presente en la mayoria de las especies de esta familia (Altesor et al., 1992).

El cambio bioquimico del metabolismo de C3; a CAM en T. horripilus ocurre entre tres
y cuatro meses de edad de las plantulas, el resultado obtenido en el maximo de los
equivalentes acidos a los cuatro meses y la cantidad relativa de acido malico
confirma un metabolismo CAM, pues las plantulas de seis meses de edad presentan

el 77.95% del titulo acido total correspondiente al acido malico.

La induccion del metabolismo CAM es considerada como una respuesta al estrés,
manteniendo un balance positivo del carbono (Dodd et al., 2002); sin embargo en T.
horripilus el cambio de metabolismo es constitutivo, puesto que se observo que no es
necesario que las plantulas estén sometidas a estrés hidrico para que puedan llevar
a cabo el cambio de metabolismo de C; a CAM, asi mismo, el peso no influye en
dicho cambio, ya que, de acuerdo a los resultados obtenidos se demostré que no es

necesario que las plantulas presenten una talla especifica para que se dé el cambio
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metabdlico, sin embargo, si es necesario que se den ciertos cambios anatomicos
minimos, lo anterior corrobora que el cambio de metabolismo de C; a CAM en las
plantas de T. horripilus es mas bien una respuesta a la edad y no a una sefial o

factor externo (“memoria” ontogenética).
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XIl.- PERSPECTIVAS

Es necesario confirmar que los valores maximos de equivalentes &cidos
corresponden al acido malico, ya que en el presente estudio existe un indicio de que
el 77.95% del titulo acido total corresponde al acido malico Se propone realizar
estudios posteriores para la cuantificacion de la actividad enzimatica de la PEP
carboxilasa, inmediatamente después de haber obtenido la muestra, esto es, sin
someter a las plantulas a un congelamiento previo y asi poder determinar la cantidad
de acido malico en muestras congeladas por un periodo corto de tiempo, en forma

similar a las usadas para la titulacién acida.

Determinar la influencia de factores que afectan la actividad de la enzima PEPC,
como son el nivel de radiacién, temperatura, el estrés hidrico, estrés salino, entre
otros sobre la expresion del metabolismo de tipo CAM en cactaceas son cuestiones

que deben ser estudiadas principalmente a nivel de plantula.

Hay muchas preguntas sin resolver con respecto a las plantas con metabolismo
CAM, por lo que se sugiere realizar a futuro estudios bioquimicos, fisiologicos y
genomicos. Los resultados obtenidos de estas investigaciones daran una vision mas
integra de las dinamicas bioquimico—fisiologicas relacionadas con este tipo de

metabolismo.
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