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RESUMEN: Plantas de la familia de las Cactaceae tienen caracteristicas morfologicas
y fisiologicas, como tallos suculentos y fotosintéticos, presencia de espinas, cuticula
gruesa y blanquesina, que les permiten una reduccion en la pérdida por transpiracion e
intervienen en la economia del agua, asi como el metabolismo del acido crasulaceo
tipico de las plantas MAC, mecanismos que les han permitido adaptarse a ambientes
con déficit de humedad. Ferocactus histrix es una cactacea globosa y F. pilosus tiene
tallo columnar, ambas especies estan en la norma NOM-059-SEMARNAT 2010, en la
categoria de riesgo “sujetas a proteccién especial”. De la fisiologia y mecanismo de
adaptacion a condiciones adversas de estas especies se conoce muy poco. El objetivo de
este estudio fue evaluar el efecto del riego y su restriccion en el potencial de agua (W)
de las células del parénquima y clorénquima y en los cambios de su acidez diurna y
nocturna de plantas de Ferocactus pilosus y F. histrix. La hipétesis fue que la planta
regula positivamente el potencial de agua (¥,) de sus tejidos y mantiene los patrones
diurnos y nocturnos de acidez tipicos de las plantas MAC, independientemente de la
suspension de riego. Plantas, de cada especie, se mantuvieron con riego semanal o sin
él por un afio. El estudio se realiz6 con un disefio experimental completamente al azar.
La unidad experimental fue una planta con cuatro repeticiones, se evaluaron cada 4 h
por 24 h, a los 3, 6 y 12 meses. El W se evalud en el parénquima y clorénquima, a su
vez se cuantifico la acidez titulable de ambos tejidos por valoracién con NaOH. El
parénquima fue el tejido méas afectado por la ausencia de riego, el cual a los 12 meses
alcanzo W, de -3.23 en F. histrix y -9.29 MPa en F. pilosus. El contenido de é&cido
malico disminuyé en ambos tejidos y en ambas especies durante el afio; en F. histrix el
clorénquima disminuyo 45% en fase nocturna y 33% en fase diurna, mientras que el
parénquima disminuyd 35% en fase nocturna y 28% en fase diurna; respecto a F.
pilosus la disminucion en el clorénquima fue 90.47% en fase nocturna y 68.18% en
fase diurna, y el parénquima 81% en ambas fases. La suspension de riego por 3, 6y 12
meses afecto diferente la acumulacién de acido malico en el ciclo de 24 h de los tejidos
de Ferocactus, y disminuy0 la sintesis de acido malico conforme aument6 el tiempo sin
riego. Ambas especies toleraron hasta 12 meses en esta condicion y reactivaron su
desarrollo con la aplicacion del riego posterior.

Palabras clave: cactaceas, MAC, acido malico, riego, Cactaceae, Ferocactus.

ABSTRACT: Plants of the Cactaceae family have morphological and physiological
characteristics, such as succulent and photosynthetic stems, spines, thick whitish

168


mailto:cecilia@colpos.mx

PoLIB& TANICA , .
NUm. 44: 167-183 Julio 2017

water economy, and crassulacean acid metabolism (CAM), which allows them to adapt to arid
environments. Ferocactus histrix is a globose stem cactus and F. pilosus is a columnar one,
both species are found in the standard NOM-059-SEMARNAT-2010 official rules, in the
category of risk "subject to special protection”. Physiology and mechanism of adaptation to
adverse conditions of these species is known very little. The aim of the study was to evaluate
the effect of irrigation and water restriction on parenchyma and chlorenchyma water potential
(¥) and on changes in its daytime and nighttime acidity in Ferocactus pilosus y F. histrix
plants. The hypothesis was that plants upregulate tissues ¥ o and maintain diurnal and nocturnal
typical acidity patterns as a CAM plants, regardless of the irrigation suspension. Plants of each
species were maintained with or without weekly irrigation for a year. The study was conducted
with a completely randomized design. The experimental unit was a plant and four units were
assessed every 4 h for 24 h, after 3, 6 and 12 months. ¥, was evaluated in the parenchyma and
chlorenchyma tissue as well as acidity of both tissues by titration with NaOH. The parenchyma
tissue was the most affected by the lack of irrigation, which after 12 months reached ¥ of -
3.23 in F. histrix and -9.29 MPa in F. pilosus. The malic acid content decreased in both tissues
and in both species during the year; in chlorenchyma of F. histrix it decreased 45 % in
nighttime phase and 33 % in light phase while the parenchyma decreased 35 % in nighttime
phase and 28 % in light phase; in chlorenchyma of F. pilosus the decrease was 90.47 % at night
phase and 68.18 % in light phase, and 81 % in parenchyma in both phases. The irrigation
suspension for 3, 6 and 12 months affected malic acid accumulation differently in the cycle of
24 h Ferocactus tissues, and decreased the synthesis of malic acid as increased time without
irrigation. Both species tolerate up to 12 months in this condition and reactivated its growth
with further irrigation.

Keywords: Cactaceae, CAM, malic acid, irrigation, Cactaceae, Ferocactus.

INTRODUCCION

Ferocactus histrix es una cacticea con tallo globoso a ampliamente subovoide, alcanza
alrededor de 50 cm y hasta 1 m de altura y 50 cm de diametro (Anderson, 2001; Bravo-Hollis y
Sanchez-Mejorada, 1991; Del Castillo y Trujillo, 1991). La distribucidn de esta especie es
amplia en las montafias del altiplano mexicano (Anderson, 2001; Bravo-Hollis y Sanchez-
Mejorada, 1991).

Las plantas de F. pilosus son cactaceas simples o cespitosas, con tallos columnares que pueden
alcanzar hasta 3 m de altura y 50 cm de didmetro, con 13 a 20 costillas algo agudas y no
tuberculadas en las plantas adultas (Anderson, 2001; Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991)
y su distribucion natural es en los estados del norte del altiplano mexicano (Hernandez, 2006).
Ferocactus histrix y F. pilosus son especies que se encuentran en la norma NOM-059-
SEMARNAT 2010 (NOM-059-ECOL-2011), en la categoria de riesgo “sujetas a proteccion
especial” (Pr); asi, ambas especies podrian llegar a encontrarse amenazadas por la pérdida y
fragmentacién de su hdbitat, explotacion excesiva, contaminacion, especies introducidas,
cambio climatico y otros factores (FAO, 1997). Por esto, surge la necesidad de propiciar la
recuperacion y conservacion de sus poblaciones (NOM-059-ECOL-2011) y del conocimiento
amplio de su fisiologia.

Ferocactus histrix y F. pilosus, como otras cactaceas, se distinguen porque su fotosintesis sigue
la ruta metabdlica conocida como “metabolismo acido crasulaceo” (MAC). Este metabolismo
es una adaptacién a los ambientes aridos y semiaridos, por lo que pueden permanecer vivas
durante periodos prolongados de meses e inclusive afios sin agua (Feakins y Sessions, 2010).
Las plantas con metabolismo MAC economizan agua (1/4 de agua de su peso por dia) por
disminucion de la pérdida por traspiracion, ya que abren sus estomas por la noche, cuando la
temperatura ambiental es menor y ademas porque en ausencia de luz, estas abren sus estomas,
en donde posiblemente es el calcio (Ca™) el que participa en la apertura de los estomas en la
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noche (Yanez et al., 2009). Las células relacionadas con el metabolismo MAC se caracterizan
por su suculencia y la presencia de una vacuola grande, que puede ocupar cerca de 90 % del
volumen celular y que almacena &cidos organicos, fosfato y agua (Andrade et al., 2007). Tienen
gran cantidad de tejido no fotosintético (parénquima), formado con células que mantienen
reservas de agua, por lo que contribuyen a la supervivencia en los periodos de sequia (Cushman
y Bohnert, 1997).

En el metabolismo MAC tipico se identifican cuatro fases a lo largo del dia (Andrade et al.,
2007; Azcon-Bieto y Talon, 2008; Littge, 2004). La fase | es nocturna, sucede cuando la
resistencia estomatica es baja y la concentracion de acidos organicos, como el malico, aumenta
simultaneamente con la tasa de fijacion de CO, (Bronson et al., 2011). Al final de la noche, la
concentracion de acido malico (o malato) alcanza un estado estacionario debido al agotamiento
del complejo fosfoenol piruvato-fosfoenol piruvato carboxilasa (PEP-PEPasa) y la fijacion de
CO, desciende rapidamente. La fase Il tiene lugar en las primeras horas del dia en presencia
de luz, en ésta la resistencia estomatica continua baja, pues en la mafiana la cantidad de agua
transpirada es minima; en esta fase la tasa de fijacion de carbono a través del CO, incrementa y
la concentracion de malato disminuye (Cushman, 2001). La fase Il es diurna, se realiza en las
horas centrales del dia cuando la iluminacion es intensa y la resistencia estomatica aumenta con
el cierre estomatico completo, por lo que la incorporacion de CO, externo practicamente es
nula. En su lugar, la descarboxilacion del acido malico, acumulado durante la noche, se realiza
y se expresa la actividad de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa-oxigenasa (rubisco) sobre el C
liberado y la ribulosa de los cloroplastos. La fase IV tiene lugar al atardecer, cuando el almacén
de acido maélico celular va disminuyendo hasta alcanzar el minimo (Azcdn-Bieto y Talon,
2008). El cambio de acidez en los tejidos fotosintéticos de las plantas MAC en las cuatro fases
es cuantificable por valoracion de neutralizacion (titulacion acido-base) y corresponde a los
cambios del contenido del acido malico y algunos otros &cidos organicos (Silva y Acevedo,
1995), se expresa como en unidades de equivalentes de acidez o concentracién de iones
hidrogeno (H") por unidad de biomasa fresca, de area o de volumen de agua de los tejidos
(Garcia-Nava et al., 2014). Ademas, la determinacién de los cambios diarios de acidez es una
medicion confiable de la actividad MAC y es previa a las técnicas de medicién de fijacion de
CO, (Andrade et al., 2007; Garcia-Nava et al., 2015).

El metabolismo fotosintético MAC puede ser modificado por factores genéticos y ambientales
(temperatura, intensidad luminosa, disponibilidad de elementos minerales, humedad relativa, y
humedad en el suelo) (Dodd et al., 2002; Lin, 2009). La informacién actual sobre los cambios
de acidez en el parénquima y clorénquima en plantas MAC sometidas a estrés hidrico, y
especificamente en especies de Ferocactus, es escasa. Goldstein et al. (1991) registraron los
cambios de la acidez en cladodios de plantas de Opuntia ficus-indica con riego y sin él durante
tres meses; los resultados indicaron que el clorénquima fue méas afectado por la falta de agua,
pues la acumulacion de &cido malico incremento al final de la noche en comparacion con el
final del dia. En el mismo estudio se observé que en las plantas con riego la acidez nocturna
aumenté 362 mmol m™ respecto al periodo diurno y sin riego la acumulacion fue de 97 mmol
m2; ademas, en el parénquima no se observé diferencia significativa entre las plantas con y sin
riego. Una caracteristica de las plantas MAC es el uso eficiente del agua (EUA) (Cushman,
2001; Luttge, 2004), que es definido como la cantidad de carbono fijado (CO, asimilado) en la
produccion de biomasa total o de semillas, en relacion al agua consumida, expresada como
transpiracion, evapotranspiracion o aporte total de agua al sistema (Silva y Acevedo, 1995). Por
ejemplo, Izquierdo y Mufioz (1995) sefialaron que la disminucidn de 75 a 5 mg de biomasa seca
g™ H,0 en la EUA es significativa en O. ficus-indica en condiciones de déficit hidrico. Las
plantas de Opuntia sp. en estrés hidrico por 250 dias disminuyeron la transpiracion de 30 a 50%
en comparacion con las plantas con riego (Silva y Acevedo, 1995). En condiciones de sequia,
muchas especies MAC pueden presentar un fenémeno conocido como “CAM-idling”
(inactividad-MAC) en donde el tiempo de apertura nocturna de los estomas disminuye o
permanecen cerrados en el ciclo diurno-nocturno completo, y el ciclo de los acidos organicos se
lleva a cabo internamente, lo que impide el intercambio gaseoso con el ambiente (Cushman,
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2001; Littge, 2004; Ruiz et al., 2007). En esa condicién el CO, fijado, en la formacion del
acido malico (acidos organicos), durante la noche es producto de la respiracion y en el dia el C,
producto de la descarboxilacion del acido malico, es incorporado por el ciclo de Calvin en la
formacion de triosas fosfato (Borland, et al., 2011). En el fendmeno CAM-idling las fases I, 11 'y
IV de la fotosintesis MAC quedan suprimidas. Este comportamiento contribuye al manteni-
miento del aparato fotosintético en condiciones de tensidn hidrica severa y permite la
recuperacion rapida luego, cuando se presenta la rehidratacion (Cushman y Bohnert, 1997;
Drennan y Nobel, 2000).

Los cambios de acidez en las plantas de F. histrix y F. pilosus a lo largo del dia no han sido
documentados y se desconoce si el efecto de la humedad restringida afecta igual o diferen-
temente los tejidos de las plantas. El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la restriccion
de agua en el suelo en el potencial de agua (¥,) del parénquima y clorénquima y en los
cambios de acidez diurna y nocturna de plantas de F. pilosus y F. histrix. La hipétesis fue que
la planta regula positivamente el W de sus tejidos y mantiene los patrones diurnos y nocturnos
de acidez, tipicos MAC independientemente de la suspension de riego.

MATERIAL Y METODOS
Material bioldgico

Plantas de F. histrix y F. pilosus de aproximadamente 10 afios de edad, en etapa vegetativa, se
adquirieron en el Instituto de Investigacion de Zonas Desérticas de la Universidad Auténoma de
San Luis Potosi, México. Las plantas de ambas especies se multiplicaron a partir de semilla y
desarrollaron en condiciones de invernadero (22°09'04" LN y 100°58'34" LO, altitud 1 870 m,
clima BSokw(e)gw” y temperatura media anual de 17.8 °C; Garcia, 2004) en macetas con 5 kg
de suelo franco limoso (cuadro 1).

Las plantas en estudio se mantuvieron en un invernadero del Posgrado en Botanica del Colegio
de Postgraduados, Campus Montecillo, Estado de México (19°27" LN, 98°54" LO).

Cuadro 1. Caracteristicas del suelo en el que se mantuvieron las plantas de
Ferocactus histrix y F. pilosus para el estudio.

Determinacién Valor analitico Determinacién Valor analitico
pH 6.6 K (Cmol kg™ 0.45
CE (dSm™) 0.12 P-Olsen (mgKg™) 39.3
CO (%) 2.16 Da (gem™) 1.06
MO (%) 3.73 arena (%) 335
N-total (%) 0.197 limo (%) 54.9
%'C (CmolKg 14.02 arcilla (%) 116
Ca (CmolKg™) 5.8 clase textural franco limoso
Mg (Cmol ) Kg™) 0.8 color hiimedo 10YR3/2
pardo grisiceo muy oscuro
Na (Cmol )Kg™) 1.09 color seco 10YR 6/2

gris parduzco claro

pH: relacion suelo-agua 1:2, CE (conductividad eléctrica) medida en el extracto de la pasta de saturacion, CO (carbono organico)
por digestion himeda; MO (materia organica); N-total (nitrogeno total) por Kjeldahl semimicro; CIC (capacidad de intercambio
cationico) y cationes intercambiables extraidos en acetato de amonio pH 7.0; Da (densidad aparente) por el terron parafinado.
arena, limo y arcilla determinados por la pipeta americana; color determinado con la carta de colores de Munsell.
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Métodos

Durante el estudio la humedad relativa y la temperatura media diurna (de 7 h a 18 h)/nocturna
(de 18 h a 7 h) fueron 15/31% y 35/10°C. Las plantas se mantuvieron en el invernadero con
riego (500 mL por planta) semanal. Cada grupo de plantas se divididé en dos partes, una se
mantuvo con el riego semanal y a la otra se le suspendid el riego durante un afio. Después de 3,
6 y 12 meses de mantener las plantas en estas condiciones se realizaron las evaluaciones. En
cada muestreo el clorénquima y el parénquima se separaron con un bisturi. El primero presentd
aproximadamente de 1.5 a 2.0 cm de espesor y coloracion verde bandera; el parénquima tuvo
espesor de entre 7.0 y 9.0 cm y coloracidn verde tenue.

El potencial de agua (¥ a) se evaludé con un medidor de W (Dewpoint Potention Meter, WP4C,
EE.UU.). La humedad del suelo se evalu6é por diferencia de peso después de cosechar las
plantas y deshidratarlo a 105°C por 72 h.

El contenido de acido malico se evalud en los tejidos de plantas muestreadas cada 4 h en un
ciclo de 24 h. EI método para cuantificar el acido mélico correspondi6 a la valoracion &cido-
base o0 acidez titulable descrita por la AOAC (Asociacion Oficial de Quimica Analitica, 1990).
Muestras de 1 g de cada tejido himedo se envolvieron en hoja de aluminio, se congelaron por
inmersion en N liquido (-196°C), se deshidrataron por liofilizacion (Labconco® modelo Free
Zone 6, Kansas city, MO, EE.UU.) y se trituraron en un mortero. Las muestras deshidratadas y
maceradas, se mezclaron con 2.5 mL de agua destilada y se centrifugaron a 30 000 x g durante
5 min. Una alicuota de 1 mL del sobrenadante se titul6 con una solucién de NaOH 0.05 o0 0.01
N y fenolftaleina como indicador. La acidez se calcul6 con la siguiente ecuacion:

{mL de NaOH){(Concentracion del NaOH){(0.067) (Vol. total){100)
(Peso de lamuestraen g)(Volumen en mlL de la alicuota)

Acido malico (%) =

donde: 0.067 es un factor de conversion a &cido malico (peso miliequivalente del &cido mélico)
&cido organico predominante en los tejidos de las plantas MAC.

Disefio experimental y analisis estadistico

El estudio se desarrolld6 con un disefio experimental completamente al azar, con cuatro
repeticiones, y una planta como unidad experimental. Los tratamientos estuvieron representados
por la combinacion especie, hora de muestreo y condicidn de riego.

Los resultados del ¥ y los siete momentos de muestreo en el ciclo de 24 h fueron analizados
con analisis de varianza y comparaciones multiples de medias con la prueba Tukey (P<0.05),
con el paquete estadistico SAS version 9.3. También se realizaron comparaciones entre los
tratamientos (con riego y sin riego) con la prueba t-Student con el programa SigmaPlot de
Jandel Scientific (version 11.0).

RESULTADOS
Ferocactus histrix. La disminucion del W de los tejidos por la suspension del riego fue
significativa (P < 0.001) respecto a los de las plantas con riego. E1 W, del clorénquima de esta

especie disminuyo6 (P < 0.05) a los seis meses, pero se recuperé a los 12 meses. En contraste, el
parénquima disminuy6 (P < 0.05) desde los seis meses.
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El ¥, del clorénquima y el parénquima de las plantas sin riego se mantuvo sin cambio (P >
0.05) respecto al de las plantas con riego hasta los tres meses; después de seis meses sélo el del
parénquima disminuy6 (P < 0.05) y después de 12 meses sin riego ambos tejidos de F. histrix
disminuyeron su ¥ 5, entre -1y -3 MPa, respecto a los de las plantas con riego (cuadro 2).

Respecto al contenido de acido malico en el ciclo de 24 h, el clorénquima y el parénquima de
las plantas de F. histrix con y sin riego presentaron cambios significativos (P < 0.05) entre las
evaluaciones a los 3, 6 y 12. Las tendencias y cambios fueron diferentes entre las tres fechas de
evaluacion (figs. 1A, B y C). Como podria esperarse, las plantas con riego a los 3 meses
mantuvieron los tejidos menos &cidos en el periodo diurno, entre las 11 y 15 h. indepen-
dientemente de las fluctuaciones en el ciclo de 24 horas, en promedio el clorénquima y el
parénquima acumularon 64% y 42% maés acido malico en el periodo nocturno que en el diurno
(cuadro 3).

Cuadro 2. Potencial de agua (¥ ) de los tejidos primarios (clorénquima y parénquima) de
plantas de Ferocactus histrix y F. pilosus en etapa vegetativa, con y sin riego por 3. 6 y 12 meses.

Tiempo F. histrix
Wa
(meses) (MPa)
Con riego Sin riego
Clorénquima  Parénquima  Clorénquima  Parénquima
3 -1.27a -1.18a -1.29a -121a
6 -451a -244 ¢ -4.75a -3.99b
12 -1.74a -2.53a -4.61b -3.23b
F. pilosus
Wa
(MPa)
Con riego Sin riego
Clorénquima  Parénquima Clorénquima  Parénquima
3 -1.19a -1.31a -1.27a -1.26a
6 -2.09 a -247a -2.93a -3.68a
12 -3.03a -4.78 b -4.38 b -9.29¢c

Medias con letras diferentes en una linea son significativamente diferentes (P < 0.05).

Cuadro 3. Contenido promedio de &cido malico, diurno y nocturno, en clorénquima
y parénquima de plantas de Ferocactus histrix de 10 afios de edad, cultivadas en
invernadero, con riego semanal y después de 3, 6 y 12 meses sin riego.

Acido mélico (%)

Tiempo - —
(meses) Con riego Sin riego
Dia Noche Dia Noche
Clorénquima

3 0.127a 0.208 b 0.254 b 0.241b
6 0.330 a 0.314 a 0.220 a 0.197b
12 0.048 a 0.045a 0.083 a 0.104 b

Parénquima
3 0.160 a 0.227b 0.201 a 0.245b
6 0.242 b 0.267 ¢ 0.268 b 0.153 a
12 0.039 b 0.048 b 0.066 a 0.050 ¢

Medias con letras diferentes en una linea son significativamente diferentes (P < 0.05).
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Los tejidos de las plantas sin riego por 3 meses presentaron tendencia similar a la de las plantas
con riego, pero en el periodo nocturno mostraron algin valor atipico bajo (fig. 1 A), por lo que,
en promedio el clorénquima acumuldé cantidad similar de acido malico a la del periodo
nocturno; en contraste, el parénquima si mantuvo acumulacién mayor (22%) en la noche
respecto al periodo diurno (cuadro 3).

A los 6 meses las fluctuaciones del contenido de &cido mélico fueron conspicuas, sin embargo
no son tipicas del metabolismo MAC. El clorénquima de las plantas con riego present6 menos
acido malico a las 15 h, luego lo incremento y a partir de las 3 h y lo mantuvo atipicamente alto
hasta las 11 h del dia (en la mafiana). Aunque este comportamiento encuadra con el MAC, fue
atipico que el clorénquima de las plantas con riego a los 6 meses presentara en el periodo diurno
contenido promedio de &cido malico similar al periodo nocturno (fig. 1 B; cuadro 3). También
fue atipico que el parénquima de estas plantas presentara el contenido menor de acido a las 19
h, al inicio del periodo nocturno, y que la acumulacién de acido en las siguientes horas se
mantuviera sin cambio (fig. 1B).

Seis meses sin riego también modificaron parcialmente las tendencias de consumo y sintesis/
acumulacién de acido malico en ambos tejidos. El clorénquima mantuvo los contenidos
menores de &cido malico en el periodo diurno, la concentracién menor la alcanz6 a las 15 h y,
enseguida la duplicé a las 19 h; lo atipico fue que ese contenido disminuy6 durante la noche
(fig. 1B).

Los cambios tipicos del tipo MAC en el contenido de acido malico practicamente estuvieron
ausentes en las plantas de F. histrix después de 12 meses con riego. Los cambios significativos
(P < 0.05) en el contenido de acido malico fueron minimos en las dos fases en ambos tejidos.
Asi, los tejidos de F. histrix mostraron disminucién estadistica (P < 0.05) del contenido de
acido malico en los dos periodos del dia, respecto a los contenidos a los 3 y 6 meses (fig. 1).
Ademas, los efectos de la ausencia de riego por 12 meses en el contenido de &cido mélico en F.
histrix fueron similares a los descritos en las plantas con riego en el mismo periodo de 12 meses
(fig. 1). Las disminuciones en el clorénquima, independientemente de la condicién de riego o
periodo del dia, constituyeron entre 57 y 78 % del contenido de &cido malico a los 3 meses y en
el parénquima entre 67 y 80% (cuadro 3).

Ferocactus  pilosus. Con riego el W, del clorénquima de estas plantas disminuy6
estadisticamente después de 6 y 12 meses, respecto a los 3 meses. En el parénguima la
disminucion (P < 0.05) del ¥ también fue paulatina entre los 3 y 12 meses y alcanzo valores 3.5
veces menores al final respecto al inicio (cuadro 2). Pero, el ¥, de cada tejido disminuy6
significativamente respecto al mismo tejido de las plantas con riego, Unicamente después de 12
meses. Similarmente, la disminucion del W, del parénquima fue mas dréstica que en el
clorénquima y alcanzd tres veces menos el valor en los tejidos de las plantas con riego (cuadro 2).

Ambos tejidos de las plantas de F. pilosus presentaron cambios significativos (P < 0.05) del
contenido de &cido malico en el ciclo de 24 h y entre las evaluaciones a los 3, 6 y 12 meses con
y sin riego (fig. 2). A los tres meses el clorénquima de las plantas con riego mostré la concen-
tracién menor de acido malico al amanecer y la del parénquima a las 15 h, en ambos tejidos la
acidez titulable incrementd en las primeras horas de la noche y alcanzé el maximo entre las 23 y
3 h (fig. 2A). Aunque el metabolismo MAC se caracteriza por presentarse como un ritmo
circadiano endogeno, con consumo neto de CO2 que ocurre principalmente durante la noche,
puede acompafiarse con fluctuaciones diarias en las concentraciones de acidos organicos, mas
alla del patrén convencional de las cuatro fases del MAC, debido a factores ontogénicos,
genotipicos, ambientales y sus interacciones (Dodd et al., 2002; Hernandez-Gonzalez y
Briones, 2007; Lin, 2009). En concordancia con lo anterior la sintesis-acumulacion-degradacion
de &cido malico en las plantas en el presente estudio no mostré el patrén convencional a lo
largo del dia. Para comparar si la cantidad nocturna de &cido malico acumulada fue
significativamente mayor que la diurna en las especies de Ferocactus los valores promedio
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nocturnos se compararon con los diurnos (cuadro 4). Independientemente de las fluctuaciones a
lo largo del dia, en promedio la cantidad acumulada de acido malico en el clorénquima durante
el periodo diurno fue similar (P > 0.05) a la nocturna; en el parénquima, como es caracteristica de
los tejidos con MAC, en el periodo nocturno si hubo acumulacion de acido malico, aunque no fue

abundante (15%) respecto al contenido promedio diu

rno (cuadro 4).
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Fig. 1. Acidez diurna y nocturna en clorénquima (cuadros) y parénquima (circulos) de plantas
de 10 afios de edad, en etapa vegetativa, de Ferocactus histrix con riego (simbolos vacios)

y después de 3 (A), 6 (B) y 12 (C) meses sin riego (simbolos grises).
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Cuadro 4. Contenido de acido malico, diurno y nocturno, en tejido seco de clorénquimay
parénquima de plantas de Ferocactus pilosus de 10 afios de edad, cultivadas
en invernadero, con riego semanal y después de 3, 6 y 9 meses sin riego.

Tiempo (meses) Acido malico (%)
Con riego Sin riego

Dia Noche Dia Noche

Clorénquima
3 0.209 a 0.199 a 0.225a 0.216a
6 0.125a 0.135a 0.190a 0.193a
12 0.049a 0.038 a 0.057 a 0.028 b

Parénquima
3 0.187a 0.216 b 0.223a 0.238a
6 0.133a 0.134a 0.209 a 0.231b
12 0.045a 0.068 b 0.054 a 0.065a

Medias con letras diferentes en una linea son significativamente diferentes (P < 0.05).

Los cambios en el contenido de &cido a lo largo del dia, en ambos tejidos de las plantas con tres
meses sin riego fueron similares (P > 0.05) a los de los tejidos de las plantas mantenidas con
riego (fig. 2A). Sin riego por tres meses, en promedio no hubo diferencia (P > 0.05) en la
cantidad de acido acumulado entre los periodos (cuadro 4).

Los contenidos de acido mélico en el ciclo diurno-nocturno de ambos tejidos de las plantas con
riego por 6 meses fueron poco prominentes, salvo una excepcion con respuesta atipica en el
parénquima a las 15 h. Similarmente, después de seis meses sin riego los cambios en la acidez,
en ambos tejidos, durante las 24 h fueron minimos, con excepcion de una caida del contenido
de acido en el clorénquima y el incremento en el parénquima a las 3 h. Ademas, las curvas que
describen los patrones de acumulacion y consumo de acido malico mostraron que en ambos
tejidos, de las plantas sin riego por seis meses, los valores diurnos y nocturnos fueron
superiores que los de las plantas con riego (fig. 2B).

La evaluacion de las plantas con riego a los 12 meses mostré disminucién significativa (P <
0.05), entre tres y cinco veces, en el porcentaje de acido malico en comparacion con las plantas
con riego a los tres y seis meses del inicio del estudio (cuadro 4). Ademas de las concen-
traciones de acido malico notablemente bajas, en el clorénquima las fluctuaciones tipicas MAC
se perdieron. Similarmente, en el parénquima, se presentaron concentraciones significa-
tivamente bajas de acido malico, y sin un patrén tipico del metabolismo MAC (fig. 2C).

Las plantas de F. pilosus con suspensién de riego presentaron disminucion estaditica (P < 0.05) en
el porcentaje de &cido malico a los 12 meses, respecto a los tres y seis meses, y la disminucion se
presentd en ambos tejidos y en ambas fases (fig. 2). En el clorénquima el contenido de &cido
malico cayé 67 y 57% en la fase diurna y nocturna y en el parénquima las disminuciones
alcanzaron 67 y 80% respecto a los 3 meses (cuadro 4). Ademas, los cambios del contenido de
&cido malico en el ciclo de 24 h en los tejidos de las plantas de F. pilosus sin riego por un afio
fueron notablemente similares a los de las plantas con riego evaluadas a los doce meses (fig. 2C).

DISCUSION
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En general F. histrix y F. pilosus mostraron cierta capacidad para mantener estable el ¥ 5 del
clorénquima y el parénquima, pues practicamente, s6lo después de 12 meses sin riego

presentaron disminucion significativa del W a.
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Fig. 2. Acidez diurna y nocturna en clorénquima (cuadros) y parénquima (circulos) de plantas de 10 afios de edad,
en etapa vegetativa, de Ferocactus pilosus con riego (simbolos vacios) y después de 3 (A), 6 (B) y 12 (C) meses
sin riego (simbolos grises).
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Los resultados de este estudio en las plantas de Ferocactus con riego coincidieron con los
documentados en otras especies MAC, como Furcreae castilla y Furcreae macrophylla, en
ellas se observo que el contenido de &cidos organicos en las hojas empez6 a disminuir a las 8:00
horas hasta cerca de las 19:00 horas, luego la acidez se incrementd como consecuencia de la
produccion de acidos organicos, principalmente malico (Casierra-Posada y Gonzéalez, 2009).
Debe sefalarse que aunque la acidez de las plantas MAC se expresa como contenido de &cido
malico, pues es el compuesto organico que se acumula en proporcién mayor y el que se
transloca a través de las membranas, también existe la posibilidad de que en los tejidos de
algunas especies se acumulen otros &cidos organicos, como citrato, especificamente en la
vacuola, durante la fase nocturna, y presente produccion reciproca de carbohidratos de reserva,
es decir, que los carbohidratos que se consumen se produzcan durante la fase diurna (Geydan y
Melgarejo, 2005).

La tolerancia de las plantas de Ferocactus spp. a la disminucion de humedad edéafica (desde
9.42% hasta 5.30% de humedad edéafica) por periodos prolongados se evidencio en el presente
estudio. Ademas, en general, los cambios del contenido de &cido malico, que describen al
metabolismo tipo MAC, se expresaron ain después de 6 meses sin riego (figs. 1 A-By 2 A-B).
Los cambios del contenido de &cido mélico en cada uno de los tejidos y especies, durante el
ciclo diurno-nocturno, y durante el afio de evaluacion parece que no estuvieron relacionados
directamente con el contenido de humedad del suelo y el W 5 de los tejidos (figs. 1 y 2; cuadros
3y 4). Los cambios de acidez tipicos del MAC en F. recurvus los observaron Hernandez-
Gonzalez y Briones (2007), ellos documentaron la acumulacidn nocturna de &cidos organicos
tipicos del MAC, con los valores altos (420 mmol m®) de acidez al amanecer, tres veces mas
altos que los valores menores, detectados al atardecer.

En las plantas de F. histrix con 12 meses sin riego ambos tejidos modificaron el compor-tamiento
tipico de las cuatro fases MAC, ya que no se observé la acumulacién nocturna de acido malico y
su degradacion diurna (fig. 1C). Este comportamiento podria ser interpretado como un efecto de
la tension hidrica prolongada, pues la falta de riego disminuy6 el ¥ 5 del clorénquima a -3.23 MPa
y el del parénquima a -4.61 MPa. Un efecto similar se observé en los tejidos de las plantas de F.
pilosus, en los que ademas de la modificacion del comportamiento MAC el W 5 del clorénquima
cay0 -1.3 MPa respecto al mismo tejido de las plantas con riego y el del parénquima disminuy6
mas de -6 MPa. Sin embargo, ambos tejidos de las plantas con riego de ambas especies en la
evaluacion de 12 meses también modificaron los cambios del contenido de &cido malico tipo
MAC y disminuyeron el contenido de cido con tendencia similar a los tejidos de las plantas sin
riego (fig. 2C). Por lo que, en las condiciones del presente estudio, existié uno 0 méas factores
abidticos como la disminucion del potencial osmaético en el tejido (Herppich y Peckman, 2000) e
irradianzas bajas (Borland et al., 2011) que afectaron el metabolismo de las plantas. En efecto, se
ha sefialado que ademas del déficit de humedad, otras condiciones ambientales, como las
temperaturas extremas, la intensidad de la radiacion solar y sus interacciones propician que las
plantas efectlen reacciones fisiologicas que modifican el metabolismo tipo MAC. Una de esas
reacciones es el CAM-idling, que se caracteriza por el cierre, practicamente continuo, de los
estomas durante la noche y el dia; asi, aunque las plantas evitan pérdidas mayores de agua
también disminuyen la fijacion del CO, ambiental, la planta realiza la carboxilacion mediante el
CO, derivado de la respiracion durante la noche y durante el dia la descarboxilacion del acido
malico, u otros compuestos organicos, para la produccion de carbohidratos en el ciclo de Calvin
(Borland, et al., 2011; Cushman, 2001; Cushman y Bohnert, 1997; Liittge, 2004; Ruiz et al.,
2007). Esto le permite subsistir periodos largos de sequia edéfica hasta que las condiciones de
humedad mejoran y entonces se reactiva el metabolismo MAC tipico.

La evaluacion de los tres meses las plantas de F. pilosus, con riego y sin él, también mostraron
modificacion parcial de su metabolismo tipo MAC, identificada como el incremento en el
porcentaje de acido mélico diurno/nocturno (fig. 2A) de acuerdo con lo descrito por Cushman
y Bohnert (1997) y Drennan y Nobel (2000). Es decir, acumularon los contenidos mayores de
acido malico de las tres fechas de evaluacion, tanto en la noche como en el dia y sin diferencias
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significativas entre ambos (cuadro 4). Esto puede deberse a cierto estrés generado en las plantas
por las condiciones ambientales dentro del invernadero, como la irradiacion y la temperatura
ambiente. Al respecto, Borland et al. (2011) coincidieron en sefialar que los factores ambientales,
como la intensidad de luz, humedad relativa y disponibilidad de agua combinados, determinan
el grado en el que los atributos bioquimicos y fisiol6gicos del MAC se expresan. Asi, la asimilacion
de CO,, que se afecta por el ambiente, modula el flujo de acidos organicos y el comportamiento
estomatico y puede observarse un patrén modificado del convencional de cuatro fases del MAC
(Cushman, 2001; Drennan y Nobel, 2000; Lttge, 2004 y 2006; Sipes y Ting, 1985).

En relacion con esas alteraciones, el fendbmeno CAM-idling fue documentado hace varias
décadas por Szarek y Ting (1974) en plantas de O. basilaris, y concluyeron que en condiciones
severas de estrés hidrico la asimilacion nocturna de CO, para la formacién de &cidos proviene
Gnicamente de fuentes enddgenas, la actividad metabolica se disminuye y depende del CO,
reciclado y producido en la respiracién. También, se demostré que cuando las plantas de esa
especie se cultivaban con riego, presentaban metabolismo MAC tipico, pero cuando se encon-
traban en condiciones de estrés hidrico, después de 22 d, cambiaban su metabolismo a CAM-
idling. Cuando las plantas disminuyeron el contenido relativo de agua, y alcanzaron aproxima-
damente 50% del contenido agua, el W disminuyd precipitadamente, de -0.2 0 -0.3 a -1.2
MPa, los estomas se cerraron, lo que limité la absorcién de CO,, y no hubo fluctuacion en el
contenido de acidos organicos. Todo este es un comportamiento tipico de CAM-idling. En el
que dicha modificacion del metabolismo MAC en condiciones extremas de sequia pudo influir
en el comportamiento de la acidez titulable registrada en el presente estudio. Ademas, el
comportamiento ritmico de la concentracidn de acido malico en las plantas de ambas especies
de Ferocactus tiene como base otro proceso descrito en plantas superiores, se trata del ritmo de
fijacion de CO, durante el desarrollo del metabolismo MAC, éste es controlado por los ritmos
circadianos (24 h), por lo que para las plantas con este tipo de metabolismo fotosintético la
presencia de luz y oscuridad durante el dia y la noche son marcadores de tiempo que modulan
su metabolismo (Cushman, 2001). Asi, la pérdida del comportamiento tipico MAC en la
acumulacién de acidos organicos en las plantas con riego de Ferocactus de ambas especies
pudo deberse al desarrollo del “MAC cycling”. En este tipo de modalidad del metabolismo
MAC los estomas permanecen cerrados durante el periodo nocturno, pero existe algo de sintesis
nocturna de acidos organicos, que es mantenida por la produccion de CO, respiratorio; luego,
durante el dia, los estomas se abren, con la asimilacién directa de CO, consecuente y su fijacion
mediante el ciclo de Calvin (Littge, 2004), lo que origina la fluctuacion y acumulacion pequefia
de &cidos organicos (Borland et al., 2011). Este tipo de MAC ha sido documentado por
Guralnick et al. (1986) en plantas de Codonanthe crassifolia con regadas; sin embargo, es nece-
sario realizar estudios simultaneos de acumulacion de &cidos organicos e intercambio de gases
en plantas de Ferocactus para clarificar este comportamiento.

Las fluctuaciones del porcentaje de &cido mélico observadas en el presente estudio en las
especies de Ferocactus se presentaron con valores de ¥ 5 de los tejidos notablemente menores a
los de otras especies. Al respecto, Littlejohn y Williams (1983) evaluaron los cambios en el
contenido de acido malico en Opuntia erinacea, que calificaron como parte de un compor-
tamiento tipico de las plantas con metabolismo MAC, pero cuando el W en los tejidos
disminuyé de -0.68 a -0.80 MPa, después de 33 dias sin riego, observaron que las fluctuaciones
tipicas de este metabolismo se redujeron considerablemente en los cladodios. Esto contrasta
parcialmente con los resultados del presente estudio, en el que los cambios del MAC, basados
en las fluctuaciones del contenido de &cido malico, se observaron en los tejidos de las plantas
con seis veces mas tiempo sin riego. Adams et al. (1998) coincidieron con otros autores en que
la expresion y las modificaciones del MAC pueden atribuirse a diferentes factores ambientales,
como la intensidad diurna de la luz, la humedad relativa y la disponibilidad de agua en el suelo,
independientes o combinados, y que éstos influyen en la proporcion de CO, incorporado
durante la noche, via PEPcasa y durante el dia por la Rubisco.
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El efecto de mas de un factor ambiental en la modificacion del metabolismo MAC tipico de
cuatro fases fue demostrado por Silva y Acevedo (1995) en plantas de O. ficus-indica, en las
que la fijacién de CO, se redujo 30% por el déficit hidrico, debido a la suspension de riego
durante 30 dias, respecto a los de las plantas con riego durante el verano, y al término del
ensayo, durante el inverno, los valores bajaron hasta 50%. Keeley y Keeley (1989) observaron
el cambio en la acidez en tres cactaceas, Oroya peruviana, Tephrocactus floccosus y Tephrocactus
floccosus, durante la estacion humeda, cuando hay mas disponibilidad de agua, y el ¥ €s alto,
en comparacion con los de la estacion seca, en la que en las tres especies se presentaron
concentraciones de &cido malico mayor en la mafiana y menor durante la tarde-noche, opuesto
al comportamiento MAC.

Goldstein et al. (1991) observaron los cambios en la acidez en plantas de O. ficus-indica con
riego y sometidas a estrés hidrico. También observaron que en las células del clorénquima se
present6 una acumulacion mayor de 4cido al final de la noche en comparacion con el final del
dia, y en plantas con riego la acidez nocturna aument6 362 mmol m, pero solo 97 mmol m™
en las plantas sin riego durante 3 meses; mientras que en el parénquima no observaron
diferencias significativas entre las plantas con y sin riego. Estos resultados coinciden con los
del presente estudio, ya que los cambios de la acidez parecen no ser efecto Unico de la
disponibilidad restringida de humedad.

Pimienta-Barrios et al. (2005) indicaron que el ajuste de las fases MAC juega un papel
importante en la ganancia de carbono en condiciones de sequia y lluvia. Las plantas de O.
ficus-indica que se encuentran en condiciones de sequia modifican las fases diurnas: mafiana
(1) y tarde (1V), asi como la fase de la noche (I). La fase 1V fue la mas afectada porque coin-
cidid con las temperaturas e irradiacion mas altas, que cominmente favorecen la fotorespiracion
en plantas C3 y C4; en contraste, la ganancia de carbono en la fase Il se redujo en condiciones
secas pero no se elimind.

El efecto del estrés por sequia en O. ficus-indica fue diferente al que se observé en Ferocactus,
pues el efecto en la fase | se presenté como un acortamiento del tiempo de captacién positiva
neta de CO, y su absorcion neta aumento al final de la noche, esto coincidi6 con el aumento de
la humedad relativa y la disminucion de la temperatura del aire, con lo que a la vez se evito la
sequia fisioldgica, de acuerdo con Larcher (2003). Respuestas similares en los patrones de
intercambio de gases se han descrito en otras plantas MAC, como Agave deserti, A. salmiana,
A. tequilana, Hylocereus undatus y O. robusta expuestas a sequia (Campos et al., 2014; Nobel
1990; Pimienta-Barrios et al., 2006).

Una reaccion general en las plantas de ambas especies fue la disminucion significativa (P <
0.05) del contenido de acido malico en el ciclo diurno-nocturno completo en la evaluacion a los
12 meses, en ambos tejidos, e independiente de la condicion de riego de las plantas (figs. 1C y
2C). Estos resultados coincidieron parcialmente con los de Silva y Acevedo (1995), pues los
muestreos se realizaron al final del invierno. Estos cambios parecen haber sido efecto del clima,
gue como un conjunto de factores externos afectaron a las plantas, independientemente de la
especie y el W de sus tejidos (Nobel, 2003).

Debe sefialarse que con la finalidad de comprobar que las evaluaciones después de 12 meses sin
riego correspondian a individuos vivos, el riego se reanudd en un grupo de plantas seleccionado
para tal fin, y se comprob6 que el crecimiento se reactivo (resultados no publicados).
CONCLUSIONES

Los cambios en la acidez, en un ciclo de 24 h, de plantas de 10 afios de edad, de F. histrix y F.

pilosus, en condiciones de invernadero con riego semanal y su suspension prolongada
mostraron la plasticidad del MAC para optimizar la ganancia de carbono en respuesta a los
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cambios en la disponibilidad de agua en el suelo. La suspension de riego por tres y seis meses
afectd de forma especifica a cada especie con cambios notables del patron tipico MAC; pero en
ambas, la suspension de riego por 12 meses propicié cambios en la dinamica de acumulacion de
4cido malico y modificacion del metabolismo MAC. Los resultados también sugieren la
ocurrencia del movimiento de agua entre el clorénquima y el parénquima mediante los cambios
en el gradiente del potencial hidrico durante la deshidratacion del suelo, lo cual ayuda a
proteger el tejido fotosintético durante la desecacion.
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