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RESUMEN

Pinus leiophylla Schiede ex Schlechtendal & Chamisso tiene amplia distribucion en los
bosques templados de México; sin embargo, sus poblaciones han sido reducidas o eliminadas
por el cambio de uso de suelo o por la tala clandestina. Es considerada como una especie
alternativa para los programas de reforestacion y conservacion de suelos dentro de su
distribucion natural, debido a su capacidad de establecerse y crecer en suelos pobres y
pedregosos, y por presentar una relativa resistencia a sequia, heladas e incendios de baja
intensidad.

En el presente trabajo se realizé una prueba de progenie con plantas de cuatro familias de P.
leiophylla, del huerto semillero del Colegio de Posgraduados, Montecillo, Edo. Méx., en
condiciones de déficit hidrico progresivo y recuperacion en invernadero. Con la finalidad de
obtener un perfil fisiol6gico y determinar si existe una variacion interfamiliar en respuesta al
estrés hidrico durante el estadio de plantula, para la seleccion temprana de familias que
posiblemente sean capaces de lidiar mejor con este factor de estrés en campo, se evalué el
potencial hidrico (Wa) y osmético (Wo), la biomasa seca y sus asignacion en la relacion raiz
/ parte aérea, la concentracion de perdéxido de hidrogeno (H20.), la actividad antioxidante de
la enzima catalasa (CAT) y la fase répida de la fluorescencia de la clorofila a mediante la
prueba JIP, la banda-L a 100 ps, la banda-K a 300 ps y la curva de la fase OP.

A los 26 dias, cuando las plantulas alcanzaron un Wa de -3.35 MPa el estrés hidrico provoco
la marchitez permanente del 50% de ellas, la disminucion del Wo en 1.12 veces y en 12% la
acumulacion de biomasa de la parte aerea, asi como un efecto variable para cada familia
sobre la biomasa de la raiz y la r/pa; un aumento en 29% en el contenido de la especie reactiva
de oxigeno (H202), y un decremento del 10% en la actividad CAT. Ademas, afecto los
procesos asociados con las reacciones primarias de la fotosintesis, provocando sobre todo el
aumento de la disipacién no fotogquimica de energia (DIo/RC y ¢po en 3.87 y 1.5 veces,
respectivamente) y disminuyendo el indice de vitalidad Plita (85%).

La magnitud y velocidad del efecto del estrés hidrico progresivo y de los riegos de
recuperacion dependio de la familia de la que provienen. Las plantulas de la familia de San
Juan Tetla, Pue. fueron las menos afectadas por el estrés hidrico aunque no tuvieron la mejor
recuperacion; mientras que las plantulas de la familia de Santa Maria Atepetzingo, Pue.
tardaron mas dias en ser afectadas por la sequia que las demas, sin embargo, al final de la
sequia ante el estrés extremo presentaron una afectacion intermedia, ademéas manifestaron la
segunda mejor capacidad de recuperacion; las plantulas de San Rafael, Edo. Méx. fueron las
segundas menos afectadas por la sequia extrema y exhibieron la mejor capacidad de
recuperacion; y por ultimo, las plantulas de la familia Tlalmanalco, Edo. Méx. fueron las mas
afectadas por el estrés hidrico y presentaron la menor capacidad de recuperacion.

Palabras clave: estrés hidrico, Pinus leiophylla, variacion interfamiliar, peréxido de
hidrogeno, fluorescencia de la clorofila a.



ABSTRACT

Pinus leiophylla Schiede ex Schlechtendal & Chamisso is a species from temperate forests
of Mexico with wide natural distribution, whose populations have been affected by the land
use change or by illegal logging without sustainable management plans. It is considered as
an alternative for the programs of reforestation and conservation of soils in its natural and
potential distribution by its ability to settle and grow in poor and rocky soils and for
presenting a relative resistance to drought, frosts and low-intensity fires.

In this study a progeny test was performed in four families of P. leiophylla from a seed
orchard at Colegio de Postgraduados, Montecillo, Tex. Mex., in terms of progressive water
deficit and recovery in a greenhouse. In order to obtain a physiological profile we determine
if there was an interfamiliar variation response to water stress at seedling stage, in aim to
identify families who are possibly able to better cope with stress in the field. We assessed the
leaf water (W¥w) and osmotic potential (‘Y0), the biomass components and allocation, the
concentration of hydrogen peroxide (H203), the antioxidant activity of the catalase enzyme
(CAT), the rapid fluorescence transient of chlorophyll a, some parameters of the JIP-test, the
L-band at 100 s, the K-band at 300 ps, and the curve of the OP phase.

After 26 days without watering, when seedlings achieved a Ww of - 3.35 MPa stress caused
permanent wilting of the 50% of them, the decrease in 1.12 folds of the Wo, 12% in biomass
accumulation of shoot, and a variable effect for each family on the root and the relation root
to shoot ratio; an increase of 29% in the content of the reactive species of oxygen H203, and
a decrease of 10% in CAT activity. Drought also affected processes associated with the
primary light reactions of photosynthesis, causing mainly an increased dissipation of energy
by non photochemical parameters (DI1o/RC 3.87 and ¢po 1.50 folds) and a decreased rate of
plant vitality P ta (85%).

The magnitude and speed of the effect of progressive water stress and the recovery depended
on the family. The seedlings of the family of San Juan Tetla, Pue. were the least affected by
water stress even though they did not have the most successful recovery; the seedlings of the
family of Santa Maria Atepetzingo, Pue. took more days to be affected by the drought than
the others, however at the end of the drought treament, extreme stress had an intermediate
affectation and also expressed the second best recovery capacity; the seedlings of San Rafael,
Edo. Mex. were the second least affected by extreme drought and exhibited better recovery
capacity; and finally, seedlings of Tlalmanalco, Edo. family Mex. were the most affected by
water stress and showed less recovery capacity.

Key words: water stress, Pinus leiophylla, interfamiliar variation, hydrogen peroxide,
chlorophyll fluorescence.
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I. INTRODUCCION

Pinus leiophylla Schiede ex Schlechtendal & Chamisso es una especie arborea que
forma parte importante del dosel y de la sucesion ecoldgica de los bosques de pino, pino-
encino y bosque mesofilo de la zona montafiosa de la Sierra Madre Occidental y del Eje
Neovolcanico Transversal, a una altitud de de 1900 y 2900 msnm (Farjon y Styles 1997,
Rzedowski 2006). Ademas de los productos maderables y combustibles que ofrece, es una
de las principales especies productoras de resina. No obstante, debido a la alteracion y
erradicacién de su habitat, muchas de sus poblaciones han sido afectadas por la expansion de
los asentamientos humanos y la infraestructura carretera, la intensificacion de la conversion
del bosque a monocultivos agricolas, ganaderia extensiva y por la tala clandestina (Ern 1976,
Challenger 1998, Richardson et al. 2007, Morales et al. 2010).

Esta especie tiene la capacidad de establecerse en suelos pedregosos y con bajos contenidos
de materia organica. Asimismo, presenta una relativa resistencia a la sequia, las heladas y a
los incendios de baja intensidad. Por ende, ha sido considerada como una especie alternativa
para los programas de reforestacion y conservacion de suelos que se realicen en su
distribucién natural o potencial (Perry 1991, CONAFOR 2007, Dvorak et al. 2007, Jiménez
y Zwiazek 2014, Morales et al. 2010).

La variacion genética en respuesta a los factores de estrés bidticos y abioticos ha sido
reconocida en numerosas especies lefiosas con amplia distribucion geogréafica, como P.
leiophylla. A partir de ese patrimonio genético, la seleccidon del germoplasma mas adecuado
a los objetivos de la plantacidn es una estrategia recomendada en programas de mejoramiento
genético con objetivos comerciales o de restauracion ecoldgica (Zobel y Talbert 1988, Young
1991, Jaquish 2011, Vargas y Lopez 2011). Estas técnicas de mejoramiento genético por
seleccion en huertos semilleros de especies forestales, incrementan considerablemente la

ganancia genética en caracteres de interés (Zobel y Talbert 1988).

En 1991, el Postgrado en Ciencias Forestales del Colegio de Postgraduados establecio en

Montecillo, Texcoco, Edo. Méx., un huerto semillero de P. leiophylla con 180 individuos de



12 procedencias de la region central del Eje Neovolcénico Transversal, especificamente de
los estados de Meéxico, Tlaxcala, Puebla y Distrito Federal. Los individuos fueron
seleccionados de un estudio de progenie con el fin de conservar ex situ y, mediante
hibridacion geogréfica producir germoplasma resistente a factores adversos que pudiera tener
mayor probabilidad de sobrevivencia en las reforestaciones (Jasso et al. 1994).

Las plantulas en la etapa de establecimiento pueden estar expuestas a estrés hidrico, pues las
zonas a reforestar generalmente son espacios abiertos o claros en el bosque que presentan
microclimas con bajos contenidos de humedad. En esa etapa las raices tienen una longitud
no mayor de 40 cm, de tal modo que se encuentran en la zona del suelo donde se pierde el
agua mas rapidamente por la infiltracion de la precipitacion, la evaporacion y la competencia
de otras especies vegetales (Kramer y Boyer 1995, Su et al. 2014). Bajo condiciones de estres
hidrico, en las plantas ocurren una serie de cambios fisiologicos y morfoldgicos que pueden
ser indicadores de dafio o identificados como mecanismos de resistencia o reparacion (Hsiao
y Acevedo 1974, Kozlowski y Pallardy 2002, Duan et al. 2005, Zhu et al. 2011). De manera
que, la investigacion de la variacion intraespecifica en las respuestas al estrés hidrico puede
proveer de informacion importante para la identificacién de genotipos con mayor resistencia
a la sequia para planeacion de reforestaciones y restauracion ecologica futuras, pues cualquier
ajuste que aminore la reduccion del contenido hidrico en la planta podria determinar su

sobrevivencia (Young et al. 2000, Johnsen y Major 2011).

El presente trabajo se enfoco en determinar si individuos de P. leiophylla, progenie de cuatro
familias del huerto semillero del Colegio de Postgraduados, Montecillo, Edo. Méx, presentan
en la asignacién de biomasa; en algunas caracteristicas fisioldgicas tales como los potenciales
hidrico y osmotico, la fluorescencia de la clorofila a; y bioquimicas como el contenido de
peréxido de hidrégeno celular y la actividad de la enzima catalasa en condiciones de un
déficit hidrico progresivo hasta la marchitez permanente de la mitad de las plantulas y
posteriormente con riegos de recuperacion para conocer la variacién en su respuesta a la

sequia.



Il. ANTECEDENTES

2.1. Pinus leiophylla

2.1.1. Taxonomia

Pinus leiophylla Schiede ex Schlechtendal & Chamisso, Linnaea 6: 354. 1831 (Farjon y
Styles 1997).
Reino: Plantae
Division: Pinophyta
Clase: Pinopsida
Orden: Pinales
Familia: Pinaceae
Género: Pinus
Subgénero: Pinus
Seccion: Leiophyllae
Especie: Pinus leiophylla
Variedades: Pinus leiophylla var. leiophylla

Pinus leiophylla var. Chihuahuana

Nombres comunes: pino chino, ocote chino (Perry 1991, CONAFOR 2007).

2.1.2. Descripcion bioldgica

Pinus leiophylla es un arbol perennifolio, llega a medir de 15-30 m de altura y 35-80 cm de
didmetro. Tiene tronco monopodial, erecto, terete, algunas veces bifurcado, que en rodales
naturales presenta tendencias a crecer torcido sobre todo la variedad leiophylla; presenta
yemas epicormicas con catéafilas de 6 mm de longitud, lanceolado-subuladas, tempranamente
deciduas. En arboles jovenes la corteza es delgada, rojiza y escamosa, mientras que en arboles

maduros es café grisacea, muy delgada, rugosa y con fisuras longitudinales y horizontales
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profundas que la dividen en [dminas de formas geométricas irregulares. La copa es bastante
abierta e irregular, las ramas son largas, extendidas o ascendentes, excepto las méas bajas, que
estan curveadas hacia abajo, se encuentran irregularmente en el tronco y comiunmente 3/5 de
su altura total se encuentra libre de ramas. La madera tiene una gravedad especifica de 0.44
a0.51, esrelativamente densa, dura, pesada y muy resinosa, el duramen es café palido. (Perry
1991, Farjon y Styles 1997, CONAFOR 2007).

Las aciculas son delgadas, erectas y flexibles, con margenes finamente aserrados, son
persistentes de 2-3 afios, de color verde brillante o glauco; las vainas de los fasciculos miden
entre 12-20 mm de largo, son de color amarillo-castafio palido y sus escamas son
prematuramente deciduas, caracteristica por la que a la especie se le clasifica en la Seccion
Leiophyllae. Las variedades de P. leiophylla se diferencian en su morfologia principalmente
por las caracteristicas de las aciculas, la variedad leiophylla presenta fasciculos de (4-)5(-6)
aciculas, de 0.5-0.9 mm de ancho, con (3-)4-6(-7) lineas de estomas en la cara abaxial y (1-
)2-3(-4) ductos de resiniferos; mientras que la variedad chihuahuana presenta fasciculos de
(2-)3(-4, raramente 5), de 0.9- 1.3(-1.5) mm de ancho, con (4-)5-8(-9) lineas de estomas en
la cara abaxial y (3-)4-6(-7) canales resiniferos (Farjon y Styles 1997).

P. leiophylla es una planta monoica, los estrobilos masculinos se encuentran cerca del apice
de las ramas nuevas en un conglomerado denso y corto, delimitado por unas bracteas largas,
subuladas, escariosas, cilindricas de 10-15(-20) x 4-6 mm, rasa-amarillenta a café brillante.
Los microsporéfilos con sacos polinicos relativamente grandes y conspicuos. Los estrobilos
femeninos son subterminales, se presentan solitarios o en conglomerados de 2-5, son de
forma subglobosa a conica, reflexos, miden de 5-8 cm de longitud, tienen pedinculos
robustos de 5-10 mm de largo; las escamas son pequefias con una pUa persistente erecta que
se curva hacia el apice. El primer afio son pequefios, rosados con tono purpura, el segundo
afio son largos y de color café verdoso. Se abren gradualmente en un periodo largo y son
persistentes por 2 6 3 afios después de haber perdido las semillas. Las semillas son levemente
triangulares, miden entre 3-5 mm de longitud, el ala mide entre 10 -12 mm de longitud, es
articulada, generalmente presentan 6 cotiledones; sin embargo, pueden presentar de 5a 7. Un
kilogramo contiene aproximadamente 85 000-110 660 semillas (Perry 1991, Farjon y Stylers
1997, CONAFOR 2007).



Como todas las especies del Género Pinus y la mayoria de las pertenecientes a la Familia
Pinaceae, P. leiophylla tiene 12 pares de cromosomas (Farjon y Styles 1997).

Fenologia

P. leiophylla presenta dos épocas de crecimiento al afio, una durante la primavera y otra al
final del verano, inicia la floracion a los 5 ¢ 6 afios de edad, es la Unica especie de México y
de América Central en la que los estrobilos femeninos tardan 3 afios en madurar, produce
abundantes estrobilos de febrero a abril, la dispersién del polen se produce en marzo; las
semillas pueden ser recolectadas de octubre a febrero. A pesar de que produce abundantes
cantidades de semilla anualmente, la cantidad es mayor en lapsos de 3 6 5 afios (CONAFOR
2007, Jiménez y Zwiazek 2014).

2.1.3. Distribucion geografica, condiciones ecologicas de crecimiento y asociacion

vegetal

P. leiophylla es una de las especies de pino mas abundantes de las regiones montafiosas de
México, presenta una amplia distribucion natural entre los 17° 30” - 31° 20’ latitud norte y
los 96° 30° - 111° 30’ longitud oeste. Se encuentra desde el noroeste de Chihuahua hacia el
sur a través de la Sierra Madre Occidental, en el centro por el Eje Neovolcanico Transnversal
y por la Sierra Madre del Sur hasta Oaxaca, donde no llega mas alla del Istmo de
Tehuantepec. Estd presente en los estados de Sonora, Chihuahua, Durango, Nayarit,
Zacatecas, Jalisco, Michoacan, México, D.F, Hidalgo, Morelos, Tlaxcala, Puebla, Veracruz
y Guerrero. En Estados Unidos se encuentra en el sureste de Arizona y el suroeste de Nuevo
México. P. leiophylla se desarrolla en suelos profundos y con buen drenaje, de origen
volcanico o metamorfico, con textura arenosa a arcillosa, con pH 5.5-6.5, con bajo contenido
de materia organica, nitr6geno, calcio, fésforo, pero ricos en potasio (Perry 1991, CONAFOR
2007, Dvorak et al. 2007).



Se localiza a una altitud entre los 1900 y los 2900 msnm, que corresponde a la mayor parte
de la zona templada subhiimeda. En un clima marcadamente estacional con inviernos frios y
secos y con veranos calidos y himedos, con temperatura (-15°C) media de 16°C (38°C) y
una precipitacion pluvial anual, de mayo a octubre, que varia entre 700 y 1950 mm
dependiendo de la localidad y la altitud (Rezedowski 2006, Challenger 1998, Farjony Styles
1997).

Las variedades de Pinus leiophylla, ademés de presentar diferencias en las caracteristicas de
las aciculas, también difieren en su distribucion geogréfica. Pinus leiophylla var. leiophylla
crece en la parte sur de la cordillera, desde Oaxaca hasta Durango, en condiciones de lluvia
relativamente altas; mientras que P. leiophylla var. chihuahuana, crece en la parte norte del
area de distribucion, desde Durango hasta Arizona en condiciones muy secas. Tolera heladas
de -10°C hasta -15°C, en el norte de su distribucién y a grandes altitudes son comunes las

heladas y la nieve en invierno.

P. leiophylla forma parte del dosel de los bosques de pino, de pino-encino y de bosque
mesofilo de montafia, en asociacién con P. arizonica, P. ayacahuite, P. cooperi, P.
devoniana, P. durangensis, P. engelmannii, P. herrerae, P. lawsonii, P. lumholtzii, P.
michoacana, P. montezumae, P. oocarpa, P. patula, P. pringlei, P. pseudostrobus, P. rudis,
P. strobus P. teocote, Cupressus lindleyi, Abies religiosa, A. guatemalensis, Juniperus sp.,

Arbutus sp., y Quercus spp., entre otras (Ern 1976, Rzedowski 2006, Jiménez 2009).

P. leiophylla tiene un papel importante dentro de las sucesiones vegetales pues las
comunidades donde forma rodales puros probablemente sea vegetacion secundaria, mientras
que la vegetacion climax podria corresponder, en algunos casos, a un bosque mixto de
Quercus y Pinus o0 a un bosque mesofilo perturbado. Se le reconoce como una importante
especie pionera, pues es capaz de colonizar rapidamente claros en los bosques, después de
talas e incendios u otro tipo de perturbaciones, ademas soporta los suelos mas pobres y, por
consiguiente, crece rapidamente en las superficies donde ha corrido lava en forma reciente
(Ern 1976, Perry 1991, Musalem y Martinez 2003, Dvorak et al. 2007, Rzedowski 2006,
Rodriguez et al. 2009).



Usos

Es explotada para la produccion de resina y sus derivados, su madera no es considerada de
alta calidad por ser resinosa, de baja densidad y porque el tronco presenta forma y
ramificaciones irregulares. Sin embargo, es utilizada para la construccién como durmientes
de ferrocarril, vigas, postes para cerca, cajas de empaque, carbdn vegetal, ocote y lefia (Perry
1991, Farjon y Styles 1997, CONAFOR 2007, Dvorak et al. 2007).

Es una especie considerada con uso potencial como cortina rompevientos, para restauracion
y proteccion de suelos degradados debido a su alto potencial de colonizacién, su alta
produccion de semillas, su moderada tolerancia a la sequia y al frio, su alta capacidad de
emitir brotes despues de incendios (Perry 1994, Musalem y Martinez 2003, Rzedowski 2006,
CONAFOR 2007, Dvorak et al. 2007, Rodriguez et al. 2009).

2.1.4. Estado de conservacion y su problematica

P. leiophylla no esta considerada en la lista de especies en riesgo de la Norma Oficial
Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010, y en la Lista Roja de Especies Amenazadas, de la
Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza se encuentra en la categoria de
menor riesgo debido a que es una especie de amplia distribucién geografica. No obstante,
forma parte de uno de los tipos de vegetacion méas afectados por el impacto de los
asentamientos humanos, la intensificacion del uso de las tierras para cultivos agricolas y la
introduccion de la ganaderia extensiva, asi como por la tala clandestina, que en algunos casos,
ligada a la falta de interés de gobiernos locales e incluso a su asociacién delictiva ha
provocado la formacion de policia y guardabosques comunitarios, como es el caso
emblematico de Cheran en Michoacan. Ademas, algunas de sus poblaciones, al igual que las
de P. hartweggi, P. montezumae y A. religiosa entre otras especies arbdreas, de los bosques
del sur y suroeste del Valle de México han sufrido dafios por contaminantes atmosféricos,
particularmente por ozono, pues en esta zona se presentan algunos de los niveles mas altos
de contaminacién, incluso de todo el mundo (Challenger 1998, Miller et al. 2002,
Rezodowski 2006).



2.2. Efecto del déficit hidrico en las plantas

Un estrés bioldgico es cualquier factor ambiental capaz de inducir una tension o dafio
potencial que puede ser reversible o irreversible. A su vez, el estrés hidrico ocurre como
resultado de un déficit hidrico, entendido como la cantidad de agua contenida en un tejido o
célula en un nivel inferior al contenido hidrico en el estado mas hidratado de la planta (Levitt
1980). Los arboles enfrentan multiples eventos de estrés hidrico durante su ciclo de vida,
especialmente durante el estadio de plantulas, debido a la disminucién en el contenido del
agua en los horizontes superficiales del suelo por infiltracion de la precipitacion pluvial y la
subsecuente evapotranspiracion. La sequia es uno de los factores de estrés ambiental mas
importantes para las plantas puesto que limita su sobrevivencia, crecimiento y reproduccion.
Es la causa mas comun de mortalidad en la regeneracion natural y en las plantaciones (Cuevas
et al. 1992, Duan et al. 2005, Shvaleva et al. 2006, Furlan 2012, Secchi y Zwieniecki 2014).

En la naturaleza, el estrés hidrico puede imponerse gradual o repentinamente, el déficit
gradual del contenido de humedad del suelo es lo mas comin en condiciones de campo. Los
efectos de la sequia pueden variar significativamente dependiendo de la duracion, intensidad
y estacion en que ocurra, asi como también del genotipo, el estadio de desarrollo y el 6rgano
o0 célula afectado de la planta (Bray 1997, Duan et al. 2005).

Las plantas responden al estrés con un complejo de mecanismos a diferentes niveles que van
de la expresion molecular genética, al metabolismo bioquimico a través de procesos
fisiologicos individuales, cambios estructurales, hasta el nivel de comunidades y ecosistemas
(Hsiao 1973, Xu et al. 2010, Kumar 2011). Algunas respuestas pueden ser indicadores de
dafio o identificados como mecanismos de resistencia o reparacion de los dafios con valores
adaptativos o de aclimatacion (Rachmilevitch et al. 2006). Para sobrevivir, las plantas deben
escapar de la sequia o ser resistentes a ella (Levitt 1980). La resistencia puede darse tolerando
una deshidratacion del protoplasma a bajos contenidos relativos de agua o evadiendo un
déficit hidrico interno a través de mecanismos que promueven la absorcion y retarden la
pérdida de agua (Bray 1997, Wu et al. 2006); lo cual es la estrategia mas generalizada entre
las plantas lefiosas (Kozlowski y Pallardy 2002, Zhu et al. 2011, Su 2014).



2.2.1. Estado hidrico y osmético

El estado hidrico de las plantas depende de lo eficiente que sea la absorcion del agua del
suelo por medio de la raiz y la distribucion a través de la planta. El transporte del agua es
requerido para transportar los nutrientes por el xilema y la savia elaborada en las células del
floema, asi como para mantener y regular la homeostasis del agua celular, elemento clave
para controlar la turgencia involucrada en los procesos fisioldgicos esenciales como la
expansion celular, la apertura y cierre estomatico, la epinastia de las hojas, entre otros
(Chaumont 2014). Las tres diferentes rutas del transporte del agua a través de los tejidos de
la planta son: a) apoplasto alrededor del protoplasto, b) simplasto a través de los

plasmodesmos, y c) transcelular a través de las membranas celulares (Taiz y Zeiger 2006).

La fuerza conductora del agua dentro de la planta son los gradientes de potencial hidrico (Va)
de regiones donde es mayor hacia regiones donde es menor. El Wa es una de las caracteristicas
mas utilizadas para evaluar el estado hidrico de las plantas. Representa la energia libre del
agua en un sistema, es decir, la capacidad que tiene un mol de agua para realizar un trabajo
por unidad de volumen (J mol=®) (Boyer 1995). Los componentes del potencial hidrico en las
plantas son:

Ya ="Yo +¥p

Donde los subindices o y p se refieren al potencial osmotico y a la presion de turgencia
respectivamente. La disminucion del Wa esta en funcion del efecto de la concentracion de
solutos en el agua, representado por el Wo. Los solutos disminuyen la energia libre del agua
por disolucion de la misma, por tal motivo el potencial osmético es independiente de la
naturaleza especifica del soluto, se representa con valores negativos. Los gradientes

osméticos pueden generar el flujo Unicamente a través de una membrana semipermeable.

El Wp representa la presion hidrostatica y puede asumir valores positivos o negativos segiin
el agua esté sometida a presion o tension. Asi, por ejemplo, Wp en las células es positivo y
representa la presion ejercida por el protoplasto contra la pared celular, mientras que en el
xilema es negativo debido a la tension desarrollada por diferencias en el ¥p originadas en la

transpiracion. Los gradientes de presidn, pueden generar flujos en conductos y a través de
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membranas semipermeables (Kramer y Boyer 1995). El ejemplo mas obvio del movimiento
del agua en las plantas es el flujo de transpiracién durante el cual la evaporacion del agua a
través de los estomas abiertos disminuye el Wa de la hoja y causa el movimiento del agua
desde el xilema hacia la superficie foliar. Este proceso crea una tensién en el xilema que
conduce el agua desde el suelo hacia la raiz y hacia el tejido foliar transpirante (Chaumont
2014).

Los valores del Wa cercanos a cero representan estados hidricos favorables. A medida que
disminuye son afectados numerosos procesos metabdlicos como la sintesis de proteinas, de
pared celular, el nivel de especies reactivas de oxigeno (ROS), de nitrato reductasa, y de las
substancias reguladores del crecimiento como el acido abscisico y el etileno (Danneberger
2000). La reduccion a un nivel critico afecta directamente el funcionamiento de la
fotosintesis, la transpiracion, la respiracion y el metabolismo de los carbohidratos, causando
una reduccion del crecimiento vegetal. Finalmente, la deshidratacion severa y prolongada
causa trastornos en la integridad de la membrana, la desorganizacion del protoplasma y la

muerte de la mayor parte de los organismos (Kozlowski 1999, Taiz y Zeiger 2006).

2.2.2. Cambios en los patrones de asignacion de biomasa

En especies forestales la sequia tarda dias en ser estresante, sin embargo, cuando el déficit
hidrico se genera a un ritmo suficientemente lento afecta negativamente la produccion y
asignacion de biomasa, modificando la morfologia de la planta (Furlan 2012).

El crecimiento de las plantas, resultado de la division celular y su subsecuente elongacion,
requiere del balance de carbono entre la fotosintesis y la respiracion. El crecimiento
expansivo, definido como el incremento en el volumen de un 6rgano, depende de la
extensibilidad de la pared celular, de los gradientes de potencial hidrico y de la conductancia
hidraulica en la via del agua hacia las células a través de la continua absorcion de agua y de

la presion de turgencia (Chaumont 2014).

El déficit hidrico afecta el crecimiento de manera directa. A medida que el contenido hidrico

disminuye las células pierden volumen vy las paredes celulares pierden la presion de turgencia.
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La membrana plasmatica se hace cada vez méas gruesa y mas comprimida porque cubre un
area menor (Danneberger 2000). La pérdida de turgencia es extremadamente sensible al
déficit hidrico y es el primer efecto biofisico significativo del estrés hidrico. Una pequefia
disminucién en el potencial hidrico (-0.1 MPa) afecta el crecimiento, y se refleja en la
reduccion de la elongacién celular (Kramer y Boyer 1995).

También el crecimiento se ve afectado de manera indirecta, pues el cierre estomatico es una
de las estrategias mas importantes de conservacion del agua, evitando que se pierda por
transpiracion (Wu et al. 2006). Esto genera un conflicto fisioldgico entre la necesidad de
conservar el agua y la necesidad de abrir los estomas para incorporar el dioxido de carbono
atmosférico para realizar la fotosintesis, exponiendose a sufrir deshidratacion (Taiz y Zeiger
2006).

Como la raiz es la estructura de las plantas que esta en contacto directo con el suelo, es el
primer sitio potencial de dafio o de respuestas de defensa de las plantas expuestas ante el
déficit del contenido de humedad en éste. Las raices exhiben también una reduccion en la
elongacion, la ramificacidn, el crecimiento del cambium y un aumento en la suberizacion de

los apices (Wang y Yamauchi 2006).

Sin embargo, en condiciones de deshidratacion, el estrés osmdtico suele conducir a la
acumulacion de acido abscisico (ABA). A niveles altos la hormona ejerce un fuerte efecto
positivo sobre el crecimiento radical, suprimiendo la produccion de etileno y generando un
efecto negativo sobre el crecimiento del tallo. Entonces, la traslocacion de carbohidratos
hacia la raiz aumenta y el dramatico efecto global a un largo periodo de deficiencia hidrica
es un incremento de la relacion raiz/parte aérea (estimada con base en el peso seco de ambas

partes).

En especies lefiosas el desarrollo de un sistema radical vigoroso y profundo es considerado
como uno de los principales mecanismos de resistencia a la sequia, puesto que una mayor
asignacion de biomasa al sistema radical puede incrementar la cantidad de agua accesible

para la planta. De esta manera pueden mantener altos potenciales hidricos y alto contenido
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de agua en los tejidos, y satisfacer la demanda transpiratoria (Kozlowski y Pallardy 2002;
Taiz y Zeiger 2006).

Otras respuestas de las plantas al déficit hidrico son: 1) cambios en la proporcion de la
biomasa de los érganos de las plantas como una via de compensacion o minimizacion de los
dafios, generalmente la parte aérea experimenta un impacto mayor que la raiz (Hernandez et
al. 2001); 2) aumento en la concentracion de etileno que acelera la senescencia de las hojas
como otra estrategia para disminuir la perdida de agua por transpiracion (Kozlowski y
Pallardy 1997); 3) latencia anticipada de la yema apical en donde continda la division celular
pero se atenla la elongacion y consecuentemente el crecimiento del tallo (Chuine y Beaubien
2001).

Todas estas adaptaciones promueven la homeostasis y ademas restringen la pérdida del agua
del cuerpo de la planta para incrementar la absorcion y reemplazar las pérdidas por

transpiracion (Chaves et al. 2002).

En las plantas la sensibilidad del crecimiento ante el estrés hidrico y los cambios en la
distribucién de carbono capturado a través del proceso fotosintético tiene una variacion
genética grande, la cual es mayor que la de la fotosintesis. En muchas especies algunos
genotipos detienen el crecimiento en suelos relativamente hdmedos, mientras que otros

contintian creciendo en suelo con una muy baja disponibilidad de agua (Tardieu et al. 2014).

2.2.3. Emision de fluorescencia de la clorofila a

En el proceso fotosintético la luz es utilizada principalmente para dirigir el transporte de
electrones del agua hacia la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP™). Acoplado
con este proceso, la translocacion de protones a través de la membrana de los tilacoides
refuerza una diferencia en el potencial electroquimico que es empleado para la sintesis de
adenosin trifosfato (ATP). EI NADPH y el ATP son utilizados posteriormente en numerosas
reacciones bioquimicas, de las cuales la asimilacion de dioxido de carbono es
cuantitativamente la mas importante (Baker y Rosenqvist 2004). El transporte de electrones

extraidos del agua y conducidos hacia la NADP es mediado por una cadena de
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transportadores redox entre los fotosistemas Il y | (PSII y PSI), operando en serie a través de
la plastoquinona (PQ), el citocromo b6, el complejo fy la plastocianina (Henriques 2009).

El proceso fotosintético se inicia cuando la luz es absorbida por los pigmentos fotosintéticos,
basicamente clorofila a, b y carotenoides, de los complejos antena localizados en la
membrana tilacoidal. La energia transferida entre las clorofilas de las antenas y canalizada a
las clorofilas del centro de reaccidn hace que, en éstas, un electron pase del estado basal a un
estado excitado. Cuando la molécula de clorofila excitada pierde un electron, se produce la
separacion de carga eléctrica dentro del centro de reaccion, quedando la clorofila a oxidada
y una molécula de feofitina aceptora del electron reducida. Esto se conoce como evento

fotoquimico primario (Gonzélez et al. 2008).

En los complejos antena, la energia de un foton absorbido se suma a la de la molécula de
pigmento que la absorbe, quedando ésta en un estado excitado inestable, con marcada
tendencia a ceder este exceso de energia denominado energia de excitacion o exciton y
transferir la energia a otras moléculas cercanas (extincion fotoquimica) y volver al estado
fundamental de energia minima. Sin embargo, no toda la energia de la luz que es absorbida
por las moléculas de la clorofila en los organismos fotosintéticos puede ser utilizada en los
procesos fotoquimicos de la fotosintesis, aunque es tan eficiente que absorbe del 95 al 97%.
El exceso de energia puede ser disipado mediante la extincién no fotoquimica como radiacion
de calor (2.5%); o entre el 1y el 4% como luz roja visible, es decir, como fluorescencia (Taiz
y Zeiger 2006).

En las plantas, las moléculas de clorofila a asociadas a los fotosistemas PSI y PSII) son las
responsables de la emisién de la fluorescencia, sin embargo, a temperatura ambiente (25°C),
la contribucion del PSI a la emision total es minima en comparacién con el PSII (Gonzélez
et al. 2008). La energia emitida como fluorescencia desde una hoja es mas baja que la energia
de la luz absorbida y por consecuencia, el pico de emision de fluorescencia tiene una longitud
de onda mas grande. Este fendbmeno permite la cuantificacién de la reemision de la
fluorescencia al exponer una hoja a la luz con una longitud de onda especifica y la medicion
de la luz reemitida a longitudes de onda mayores. Generalmente, la reemision de

fluorescencia es alta cuando la fotoquimica y la disipacién por calor son bajas; por lo tanto
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el uso de la fluorescencia de la clorofila a (FCa) como un indicador brinda informacion de la
eficiencia fotoquimica y de los procesos de fotoproteccion de la hoja para disipar el exceso
de energia (Rachmilevitch et al. 2006, Ceacero et al. 2012).

Los estudios de la induccion de la FCa se basan en la respuesta observada cuando la hoja se
ilumina tras un periodo de adaptacion a la oscuridad que se ha inducido para permitir la
relajacion de fluorescencia asociada con la energetizacion de la membrana del tilacoide
(Rachmilevitch et al. 2006). Se obtiene la cinética de emision de fluorescencia con una fase
de incremento rapido de fluorescencia en el primer segundo de iluminacién seguida de una
fase lenta de declive de fluorescencia durante varios minutos. La fase rapida esta relacionada
principalmente con eventos primarios del flujo de energia a través del PSII, se analiza a través
de la curva de induccion de la cinética rapida de la FCa (OJIP). Los datos graficados en una
escala de tiempo logaritmica, muestran el comportamiento polifasico de la emision de
fluorescencia, cuyos pasos son: O (20-50 um), J (2 ms), 1 (30 ms) y P (pico maximo) (Strasser
et al. 2000; Strasser et al. 2004).

Durante una exposicion inmediata a la luz, entre los 2050 ps, en ¢l paso O, se registra la
fluorescencia minima (Fo) que asegura que los centros de reaccion del PSII del principal
aceptor quinona (Qa’) estan abiertos, es decir, oxidados al maximo y se encuentran aptos para
la fotoquimica. El paso J, a los 2 ms, (F; = F2ms) esta relacionado con la reduccion parcial de
la Qa, la eficiencia con la que un foton atrapado puede mover un electron hacia la cadena de
transporte de electrones desde Qa™ al intersistema aceptor de electrones. El siguiente punto
de inflexion F), a los 30 ms, donde se refleja un incremento en la tasa de carga de

estabilizacién en PSII, el aceptor primario Qa™ y Qg es reducido.

Se llega al paso P, provocando la maxima intensidad de emision de la fluorescencia Fp (Fm)
induciendo la saturacion y el cierre maximo de los centros de reaccion del PSII, en ese
momento la Qa™ se encuentra totalmente reducida (Maxwell y Johnson 2000). EIl tiempo en
el que se alcanza depende del protocolo experimental aunque en condiciones fisiologicas
normales se alcanza en alrededor de 1 s. P es el punto de fluorescencia maxima debido a que
el flujo de electrones desde PQ a través del complejo b/f es el paso més lento de la cadena,

puesto que hay mucha méas PQ que Qa (Gonzalez et al. 2008).
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Los valores absolutos de Fo, Fi, Fm son dependientes de las actividades fotoquimicas y de las
propiedades Opticas de la hojay, por lo tanto, es importante remover la variable dptica cuando
se intenta comparar los cambios en las caracteristicas de la fluorescencia entre diferentes
muestras de hoja. (Baker y Rosenqvist, 2004). Esto puede ser posible comparando indices o

proporciones que se calculan a partir de los valores absolutos de fluorescencia registrados.

Estos valores obtenidos de la fase rapida OJIP y las ecuaciones planteadas expresan el
funcionamiento de diversos componentes del PSII, como el flujo de fotones absorbido por
pigmentos de la antena (ABS), flujo atrapado o flujo de energia transferida al centro de
reaccion que serd convertida en energia redox reduciendo Qa a Qa™ (TR), flujo de transporte
electrénico al oxidarse Qa se inicia el transporte de electrones que conduce a la fijacion de
COz (ET) y el flujo de disipacion de energia no atrapada como calor o transferida a otros
sistemas no fluorescentes (DI) por centro de reaccion (RC) o por area activa de la hoja.

Algunos de ellos se sefialan a continuacion:

Los flujos de energia especifica por centro de reaccion (RC) para la absorcion de electrones:
ABS/RC = Mo (1/V;)(1/ @ro), s una estimacion del nimero total de fotones absorbidos por
molécula de clorofila de todos los RC divididos entre el nimero total de RC activos en el
PSII. También es una medida del tamafio efectivo de antena en un centro de reaccion del
PSII.

La fluorescencia variable relativa a 2 ms, en el transito normalizado entre Fo y Fm: Vi = (F; -
Fo)/(Fm- Fo).

La eficiencia maxima de la reaccion fotoquimica primaria, del potencial cuantico del PSII en
el estado adaptado a la oscuridad: gro = TRo/ABS = Fv/Fm = (Fm - Fo)/Fm = 1-(Fo/Fwm), que
se refiere a la eficiencia cuantica si todos los centros del PSII estan abiertos y a la
probabilidad de que un fotén absorbido pudiera ser atrapado por el centro de reaccion (RC)
del PSII.

La eficiencia con la que un exciton atrapado pueda mover un electron més alla de la Qa™: ¥eo
= ETo/TRo =1- VJ =1- [(Fz ms = Fo)/(FM - Fo).
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La probabilidad de que un fotdn absorbido mueva un electron después de la Qa™ ¢eo =
ETo/ABS = ¢po - yeo = [1 - (Fo/Fm)][1 -V3].

La eficiencia cudntica de disipacion de energia o excitacion fotoquimica: ¢po = DIo/ABS =
Fo/Fm =1 - gpo.

La eficiencia cuéntica para la reduccién de los aceptores finales del PSI por foton absorbido:
QRO = REo/ABS =1- F|/F|v| = [1 - (Fo/Fm)][l - V|].

La densidad de centros de reaccion activos (RC) o reduciendo la Qa™ por clorofila (Chl)
antena en PSIl: RC/ABS = ¢po(Vi/Mo) = (ABS/RC)-1 = yrc/(1-yrc) donde y = Chl (de
RC)/Chl total).

La probabilidad de que un electron del intersistema de transporte de electrones del reservorio
de PQ es transferido para reducir el aceptor de electrones del PSI: dro = REo/ETo = (1 - Vi) /
(1 - VJ) = (FM - F|) / (FM - FJ).

La disipacion o trasporte efectivo al tiempo O por centro de reaccion activo: Dlo /RC =
(ABS/RC) - (TRo/RC).

La amplitud relativa de la fase IP: AVip = 1 - V| = (Fm - Fso ms)/(Fm - Fo), que indica la
eficiencia del transporte de electrones alrededor del PSI para reducir los aceptores finales de
la cadena transportadora de electrones, como la ferredoxina y NADP. También indica medida

de los aceptores finales reducidos en el lado aceptor del PSI.

El indice de desempefio potencial fotosintético Plags = (RC/ABS) [¢ro/(1 - ¢ro)][wo(1 - ¢ro)]
= [yrc/(1-yre)][@ro/(1- @ro][weo/(1-weo)] €S una expresion de la vitalidad de la planta que
refleja la funcionalidad del PSII. Integra tres parametros de la actividad fotosintética. En
primer lugar, al igual que la maxima eficiencia fotoquimica primaria, informa sobre las
reacciones fotoquimicas primarias; en segundo lugar, sobre la eficiencia de conversion de
energia en la fase oscura de la fotosintesis; y, finalmente, sobre la densidad de centros de

reaccion activos en la clorofila (Strasser et al. 2004).
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El indice de desempefio total: Plitar = Plags [dro//(1-ro)] = [yrc/(1-yre)][@ro/ (1- pro] [weo/ (1
- weo)][0ro//(1 - dro)] es el indice de desempefio potencial de la conservacidn de la energia de
los fotones absorbidos por PSII al flujo de reduccién (RE) de los aceptores finales del PSI.
Esta expresion combina cuatro pardmetros favorables de la actividad fotosintética como son:
la densidad de centros de reaccion RC/ABS; la eficiencia cuantica de la fotoquimica primaria
pro = TRO/RCo; la habilidad de conducir electrones hacia la cadena transportadora de
electrones entre el PSI1 y el PSI weo; y la eficiencia con la que un electrén puede moverse de
los aceptores de electrones reducidos del intersistema hacia los aceptores de electrones
finales del PSI 6ro (Strasser et al. 2004, 2010).

La banda-L: Vok1oo = (F1o0 us - Fo)/(F300 us- Fo) es la fluorescencia variable relativa, a 100 ps,
e.g. el transito normalizado entre Fo y Fk. Expresa la estabilidad del sistema tripartita del
centro de reaccién-complejo cosechador de luz- centro antena (Strasser y Stirbert 2001).

La banda-K, Vo300 = (Fa00 us - Fo)/(F3 - Fo) es la fluorescencia variable relativa, a 300 ps, e.g.
el transito normalizado entre Fo y Fx. Expresa la eficiencia del complejo productor de

oxigeno (Srivastava et al. 1997).

Las caracteristicas cinéticas de la reaccion de la FCa emitida son determinadas por la
intensidad luminosa de excitacion, la concentracion de pigmentos que absorben la luz, la
transferencia de la energia de excitacion, la naturaleza y orientacion de los pigmentos
fluorescentes, el estado redox de aceptores y donadores del PSII, el apilamiento de los

tilacoides y la translocacion de protones, entre otros (Gonzalez et al. 2008).

Estos pardmetros pueden ser usados para detectar diferentes perturbaciones inducidas por
factores bidticos y abidticos que dafien los sistemas fotosintéticos y provoquen la
fotoinhibicion y la disminucién de la tasa fotosintética pues modificara significativamente
las caracteristicas cinéticas de la emision de fluorescencia que en condiciones de estrés
pueden definir de manera especifica la fase que esta afectando la condicién a la cual ha sido

expuesto el organismo (Baker y Rosengvist 2004; Tardieu et al. 2014).
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El estrés hidrico causa cambios substanciales en la emisién de FCa puesto que afecta la
funcion del PSII. Dafa principalmente la transferencia de electrones desde el acervo de la
plastoquinona (PQ) a los aceptores finales del PSI, esto aunado a la limitacion de los
componentes estomatales y no estomatales, limita la asimilacion de carbono. Se considera
que la disminucion de la difusion del CO2 atmosférico al sitio de carboxilacion en las hojas
es la principal causa de la disminucion de la fotosintesis bajo condiciones de estrés hidrico
(Campos et al. 2014b).

La emisién de FCa ha sido utilizada rutinariamente por muchos afios para monitorear el
desempefio fotosintético de las plantas y para detectar diferencias en el proceso fotosintético
entre ellas como mecanismos de respuesta al estrés. También la prueba JIP es (til en todas
las diferentes fases del proceso de seleccion, cultivo en vivero y plantacion en campo de
arboles que muestren una mayor capacidad de lidiar con factores de estrés como la sequia,
puesto que las plantas que sean capaces de mantener una alta eficiencia de PSII en
condiciones de estrés, aunque la fotosintesis neta sea reducida, son las mas capaces de activar

las estrategias de adaptacion en las peores condiciones ecoldgicas (Bussotti et al. 2008).

2.2.4. Sistema oxidativo y antioxidante

A nivel celular, una de las primeras respuestas del déficit hidrico es el aumento en la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), que en exceso pueden provocar un estrés
oxidativo. La disminucién del potencial de turgencia debido a un déficit hidrico limita la
elongacion celular y la extensibilidad de la pared celular (Spollen et al. 1993), y causa la
reduccién de la fotosintesis como resultado de la conductancia estomatica (Gordon et al.
1999).

Al reducirse la fotosintesis, los pigmentos antena pueden sobreexcitarse si la energia derivada
de la reduccidn del transporte de electrones excede a la que se emplea para la fotosintesis y
provocar fotoinhibicion y fotooxidacion severos. Asimismo la energia excesiva puede

provocar la reduccion molecular de oxigeno, por medio de la cual los electrones de los
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cloroplastos y las mitocondrias interactian con el oxigeno y generan especies reactivas de
oxigeno ERO (Rachmilenvitch et al. 2006, Triantaphylides et al. 2008).

Bajo estas condiciones el oxigeno actia como un aceptor de electrones, resultando en la
formacion del radical superoxido (O2Y); éste y su reduccion producen peroxido de hidrégeno
(H202), y pueden combinarse subsecuentemente por la reaccion de Haber—Weiss para formar
el radical hidroxilo (OH"). El exceso de ERO en las plantas puede ser toxico para la célula 'y
dafiar las enzimas, los acidos nucleicos, la membranas lipidicas y en consecuencia afectar el
aparato fotosintético, numerosas funciones biolégicas a nivel molecular y llevar a la muerte
celular (Smirnoff 1993, Mittler 2002, Rachmilevitch et al. 2006, Zhu et al. 2011).

Las ERO son producidas durante el metabolismo normal de las plantas (Asada 1999). En
ceélulas vegetales, éstas se forman constantemente durante las reacciones redox de varias vias
metabolicas; la incompleta reduccion del oxigeno o de la oxidacion del agua en el cloroplasto
o0 la mitocondria, en la cadena de transferencia de electrones tanto de la fotosintesis como de
la respiracion, en la f-oxidacion de los &cidos grasos, oxidacion del glicolato, del NADPH,
oxalato y de las xantinas. Las ERO participan en los procesos de la muerte celular
programada y actian como una molécula sefial para controlar las reacciones de defensa en
condiciones de estrés intermedio (Foyer y Noctor 1999, Mittler 2002, Munné et al. 2003,
Herrera et al. 2007).

Durante el estrés hidrico el H202 es una de las ERO maés estables, en los tejidos fotosintéticos
es producido en mayor proporcion en los peroxisomas durante la foto-respiraciéon como
resultado de la actividad de la glicolato oxidasa que cataliza la oxidacion del glicolato hacia
glioxilato y H20. (Foyer et al. 2009).

En el cloroplasto se produce estrés oxidativo cuando en el ciclo de Calvin, el nivel de NADP+
disminuye, y en ausencia de su aceptor final, la cadena de transporte de electrones se sobre
reduce, ya que la cantidad de fotoelectrones producidos en los PSII y PSI no puede ser

enteramente utilizada en las rutas fisiologicas de 0xido-reduccion (Asada 1999).
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Por otra parte, en la reaccion de Mehler, a nivel del PSI las restricciones sobre el consumo
de ATP promueven el flujo de electrones hacia el O. y la produccion de superéxido que
subsecuentemente sirve como sustrato para la formacion de H.O> (Azofeifa 2009). Durante
la sequia, la cadena de transporte de electrones mitocondrial es otra fuente de superdxido y
H20,. Ademéas la membrana plasmaética junto con la pared celular y el apoplasto son
productoras de ERO durante la sequia en los procesos de ajuste en la pared celular en plantas
lefiosas que conllevan a la pérdida y adelgazamiento de la pared, asociadas con una formacién
posterior de lignina (Noctor et al. 2014).

Para mantener las ERO en niveles que no causen dafio oxidativo los organismos han
desarrollado un complejo y eficiente sistema antioxidante de defensa, compuesto por enzimas
como la catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD), peroxidasa (POD), la glutation
reductasa, (enzimas del ciclo glutation-ascérbico), la ascorbato peroxidasa (APX); ademas,
los metabolitos como el &cido ascorbico (ASA), el glutation (GSH) y la vitamina E, entre
otros. Asimismo, el aparato fotosintético estd protegido directamente por los pigmentos
violaxantinas, anteraxantinas, zeaxantinas en citocromo f (Cytf), y los carotenoides (Duan et
al. 2005, Shvaleva et al. 2006, Zhu et al. 2011).

Las principales enzimas que remueven el H202 son la CAT, que se localiza en los
peroxisomas, la ascorbato peroxidasa que se encuentra principalmente en el citosol y en los
cloroplastos y la glutation peroxidasa (Asada 1999). La CAT puede actuar directamente sobre
el H202 mientras que las otras dos enzimas mencionadas requieren ascorbato y glutation
respectivamente como donadores de electrones (Kar 2011). La distribucion subcelular de las
enzimas sugiere que la ascobato peroxidasa remueve H>O> producido durante la reaccion de
Mehler y otros procesos cloroplasticos, y la catalasa remueve el H,O, fotorespiratorio
produciendo H.O y Oz (Abdel 2001).

Un balance entre la generacion de ERO y de enzimas que las degradan determina el sistema
oxidativo. Estas respuestas inducidas por la sequia ocurren en un amplio rango de plantas, de
anuales a arboles longevos y con importante variacion inter e intraespecifica; los genotipos
con alta resistencia a la sequia presentan mayor actividad antioxidante que pueden eliminar
con mayor efectividad a las ERO (Shvaleva et al. 2006, Gao et al. 2009, Zhu et al. 2011).
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2.3. Estudios de variacion en Pinus leiophylla

Para una reforestacion exitosa es importante utilizar semilla de alta calidad, bien adaptada y
de la especie apropiada. Por lo que es recomendable saber si los individuos, familias,
procedencias o especies pueden adaptarse al sitio para soportar las condiciones bidticas y
abioticas del futuro, sobre todo en sitios donde el ambiente impone limitaciones al

crecimiento y supervivencia (Jaquish 2011).

La comprension de la diferenciacién genética a través de la evaluacion de la aptitud
fisioldgica brinda informacion esencial para entender las preferencias de nichos ecol6gicos
particulares y para saber si las caracteristicas fenotipicas de los individuos se deben a factores
genéticos o ambientales. Esta evaluacion se puede realizar directamente mediante esquejes o
indirectamente mediante la progenie, observando el desarrollo de los individuos en

condiciones ambientales similares (Vargas y Lopez 2011).

Las coniferas presentan altos niveles de diversidad genética y patrones de alto flujo genético
debido a la polinizacién cruzada y a su amplia distribucion geografica (Young 1991). Esas
caracteristicas a lo largo de la historia evolutiva han dado como resultado diferencias en las

estrategias 0 mecanismos adaptativos (Young et al. 2000).

La capacidad de resistencia al déficit hidrico varia con el genotipo y en gran medida esta
asociada a los parametros geograficos y ambientales del sitio de origen de la semilla
(Shvaleva et al. 2005). Existen numerosos trabajos dedicados a estudiar la variacion en
respuesta a este factor ambiental entre especies, poblaciones, familias y genotipos de
coniferas (Van Buijtenen et al. 1976, Larsen 1981, Scholz y Stephan 1982, Boltz 1986, Seiler
y Johnson 1988, Vargas y Mufioz, 1988, Larsen y Mekic 1991, Tan et al. 1992, Zhang et al.
1997, Johnsen y Major 1999, Calamassii 2001, Cregg y Zhang 2001, Major y Johnson 2001,
Atzmon et al. 2004, Duan et al. 2005, Gao et al 2009, Lopez et al. 2009, Martifién et al. 2010,
Castelan 2011, Nanayakkara et al. 2014).

En P. leiophylla, varios estudios han reportado la existencia de variacion inter e

intraespecifica en respuesta a factores ambientales. Vargas y Murfioz (1988), identificaron
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que P. leiophylla del centro de México tiene una supervivencia mayor que P. patula, igual
que P. montezumae y menor que P. greggii. Mientras que Jiménez y Zwiazek (2014) reportan
una relativa tolerancia a la salinidad en genotipos de P. leiophylla. A nivel de procedencias,
Martinez et al. (2002a, b) encontraron diferencias entre 11 poblaciones del centro de México
en la respuesta al estrés hidrico. Por otro lado, en ensayos de progenie de P. leiophylla
establecidos en Africa del Sur y Brasil, se registr6 variacion en productividad y sobrevivencia

al frio entre procedencias y familias de Michoacén, Oaxaca y Durango (Dvorak et al. 2007).

En cuanto a la variacién existente entre las familias de P. leiophylla del huerto semillero del
Colegio de Postgraduados de donde se obtuvo la semilla para realizar el presente trabajo, en
2010, GOomez et al., observaron altos niveles de variacion tanto en las caracteristicas
reproductivas como en la eficiencia reproductiva, donde las familias constituyeron la
principal fuente de variacion. También evaluaron la germinacién y concluyeron que la
semilla es de alta calidad. Sin embargo, encontraron un alto indice de endogamia (0.57) que

atribuyeron a los altos niveles de autofecundacion dentro del huerto.
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111. HIPOTESIS

Las plantas de amplia distribucion natural presentan variacion genética en respuesta
a factores de estrés ambiental. El estrés hidrico afecta el metabolismo y morfologia de las
plantas. Por lo que, de existir, la variacion en la respuesta al estrés hidrico entre familias de
Pinus leiophylla, procedentes de diferentes sitios, puede ser identificada de manera temprana
mediante el analisis de caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas y morfolégicas ante un estrés

Severo.

IVV. OBJETIVO

Objetivo general

Caracterizar el desempefio de cuatro familias de P. leiophylla del huerto semillero del
Colegio de Postgraduados en condiciones de estrés hidrico progresivo y su posterior
recuperacion para identificar una posible superioridad en la resistencia a la sequia de alguna
de ellas.

Objetivos particulares

Estimar los cambios en el estado hidrico de las plantulas a través del potencial hidrico y el

potencial osmotico ante un estrés hidrico extremo.

Evaluar los cambios provocados por el estrés hidrico en la asignacion de biomasa en las

diferentes partes de la plantula y la relacion raiz / parte aérea.
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Analizar los efectos del estrés hidrico y su recuperacion sobre los procesos de la fotosintesis

dependientes de la luz, por medio de las trazas OJIP y la prueba JIP de la fase répida de la
emision de fluorescencia de la clorofila a.

Identificar la actividad antioxidante de la enzima catalasa en respuesta al contenido de
perdxido de hidrogeno ante el estrés hidrico y su posterior recuperacion.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Localizacion y duracion del experimento

El experimento se desarroll6 durante 44 dias, del 4 de diciembre de 2012 al 17 de
enero de 2013, en el invernadero del huerto semillero de polinizacion abierta de Pinus
leiophylla; ubicado en el Campus Montecillo del Colegio de Postgraduados, Texcoco, Edo.
Méx; entre los 19°29° N y 98°53” O, a 2250 msnm.

5.2. Material vegetal

Se utilizaron semillas recolectadas en 2009 de cuatro familias del huerto semillero de P.
leiophylla, cuyas procedencias son: San Rafael y Tlalmanalco, Estado de México; y San Juan
Tetla y Santa Maria Atepetzingo, Puebla (Cuadro 5.1). En total se utilizaron 360 plantulas de

un afo de edad, es decir, 90 plantulas por cada una de las cuatro familias estudiadas.

Cuadro 5.1. Referencias geogréficas, altitud, exposicion, precipitacion pluvial y temperatura promedio anual
de las procedencias de las familias usadas en el estudio.

Latitud Longitud  Altitud Temperatura
Clave Procedencias (N) (O) (msnm)  Exposicién P.P. (mm) (°C)
JT  San Juan Tetla, Pue. 19° 15" 98° 32 2550 E 1160 10
SM  Sta. Ma. Atepetzingo, Pue. 19°20° 98° 31 2500 E 950 10
SR San Rafael, Edo. Méx. 19° 13" 98° 45 2600 O 1072 10
TL  Tlalmanalco, Edo. Méx. 19° 11"  98° 47 2550 6] 1072 10

5.3. Condiciones de crecimiento

Las semillas fueron germinadas a fines de octubre de 2011 y trasplantadas a contenedores de
plastico (310 c.c.) con un sustrato hecho de la mezcla de turba, perlita y vermiculita, en
proporcion volumétrica de 2:1:1, respectivamente. Fueron mantenidas en condiciones de

invernadero, con malla sombra del 75%, y humedad del sustrato cercana a capacidad de
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campo. Asimismo, fueron fertilizadas en el riego cada 15 dias, con fertilizante de macro y
micronutrientes a base de nitrogeno, fosforo y potasio en proporciones de 10-30-20, durante
diciembre y enero; 20-20-20 de febrero a mayo; y 4-25-35 de junio a octubre.

En junio, aunado al cambio de fertilizante, las plantulas fueron movidas del invernadero y
trasladadas al aire libre dentro de las instalaciones del huerto para inducir su lignificacion. A
finales de octubre fueron trasplantadas a los rizotrones, que consistieron de dos tubos de
PVC, de 20 cm de altura por 10 cm de diametro, unidos con un cople y con una malla en el
fondo. Se utilizd el sustrato antes mencionado, pero en esta ocasion se le agrego fertilizante
de liberacién prolongada. Enseguida fueron trasladadas al invernadero para su aclimatizacion
antes del experimento. Durante el experimento, la temperatura y la humedad fue registrada

con un higrotermometro (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Temperatura y humedad relativa méxima y minima dentro del invernadero, durante el experimento.

5.4. Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio experimental con arreglo de parcelas divididas en boques al azar con tres
repeticiones. La parcela grande correspondio al nivel de humedad en el sustrato y la parcela
chica correspondio a la familia. Se evaluaron ocho tratamientos, obtenidos de la combinacion

de las dos condiciones de humedad por las cuatro familias.
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Las 360 plantulas fueron divididas en dos grupos. La mitad de las plantulas de cada familia,
las plantulas del tratamiento testigo (T), fueron mantenidas bajo un régimen de riego éptimo,
para conservar el sustrato con contenido de humedad volumétrica (©v) entre 65% y 85%.
Mientras que a la otra mitad, las plantulas designadas como tratamiento de sequia (S), el dia
cero del experimento se les aplicé el Gltimo riego a 85% de Oy y se les suspendio el riego
hasta que la mitad presentd signos de marchitez permanente, 27 dias después. Ese dia se
reanudaron los riegos de recuperacion cercanos a 85% de ©y y se mantuvieron durante 17

dias.

Para conocer las propiedades de retencion de humedad del sustrato, se determind la densidad
aparente y la curva de retencion de humedad mediante el método del embudo (De Boodt et
al. 1974, Scott 2000) (Figura 5.2).
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70 - AFD
60 -

6, (%)

50 | ADD

40 - AR

30 - . . . .

20 -+
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0 T T T T T T T T T T T T T T T

0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.026 0.031 0.036 0.041 0.046 0.051 0.056 0.061 0.066 0.071 0.077

¥m (MPa)
Figura 5.2. Curva de retencion de humedad para el sustrato compuesto de turba, perlita y vermiculita (2:1:1).
Se marcan los valores de la tension o potencial matricial del sustrato (¥m) en el cual el contenido volumétrico

de agua en el sustrato (©,) es: agua no asimilable para la planta (ANA); agua facilmente disponible (AFD);
agua dificilmente disponible (ADD); y el agua residual (AR).

El ©v se monitored cada tercer dia con un sensor de reflectometria de dominio temporal

(TDR, por sus siglas en inglés) (WET Sensor, AT Delta-T Devices Ltd, Reino Unido) en una
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muestra de nueve rizotrones por cada uno de los ocho tratamientos, en los primeros 8 cm de

la superficie del sustrato. El sensor fue calibrado especificamente para el sustrato empleado.

5.5. Evaluacién de las variables

Para hacer una caracterizacion fisioldgica del efecto del estrés hidrico en las plantulas de
cada familia y evaluar la variacion fenotipica interfamiliar se consideraron como respuesta
los promedios de las variables potencial hidrico, potencial osmético, relacion de la biomasa
de raiz entre la biomasa de la parte aérea, emisién de la clorofila a, contenido de perdxido de
hidrégeno y actividad de la catalasa. Durante el experimento se realizaron mediciones de las
variables en cuatro fechas: al inicio, el dia 0; el dia 17; el dia 27, correspondiente al ultimo
dia de sequia; y el dia 44 (después de 17 dias de recuperacion de humedad), el dltimo dia del
periodo de recuperacion. Unicamente la biomasa no se evalué el dia 17 del tratamiento de

sequia.

5.5.1. Estado hidrico y osmotico

Potencial hidrico

El potencial hidrico de la plantula (Wa) fue medido con el método de balance de presiones
(Scholander et al. 1965) usando una camara de presion tipo Scholander (Modelo 3005,
Soilmoisture Equipment Corp.), antes del amanecer, entre las 4:30 y 6:00 hr del dia. Se utilizé
una muestra aleatoria de cuatro plantas por cada uno de los ocho tratamientos. A cada
individuo se le cortd el tallo, contando 30 cm del &pice hacia abajo, y entonces fue
introducido, con el corte expuesto al exterior; fue sometido gradualmente a la presion del gas
nitrégeno. Se registro la presion (MPa) a la cual brotd la primera gota de savia por el sitio de

escisidn, que representa la tension a la cual la savia era retenida en el xilema (Boyer 1995).
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Potencial osmotico

Inmediatamente después de medir el potencial hidrico, de los mismos individuos fue tomada
una muestra de 2 g de aciculas. Se sumergié en nitrogeno liquido con el fin de romper las
membranas celulares, y a continuacidn, se extrajo la savia del tejido a presién con un émbolo
de 5 ml. Se midi6 la osmolaridad de 20 pl de savia en un osmoémetro de presion de vapor
(Vapro, Modelo-5520, Wescor Inc.) a una temperatura ambiental de 20°C. EIl potencial

osmotico se calculo a partir de la ecuacion de van’t Hoff (Taiz y Zeiger 2006):
Yo = -cRT [ MPa ]
En donde:
Yo = potencial osmotico de la solucion
¢ = concentracion de solutos (mol)

R = constante general de los gases (0.00831 kg MPa mol™? K1)

T = temperatura absoluta (°K)
5.5.2. Biomasa seca y asignacion de la biomasa
Biomasa seca
Los valores de la biomasa seca se obtuvieron mediante una técnica destructiva en la que cada
individuo fue seccionado en raiz y parte aérea; secado en una estufa a una temperatura de
70°C hasta obtener una biomasa constante en una balanza analitica con precision de 0.001 g
(Scout Ohaus). Se utilizé una muestra aleatoria de seis plantulas por cada uno de los ocho
tratamientos.

Asignacion de la biomasa

La asignacién de la biomasa se estimo a partir del cociente:
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Relacion =

Wpa

Donde: Wr = biomasa de la raiz y Wpa = biomasa de la parte aérea

5.5.3. Emision de la fluorescencia de la clorofila a

Para medir la respuesta rapida de emision de la fluorescencia de la clorofila a (FCa) fueron
seleccionados nueve individuos al azar por tratamiento (familia x nivel de humedad). Se
ocuparon aciculas intactas, completamente expandidas, situadas a 15 cm abajo del apice, las
mismas aciculas de los mismos individuos fueron medidas en cada ocasion. Previo a la
medicion, las aciculas utilizadas fueron oscurecidas durante 20 min con clips foliares de
exclusion de luz. La emision de la FCa de las aciculas fue inducida al ser expuestas a un
pulso saturante de luz roja (pico de fluorescencia resultante a 650 nm) con una densidad de
flujo fotdnico fotosintético de 3000 pmol m™2s7%, en un area de 12 mm?, con un fluorémetro
portatil de seis diodos de luz, PEA (Plant Efficiency Analyser, Hansatech Instruments Ltd.)

de alta resolucion (10 ps).

La fluorescencia fue registrada durante 1 s, a una frecuencia de 10 ps durante los primeros 2

ms y después cada 1 ms, de la cual se obtuvo:

La curva induccion de cinética de la fase rapida de la FCa OJIP para cada familia en las

cuatro fechas de medicion.
La curva de la fluorescencia variable relativa en el intervalo de Fo (0.05 ps) a Fp (1 S),

expresada como AVop = (Ft- Fo)/(Fm - Fo) y la diferencia del tratamiento de sequia menos el

testigo AVop = Vom sequia = VoM testigo.
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La banda L, a 0.15 ms, a partir de la fluorescencia variable relativa en el intervalo de Fo (0.05

ms) a Fk (0.3 ms) expresada como Vok = (F+- Fo)/(Fk - Fo), y la diferencia del tratamiento

de sequia menos el testigo AVok = Vok sequia - Vo (Strasser y Stirbert 2001).

La banda K, a 0.3 ms, a partir de la fluorescencia variable relativa en el intervalo de Fo (0.05

ms) a Fk (1 ms), expresada como Vo; = (Ft- Fo)/(F; - Fo), y la diferencia del tratamiento de

sequia menos el testigo AVoy = Vojsequia - Vostestigo (Srivastava et al. 1997).

Adicionalmente la cinética rapida fue analizada mediante la prueba JIP (Strasser et al. 2004,

2010). En el Cuadro 5.2 se presenta el conjunto de formulas y significado de los parametros

absolutos registrados y de los parametros calculados a partir de éstos.

Cuadro 5. 2. Formulacion del analisis JIP usando los datos de la fase rapida de emision de fluorescencia.

Valores absolutos de la induccién de la FCa

Fo= Fsops Fluorescencia minima, a 50 ps (paso O de OJIP)
Fi=Foms Fluorescencia a 2 ms (paso J de OJIP)

Fi=Fzoms Fluorescencia a 30 ms (paso | de OJIP)

Fu= Fp Fluorescencia maxima a 1s (paso P de OQJIP)

Parametros derivados

V= (Fs - Fo)/(Fm- Fo)

AVp=1-V,=(Fu- F)(Fu- Fo)

Eficiencia y probabilidad cuéntica (o relaciones de flujo)
opo= TRo/ABS = Fy/Fy = (Fm- Fo)/[Fm =1 - (Fo/Fu)
weo = ETo/TRo=1-V; =1 - [(Fams- Fo)/(Fwm - Fo)]

¢po= DIo/ABS = Fo/Fm =1 - ¢po

e0= ETo/ABS = ¢po - o = [1 - (Fo/Fm)][1 - V3]

oro = RE//ABS =1 — (Fi/Fm) =[1 - (Fo/Fm)I[1 - VI]

dro = REW/ETo = (1- Vi) / (1 - Vo) = (Fu - F)) / (Fu - Fu)

Flujos especificos expresados por centro de reaccion (RC)

RC/ABS = VRC/(l - }’RC) = (/)po(VJ/Mo) = (/A\BS/RC)1
ABS/RC = Mo (1/V5)(1/ gpo)
Dlo /RC = (ABS/RC) - (TR¢/RC)

indices de desempefio o vitalidad

Plags= (RC/ABS) (ppo/ppo)(ie0 * ¢oo)
= [rre/(L - yre)]l@ro/(L - @ro][yeo/(1 - yeo)]

Pliota = Plags [dro/ (1 - dro)]

Fluorescencia variable relativa a 2 ms
Amplitud relativa de la fase IP

Eficiencia cuantica maxima de la fotoquimica primaria del PSI|

Probabilidad de que un fotén de RC PSII pase después de QA

Eficiencia cuantica de disipacion de energia

Eficiencia cuantica del transporte de electrones

Eficiencia cuantica para la reduccién de los aceptores finales del PSI por fotén ABS
Probabilidad de que un electrén de PQ- pase hacia el aceptor de electrones de PSI

QA reduciendo RC por antena en PSII (reciproco de ABS/RC)
Absorcién de fotones por molécula de clorofila entre los RC activos en PSII
Disipacion de energia por RC activo de PSII

Indice de desempefio

Indice de desempefio total

La medicion del FCa tiene la cualidad de no ser invasiva ni destructiva, ademas de ser de

respuesta rapida y proveer una gran cantidad de informacidn, por lo que se pueden tomar un

gran numero de muestras en poco tiempo (Strasser et al. 2000; Baker y Rosengvist 2004;

Campos et al. 2014a).
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5.5.4. Sistema oxidativo

Contenido de peroxido de hidrogeno

El contenido de peroxido de hidrogeno (H202) fue determinado con el método de
quimioluminiscencia por luminol (3-aminoftalhidacida) propuesto por Warm y Laties
(1982), mediante un luminémetro (MGM instruments Optocomp). Una muestra de 0.2 g de
acicula de pino congelada con nitrégeno liquido, fue macerada en mortero con 1.6 ml de 5%
de &cido tricloroacético (TCA) y centrifugada a 10 000 rpm durante 10 min a 4 °C. La
interferencia de los compuestos de color del extracto crudo fue eliminada mediante la
purificacion con una cromatografia de 0.5 g de Dowex. Para ello se pasaron por la columna
cromatografica 0.5 ml de TCA, 0.5 ml de alicuota de la muestra centrifugada y finalmente 3
ml de TCA.

La solucion final de cada muestra consistio de 4.5 ml de hidroxido de amonio (NH4OH) 0.2
M, 0.5 ml del extracto pasado por la cromatografia y 0.5 ml de luminol. El extracto fue
calibrado con un estandar interno de H2O». La reaccion fue iniciada por la adicion de 50 ul
de la mezcla de reaccion (4.2 mg de ferrocianuro de potasio / 250 ml de solucion de NH4+OH
al 0.2 M), agregada a 450 pl de la solucidon de cada muestra, inmediatamente antes de la
medicion en el luminometro. El contenido de H.O. fue calculado basado en una curva
estandar. Se utilizO una muestra de cuatro individuos por tratamiento (dos niveles de

humedad x cuatro familias) y se realizaron 6 lecturas en el luminémetro por cada individuo.
Actividad antioxidante de la enzima catalasa

La actividad de la catalasa (CAT) se determind por el método de espectrofotometria
propuesto por Aebi (1984). La tasa de decremento en la absorbancia 240 nm fue registrada

por 3 min a 25 °C y la actividad CAT calculada como el consumo de H20- (coeficiente de

extincion 39.4 mM* cm®) donde una unidad de enzima descompone un pmol.
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Para extraer la enzima, 0.06 g de acicula de pino congelada con nitrégeno liquido fue molida
en un mortero con 240 pl de buffer de 50 mM fosfato de potasio KH2PO4/ KoHPO4 (pH 7.0),
5mM DTT, 1 mM EDTA 'y 2% polivinilpolipirrolidona; centrifugado a 10 000 rpm por 15

min a 4°C. El extracto fue mantenido a una temperatura cercana a 0°C.

La mezcla de reaccién se prepard con 1.98 ml de 50 mM buffer de fosfato de potasio y sodio
pH 7.0, 1 ml de 30 mM de H20. (H20>/ buffer de potasio y sodio) y 20 pl del extracto de
acicula. Se usaron como muestra los mismos cuatro individuos por tratamiento a los que se
les cuantificd el H2O.. Se realizaron tres repeticiones de la lectura de cada muestra. El blanco
de cada muestra consistio de 2.98 ml de buffer de potasio y sodio, y 20 pl de alicuota del

extracto de la muestra.

El contenido de proteina soluble (mg/ml) fue cuantificado a 280 nm mediante un
espectrofotometro (NANODROP 1000), con 0.2 ul del extracto inicial por muestra; asi

mismo el blanco consistié de 0.2 pl de buffer de extraccion.

5.5. Analisis estadistico

Todas las variables medidas, excepto las de induccion de la fluorescencia de la clorofila a,
se analizaron estadisticamente mediante una prueba de andlisis de la varianza ANOVA. Para
la medicion inicial (dia 0) con un arreglo completamente al azar. Para las fechas de muestreo
restantes se empled un disefio de parcelas divididas, donde los niveles de humedad (testigo y
sequia) representaron a las parcelas grandes, y las cuatro familias representaron a las parcelas
chicas. Para detectar diferencias o interaccion entre las familias y el nivel de humedad en el

sustrato en cada variable.
A condicion de encontrar diferencias significativas (P < 0.05) en el ANOVA, se aplico la

prueba de comparacion de medias por diferencia minima significativa (DMS) con un nivel

de confianza del 0.05.
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VI. RESULTADOS

6.1. Estado hidrico y osmético

Al inicio del experimento las plantulas presentaron un potencial hidrico (Wa) de -0.38
a -0.43 MPa y un potencial osmético (¥o) de -1.68 a -1.91 MPa (Figura 6.1); no hubo
diferencias estadisticas entre las cuatro familias (Cuadro 6.1). De hecho, en ninguna de las
cuatro fechas de medicion las plantulas presentaron diferencias significativas entre las

familias en su Wa.

Dia

FPotencial hidrico (MPa)

FPotencial osmético (MPa)

Figura 6.1. Potencial hidrico del tallo (A) y potencial osmético de las aciculas (B)
de pléntulas de cuatro familias (JT, SM, SRy TL) de P. leiophylla, tratamientos de
sequia (S) y testigo (T). Durante un periodo de 26 dias de sequia progresiva y otro
de 17 dias con riegos de recuperacion (sombreado). Los valores representan el
promedio + el error estandar, n = 4.
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Cuadro 6.1. Valor de P del ANOVA del potencial hidrico del tallo y del potencial osmético de las aciculas de
plantulas de cuatro familias de P. leiophylla en dos niveles de humedad. En tres fechas de muestreo durante un
periodo de 26 dias de sequia progresiva (Dia 0, 17 y 26) y otra después de 17 dias con riegos de recuperacion
(17R).

Fuente de Potencial hidrico Potencial osmético

variacion Dia0 Dia 17 Dia26 Dial7R Dia0 Dia 17 Dia26 Dial7R
Nivel de H 0.000 * 0.000 * 0.000 * 0.000 * 0.000 * 0.000 *
Familia 0.205 0.454 0.729 0.675 0.579 0.755 0.001 * 0.352
NH x F 0.023 * 0.666 0.703 0.835 0.001 * 0.290

* indica diferencias significativas al 0.05.

El Wa de las plantas sin riego disminuyd progresivamente conforme disminuyo el contenido
de humedad en el sustrato. En la segunda medicién, tomada el dia 17, de acuerdo con los
resultados del ANOVA, ¢l Wa en las plantulas reflejo la interaccion de las fuentes de
variacion. Debido a que, segtn la prueba DMS, los promedios de Wa de las plantulas testigo,
registrados entre -0.44 y -0.53 MPa fueron estadisticamente iguales entre las familias y

mayores que el Wa de las plantulas en sequia de todas las familias.

En condiciones de sequia las plantulas de la familia SM presentaron un Wa promedio (-2.19
+ 0.03 MPa) estadisticamente mayor que el de las demas familias (-2.36 £ 0.05, -2.40 £ 0.05,
-2.41 + 0.07 MPa para JT, SRy TL, respectivamente). Lo que significé una disminucion del
WYa de las plantulas en sequia, de 3.73 veces en la familia JT, 3.07 en SM, 4.05 en SR y 4.50

en TL, con relacion al testigo.

En la misma fecha todas las familias tuvieron el Yo estadisticamente igual, pero en todas las
familias el Wo de las plantulas en sequia fue distinto al Wo del testigo. Los promedios de Wo
de las plantulas en sequia estuvieron entre -1.75 y -2.07 MPa, fueron estadisticamente
menores que los del testigo, los cuales estuvieron entre -1.23 y -1.32 MPa. De modo que por
efecto del déficit hidrico el Wo de las plantulas disminuy6 59, 41, 42 'y 62% para JT, SM, SR

y TL, respectivamente.

El periodo de sequia termind el dia 26 cuando la mitad de las plantulas presentd6 marchitez
permanente. Las diferencias del Wa entre las plantulas de los dos niveles de humedad se

incrementaron en gran medida, el Wa disminuyd 5.53 veces en la familia JT, 5.22 en SM,
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5.89 en SRy 7.20 en TL, con respecto al testigo. EI menor Wa registrado fue de -5 MPa, en
una plantula de la familia TL. Los promedios de los Wa de las plantulas en sequia
disminuyeron hasta llegar a -3.31 £ 0.17, -3 £ 0.22, -3.4 + 0.43 y -3.65 £ 0.39 MPa para las
familias JT, SM, SR y TL, respectivamente; mientras que en sus testigos se mantuvieron en
-0.51 £ 0.03, -0.48 £ 0.04, -0.50 + 0.08 y -0.45 + 0.03 MPa, en la familia correspondiente.

Al mismo tiempo aumentaron las diferencias del Yo entre los dos niveles de humedad.
También se manifestad una interaccion entre los factores de variacion (nivel de humedad x
familia). De manera que, en condiciones de sequia las plantulas de las familia JT y SR
presentaron un Yo significativamente menor que el de las demas familias, -3.4 £ 0.62 y -3.42
+ 0.70 MPa respectivamente; mientras que el Yo de las plantulas de la familia TL fue de -
3.16 £ 0.24 MPa y de la familia SM fue de -2.96 £ 0.17 MPa y -2.73 + 0.13 MPa
respectivamen. Mientras que el Wo de las plantulas testigo fue estadisticamente igual entre
las familias, se mantuvo entre -1.47 y -1.56 con un error estandar promedio de = 0.06 MPa.
Lo que implicé una disminucion por efecto del déficit hidrico de 1.22 veces para la familia
JT, 1.19 para SM, 0.97 para SRy 1.14 para TL.

El dia 27 se comenzaron a aplicar los riegos de recuperacion y 17 dias después, en el dia 44,
se hizo el ultimo muestreo. Para entonces, aunque las diferencias de Wa siguieron siendo
significativas entre los niveles de humedad en todas las familias, los Wa disminuyeron
bastante en unidades de tension. Los promedios del Wa de las plantulas del tratamiento testigo
estuvieron entre -0.28 y -0.33 MPa, en tanto que los promedios del Wa de las plantulas
previamente sometidas a sequia estuvieron entre -0.55 y -6.6 MPa. Las plantulas de las
familias JT, SR, SM y TL que sufrieron estrés hidrico presentaron un Wa 132, 97, 82 y 90%

menor, respectivamente, que las plantulas mantenidas en condiciones dptimas de humedad.

Después de 17 dias con riego de recuperacion, solo el Yo de las plantulas de las familias SM
y SR continu6 siendo menor (40%) que el de su testigo correspondiente. De manera que las
plantulas previamente mantenidas en sequia de la familia SM presentaron un Wo promedio
de -2.08 £ 0.19 MPa cuando en su testigo fue de -1.48 £ 0.03 MPa; y el de las plantulas
previamente estresadas de la familia SR fue de -2.1 + 0.22 MPa cuando en su testigo fue de

-1.50 + 0.03 MPa. Mientras que las plantulas de familias JT y TL que previamente fueron
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sometidas a sequia presentaron un ¥o (-1.80 + 0.13 y -1.73 + 0.07 MPa, respectivamente)
que se equiparé estadisticamente al Wo del testigo correspondiente (-1.57 £ 0.07 y -1.46 +
0.07 MPa).

6.2. Componentes y asignacion de biomasa

Biomasa seca inicial

El anélisis de varianza indica que al inicio del experimento las plantulas de las cuatro familias
tuvieron una biomasa estadisticamente igual (P < 0.05), tanto en la raiz como en la parte
aerea, en promedio pesaron 1.23 = 0.11 y 4.24 + 0.26 g, respectivamente (Cuadro 6.2.1 y
6.2.2). De manera que tampoco presentaron diferencias entre familias en la asignacion de la
biomasa observada en la relacion raiz entre parte aérea (r/pa), que en promedio fue de 0.27.
Sin embargo, dicho valor indica que hubo una menor asignacion de biomasa seca hacia la
raiz en comparacion con la parte aérea, aunque dicho comportamiento puede ser producto

del crecimiento en contenedores con un volumen limitado.

Cuadro 6.2.1. Valor de P del ANOVA del potencial hidrico del tallo y del potencial osmético de las aciculas de
plantulas de cuatro familias (F) de P. leiophylla en dos niveles de humedad (NH). Al inicio (Dia 0), al final (Dia 26)
de un periodo de 26 dias de sequia progresiva y al final (Dia 17R) de otro de 17 dias con riegos de recuperacion.

Fuente de Dia0 Dia 26 Dia 17R

variacion raiz  p.aérea r/pa raiz p. aérea r/pa raiz p. aérea r/pa
NH 0.480 0.009 * 0.095 0.000 * 0.000 * 0.000 *
F 0.660 0.999  0.664 0.646 0.892 0.633 0.271 0.284 0.943
NH x F 0.007 * 0.203 0.071 0.093 0.502 0.651

* indica diferencias significativas al 0.05.
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Cuadro 6.2.2. Comparacién de medias de la biomasa seca de plantulas de cuatro familias de P. leiophylla al inicio del
experimento.

Biomasa inicial (g)

Familia raiz parte aérea r/pa
JT 1.13 + 0.08 426 = 0.27 0.27 = 0.01
SM 120 = 0.10 423 £ 0.21 0.28 = 0.01
SR 116 + 0.13 426 = 0.18 0.28 £ 0.04
TL 1.02 + 0.11 422 = 0.39 0.25 = 0.02

Los valores representan el promedio + el error estandar, n = 6.

Biomasa seca al final del periodo de sequia

Después del periodo de sequia, el dia 26, la biomasa de la raiz estuvo influenciada por la
interaccion de los niveles de humedad con las familias (Cuadro 6.2.1). Las familias SRy TL
fueron las unicas que no presentaron diferencias con respecto al testigo (Cuadro 6.2.3). La
raiz de las plantulas de la familia JT que sufrieron estrés hidrico presentd una reduccion de
23% con respecto al tratamiento testigo. En contraste, la raiz de las plantulas de la familia

SM sometidas a sequia tuvo un incremento de 36%.

Entre las plantulas del tratamiento de sequia se observaron diferencias en la raiz sélo de la
familia JT que presenté menor biomasa que la familia SM. En el tratamiento testigo las
plantulas de la familia SM tuvieron la menor biomasa de raiz de todas las familias (Cuadro
6.2.3).

Al mismo tiempo, las plantulas entre familias presentaron una biomasa de la parte aérea
estadisticamente similar. Entre niveles de humedad Unicamente la familia TL tuvo
diferencias de biomasa, las plantulas que estuvieron en condiciones de sequia tuvieron una
biomasa 27% menor que las plantulas testigo mantenidas en condiciones Optimas de

humedad.

De modo que el periodo de 26 dias de sequia progresiva no ocasioné diferencias
significativas en la asignacion de la biomasa de las plantas entre los dos niveles de humedad,

aun cuando en la familia SM se observé un aumento del 38%.
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Cuadro 6.2.3. Comparacidn de medias de la biomasa seca de plantulas de cuatro familias de P. leiophylla, bajo dos
condiciones de humedad en el sustrato: sequia (S) y testigo (T). Al final del periodo de sequia.

Nivel de Biomasa (g) final del periodo de sequia (dia 26)
Familia  humedad Raiz parte aérea r/pa
JT T 160 £ 0.11 a 474 £ 032 a 0.34 + 0.03
JT S 1.23 + 0.05 bc 420 + 0.38 ab 0.30 + 0.03
SM T 114 £ 0.10 c 456 £ 0.32 ab 0.25 = 0.02
SM S 154 £ 0.11 a 447 £ 0.28 ab 0.35 £ 0.03
SR T 151 + 0.11 ab 481 £ 034 a 0.32 £ 0.03
SR S 143 + 0.10 abc 443 £ 0.21 ab 0.32 + 0.01
TL T 152 + 0.14 ab 507 + 033 a 0.30 £ 0.02
TL S 1.35 + 0.11 abc 370 £ 022 b 0.37 = 0.04

Los valores representan el promedio + error estandar, n = 6. Distinta letra en la misma columna indica diferencia
minima significativa entre las medias (o= 0.05).

Biomasa seca despues del periodo de riegos de recuperacion

Al final del periodo de recuperacion, segun los resultados del anélisis de las varianzas, la
biomasa y la asignacion de la misma en las plantulas fueron estadisticamente distintas entre

los niveles de humedad pero no entre las familias (Cuadro 6.2.1).

Cuadro 6.2.4. Comparacion de medias de la biomasa seca de plantulas de cuatro familias de P. leiophylla, bajo
dos condiciones de humedad: sequia (S) y testigo (T). Después del periodo de 17 dias de riegos de recuperacion,
el dia 44 del experimento.

Nivel de Biomasa (g) final del periodo de recuperacién (dia 44)

Familia ~ humedad raiz parte aérea r/pa
JT T 219 £ 019 a 536 + 033 a 041 £ 0.04 a
JT S 1.14 + 0.06 c 409 + 027 ¢ 0.28 + 0.02 c
SM T 1.80 + 0.11 b 455 + 0.23 bc 0.40 £ 0.03 a
SM S 115 + 0.05 ¢ 398 £ 029 ¢ 0.30 £ 0.02 hc
SR T 192 + 0.07 ab 499 + 0.24 ab 0.39 £ 0.03 a
SR S 114 + 010 c 405 = 015 ¢ 0.28 £+ 0.02 c
TL T 176 + 0.10 b 478 + 0.18 ab 0.37 £ 0.02 ab
TL S 122 + 012 ¢ 402 + 020 ¢ 0.31 £ 0.03 hc

Los valores representan el promedio + error estandar, n = 6. Distinta letra en la misma columna indica diferencia
minima significativa entre las medias (o= 0.05).
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Las comparaciones de medias mostraron que las plantulas sometidas a estrés hidrico de las
familias JT, SM, SR y TL tuvieron una raiz con 48, 36, 41 y 30% menos biomasa que el
testigo. La parte aérea fue estadisticamente distinta para las familias JT, SR y TL,
disminuyendo en 24, 19 y 16% por efecto del periodo de sequia anterior, la disminucion del
12% en la familia SM no fue estadisticamente significativa. También se registr6 una
disminucidn en la asignacién de biomasa para casi todas las familias con excepcion de TL.
La diferencia en la relacion r/pa de las familias JT, SM y SR fue de 32, 27 y 28%
respectivamente r/pa (Cuadro 6.2.4).

6.3. Cinética de la fase OJIP de la fluorescencia de la clorofila a

Los valores de la induccion de la fase répida de fluorescencia de la clorofila a (FCa)
registrada de los 50 ps a 1 s fueron graficados en una escala de tiempo logaritmica para
mostrar las curvas del aumento polifasico de la FCa (Figura 6.3.1). Las trazas OJIP fueron
doblemente normalizadas entre las dos fases de fluorescencia extremas Fo y Fm (Vor) para
eliminar efectos de la intensidad de fluorescencia y poder compararlos entre tratamientos e
identificar los cambios en la cinética de la fluorescencia. Se presenta una grafica para cada
familia de P. leiophylla estudiada JT (a), SM (b), SR (c) y TL (d) que incluye las tres
mediciones durante el periodo de sequia, los dias 0, 17 y 26, y la medicion al dia 44 del

experimento que corresponde al dia 17 posterior a los riegos de recuperacion.

El paso O, en el punto inicial Fo, muestra la sefial de fluorescencia a los 50 ps, se asume que
los aceptores primarios quinona Qa estan completamente oxidados y todos los centros de
reaccion estan abiertos. El aumento de cada traza indica la acumulacion de la forma reducida
del aceptor quinona (Qa), e.g. el cierre progresivo de los centros de reaccion (RC), que es el
resultado de la reduccion de Qa debido a la actividad del fotosistema Il (PSII). Alcanzando
el pico del paso P con la mayor intensidad de emision de FCa en el momento en que todas

las moléculas de Qa se han reducido (Bussotti et al. 2010).

La sequia severa afectd los procesos fotoquimicos primarios en las aciculas de P. leiophylla.

La variacion en la forma de las curvas Vop en respuesta al estrés hidrico refleja la sensibilidad
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de las plantas de cada familia a los cambios de humedad en el sustrato (Figura 6.3.1). El dia
17 del periodo de sequia todas las familias, a excepcion de la SM presentaron diferencias con
respecto al testigo, que para el dia 26 se hizo méas notable. Vop fue alterada visiblemente, la
fluorescencia aumentd al inicio de la zona de recambio multiple (MTP) en la parte del paso
J al paso P con respecto al testigo. La familia TL fue la mas susceptible al estrés hidrico,
presentd la mayor diferencia en emision de FCa con respecto al testigo y alcanz6 el menor
Wa (-3.65 MPa). A su vez la familia SR mantuvo la menor diferencia de emision de FCa con
respecto al testigo, a -3.43 MPa de Ya.
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Figura 6.3.1. Trazas de fluorescencia de la clorofila a doblemente normalizada entre los pasos O (Fo) y P (Fe):
Vor= (F-Fo)/(Fp/Fo). De la cinética polifasica OJIP de la fase rapida de la FCa, de aciculas preoscuercidas en
plantulas de Pinus leiophylla de cuatro familias a) JT, b) SM, c¢) SR y d) TL, en condiciones éptimas de riego
(T) y a distintos niveles de estrés hidrico (S), el Wa esta indicado entre paréntesis. Cada curva representa el
promedio de nueve trazas independientes (n = 9).
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Después de 17 dias de riegos de recuperacion tanto la familia SM, como la familia SR
mostraron una recuperacion en la traza Vop que se observo muy cercana a la del testigo;
mientras que las familias JT y TL, aunque mostraron una tendencia a la recuperacion del
fotosistema, mostraron una emision de fluorescencia muy cercana a la que presentaron el dia

17 del periodo de sequia bajo estrés severo (Figura 6.3.1).

Para visualizar de mejor manera los efectos del estrés hidrico en la cinética OJIP fueron
graficadas las curvas de la diferencia en la fluorescencia relativa variable en el transito desde
la fluorescencia inicial (Fo) hasta la fluorescencia maxima alcanzada (Fm) Vop del tratamiento

de sequia con respecto al testigo (AVop = Vop sequia - Vop testigo) (Figura 6.3.2).

Las cuatro familias tuvieron un incremento progresivo en AVop a medida que fue
disminuyendo el Wa, las curvas presentaron el desarrollo de un pico en la intensidad de la
fluorescencia bien definido a 2 ms, llamado pico AJ, que se volvido méas pronunciado con el
estrés mas severo (Figura 6.3.2). El incremento del estrés hidrico aumento la intensidad de
fluorescencia en Fo pero disminuyo la Fm con respecto al testigo, de manera que resulté en
una disminucion tanto en la fluorescencia variable total (Fm - Fo) como en la fluorescencia
variable al tiempo t (Ft- Fo). Esto ocasion6 un aumento en el cociente Vop = (Ft- Fo) / (Fp -
Fo) y en la diferencia entre los tratamientos de humedad AVop = Vop sequia - Vop testigo. NO

obstante la respuesta en la AVop fue diferente entre las cuatro familias.

En la Figura 6.3.2 se observa que la familia JT (a) tuvo una respuesta intermedia al estrés
hidrico en cuanto a la AVop con respecto a las otras familias (b - d). Aunque manifesto una
tendencia de recobro después de 17 dias de riegos de recuperacion, la recuperacion fue poca

y ademas exhibid otro pico a 0.3 ms llamado AK.

Después de 17 dias de déficit hidrico la familia SM fue la menos afectada en la Vop, tuvo la
menor AVep en esa fecha. Sin embargo para el dia 26, a pesar de presentar el menor Wa de
las cuatro familias, sufrio una AVep mayor que SRy similar que JT. No obstante presentd una
muy buena recuperacion después de 17 dias de riego. A su vez la familia SR mantuvo la
menor AVop al dia 26, aun cuando present6 uno de los Wa mas bajos (-3.43 MPa). Al dia 17

del periodo de recuperacion presentd una de las menores AVop, Similar a la de la familia SM.
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Por el contrario, la familia TL fue la mas afectada, claramente manifest6 el pico AJ mas

pronunciado y el menor Wa de las cuatro familias (-3.65 MPa) el dia 26 del periodo de sequia.

Su recuperacion despues de 17 dias de riego fue intermedia.
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Figura 6.3.2. Curvas de la diferencia en la fluorescencia variable relativa del intervalo O-P (AVop = Vop sequia -
Vop testigo), €N la fase rapida OJIP en aciculas preoscuercidas de plantulas de Pinus leiophylla de cuatro familias
a) JT, b) SM, c) SRy d) TL, en condiciones 6ptimas de riego (testigo) y en distintos niveles de estrés hidrico
(S) y al final del periodo de recuperacion (R), el Wa esta indicado entre paréntesis. Cada curva representa el

promedio de

nueve curvas (n = 9).

Para observar los cambios detallados en el intervalo Fo (0.05 ms) a Fk (0.3 ms) de la cinética

de la FCa provocados por el estrés hidrico, y revelar la banda L cercana a los 0.15 ms, se

calculé la diferencia de fluorescencia variable relativa [Voxk = (Ft - Fo)/(Fk - Fo)] del

tratamiento sequia menos el tratamiento testigo (AVok = Vok sequia - Vok testigo). EN la Figura

6.3.3 se presentan los valores de AVok en el dia 0, 17, 26 del periodo de sequia y el dia 17 del

periodo de recuperacion, para compararse con respecto al testigo de cada familia a) JT, b)

SM, ¢) SR

yd) TL.
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Figura 6.3.3. Curvas de la diferencia en la fluorescencia variable relativa en el intervalo O-K (AVok = Vo sequia
- Voktestigo), 0anda L a 0.15 ms, de la fase rapida OJIP en aciculas preoscuercidas de plantulas de Pinus leiophylla
de cuatro familias a) JT, b) SM, c¢) SR y d) TL, en condiciones 6ptimas de riego (testigo), en distintos niveles
de estrés hidrico (S) y al final del periodo de recuperacién (R), el Wa esta indicado entre paréntesis. Cada curva
representa el promedio de nueve curvas (n = 9).

Después del dia 17 de estrés hidrico la Vok de las plantulas permanecio sin ser afectada en
ninguna familia aun cuando el Wa que presentaron en promedio se encontro entre -2.19 y -
2.40 MPa representando ya un estrés severo. El dia 26 cuando la mitad de las plantas
presentaron marchitez permanente del apice se observé una gran amplitud en la curva de
AVok en las aciculas de todas las familias, aunque en diferente magnitud y forma (Figura
6.3.3). La familia SM present6 la menor amplitud, aun cuando registr6 una banda L (AVok a
0.15 ms) igual a la de la familia JT (0.029). La familia SR desplegd una banda L con una
amplitud intermedia, de 0.039; mientras que la familia TL presenté la mayor amplitud con
una banda L de 0.062.
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Pasados 17 dias de riego de recuperacion solo las familias JT y SM no presentaron
disminucion en las diferencias de Vok con respecto al testigo. La familia SR presenté una
recuperacion total y la familia TL si presento una disminucion en las diferencias del

tratamiento en sequia con respecto al testigo pero su AVok a 0.15 ms fue de 0.39.

De igual manera, a partir de los datos de la curva OJIP se calculd la diferencia de la
fluorescencia variable relativa en el intervalo de Fo (0.05 ms) a F; (2 ms) [Vos = (Ft- Fo)/(F;
- Fo)] del tratamiento sequia menos el tratamiento testigo (AVos = Voj sequia - Vou testigo), para
hacer visible la banda K con un pico aproximadamente a los 0.3 ms (Figura 6.3.4) (Srivastava
et al. 1997).

La emision de fluorescencia inicial es mayor bajo estrés hidrico y alcanza la maxima
fluorescencia en menos tiempo, de manera que la fluorescencia variable es menor. En esta
fase la AVo; entre las plantas testigo y las plantas sometidas a estres hidrico aumento también
debido a la intensidad del estrés en el periodo de sequia.

La familia JT fue la mas afectada en AVo; después de 26 dias de sequia, exhibio la banda K
méas amplia e incluso después de 17 dias de riego no presentd recuperacion sino que
incremento la amplitud de la curva de AVo;. La familia SM tuvo una respuesta similar en AVo;
que en AVop y AVok, tuvo el menor efecto en el dia 17 de estrés hidrico y una respuesta
intermedia al dia 26, no presentd ninguna disminucion en la amplitud de la banda K al dia 17
del periodo de recuperacion. La familia SR respondié de manera similar que la familia SM
durante el estrés hidrico, sin embargo si present6 una disminucidn en AVo; después de 17 dias
de riegos de recuperacion. La banda K de la familia TL fue mayor que las de las familias SM
y SR pero menor que la de la familia TL al final del estrés hidrico y del periodo de

recuperacion.
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Figura 6.3.4. Curvas de la diferencia en la fluorescencia variable relativa en el intervalo O-J (AVo; = Voy sequia -
Vostestigo), banda K a 0.3 ms, de la fase répida OJIP en aciculas preoscuercidas de plantulas de Pinus leiophylla
de cuatro familias a) JT, b) SM, c¢) SR y d) TL, en condiciones optimas de riego (testigo), distintos niveles de
estrés hidrico (S) y al final del periodo de recuperacion (R), el Wa esta indicado entre paréntesis. Cada curva
representa el promedio de nueve curvas (n = 9).

Los datos de la curva de induccion de la fase rapida de la fluorescencia transitoria fueron
analizados mediante la prueba OJIP (Strasser et al. 2004, 2010). Los valores netos,
inicialmente registrados, se utilizaron para calcular los parametros compuestos usando las
ecuaciones indicadas en el Cuadro 5.2. Posteriormente fueron normalizados con respecto al
testigo de cada familia para analizar su valor relativo. Los resultados de la prueba OJIP se
presentan en una gréafica radial para cada familia (Figura 6.3.5). De tal forma que el estado
de la funcion y estructura de la maquinaria fotosintética puede ser visualizada con una forma

geométrica especifica para cada nivel de estrés (Campos et al. 2014a).

Durante el aumento progresivo del estrés hidrico todos los parametros de fluorescencia

analizados fueron afectados, aunque en diferente forma y magnitud con respecto al testigo.
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Figura 6.3.5. Cambios en los pardmetros de la prueba JIP de la fluorescencia de la clorofila en aciculas
preoscuercidas de plantulas de Pinus leiophylla de la familia JT (a) SM (b) SR (c) y TL (d) del tratamiento de
sequia con respecto al testigo, en tres mediciones durante el periodo de sequia (S) y una medicién al final de
los riegos de recuperacion (R), en paréntesis se indica el Wa. Ver el significado de las abreviaciones de los
pardmetros en el Cuadro 5.2. Los valores promedio fueron normalizados con respecto al testigo (n = 9).
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La fluorescencia minima (Fo), el flujo de energia especifica por centro de reaccion para la
absorcion de electrones ABS/RC, la fluorescencia variable relativa a 2 ms (V,), la eficiencia
de disipacion de energia (ppo = DIo/ABS) y la disipacion de energia por cada RC activo de
PSII (DIo/RC) fueron aumentando con respecto al testigo a medida que el Wa disminuyo.

Al mismo tiempo se redujo la fluorescencia maxima Fw, la eficiencia méaxima de la reaccion
fotoquimica primaria (pro = TRo/ABS), la probabilidad de que un exciton atrapado pueda
mover un electrén mas alla de la Qa™ (%o = ETo/TRo), la eficiencia cuéntica del transporte
de electrones (¢peo = ETo/ABS), la eficiencia cuantica para la reduccion de los aceptores
finales (pro = REo/ABS), la probabilidad de que un electron del intersistema de transporte de
electores de PQ sea transferido para reducir el aceptor de electrones del PSI (dro = REo/ET)),
la densidad de centros de reaccion activos por clorofila antena en PSI1 (RC/ABS), la amplitud
relativa de la fase IP (AVip ) y los indices de vitalidad o desempefio fotosintético Plags y

Pl total.

Los pardmetros con un aumento marcado, fueron los parametros que reflejan la disipacion
no fotoquimica de energia (¢oo = DIo/ABS, DIo/RC), ABS/RC, Plags Y Plita (Figura 6.3.5).

No se registraron modificaciones con respecto al testigo en el dia 17 de sequia, cuando las
plantulas de las cuatro familias presentaron Wa promedio entre -2.19 y -2.4 MPa, en los
parametros de: la fluorescencia inicial (Fo), la fluorescencia maxima (Fwm), la eficiencia
maxima de la fotoquimica de PSII (pro = TRo/ABS). Solo se vieron afectados levemente
hasta que el Wa disminuy0 entre -2.99 y -3.65 MPa en la Gltima medicion del periodo de

sequia, el dia 26.

Los demés parametros: Vi, ¥eo = ETo/TRo, la eficiencia cuéntica del transporte de electrones
(pe0 = ETo/ABS), la eficiencia cuantica para la reduccion de los aceptores finales (¢pro =
REo/ABS), la probabilidad de que un electron del intersistema de transporte de electores de
PQ sea transferido para reducir el aceptor de electrones del PSI (dro = REo/ETo) y la densidad
de centros de reaccién activos por clorofila antena en PSII (RC/ABS) y la amplitud relativa

de la fase IP (AVp), fueron medianamente afectados al final de la sequia (Fiugura 6.3.5):
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Las modificaciones en la fotoquimica primaria debido al estrés hidrico se manifestaron en
distinta magnitud en las cuatro familias (Figura 6.3.5. a) JT, b) SM, ¢) SR y d) TL). Las
plantulas con estrés hidrico de la familia JT presentaron la menor diferencia con respecto al
testigo, el dia 26, en los pardmetros de la prueba OJIP, aln a pesar de presentar un YWa de -
3.31 MPa. Sin embargo a los 17 dias de reanudados los riegos, aunque tendié a la

recuperacion, no fue la mas exitosa.

La familia SM fue la menos afectada por el estres hidrico el dia 17 del periodo de sequia. El
dia 26, con -2.99 MPa de Wa presentd grandes diferencia con respecto al testigo, no obstante

al final del periodo de riego mostrd una gran recuperacion.

La familia SR tuvo una respuesta muy similar a la de la familia SM, y present6 la mejor

recuperacion a los 17 dias de la reanudacion del riego, muy cercana al testigo.

En contraste la familia TL mostro una gran susceptibilidad ante el estrés hidrico, con el menor
WYa (-3.65 MPa) sobre todo al final del periodo de sequia, presentando las mayores diferencias
en todos los parametros de la prueba OJIP con respecto al testigo. Ademas de no presentar
minima recuperacion del dafio en las aciculas a los 17 dias de la reanudacion de los riegos,

aun cuando el ¥a del tallo aument6 a -0.59 MP.

6.4. Contenido de perdxido de hidrogeno y actividad de la catalasa

Al inicio del tratamiento las plantulas de las cuatro familias de P. leiophylla presentaron
contenidos de peroxido de hidrogeno (H20:) estadisticamente iguales (Cuadro 6.4),
fluctuaron entre 0.69 y 0.84 uM/g de tejido fresco de acicula (Figura 6.4 A). Sin embargo, la
actividad antioxidante de la enzima catalasa (CAT) varid6 de manera significativa entre
familias. Las familias JT y SR tuvieron la mayor actividad CAT, de 12 £ 0.70 y 13.5 £ 0.32
UM min? g respectivamente, mientras que las familias SMy TL, de 9.1 + 1.1y 7.6 + 0.56

UM min?t g, respectivamente.
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Figura 6.2. Contenido de H,O, (UM/g) y CAT (UM min g1) en aciculas frescas de plantulas de cuatro familias
de P. leiophylla (JT, SM, SRy TL), tratamientos testigo (T) y sequia (S). En el dia 0 (A), 17 (B) y 26 (C) del
periodo de sequia progresiva y después del 17 dias con riego de recuperacion (D). Los valores representan el
promedio + el error estandar, n = 4.

El dia 17 de sequia, el contenido de H>O: y la actividad CAT presentaron efectos de la
interaccion de los dos factores estudiados: nivel de humedad x familia (Cuadro 6.4). Las
diferencias entre las familias fueron de la siguiente manera: las plantas del tratamiento testigo
de la familia JT y SR tuvieron menor contenido de H2O> que las familias SM y TL, mientras
que en condiciones de sequia el de la familia JT fue menor que el del resto (Figura 6.5 B). Al
mismo tiempo en el tratamiento testigo las plantulas de la familia SM tuvieron una actividad

CAT menor que el observado en las otras familias; y en sequia la familia JT fue
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significativamente mayor que todas. Lo anterior resulté en un incremento con relacion al
testigo del 57 y 42% en la actividad CAT de las aciculas de las familias JT y SM,
respectivamente; y del 71% en el contenido de H2O- de la familia SR. Las demés familias no
presentaron diferencias en estas dos variables entre los niveles de humedad.

Cuadro 6.2. Valor de P del ANOVA del contenido de H,O, y la actividad CAT en aciculas de plantulas de
cuatro familias de P. leiophylla en dos niveles de humedad. En tres fechas de muestreo durante un periodo de
26 dias de sequia progresiva y otra de 17 dias con riegos de recuperacion.

Fuente de Contenido de H,0O, Actividad de la catalasa

variacion Dia0 Dia 17 Dia26 Dial7R Dia0 Dia 17 Dia26 Dial7R
Nivel de H 0.120 0.000 * 0.001 * 0.000 * 0.005 * 0.000 *
Familia 0.923 0.000 * 0.000 * 0.055 0.005 * 0.000 * 0.003 * 0.001 *
NH x F 0.046 * 0.000 * 0.321 0.012 * 0.301 0.002 *

* indica diferencias significativas al 0.05.

A los 26 dias de sequia progresiva se siguieron observando interacciones del nivel de
humedad x la familia en el contenido de H20, pero ya no en la actividad de la catalasa
(Cuadro 6.4). Las plantulas de la familia SM tuvieron mayor contenido de H>O2 que las
demas familias, tanto en el tratamiento testigo como en sequia. S6lo las plantulas de la familia
SM y TL tuvieron diferencias entre niveles de humedad en el contenido de H.O2, con un

aumento del 27 y 78% respectivamente debido al estrés hidrico (Figura 6.4. C).

En esa misma fecha, el ANOVA sugirié diferencias de la actividad CAT entre las familias y
entre niveles de humedad. Las aciculas de las plantulas testigo de la familia SM tuvieron una
actividad CAT mayor que las otras familias. Bajo condiciones de estrés hidrico las plantulas
de las familias JT y SM presentaron mayor actividad CAT que las de las familias SRy TL.
En las comparaciones entre los niveles de humedad, dnicamente las plantas de la familia JT
no mostraron diferencias debido al estrés hidrico. La actividad de CAT en las aciculas de las

familias fue 12% en SR, 14 % menor en SM y 15% en TL por efecto del estrés hidrico.

Después de 17 dias de riego de recuperacion se detectaron diferencias significativas en el
contenido de H.O; de las plantulas solo entre los niveles de humedad de las familias SR y

TL, con una disminucién del 21 y 17%, respectivamente, debido a la sequia (Figura 6.4. D).
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La actividad CAT fue afectada por la interaccion de los niveles de humedad x las familias.
En el tratamiento testigo, la familia JT presento una actividad CAT significativamente mayor
que las demas, mientras que en el tratamiento de sequia fue la familia SM la que presento la
mayor actividad CAT. Ademas se presentaron diferencias de medias entre los niveles de
humedad en la actividad CAT de las familias SM, SR y TL, con un aumento del 81, 69 y
74% respectivamente, de las plantas antes sometidas a sequia con relacion al testigo.
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VII. DISCUSION

7.1. Estado hidrico y osmético

La respuesta de las plantas ante el estrés hidrico es compleja porque refleja la
integracion del efecto a todos los niveles de organizacién (Yordanov et al. 2003). Las
estrategias de adaptacion y aclimatacion son manifestadas mediante una constelacion de
parametros fenotipicos, que parten de la expresién genética a través del metabolismo
bioquimico y de procesos fisioldgicos individuales hasta el nivel del organismo completo.

En este estudio se observo, en las plantulas de Pinus leiophylla, que el estrés hidrico
progresivo provoco el aumento paulatino en la tension con la que el agua es retenida en el
xilema. Esta tension resulta de la demanda foliar para remplazar el agua perdida hacia la
atmosfera por transpiracion durante el dia y de la incapacidad de las raices para absorber

suficiente agua del suelo (Waring y Cleary 1967).

Después de 17 dias sin riego las plantulas presentaron un estado hidrico que denoto un estrés
considerablemente severo (Prieto et al. 2004). Aungue se encontraron diferencias estadisticas
entre los niveles de humedad en el Yo, éste no habia disminuido ain tan abruptamente como
el Wa. Eso y el hecho de que el Wa se encontrara cercano al Yo es un indicador indirecto de
que la disminucién del contenido del agua provoco una disminucion principalmente en el
potencial de turgencia (Steudle 1993). A medida que el contenido hidrico de la planta
disminuye, la membrana plasmatica se contrae sobre el protoplasma y las paredes celulares
pierden presion. La pérdida de turgencia es extremadamente sensible al déficit hidrico y es
el primer efecto biofisico significativo del estrés hidrico (Taiz y Zeiger 2006), ademas de que

en las células guarda es uno de los factores que regulan el cierre estomatico (Su 2014).

El periodo de sequia dur6 26 dias debido a que en esa fecha aproximadamente la mitad de
las plantulas en condiciones de estrés hidrico presentaron marchitez permanente del apice del
tallo. EI Wa de las plantulas en sequia (con medidas individuales entre -2.6 y -5 MPa) reflejo

un estrés hidrico extremo, considerado asi en plantas lefiosas a partir de los -2.5 MPa (Landis
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1989). No todas las plantulas sufrieron dafios estructurales permanentes. Sin embargo,
algunas plantulas perdieron la funcionalidad de la parte apical del tallo, aun cuando sus yemas
apicales entraron en latencia. Otras plantulas murieron y en algunos casos no fue evidente
porque conservaron la rigidez de la zona apical del tallo, no presentaron marchitez. S6lo se
pudo comprobar que no estaban vivas cuando al tratar de medirles el Wa el gas producia un
siseo al ser conducido a través del xilema vacio, o después cuando al aplicar los riegos de

recuperacion no presentaron ningun recobro fisiologico.

El limite de descenso de Wa que las especies lefiosas resisten sin presentar dafios fisicos
irreversibles varia con la especie. Se ha visto decaimiento de la yema apical en individuos de
Abies religiosa de dos afios de edad, entre -1.96 y -2.3 MPa; en plantulas de 5 meses de edad
de Pinus engelmannii, entre -2.43 y -1.71 MPa, recuperando la turgencia una vez que se
regaron en forma abundante, pero presentando disminucion en el crecimiento después de
varios ciclos de sequia (Castelan 2011, Prieto et al. 2004). Mientras que en variedades de
olivo (Olea europaea) se han registrado Wa de -6.5 MPa después de 21 dias sin riego,
manifestando una disminucion en la tasa de fotosintesis neta y de conductancia estomatica,
pero con una optima recuperacion de las caracteristicas fotosintéticas después de 26 dias de

riegos de recuperacion (Sofo 2011).

A partir de trabajos anteriores sobre 37 especies de arboles forestales de Estados Unidos y
Canada en condiciones de sequia, Abrams (1988) estimé que en promedio su potencial
osmatico a turgencia cero fue de -2.54 + 0.06. En un trabajo similar al presente, con clones
de Eucalyptus globulus de 11 meses de edad, se reporta una disminucion por efecto del
déficit hidrico entre el 43% y el 75% del Wo registrado entre -1.14 y -1.19 MPa (Shvaleva et
al. 2005).

En este estudio el Wo de las plantulas de P. leipohylla en sequia se encontré entre -2.47 y -
4.32 MPaYy, al igual que el Wa, también disminuyo significativamente con respecto al testigo
(entre 95 y 122%) y a la medicion anterior. Esto es reflejo de una mayor concentraciéon de
los solutos en las células posiblemente a causa de la reduccion en el volumen celular por la
pérdida de agua de la presién de turgencia o de un incremento neto de sustancias

osmadticamente activas en la célula como iones inorganicos, acidos organicos, carbohidratos
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y aminodcidos que pudieran estar asociadas con funciones protectoras contra la
deshidratacion de las membranas celulares ((Taiz y Zeiger 2006, Sanders y Arndt 2012). El
incremento activo de solutos o ajuste osmotico, es considerado como una estrategia
fisioldgica exitosa de tolerancia al estrés para evitar la deshidratacion, ha sido observado en
coniferas como Pinus pinaster (Nguyen y Boucher 2003), P. radiata (Zou et al. 2000, Yunusa
et al. 2005), P. canariensis (Lopez et al. 2009).

El Wo de todas las plantulas disminuyé por efecto del déficit hidrico; sin embargo, al final
del periodo de sequia el descenso del Wo en las plantulas de JT y SR fue estadisticamente
mayor que en las demas familias. Major y Johnson (2001) encontraron diferencias entre
familias en el Wo de arboles de Picea mariana, las familias mas tolerantes al déficit hidrico
con un mayor ajuste osmotico presentaron potenciales osmoticos mas bajos Yo, aun cuando

no se encontraron diferencias interfamiliares en el Wa.

Aunque las plantulas que previamente estuvieron sometidas a estres hidrico no recuperaron
por completo el estado hidrico después de 17 dias de riego en relacion al testigo, el Ya
aumento bastante, indicando una enorme tendencia de recuperacion. Mientras que el Yo de
las plantulas de las familias JT y TL que previamente fueron sometidas a sequia exhibieron
una recuperacion total, el de las familias SM y SR no mostraron esa recuperacion total aun

cuando presentaron igualdades estadisticas entre familias.

El error estandar de las plantulas del tratamiento de sequia se hizo mayor conforme
disminuyo la disponibilidad de agua en el sustrato. Lo cual indica, hasta cierto limite, que
entre mas intensa sea la sequia se expresa una mayor variacion fenotipica en la respuesta al
estrés entre los individuos de la misma familia (en el Wa y el Wo) y entre familias de P.
leiophylla (para el caso del Wo), como se puede observar en los errores estandar de los

promedios en el Wa y Wo de Eucalyptus globulus (Shvaleva et al. 2005).
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7.2. Componentes y asignacion de biomasa

El déficit hidrico gradual durante 26 dias afectd la acumulacion de biomasa en tres de las
cuatro familias de P. leiophylla evaluadas; restringié el crecimiento de la raiz de las plantulas
de la familia JT y la parte aérea de las plantulas de la familia TL; y propici6 el incremento de
la biomasa de la raiz con respecto al testigo en las plantulas de la familia SM. En la familia
SR no se presentd ninguna afectacion en la biomasa. A pesar de eso, en esa fecha, la
proporcién en la asignacion de la biomasa entre la raiz y la parte aérea no se afect6
significativamente, aunque las familias SM y TL presentaron una tendencia a aumentar esta

relacion y la familia JT a disminuirla.

En un estudio similar, con plantulas de cuatro especies de pino sin riego durante 35 dias, P.
leiophylla, P. montezumae y P. patula no presentaron diferencias en la acumulacion de
biomasa en la raiz, en el tallo o en la relacion r/pa con respecto al testigo mantenido en
condiciones 0ptimas de humedad, unicamente P.greggii presentd una menor acumulacion en
la biomasa del tallo (Vargas y Mufioz 1988). En plantulas de P. engelmannii tampoco se
observé un cambio significativo en la relacion r/pa después de un periodo similar de sequia
(Prieto et al. 2004).

En cambio, Martinez et al. (2002a) reportan un mayor efecto en la acumulacion de biomasa
en la parte aérea que en la raiz en plantulas de 11 procedencias de P. leiophylla expuestas a
condiciones de estrés hidrico moderado y severo durante dos meses, teniendo como
consecuencia el aumento significativo en la relacion r/pa. También en otras especies de
plantas lefiosas como Eucalyptus microtheca (Susiluoto y Berninger 2007), P. pinceana
(Martifion et al. 2010), Abies religiosa (Castelan 2011), Quercus brantii (Zolfaghari et al.
2013) han tenido un aumento en la relacion r/pa en favor de su sistema radical por efecto de
un estrés hidrico mas prolongado, lo que ha sido considerado como un mecanismo de
resistencia a la sequia al mantener un equilibrio mas favorable entre la capacidad de

absorcion y uso del agua (Duan et al. 2005).

Los resultados del presente estudio muy probablemente estén influenciados por la época en

la que se desarrolld el estudio, pues en invierno la elongacion celular de los meristemos
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apicales disminuye, para entrar en latencia. Una situacion similar, donde el estrés hidrico
aplicado en época invernal no tuvo efecto sobre la relacion r/pa en varias especies del género
Pinus (Cornejo y Emmingham 2003). Otro factor pudiera ser el corto periodo de evaluacién
y la intensidad extrema de la sequia. De acuerdo con Xu et al. (2010) cuando las plantas estan
sujetas a sequia extrema la capacidad de regulacion a través del crecimiento asimétrico podria
incluso perderse abruptamente, implicando que podria haber un umbral de la humedad del

suelo en la respuesta de la asignacion de biomasa al estrés hidrico.

Después de 17 dias de riegos de recuperacion, no se manifestaron diferencias en acumulacién
de biomasa entre las familias. Sin embargo, en general mostraron una limitacion en la
acumulacién de biomasa de raiz y de la parte aérea como resultado del periodo previo de
sequia extrema, posiblemente determinada por una disminucion en las tasa de asimilacion de

CO. debido a una conductancia estomatica reducida (Ramachandra et al. 2004).

En la familia SM solo se registré una menor biomasa de raiz, pero acumulo una biomasa de
la parte aérea y conservo una relacion r/pa similar al testigo. En las familias JT, SRy TL la
acumulacion de biomasa fue menor tanto en la raiz como en la parte aérea y también fue
menor la relacidn r/pa con respecto al testigo. Las diferencias entre niveles de humedad se
debi6 a que en este periodo las plantulas testigo presentaron relacion r/pa mayor (0.39) que
en las mediciones anteriores (inicial 0.27 y final del periodo de sequia 0.32), ya que las
plantulas expuestas a estrés hidrico mantuvieron una r/pa (0.29) similar a las mediciones

anteriores (inicial 0.27 y final 0.34).

7.3. Cinética de la fase OJIP de la fluorescencia de la clorofila a

Los cambios en la FCa reflejan la interaccidn de las plantas con su medio y su capacidad de
respuesta a los factores ambientales (Ceacero et al. 2012). Los cambios en las tasas de
fotosintesis tendran un reflejo sobre la emisidn de calor y fluorescencia y lo mismo ocurrira
en sentido contrario por ser procesos competitivos que ocurren simultaneamente (Gonzélez
et al. 2008). Brinda entendimiento sobre la estructura y funcion del aparato fotosintético, a

pesar de que corresponde a una pequefia fraccion de energia disipada por éste (Strasser et al.
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1995). La FCa es un indicador de las modificaciones en la operacion de la eficiencia cuéntica
del transporte de electrones a través del PSII (Henriques 2009).

Después de 26 dias de tratamiento, los procesos de absorcion, migracion de la energia de
excitacion en la antena hacia los centros de reaccion, la conectividad energética ente las
antenas y los centros de reaccion, la fotoquimica y el transporte de electrones secundario
asociado con las reacciones primarias de la fotosintesis fueron afectados negativamente en

las cuatro familias de P. leiophylla (Fig. 6.3.5).

A los 17 dias del periodo de sequia, cuando las plantulas presentaron promedios de Wa entre
-2.19 y -2.40 MPa, se registraron aumentos en la intensidad de Fo de 14, 10, 26 y 18% para
las familias JT, SM, SR y TL, respectivamente; y disminuciones de 17, 5, 6.6 y 13% en la
Fwm con respecto al testigo. Lo anterior se vio acentuado el dia 26 con un aumento del 31, 47,
36 y 62% respecto al testigo en Fo y una disminucion de 22, 30, 30 y 38% en la Fm. La
fluorescencia maxima Fwm fue alcanzada en menor tiempo. Los fendmenos de foto-inhibicion
a menudo van acompafiados de un incremento de Fo y un menor valor de fluorescencia
méaxima, en la que se desarrollé el estudio, pues en invierno la elongacion celular de los esto
se ha vinculado con una interrupcion del transporte de electrones en los centros de reaccion,

que podria indicar un dafio en el aparato fotosintético (Baquedano y Castillo 2006).

Consecuentemente tanto la fluorescencia variable (Fm - Fo) como la fluorescencia variable
al tiempo t (Ft - Fo) disminuyeron, ocasionando un aumento en la diferencia entre los
tratamientos de humedad AV =V sequia - V testigo de 10s cocientes analizados Vop = (Ft- Fo) /
(Fm - Fo), Vok = (Ft- Fo)/(Fk - Fo), Vos = (Ft- Fo)/(Fs - Fo). Sin embargo, se observd que AVok
resiste un estrés hidrico méas severo que Voj, puesto que permanecio sin ser afectado a Wa
cercanos a -2.40 MP el dia 17.

El aumento observado en las aciculas de las cuatro familias de P. leiophylla en la curva Vop
podria interpretarse como la reduccién de una proporcion de centros de reaccion que conlleva
a la disminucién en la eficiencia fotoquimica, y provoca el aumento de la disipacion de
energia por fluorescencia en cualquier punto en el tiempo durante la fase OJIP (Gonzélez et
al. 2008).
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Las emisiones de FCa de la fase OJ han sido atribuidas al cierre o reduccién parcial de la Qa
de los RC, la fase JI al cierre de los centros restantes y la fase IP a la remocion de la extincion
de la plastoquinona (Strasser et al. 1995). En este estudio el estrés hidrico tuvo mayores
efectos sobre la fase JI de Vop en las aciculas de las plantulas de P. leiophylla. Confirmandose
también en la curva de AVop como un incremento en la amplitud en la AJ de todas las
familias, que indica la relacién Qa/Qa. Lo anterior evidencia la disminucion en el transporte
de electrones hacia la Qa- por una sobre reduccion del PSII del lado aceptor (Strauss et al.
2008). Esto también ha sido observado, entre otros estudios, en condiciones de alta irradianza
(Li et al. 2009) y recientemente en un estudio donde Zhang et al. (2012) inhibieron la via
respiratoria mitocondrial oxidasa alternativa (AOX) en la maquinaria fotosintética mediante
acido salicilhidroxamico para demostrar el posible rol de esta via contra la fotoinhibicién por
la alta irradianza. Mientras que la aparicion franca del pico AK exclusivamente en la curva
AVop de la familia JT, después de 17 dias de riegos de recuperacion, podria sefialar un
desacoplamiento del complejo que disocia el agua, conocido como complejo de evolucion de
oxigeno (OEC) (Srivastava et al. 1995, Strauss et al. 2008).

También el aumento de la banda K y la caida siguiente en la curva AVg; asi como la
disminucion de la fluorescencia méaxima Fwm, son un indicador del desbalance de la
distribucién de energia, cuando la transferencia de electrones de OEC hacia el donador
secundario tirosina Z (Yz) es mas baja que la transferencia del PSIl a Qa y mas alla (Gonzélez
et al. 2008). Por otro lado, Diener y Babcock (1996) atribuyeron la aparicion de K a la primera
reduccion de la Qa que ocurre después de la carga de separacion entre el PSII y la feofitina
durante la induccion por luz. La primera reduccion de la Qa y la reduccion siguiente del PSII
requiere de un electrén que generalmente esta presente en (Yz) y no necesariamente esta
implicado del OEC (Gonzalez et al. 2008).

En AVok el aumento en la banda L que expresa la inestabilidad del sistema tripartita centro
de reaccion - complejo cosechador de luz - antena debido a la pérdida de conectividad y de
intercambio de energia entre las unidades independientes del PSII. Resultando en una mala

utilizacion de la energia de excitacion y una menor estabilidad del sistema (Guha et al. 2013).
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Este aumento en la amplitud de las bandas K y L ademas de haber sido reportada como efecto
del estrés hidrico en plantas (Guisseé et al. 1995) también ha sido observado como resultado
de otros factores de estrés abidtico como, el ozono (Desotgiu et al. 2012) altas temperaturas
(Srivastava et al.1997) y alta irradianza (Zhang et al. 2012).

La prueba JIP destaca el efecto de la sequia en las cuatro familias de P. leiophylla en la
disipacién no fotoquimica de energia. La disipacién de energia por RC activo del PSII
(DIo/RC) aumento con respecto al testigo en 93, 30, 73y 76% el dia 17; y 2.20, 3.98, 2.95y
4.79 veces el dia 26 del periodo de sequia, en las familias JT, SM, SRy TL respectivamente.
La eficiencia cuantica de disipacion de energia (ppo = DIo/ABS) aumenté en 43, 17, 38, y
39% en el dia 17; y 81, 136, 119 y 181% en el dia 26. Una consecuencia de la sequia sobre
la fotosintesis es la exposicion a un exceso de energia, la cual si no es disipada, puede ser
perjudicial para el PSII, debido a la sobre reduccion de los centros de reaccion (Demmig y
Adams 1992). Resultados similares fueron obtenidos por Guha et al. (2013), al someter
plantulas de Morus indica de cinco meses de edad a condiciones de estrés hidrico durante 10

dias.

Al mismo tiempo, al dia 26 del periodo de sequia, las cuatro familias de P. leiophylla
manifestaron relativamente poca disminucion en la eficiencia maxima de la fotoquimica de
PSII (pro = TRo/ABS): 16, 29, 25y 38% en JT, SM, SRy TL con respecto al testigo. ¢po €s
la contra parte de gpo, por ser la medida de la fraccion de fotones absorbidos que siguen por
la via fotoquimica (Baker y Rosengvist 2004). Existen evidencias de la relativa insensibilidad
al cambio que presenta este parametro cuando se utiliza para evaluar estrés en plantas
(Strasser et al. 2000, Force et al. 2003) y particularmente en estrés hidrico en arboles
(Bussotti et al. 2008, Ditmarova et al. 2009), pero aun asi denota una fotoinhibicion causada

por el estrés hidrico en las cuatro familias.

Los parametros que reflejan la probabilidad de que un exciton capturado mueva un electrén
hacia la cadena de transporte de electrones mas alla de la Qa en el PSII (P&, = ETo/TRo), la
probabilidad de que un electrén del intersistema de transporte de electrones de PQ sea
transferido para reducir el aceptor de electrones del PSI (dro = REo/ETo ), la eficiencia

cuantica del transporte de electrones (peo = ETo/ABS) y la eficiencia cuantica para la
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reduccion de los aceptores finales (pro = REo/ABS) se observaron relativamente poco
afectadas al dia 17 de sequia en comparacién con gpo. Las diferencias de las plantulas del
tratamiento de sequia respecto al testigo se acrecentaron hacia el dia 26, al final del

experimento y en el momento de mayor estrés.

Los valores elevados en el transporte de electrones y en la eficiencia y funcién fotosintética
general detectados con fluorescencia en las plantas en buenas condiciones de humedad tienen
que ver con la fotosintesis neta y el crecimiento. A pesar de la poca disminucion en la
eficiencia del flujo de electrones éstos no necesariamente son conducidos hacia la reduccion
de carbono, sino hacia otras rutas metabdlicas como por ejemplo las de defensa (Bussotti et
al. 2008). Confiriéndole una alta resistencia al PSIl frente al estrés hidrico en plantas
superiores (Bukhov y Carpentier 2004).

La probabilidad de que un electrén de los acarreadores intermedios pueda moverse al aceptor
final de PSI (dro = REo/ETo) manifestd muy poca reduccion aun despues de 26 dias de sequia:
2, 16, 13% en las familias JT, SM y TL. Sin embargo particularmente la familia SR mostré
un aumento de 12%, que quizds podria indicar una leve pero mayor eficiencia de

transferencia de electrones hacia el PSI bajo condiciones de sequia (Campos et al. 2014a).

La disminucién en la AVip indicé una disminucion en la eficiencia del transporte de electrones
alrededor del PSI para reducir los aceptores finales de la cadena transportadora de electrones,

como la ferredoxina y NADP debido al estrés hidrico en las cuatro familias.

El indice de desempefio (Plass) més la probabilidad de que un electron pueda moverse de los
aceptores de electrones inter-fotosistemas reducidos hacia los aceptores finales de electrones
del FSI (Plwtr) Son una expresion de la vitalidad de la planta que combinan criterios
estructurales y funcionales al integrar la densidad de los RC, la eficiencia cuantica de la
fotoquimica primaria, la habilidad de proveer electrones a la cadena de electrones entre PSI
y PSII (Strasser et al. 2000). Ambos parametros se vieron disminuidos en gran medida en las
plantulas bajo condiciones de estrés hidrico debido principalmente a la suma de las
disminuciones individuales de los parametros que los componen como (RC/ABS), gro, weoy
OR0.

61



Bussotti et al. (2010) encontraron que dos de las seis procedencias italianas de Quercus
petraea sometidas a condiciones de estrés hidrico presentaron la mejor eficiencia
fotosintética expresada en el indice de desempefio Plass ademas de tener hojas mas pequefias
y mas biomasa foliar por érea, caracteristicas reconocidas como mecanismos de resistencia a
la sequia También se ha visto que el Pl es afectado por el ozono en plantulas de Populus
sp. (Desotgiu et al. 2012). Ademas, en un trabajo realizado para dar seguimiento al
establecimiento de brinzales de Quercus ilex sub. ballota en campo, Ceacero et al. (2012)

observaron un descenso en el Plagss vinculado a los periodos estivales e invernales.

En el presente estudio, a los 17 dias de volver a aplicar riego ninguna de las familias recobrd
por completo las sefiales de fluorescencia, los pardmetros de la prueba OJIP ni la amplitud y
forma de la curva OJIP. Los 17 dias del periodo con riegos de recuperacion no fueron
suficientes para que las plantas recuperaran totalmente la funcion de la fotoquimica primaria.
Presentaron valores similares a los registrados a los 17 dias de sequia aun cuando sus Wa
estuvieron muy cercanos al testigo. En plantas superiores después de un estrés hidrico
significativo, la restauracion de la actividad de PSII requiere de muchos dias bajo condiciones
de dptima hidratacion. Sin embargo la restauracion de la actividad de PSII precede mucho

mas rapido que el total de la capacidad fotosintética (Bukhov y Carpentier 2004).

Las cuatro familias manifestaron respuesta similares en las curvas AV de las fases OJ, OK 'y
OP y en la prueba JIP pero en diferente magnitud. Eso evidencia la variacion en la
susceptibilidad de los genotipos de estas cuatro familias de P. leiphylla a nivel de la

fotoquimica primaria.

Al final del periodo de sequia, la familia JT present6 la menor afectacion en la mayoria de
los parametros de la prueba JIP en comparacion con las demaés familias, demostrando la mejor
eficiencia fotoquimica primaria, en el transporte de electrones entre densidad de centros de
reaccion funcionales en la clorofila y una menor necesidad de disipacion de energia. También
presentd la menor amplitud de la banda L (a 0.15 ms) en la curva AVok aun cuando su Wa
habia disminuido hasta Wa de -3.31 MP, indicando una mayor estabilidad en el sistema
tripartita centro de reaccién - complejo cosechador de luz - antena bajo condiciones de

extrema sequia (Guha et al. 2013). Después de 17 dias de riego tuvo un recobro intermedio
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de los parametros de la prueba JIP. El mayor efecto del estrés hidrico sobre la fase rapida de
la FCa en las plantulas de la familia JT fue observada en AVo;por presentar la banda K méas
pronunciada al final de la sequia, que ademéas se incrementé aln durante la etapa de
recuperacion. Eso, se manifest6 también en la curva AVop como un pico AK, posiblemente a
causa de la inhibicion de la donacion de electrones por un dafio en el complejo desarrollador
de oxigeno (OEC) resultando en la oxidacion estable de Yz (Vredenberg 2008).

La familia SM manifest6 estabilidad de los procesos de la fotoquimica a los 17 dias del
periodo de sequia donde alcanz6 un Wa de -2.99 MPa, tanto en los parametros de la prueba
JIP como en las fases OJIP. Al dia 26 presentd una afectacion intermedia con relacion a las
demas familias en la prueba JIP, pero mantuvo una de las menores diferencias con respecto
al testigo en las curvas AVok Yy AVo; por una posible estabilidad del sistema tripartita centro de
reaccion - complejo cosechador de luz - antena y eficiencia del complejo desarrollador de
oxigeno (Vredenberg 2008). Después de 17 dias de riego, manifestd la segunda mejor
capacidad de recuperacion en la mayoria de los parametros de la prueba JIP y en las fases de
fluorescencia OP, OJ, muy cercanas al testigo pero, al igual que JT no present6 disminucion
de AVok.

La familia SR tuvo una respuesta intermedia ante el estrés en la primera medicion, no
obstante, al final del periodo de sequia, el dia 26 fue la segunda menos afectada, exhibi6 una
diferencia con respecto al testigo menor que todas las familias en los parametros (RC/ABS,
WEo, ¢Ro), la proporcion de Qa reducida por pigmentos antena del PSII, la eficiencia de
transferencia de electrones mas alla de la Qa de PSII y la reduccion de los aceptores finales
del PSI, y del AVop que indica una menor flujo de energia absorbida en los centros de reaccion
y de la eficiencia fotoguimica. Al final del periodo de riegos de recuperacion presenté las
menores diferencias con respecto al testigo tanto en los pardmetros de la prueba JIP como en
las fases OJIP e incluso no presento la banda L en AVok demostrando un recuperacion mas
rapida de la conectividad y de intercambio de energia entre las unidades independientes del
PSII (Guha et al. 2013).

Por el contrario las aciculas de la familia TL fueron las més afectadas de las cuatro familias.

Presentd las mayores diferencias con respecto al testigo en todos los parametros de la prueba
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OJIP en los dos muestreos del periodo de sequia, donde al final alcanzé el menor Wa (-3.65
MPa). Disminuy6 su capacidad de absorcion y transporte de electrones desde el PSII hasta
el PSI, con una alta disipacion no fotoquimica de la energia absorbida. Con un aumento en
la AV de las curvas de las fases OJIP evaluadas, sobre todo AVok, donde mostro la mayor
amplitud de la banda L que sugiere también una pérdida de conectividad y de intercambio de
energia entre las unidades independientes del PSII. Al dia 17 de riegos, no presento
recuperacion en los parametros de la prueba JIP aun cuando el Wa del tallo fue de -0.59 MP.
Demostr6 una baja regulacion de la fotoquimica primaria y una alta necesidad de disipacién
para evitar el dafio por exceso de energia.

7.4. Contenido de perdxido de hidrogeno y actividad de la catalasa

La activacion y modulacion de los mecanismos antioxidantes juega un rol clave en la
resistencia de las plantas ante el estrés hidrico (Smirnoff 1993). El incremento observado en
el contenido de H20- foliar después de 17 dias de sequia en la familia SR de P. leiophylla no
se presentd en las otras familias estudiadas, por lo que consideramos que podria ser parte de
la sefializacion que induce la expresion de numerosos genes de defensa en respuesta al estrés
hidrico (Noctor et al. 2014), ya que las plantas de la familia SR tuvieron una mayor tolerancia
al estrés, en contraste con las otras familias, hacia el final del periodo de sequia; ademas, las

plantas de la SR también presentaron los mejores parametros de FCa evaluados.

El H20O> esta involucrado en el proceso de cierre estomatico incrementando los niveles de
Ca? en el citosol o inducido por el acido abscisico (ABA). Ademas, el ABA puede inducir la
produccion de H20- de las células guarda, de tal forma que las plantas pueden asegurar que
los estomas estan cerrados durante condiciones de estrés hidrico y evitar la pérdida de agua
por transpiracion (Wu et al. 2006). Sin embargo, la acumulacion celular del H2O; en altas
concentraciones es toxica y lleva a la muerte celular. Por lo que la actividad CAT es de suma
importancia para evitar la acumulacion del H202. En nuestro estudio, el incremento en la
actividad CAT de las familias JT y SM puede ser un indicador de una respuesta antioxidante,

puesto que CAT es una de las principales enzimas que remueven el H>O- inducido en la
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oxidacion de los &cidos grasos en los peroxisomas foliares, y durante la fotorespiracion (de
Carvalho 2013).

Al final del periodo de sequia, al dia 26, se registro el aumento en el contenido de H20, y
una disminucion en la actividad CAT en las familias SM y TL comprometiendo la resistencia
a la sequia de las plantas debido al dafio oxidativo mayor y al mecanismo menos eficiente de
remocion de H.O, como se ha sefialado en otros estudios (Ditmarova et al. 2009); el
incremento de H20- lleva a la peroxidacion lipidica de las membranas celulares y dafio en
acidos nucleicos y proteinas (Smirnoff 1998, Rachmilenvitch et al. 2006). Munné et al.
(2001), reportaron la acumulacion de H202 en hojas senescentes de plantas susceptibles
expuestas a sequia. Lei et al. (2006 y 2007) observaron un incremento del contenido de H20>

en Populus przewalskii que causé un estres oxidativo y reduccion en el crecimiento.

La reduccion en la abundancia de la RuBisCO a causa de la disminucion de la tasa de
fotorespiracion por la fijacion de O> pudiera explicar la disminucion de CAT. No obstante
CAT no es la tnica molécula que desintoxica las células de H>O3, la ascorbato peroxidasa
remueve el H,O> producido durante la reaccion de Mehler y otros procesos cloroplasticos
(Asada 1999), ademas también interactlan otros antioxidantes no enzimaticos (Foyer et al.
1997, Kar 2011). Por lo que no sélo la actividad CAT fue inhibida sino también el resto del
sistema antioxidante, probablemente el estrés hidrico severo afecté negativamente varios
procesos que indirectamente estan involucrados en el sistema antioxidativo y que se reflejan

rapidamente en genotipos mas sensibles a tal estres.

Al final del periodo de recuperacion se observé una disminucion en el contenido de H20; en
las plantulas de las familias SR y TL que estuvieron en sequia, ademas de un aumento
significativo en la actividad CAT de las familias SM, SR y TL, lo que implica que su
metabolismo se encontraba con una mayor actividad antioxidante. La capacidad de evitar o
reparar el dafio oxidativo mediante estrategias de generacion de enzimas antioxidantes como
CAT puede ser un importante complemento para entender el funcionamiento de la tolerancia

a la sequia de arboles en condiciones de déficit hidrico (Guha et al. 2013).
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Las familias de P. leiophylla estudiadas presentan diferente respuestas tanto de estrés
oxidativo como de actividad antioxidante. Aun cuando las plantulas estuvieron bajo las
mismas condiciones antes del experimento, desde la primera medicidn, en el dia 0 se observé
variacion en la actividad CAT. Asi mismo durante el periodo de 26 dias de estrés hidrico
progresivo el contenido de H20. y en la actividad CAT por respuesta a la sequia fueron

diferentes en las cuatro familias, implicando variacion en sensibilidad al estrés hidrico.

La familia JT fue la Unica que mantuvo los niveles de H.O, en condiciones de sequia
similares a los del testigo, ademas mostré la mayor actividad CAT y una capacidad de
respuesta antioxidante mayor y mas rapida que le permitié6 mantener estable el contenido de
H20>. En contraste con la familia TL que al dia 17 no presento reaccién de CAT y al dia 26
mostré una menor actividad CAT, indicando mayor sensibilidad del genotipo donde la foto-
respiracion o las substancias antioxidantes son insuficientes para lidiar con el dafio oxidativo
causado por la sequia (Noctor et al. 2014). Las familias SM y SR mostraron una respuesta

intermedia.

En la literatura se reporta una variacion entre las plantas en estas respuestas, los genotipos
con alta resistencia a la sequia presentan mayor actividad antioxidante que pueden eliminar
con mayor efectividad las ERO (Munné et al. 2003, Shavaleva et al. 2006, Zhu et al. 2011).
Gao et al (2009) mencionan diferencias entre tres especies de pino en respuesta a una sequia
gradual de 28 dias. P. densata demostro tener una mayor tolerancia que P. tabuliformisy P.
yunnanesnsis debido a un incremento menor de H.O> y una mayor actividad CAT, ademas
de menores dafios de la membrana celular, mayor contenido de carotenoides y acumulacion
de prolina, entre otras moléculas antioxidantes. Asi mismo, se ha encontrado variacion en las
respuestas ante el estrés oxidativo inducidas por la sequia entre especies por ejemplo en

Populus (Yang et al. 2010) y entre poblaciones de Populus cathayana (Xiao et al. 2009).
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VIII. CONCLUSIONES

El 50% de las plantulas de Pinus leiophylla, progenie de las cuatro familias probadas
resisten un estrés hidrico extremo con un Wa promedio de hasta -3.35 MPa sin presentar

marchitez permanente en temporada invernal.

El estrés hidrico extremo afecto todas las variables evaluadas, provocando un aumento en la
concentracion de los solutos celulares y la disminucién en 1.12 veces del Yo; una
disminucién del 12% en la acumulacion de biomasa de la parte aérea, y un efecto variable
para cada familia sobre la raiz y la r/pa; un aumento en 29% en el contenido de la especie
reactiva de oxigeno (H203), que promueve el dafio oxidativo y un decremento del 10% en la
actividad antioxidante de la enzima catalasa. Ademas de afectar los procesos de absorcion,
migracion de la energia de excitacion en la antena hacia los centros de reaccion, la
conectividad energética ente las antenas y los centros de reaccion, la fotoquimica y el
transporte de electrones asociado con las reacciones primarias de la fotosintesis. Provocando
sobre todo el aumento de la disipacion no fotoquimica de energia (DIo/RC y ¢po en 3.87 y
1.50 veces, respectivamente) y disminuyendo el indice de vitalidad Pl (85%), aun cuando
promovio una disminucion relativamente no tan severa (32%) de la eficiencia maxima de la

fotoquimica de PSII (¢ro).

La magnitud y velocidad del efecto del estrés hidrico progresivo sobre las plantulas de P.
leiophylla y las respuestas a éste y a los riegos de recuperacion dependid en gran medida de

la familia a la que pertenecen.

Las plantas de la familia JT exhibieron la menor afectacion ante el estrés hidrico extremo,
muy probablemente sean las méas capaces de activar las estrategias de adaptacion en las
peores condiciones de estrés hidrico. Manifestaron una mayor sensibilidad osmética ante los
cambios de humedad (¥0), una capacidad de respuesta antioxidante mayor y mas rapida en
su actividad CAT que le permiti6 ser la Unica que mantuvo estables los niveles de H20-, y
una mayor capacidad de mantener la funcionalidad y eficiencia fotoquimica. A pesar de sufrir

restricciones en la acumulacion de biomasa de la raiz, la proporcion en la asignacion de la
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biomasa entre la raiz y la parte aérea no fue afectada significativamente. Aunque no tuvieron

la recuperacion mas exitosa.

Las plantulas de la familia SM tardaron més dias en ser afectadas por la sequia que las demas,
manteniendo el mejor estado hidrico y la mayor estabilidad de los procesos fotoquimicos y
la mayor actividad CAT a los 17 dias sin riego, al final de la sequia fueron las Unicas que
presentaron un aumento en la relacion r/pa. Sin embargo, ante el estrés extremo presentaron
una afectacion intermedia con relacion a las demés familias. También manifestaron la

segunda mejor capacidad de recuperacion.

Las plantulas de la familia SR fueron las segundas menos afectadas por la sequia extrema.
Exhibieron la mejor capacidad de recuperacion, disminuyendo el 21% en el contenido de
H20, y una mayor actividad antioxidante con un aumento de 69% en la actividad catalasa.
Presentaron una mayor recuperacion y mejor conectividad e intercambio de energia entre las
unidades independientes del PSII, aun cuando mostraron una limitacion en la acumulacion
de biomasa de raiz y de la parte aérea como resultado del periodo previo de sequia extrema,

exhibieron la menor diferencia en la relacion r/pa con respecto al testigo.

La plantulas de la familia TL fueron las més afectadas por el estrés hidrico, alcanzaron el
menor Ya (-3.65 MPa en promedio), fueron afectadas en la acumulacion de biomasa en la
parte aérea, presentaron la reaccion oxidativa mas tardia y la actividad antioxidante CAT fue
menor incluso que el testigo, también mostraron la menor estabilidad en los procesos de la
fotoquimica primaria y una alta necesidad de disipacion para evitar el dafio de la en la que se
desarrollé el estudio, pues en invierno la elongacién celular de los fotoinhibicién. Asi mismo
presentaron la menor capacidad de recobro, a pesar de que alcanzaron un YWa del tallo de -
0.59 MP y una recuperacion total del Wo, y disminucion oxidativa del H.O2 acompariada de
un aumento significativo en la actividad antioxidante CAT, exhibieron una disminucién en
la biomasa de la raiz y la parte aérea y no presentaron recobro en los parametros
fotoquimicos, demostrando haber sufrido un dafio sin reparacion en los fotosistemas de las

aciculas.
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En conjunto la evaluacion del estado hidrico y osmotico, de la concentracion de H2O., la
actividad de la catalasa, de la fase répida de la fluorescencia de la clorofila a mediante la
prueba JIP y las curvas de las fases OJIP permitié realizar un perfil de la respuesta fisioldgica
ante el estrés hidrico de las plantulas de las cuatro familias de P. leiophylla, Gtil para
identificar las familias que posiblemente sean capaces de lidiar mejor en condiciones de

estrés hidrico en campo.
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