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EFECTO DE LA TEMPERATURA EN CARACTERISTICAS BIOQUIMICO-
FISIOLOGICAS DE PLANTAS JOVENES DE DOS ESPECIES DE Agave
Jesus Adalberto Jiménez Torres, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2016
RESUMEN
El incremento de las temperaturas diurnas, nocturnas o ambas, como resultado del
cambio climatico global, puede generar estrés y afectar el desarrollo de las plantas. El
objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la temperatura en caracteristicas
bioquimico-fisioldgicas de plantas jovenes de Agave. La hipétesis fue que estas plantas
ajustan los procesos bioguimicos-fisioldgicos independientemente del termoperiodo
diurno/nocturno, de su procedencia y de la especie. Dos ensayos se realizaron con un
disefio completamente al azar, los resultados se analizaron con ANDEVA vy
comparacion multiple de medias de Tukey. En uno las plantas de A. salmiana se
mantuvieron a 25 °C constante dia/noche (en camara con ambiente controlado) o en
invernadero (15 d). La temperatura constante incrementé (P < 0.05) el contenido de
fructosa, sacarosa y aminoacidos libres en las hojas y afecté la acumulacion de
biomasa. En otro ensayo, plantas de A. salmiana de tres procedencias y A. mapisaga
se mantuvieron en termoperiodo de: (1) 25/25, (2) 25/15, (3) 45 °C durante 4 h en
termoperiodo 25/15 °C y (4) en invernadero. Las plantas mostraron diferencias
significativas en temperaturas de 25/25 y 45°C en las que se observé acumulacion de

aminoacidos libres y reduccion de biomasa.
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EFFECT OF TEMPERATURE IN BIOCHEMICAL-PHYSIOLOGICAL
CHARACTERISTICS OF YOUNG Agave PLANTS
Jesus Adalberto Jiménez Torres, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2016
ABSTRACT

The increase of temperatures during the day, night, or both, as result of global climate
change, creates stress affecting the development of the plants. The objective of the
study was to evaluate the effect of temperature on biochemical-physiological processes
of young plants of Agave. The hypothesis was that these plants fit the biochemical and
physiological processes regardless of the thermoperiod day/night or its origin or
species. Two experiments were conducted, the experimental design was completely
randomized, the results were analyzed with ANOVA and Tukey multiple comparison.
First experiment, A. salmiana plants were exposed to constant temperature 25 °C
day/night (in growth chamber) and under greenhouse conditions (15 d). Constant
temperature increased (P < 0.05) fructose, sucrose and free amino acids in the leaves
and affected dry biomass accumulation. Second experiment, A. salmiana with three
origins and A. mapisaga were exposed to the following temperatures: (1) 25/25, (2)
25/15, (3) 45 °C during 4 h under 25/15 + 2 °C day/night termoperiod, and (4) under
greenhouse conditions. Plants on 25/25 and 45 °C showed significantly free aminoacid
accumulation and biomass loss.

Keywords: Agave, thermoperiod, stress, free amino acids, sugars.
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1. INTRODUCCION GENERAL

El incremento en la temperatura global alcanz6 0.6 °C entre 1990 y 2000 y se estimé
gue debido a este incremento hubo pérdida de 17 % en la productividad agricola
(Madhava et al., 2006). Con el aumento de la temperatura la respiracion celular en las
plantas puede incrementar y la fotosintesis neta disminuir (Yamori et al., 2014). Pero las
plantas de diversas especies poseen mecanismos de respuesta y adaptacion al
incremento de la temperatura, y su respuesta puede de ajustes para contrarrestar los
efectos de las temperaturas extremas sin disminuir su productividad (Atkin, 2003).

El incremento de la temperatura nocturna es un fenémeno asociado al
calentamiento global que incluso puede superar las temperaturas diurnas en algunas
regiones del planeta, como en el sureste asiatico (Shi et al., 2015), lo que puede afectar
considerablemente la productividad vegetal. Las temperaturas nocturnas altas
disminuyen 10 % la productividad del cultivo de arroz por cada °C que incrementa la
temperatura minima nocturna, las tasas respiratorias incrementan (Song et al., 2015) y
ciertos metabolitos nitrogenados también incrementan (Glaubitz et al., 2015).

Temperaturas nocturnas de 28 °C, similares a las diurnas, inducen estrés en
Phalaenopsis aphroide, una orquidea MAC, como resultado se inhibe la formacién de
brotes florales y se acumula sacarosa en el tallo; en contraste, la floracién se induce
cuando la temperatura nocturna se reduce a 20 °C (Liu et al., 2013).

Diversos metabolitos participan en el alivio del estrés de la planta, la
acumulacién de carbohidratos en tejidos especificos pueden sefalizar reacciones del

estrés y se relacionan con el metabolismo del N (Farrar et al., 2000). Es el caso de la



prolina, que es un aminoacido que se acumula en la mayoria de las plantas en
condiciones de estrés, funciona como osmoprotector, estabiliza las estructuras
subcelulares, neutraliza radicales libres y permite mantener la capacidad redox del
NADP-NADPH (Hare y Cress, 1997). Los flavonoides son otro tipo de metabolitos, son
compuestos polifendlicos que reflejan la luz UV, protegen contra patégenos y tienen
funciones antioxidantes (Gill y Tuteja, 2010).

El incremento descontrolado del flujo de iones, al interior o al exterior, a través
de las membranas celulares de las plantas se interpreta como pérdida de la integridad
de esas estructuras lipidicas y puede deberse al envejecimiento de los tejidos o
alteraciones por estrés bidtico y abidtico (De Weerd et al.,, 1995). Las alteraciones
biofisicas de las membranas celulares se relacionan con la respuesta bioquimica y
fisioldgica de la planta a las condiciones ambientales, por lo que su estudio es criterio
de identificacion de cultivares sensibles y tolerantes a factores generadores de estrés
(Bajji et al., 2002).

Diversos tipos de estrés pueden generan desbalance en el transporte de
electrones durante la fase fotoquimica de la fotosintesis, debido a que el receptor final,
el NADP, permanece reducido (NADPH) y no acepta mas electrones, el exceso de
electrones generan especies reactivas del oxigeno que son altamente dafiinas para las
membranas del tilacoide (Mathur et al., 2014), la evaluacién de la fluorescencia de la
clorofila es una técnica no destructiva que permite conocer la eficiencia fotoquimica del
Fotosistema Il (Lambers et al., 2008).

Las plantas con metabolismo acido crasulaceo (MAC) presentan modificaciones

biofisicas, fisioloégicas y bioquimicas que optimizan el uso del agua en ambientes



limitantes (Luttge et al. 2007). Los magueyes pulqueros Agave salmiana y A. mapisaga
son plantas MAC altamente productivas en ambientes adversos, con rendimientos de
40 t de materia seca ha! afio! (Garcia-Moya et al., 2011). Parte de la importancia del
genero Agave se debe a sus azucares con indice glucémico bajo (Arrizon et al., 2010),
potencial para la produccién de biocombustibles (Li et al., 2014; Escamilla-Trevifio,
2012) y sus metabolitos secundarios, como saponinas y compuestos fendlicos, tienen
importancia econdmica (Ben Hamissa et al., 2012).

En el centro del pais los magueyes pulqueros, Agave salmiana y A. mapisaga,
han sido de gran importancia desde la época precolombina, los vestigios
antropoldgicos de su uso datan de mas de 3500 afios y el contacto de los humanos con
estas especies ha generado grados diversos de humanizacion, desde el norte hasta el
sur de México (Mora-Lopez et al., 2011).

La domesticacion del genero Agave ha generado divergencia morfolégica entre
las especies silvestres y cultivadas, entre los caracteres seleccionados por el hombre
se distinguen: plantas mas grandes, que produzcan mas savia, contenidos altos de
azucares, contenido y tamafio menores de dientes y puas, ademas contenido menor de
agentes irritantes a la piel que estan en sus hojas, como ciertos metabolitos
secundarios (Figueredo et al., 2014).

Dada la importancia del genero Agave por los multiples productos obtenidos a
partir de su biomasa y su adaptabilidad a ambientes limitantes, tomando en cuenta el
panorama climatico actual y su influencia en la disminucion de la productividad de
especies vegetales, el presente estudio tuvo como objetivo conocer el efecto de la

respuesta en el crecimiento, variables biofisicas y bioquimico-fisiolégicas de



temperatura en plantas jovenes de maguey. Los mecanismos de tolerancia a
condiciones que generan estrés se deben en gran parte a respuestas biofisicas y
bioquimicas que permiten a la planta desarrollarse y establecerse, por lo cual puede
analizarse el contenido de metabolitos especificos que sefializan la condicion de estrés
0 se sobreexpresan para el alivio de ese estrés. Los objetivos fueron:

Evaluar el efecto de temperaturas contrastantes en variables morfologicas, como
acumulacion de biomasa, azlcares solubles, aminoacidos libres, fenoles totales y
permeabilidad relativa de membranas celulares en hojas de plantas jovenes de A.
salmiana. La hipotesis fue que estas plantas ajustan los procesos bioquimicos-
fisiologicos independientemente del termoperiodo diurno/nocturno.

Evaluar el efecto de la temperatura en la biomasa, el coeficiente de eficiencia
fotosintética y el contenido de azlcares solubles, aminoécidos libres y fenoles totales
de plantas jovenes de A. salmiana y A. mapisaga obtenidas a partir de semillas
provenientes de diferentes localidades del Estado de Hidalgo, probablemente con
diferente grado de domesticacion. La hipétesis fue que estas plantas ajustan los
procesos bioquimicos-fisiologicos independientemente del termoperiodo

diurno/nocturno, la procedencia y la especie.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 METABOLISMO PRIMARIO

2.1.1 Metabolismo &cido crasulaceo
Las plantas con metabolismo &cido crasulaceo (CAM) presentan modificaciones
fisioldgicas, bioquimicas y metabdlicas que optimizan el uso del agua en ambientes
limitantes. Esas modificaciones les permiten realizar el intercambio de gases y vapor de
agua principalmente en la noche, que es el periodo en el que mantienen sus estomas
abiertos. ElI CO:2 es incorporado al fosfoenol piruvato (PEP), que es una molécula de
tres carbonos que permite la carboxilacion y, con esta, la formacién de acidos
organicos, como el malico, que es una molécula de cuatro carbonos. Este producto de
la incorporacion de C es almacenado en la vacuola. En la etapa diurna los estomas de
las plantas CAM se cierran y dentro de las células el &cido malico, almacenado durante
la noche, se descarboxila e incorpora al ciclo de Calvin-Benson (Luttge et al. 2009).

En las plantas CAM los carbohidratos son un factor limitante para la fijacion
nocturna de C, debido a que la particion de azlUcares es necesaria para contar con
sustratos como el PEP, es decir, un balance es indispensable. Los azlcares también
los demandan los érganos en crecimiento; en este aspecto, los transportadores de
azucares son determinantes para regular el flujo. En muchos casos la inversion en
carbohidratos para la carboxilacién no reduce la productividad; especies de importancia
econdmica, como la pifia (Ananas comosus) y varias del género Agave pueden
competir con la productividad de plantas C4, como la cafia de azlcar (Antony y

Borland, 2009).



Las plantas CAM presentan rasgos del metabolismo C3, como los procesos de
carboxilacién nocturna y descarboxilacién diurna (Antony y Borland, 2009). En general
los procesos de las plantas CAM se dividen en cuatro fases;

(a) Fase I: comprende la carboxilacién nocturna de la enzima fosfoenolpiruvato-
carboxilasa (PEPC) con CO2 mediante la catélisis y la formacion de &cidos organicos,
como acido mélico, que se almacenan en la vacuola.

(b) Fase IlI: ocurre en la mafiana, e inicia con el cierre estomatico. En el género
Clusias mientras los estomas permanecen abiertos, la PEPC y la enzima ribulosa-3-
fosfato-carboxilasa (RubisCO) contribuyen a la fijacion de COg2; en especies con
metabolismo intermedio C3/CAM la RubisCO contribuye mayormente en la fijacion de
CO2. En general, la PEPC es desactivada en la fase Il y la RubisCO se activa. En
Clusias una extension de la Fase Il de hasta 4 horas favorece la fijacion de CO:2 por
PEPC y en Kalanchoe daigremontiana la PEPC se inactiva después de 30 minutos; la
extension de la fase Il supone mayor eficiencia fotosintética.

(c) Fase lllI: se realiza durante la etapa diurna del dia, incluye la removilizacion
de acidos orgéanicos de la vacuola al citosol, donde se descarboxilan y se produce PEP,
parte del C es regenerado a CO: y fijado en el Ciclo de Calvin-Benson. El estudio de
esta fase por métodos estandar, como intercambio gaseoso es imposible porque los
estomas permanecen cerrados, en la fase diurna. Asi, esta fase se estudia mediante el
analisis de la acumulacion de acidos organicos y fluorescencia de la clorofila.

(d) Fase IV: comprende la transicion de la Ill a la I, ocurre al atardecer cuando
después del consumo de los acidos organicos inicia la apertura estomatica, y la

carboxilaciéon ocurre nuevamente. Las fases transicionales Il y IV pueden disminuir o



desaparecer su ocurrencia ante estrés hidrico, y en estrés hidrico severo los estomas
se mantienen cerrados, incluso durante la noche, por lo que el CO2 producido en la
respiracion es reciclado; aunque esta condicion no conduce a la ganancia de carbono
si permite sobrellevar periodos de estrés severo (Luttge 2007).

En condiciones favorables de crecimiento, los tejidos fuente aseguran que los
tejidos demanda de la planta utilicen los carbohidratos 6ptimamente. En general, los
niveles bajos de azucar favorecen la fotosintesis y la acumulacion de azucares solubles
promueve la formacion de polisacéridos de reserva. En contraste, el estrés abibtico en
muchos casos genera alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, modifica la
relacion entre los tejidos fuente y demanda, y reducen la acumulaciéon de azlcares en
los tejidos fuente. La planta responde a la acumulacién de azUcares mediante proteinas
sensoras que mediante sefales quimicas generan respuestas en cascada, como
expresion de genes y actividad enzimética; los azucares y las hormonas actian como
mensajeros y regulan sefiales para controlar la expresién de genes (Gupta y Kaur,

2005)

2.1.2 Importancia de la sacarosa como molécula de sefalizacién
La sacarosa (Sac) en numerosas especies de plantas es la molécula principal que
transporta el C incorporado por la fotosintesis y el aztcar de almacenamiento breve,
también posee funciones reguladoras y de sefalizacion en la planta para modular la
fotosintesis, el almacenamiento de azucares, la expresion y la supresion de genes. El
metabolismo de la Sac esta relacionado con el metabolismo del N, en el que los

patrones de expresion enzimatica se relacionan con el metabolismo de aminoacidos
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por exceso o falta de los metabolitos de C. Asi, el contenido de Sac de la planta puede
representar el balance entre fuente y demanda de fotoasimilados a largo plazo (Farrar
et al., 2000).

La glucosa (Glu) también es carbohidrato de sefalizaciéon. La Glu est4 asociada
al crecimiento de Organos y aporte osmotico que favorece la expansion y divisién
celular. Este azlcar se produce por la degradacion de carbohidratos de reserva, como
almidon. La Glu forma parte del mecanismo de removilizacion y sefializacion en
procesos de senescencia; en contraste, la Sac estd asociada con la madurez y
completa funcionalidad de la planta. Una molécula ejerce su funcién de sefalizacién
cuando se presenta en cierto nivel de concentracion, lo que indica que su utilizacién
esta mas restringida que su produccion (Horacio y Martinez-Noel, 2013).

En plantas con estrés abiotico la Sac puede ser la molécula encargada de
sefalizar e inducir la formacion de enzimas encargadas de la sintesis de fructanas y
almidén, ademas parece controlar la sintesis de pigmentos, como antocianinas, y esta
relacionada con la respuesta al dafo oxidativo (Van den Ende y El-Esawe, 2014). El
estrés por calor y déficit hidrico incrementa la acumulacion de Sac en los tubérculos de
la papa (Bethke et al., 2009). La acumulacion de Sac y la reduccién de almidén se
observd en arroz (Oriyza satva L.) creciendo a temperaturas elevadas de 37°C
comparadas con temperaturas de 25 °C y concentraciones altas de CO2 de 66 Pa en
comparacion de 33 Pa CO:2 (Hussain et al., 1999).

En contraste, la acumulacién de Sac esta relacionada con la supresion de la
fijacion de COz2, pero es probable que este efecto resulte por limitacion de Ny P, la Sac

también sefaliza el estrés por frio, irradiacion alta y concentraciones altas de COg; la
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Sac juega un papel determinante en la sefializaciéon del control y posiblemente en la
regulacion de la asimilacion, transporte y balance de N, mediante la acumulacién de la
nitrato reductasa (NR; EC 1.1.7.2), la Sac activa la expresién genética y actividad de
esta enzima, también estimula la biosintesis de amino&cidos, ya que promueve la
sintesis de enzimas asparaginesintetasa y prolinadeshidrogenasa, estimula la glucolisis
de moléculas carbonadas para formar acidos organicos, e incrementa la asimilacién de

amonio (Horacio y Martinez-Noel, 2013)

2.2 EL CAMBIO CLIMATICO Y SUS CONSECUENCIAS EN LA PRODUCTIVIDAD
AGRICOLA
El cambio climéatico es una amenaza para la alimentacion global. El incremento en la
concentracion atmosférica de CO2 observado desde la década de 1960 (Keeling et al.,
1976) ha ocasionado incrementos de temperatura, de al menos 0.2 °C por década, en
el planeta (Hansen et al., 2006). Las temperaturas elevadas se consideran uno de los
factores de estrés abidtico que pueden dafiar mas la productividad de las plantas
(Hasanuzzaman et al.,, 2013). Las enzimas involucradas en la fotosintesis son
altamente sensibles a los incrementos de temperatura y pueden verse afectadas antes
gue cualquier otro efecto se produzca en la planta (Mathur et al., 2014). Los intervalos
de temperatura Optima para la fotosintesis varian entre las especies y los tipos de
metabolismo fotosintético, pero en general los 6ptimos se ubican entre 20y 30 °C. Con
el aumento de la temperatura la respiracion celular también se puede incrementar, esto
reduce la fotosintesis neta por el consumo de carbohidratos en la planta (Yamori et al.,

2014).
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La respiracibn ademas de proveer energia a las células permite la sintesis de
sustancias y el crecimiento de las plantas, se realiza en la mitocondria y consiste en la
hidrélisis de ciertas moléculas, generalmente productos fotosintéticos, directos o
indirectos, con la liberacion de energia y CO2 como subproducto que se libera a la
atmésfera. Entre 30 y 80 % del COz2 fijado fotosintéticamente es liberado nuevamente
por la respiracion; en conjunto el ciclo de C, en el que participan los componentes
bidticos y abidticos, del suelo determina si los ecosistemas son fuente o demanda de
COs2. El aumento en la temperatura global propicia incremento de la respiracion celular
y de COz2 liberado a la atmdésfera, esto puede causar reduccién en la fotosintesis neta.
Las plantas poseen mecanismos de respuesta y adaptacién al incremento de la
temperatura, segun su respuesta pueden ajustarse para contrarrestarlo sin disminuir su

productividad (Atkin, 2003).

2.2.1 Temperatura nocturna elevada
El incremento de la temperatura nocturna es un fenémeno que incluso puede superar
las temperaturas diurnas en algunas regiones del planeta, como en el sureste asiatico
(Shi et al., 2015), lo que puede afectar considerablemente la productividad vegetal. En
algodoén el incremento de la temperatura nocturna desde 24 hasta 27 y 30 °C, en
intervalos de 2 horas, incrementaron la respiracion foliar y la reduccion de ATP, y al
aumentar el tiempo a 2 semanas el contenido de azucares foliares se redujo (Loka y
Oosterhuis, 2010). Las temperaturas nocturnas altas también afectan el cultivo de
arroz; la productividad se reduce 10 % por cada °C que incrementa la temperatura

minima nocturna; ademas, la germinacion del polen se reduce, la esterilidad de las
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espigas Y las tasas respiratorias incrementan, la composicion del grano se altera, por
reduccién del contenido de amilosa, modificacion la estructura de las amilopectinas y
las estructuras cristalinas (Song et al., 2015). También, con las temperaturas nocturnas
altas en arroz incrementan ciertos metabolitos, como putrescina, espermina y
espermidina, que alteran la biosintesis de aminoacidos y poliaminas (Glaubitz et al.,
2015).

Temperaturas nocturnas de 28 °C, similares a las diurnas, inducen estrés en la
orquidea Phalaenopsis aphroide, que es una especie MAC. Los productores asiaticos
aplican empiricamente tratamientos de temperatura constante (28 °C dia/noche) para
inhibir la formacién de brotes florales, y para inducir la floracion reducen la temperatura
nocturna, aproximadamente a 20 °C.

La latencia del brote floral también puede alterarse cuando la temperatura es
constante en el ciclo diurno/nocturno, el estrés en la planta por la falta de temperaturas
nocturnas frias inhibe la floracién. En orquidea (P. aphroide) se demostraron cambios
en el contenido de los metabolitos del C cuando las plantas permanecieron en
temperatura diurna/nocturna constante de 28 °C. La acumulacién de Sac en los tallos
de P. aphroide estuvo relacionada con la inhibicién de los brotes florales en 60 % en
comparacién con las plantas testigo que permanecieron con termoperiodo de 28/20 °C
dia/noche y presentaron 100 % de emergencia del brote y acumularon menos Sac (Liu
et al., 2013)

Entre las consecuencias del calentamiento global esta la caida de la
productividad agricola. Este es el caso de algunas especies, como la soya, con

incrementos atmosféricos en la concentracion de COz2 e irradiacion alta del medio dia
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pueden reducir la actividad fotosintética debido a disminucion en la actividad enzimatica
(Bunce, 2014).

Por lo anterior y ante el panorama de ambientes climéaticos adversos debidos al
cambio climatico, es indispensable conocer los mecanismos de respuesta de especies
vegetales de importancia econdmica, que toleran temperaturas extremas, déficit de
humedad y otros factores ambientales extremos, y permitan identificar la seleccion y

mejoramiento de los recursos vegetales.

2.3 RESPUESTA VEGETAL AL ESTRES POR TEMPERATURAS ALTAS
Las plantas poseen mecanismos que les permiten superar el estrés por diferentes
factores, entre estos la temperatura extrema y se han clasificado como: escape,
tolerancia, aclimatacién y adaptacion al estrés. La supervivencia de las plantas
depende de la habilidad de percibir el estimulo y desencadenar una cascada de
sefalizacion y reacciones bioquimicas y fisiol6gicas que le permitan tolerarlo.

Las temperaturas altas pueden generar estrés oxidativo por incremento en la
acumulacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) (Hasanuzzaman et al., 2013).
ROS en las plantas son producto del metabolismo celular, su presencia constante
puede dafar las funciones y estructuras celulares, por dafio en el ADN, proteinas y
lipidos. ROS se producen en cloroplasto, mitocondria y peroxisomas. El efecto dafiino
pueden contrarrestarlo los compuestos antioxidantes producidos por la planta; entre
estos, estan los compuestos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, los primeros

son enzimas antioxidantes, como superoxido dismutasa, catalasa, ascorbato
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peroxidasa, y otras, en el grupo de los no enzimaticos estan: 4cido ascorbico, tocoferol,

flavonoides, prolina y otros (Gill y Tuteja, 2010).

2.3.1 Prolina
La prolina es un aminoacido derivado de la ruta biosintetica del glutamato, su estructura
le evita reaccionar como los otros aminoacidos, se acumula en la mayoria de las
plantas en condiciones de estrés biotico y abidtico, funciona como osmoprotector,
estabiliza las estructuras subcelulares, neutraliza radicales libres y permite mantener la
capacidad redox del NADP-NADPH. Esto ultimo puede aumentar la actividad oxidativa
de la ruta pentosa fosfato, con el aumento de precursores para la sintesis de
metabolitos secundarios y de nucledtidos; también, su acumulacién representa
reservas energéticas disponibles durante la recuperacién del estrés, ya que una
molécula de prolina puede generar 30 moléculas de ATP (Hare y Cress, 1997). La
prolina exégena induce tolerancia a temperaturas elevadas en plantas de Cicer
arietinum L., reduce el dafio celular y aumenta la proteccion de enzimas (Kaushal et al.

2011).

2.3.2 Permeabilidad de las membranas celulares
El flujo ionico y de otras sustancias como azucares y aminoacidos a través de las
membranas celulares es un proceso asociado a su permeabilidad, el incremento
descontrolado del flujo de iones a través de las membranas, ya sea hacia el interior o el
exterior de la célula se interpreta como perdida de la integridad de las membranas

debida al envejecimiento de tejidos o alteraciones por estrés bidtico y abidtico. En
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tubérculos de papa (almacenados, la liberacion de iones incrementa por dafio en las
membranas celulares debido al deterioro de los tejidos del tubérculo envejecido (De
Weerd et al., 1995). Entre los factores que generan estrés en las membranas estan las
temperaturas extremas, la sequia, la salinidad y los metales pesados. Las alteraciones
en las membranas celulares se relacionan con las respuestas bioquimica vy fisiol6gica
de la planta a las condiciones ambientales, por lo que se han considerado criterios de
identificacion de cultivares sensibles y tolerantes a factores generadores de estrés

(Bajji et al., 2002).

2.4 METABOLITOS SECUNDARIOS
Los metabolitos secundarios son compuestos producidos por las células, que pueden
no ser esenciales para el crecimiento y desarrollo, pueden estar presentes en ciertas
fases del desarrollo y no detectarse en otras. En las plantas su presencia es esencial
para la supervivencia en su medio, y coadyuva a la adaptacion y evolucion (Viladomat y
Bastida, 2015).

Los metabolitos secundarios pueden ser marcadores quimicos de las plantas,
con aplicacion taxonémica, ya que la presencia de algunos de ellos se relaciona con las
especies. Ademas, tienen funciones alelopaticas, permite interacciones simbidticas con
microorganismos, de proteccion contra herbivoros y patégenos, como atrayentes para
polinizadores y dispersores de semillas. En dependencia de sus caminos biosintéticos
los metabolitos secundarios se clasifican en tres grupos, los glucésidos, lipidos y

compuestos nitrogenados; esos caminos metabdlicos frecuentemente originan
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metabolitos primarios y algunos secundarios, que pueden formarse por combinacién de

mas de una ruta biosintética (Viladomat y Bastida, 2015).

2.4.1 Fenoles
Los grupos estructurales mas abundantes de metabolitos secundarios son los fenoles,
terpenoides y alcaloides. Los fenoles se caracterizan por tener en su estructura quimica
al menos un anillo aromético con grupos hidroxilo, son originados por diferentes rutas
biosintéticas y cumplen con funciones diversas de proteccién contra patdégenos,
alelopéticas, antioxidantes (Sonnewald, 2013). Los flavonoides son compuestos
polifendlicos que reflejan la luz UV, estan involucrados en la fertilidad, proteccion contra
patégenos y son antioxidantes por su potencial de reduccién de los radicales hidroxilo
en su estructura (Gill y Tuteja, 2010). En A. durangensis se han identificado flavonoides
como los flavonoles kaempferol y quercitina. En A. americana la mayor parte de los

polifenoles corresponden a kaempferol (Ben Hamissa et al., 2012).

2.4.2 Saponinas
Las saponinas son glucosidos de esteroides o de triterpenoides, parte del grupo de los
metabolitos secundarios, distribuidas ampliamente en el reino vegetal y en algunos
organismos marinos, tienen propiedades surfactantes y forman soluciones acuosas
jabonosas, sus funciones bioldgicas parecen relacionarse con estimulos ambientales, y
se han identificado como fungicidas, insecticidas, protectores o disuasores de
herbivoros y alelopéticas. Los intermediarios quimicos, o formas inactivas de

saponinas, pueden almacenarse en la célula y en el proceso de infeccion pueden
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sintetizarse o activarse y proteger a la planta. Las saponinas participan indirectamente
en el desarrollo de las plantas, ayudan a la cuticula a mantener su flexibilidad y evitar
dafios mecanicos o invasion de patégenos, también interactian con reguladores del
crecimiento en la modulacion del crecimiento de la raiz e indirectamente en la
formacion de su epidermis (Faizal y Geelen, 2013). Algunos compuestos esteroideos
pueden sintetizarse como respuesta al estrés por temperaturas altas (Mathur et al.,
2014).

En los humanos algunas saponinas esteroideas, como la diosgenina, tienen
actividad antidiabética, antioxidante, estrogenica y antiinflamatoria (Saha et al., 2014).
En A. americana se han identificado saponinas esteroidales, como agavosides y
agamenosides, a las que se les atribuyen propiedades farmacologicas, como
antiinflamatorios, antihipertensivos y anticancerigenos. La hecogenina, la parte
esteroidea en proporcién mayor, y es uno de los precursores mas importantes para la
sintesis de hormonas esteroideas para uso humano, como corticoides, anabdlicas y

sexuales (Ghoghari y Rajani, 2006).

2.5 IMPORTANCIA DEL GENERO Agave
La productividad del genero Agave en climas aridos y semiaridos es alta considerando
los factores abidticos limitantes, como temperaturas extremas y escasez de agua, de
los sitios donde crece naturalmente; la adaptacion del genero a esos ecosistemas es
una ventaja respecto a otros que no podrian prosperar en las mismas condiciones. En
el género hay especies productivas como A. salmiana y A. mapisaga, con rendimientos

de 40 t de materia seca ha? afio! (Garcia-Moya et al., 2011). Parte de la importancia
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del genero Agave se debe a sus azucares de indice glucémico bajo, utilizados en la
industria alimentaria (Arrizon et al., 2010); también es materia prima potencial para la
produccion de biocombustibles (Li et al., 2014; Escamilla-Trevifio, 2012) y algunos de
sus metabolitos secundarios, como saponinas y compuestos fendlicos, tienen
importancia econdmica (Ben Hamissa et al., 2012).

El sisal es la fibra natural mas importante en el mundo, se obtiene de A.
sisalana, que puede alcanzar produccion mundial de 400 mil t, la fibra representa entre
3y 5 % del peso total de la planta, y entre 95 y 97 % del peso corresponde a la pulpa,
qgue es considerada un subproducto; de éste 0.21 a 1.25 % corresponde a saponinas,
ademas contiene flavonoides y azucares estructurales (Ribeiro et al., 2014).

Agave tequilana es una de las especies del género con importancia econémica
mayor, porque es materia prima para la produccion de tequila, posterior a la
fermentacion de sus azlcares. Las especies de Agave son ricas en fructanas; estas
moléculas son polisacaridos complejos formados por unidades de fructosa. Aunque las
fructanas no son hidrolizadas por las enzimas digestivas humanas, en el colon son
fermentadas por la microflora y producen &cidos grasos de cadena corta; esos
polisacaridos se emplean en la industria de los alimentos (Narvaez-Flores et al., 2015).
Las fructanas de A. angustifolia mostraron un efecto asociado a la prevencion del
cancer en colon humano, por su caracter prebidtico y la disminucién de amoniaco
(Allsopp et al., 2013).

En el centro del pais los magueyes pulqueros, A salmiana y A. mapisaga, han
sido de gran importancia desde la época precolombina, los vestigios antropoldgicos de

su uso datan de mas de 3500 afos y el contacto de los humanos con estas especies ha
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generado grados diversos de humanizacion, desde el norte hasta el sur de México
(Mora-Lopez et al., 2011). El pulque y el aguamiel son fuente de nutrientes esenciales,
como aminoacidos, azucares y minerales, en zonas rurales (Ortiz-Basurto et al., 2008;

Tovaret al., 2008).

2.5.1 Adaptaciones fisiolégicas y bioquimicas del género Agave a ambientes
extremos

Entre los mecanismos de adaptacidon del genero Agave a ciertas condiciones
ambientales esta la capacidad de reflejar la luz por las hojas de A. striata, debido a la
presencia de compuestos polifendlicos, como antocianinas y ceras foliares; estos
compuestos dispersan el calor y permiten el alivio no fotoquimico de los complejos
cosechadores de fotones (Fondom et al., 2009). Ademas, debido al incremento
atmosférico gradual del CO2, A. salmiana ha incrementado 36 % su asimilacion en
concentraciones simuladas de 720 pmol mol* de CO2 (Nobel 1996).

Plantas variegadas de A. americana mostraron el efecto antioxidante de diversas
enzimas y metabolitos que previenen el dafio oxidativo por irradiancia intensa (Deng,
2012). En A. americana como resultado del estrés por calor, con temperaturas de 45 a
65 °C, se observo la expresion de proteinas especificas del estrés en los estromas,
esas proteinas pueden intervenir en funciones metabdlicas y responder por la
regulacion de determinados genes en el nucleo o en el cloroplasto, y a la vez, por el
aumento del nimero de proteinas como resultado del estrés térmico (Shakeel et al.,

2013). La expresion de proteinas especificas por efecto de calor se identifico en plantas
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de A. tequilana y las hojas centrales de la roseta se sefialaron como las mas

termotolerantes (Lujan et al., 2009).
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3. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN EL CRECIMIENTO Y CARACTERISTICAS

BIOQUIMICO-FISIOLOGICAS DE PLANTAS JOVENES DE Agave salmiana

3.1 RESUMEN

El incremento de las temperaturas diurnas, nocturnas o ambas, como resultado del
cambio climético global, altera la acumulacién de metabolitos y afecta el desarrollo de
las plantas. El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la temperatura en procesos
bioquimico-fisioldgicos de plantas jovenes de A. salmiana. La hipotesis fue que estas
plantas ajustan los procesos bioquimicos-fisiolégicos independientemente del
termoperiodo diurno/nocturno. Las plantas se obtuvieron de semillas recolectadas en
San Luis Potosi, en camara con ambiente controlado, temperatura 25°C dia/noche y
fotoperiodo 12:12 h. Después de 6.5 meses un grupo permanecio en la camara y otro
se trasladé al invernadero por 15 dias con fotoperiodo y termoperiodo natural. El disefio
experimental fue factorial completamente al azar (n=15), con los factores (niveles): hoja
(5), hora de muestreo (7:00, 12:00 y 19:00) y temperatura (25/25°C y 45.5/14 °C). Los
resultados se analizaron con ANDEVA, y comparacion multiple de medias de Tukey.
Las plantas en 25/25 °C mostraron mayor longitud, anchura, biomasa fresca y
contenido de Fru, Sac y AminoacL que las plantas en 45.5/14 °C, pero estas
acumularon mas biomasa seca y FenolT (P < 0.05). En ambos regimenes térmicos los
procesos bioquimicos-fisiolégicos, relacionados con la concentracién de osmolitos se

ajustan en las hojas en forma variada.

Palabras clave: maguey, termoperiodo, azucares solubles, aminoacidos libres, estrés.
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3. EFFECT OF THE TEMPERATURE ON THE GROWTH AND BIOCHEMICAL-

PHYSIOLOGICAL CHARACTERISTICS IN YOUNG Agave salmiana PLANTS

3.2 ABSTRACT

The increase of temperatures during the day, night or both, as a result of global climate
change, alters accumulation of metabolites and affects the development of the plants.
The objective of the study was to evaluate the effect of temperature on biochemical and
physiological processes of young plants of A. salmiana. The hypothesis was that these
plants fit the biochemical and physiological processes regardless of the thermoperiod
day/night. Plants produced from seeds collected in San Luis Potosi, in chamber with
controlled environment, temperature of 25 °C day/night and fotoperiod 12:12 h. After 6.5
months a group remained at the camera and another moved to the greenhouse for 15
days with photoperiod and natural thermoperiod. The experimental design was factorial
completely randomized (n = 15), with factors (levels): blade (5), time of sampling (7:00,
12:00 and 19:00) and temperature (25/25 °C and 45.5/14 °C). The results were
analyzed with ANOVA and Tukey multiple comparison. Plants in 25/25 °C showed
significantly greater length, width, fresh biomass and contents of Fru, Sac and
AminoacL. Plants in 25/25 °C showed significantly greater length, width, fresh biomass
and contents of Fru, Sac and AminoacL than plants in 45.5/14 °C, but these
accumulated more dry biomass and FenolT. In both thermal regimes biochemical-
physiological processes, related to the concentration of osmolytes are adjusted in

leaves in varied way.

Keywords: maguey, thermoperiod, soluble sugars, free amino acids, stress.
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3.3 INTRODUCCION

Las plantas MAC presentan cuatro fases en su proceso fotosintético; en la fase |,
durante la noche y con la apertura de los estomas, el CO: se incorpora al
fosfoenolpituvato (PEP) y se forman acidos organicos que se almacenan en la vacuola;
la fase Il es transicional entre la fase oscura y la diurna, se presenta al amanecer con el
cierre estomatico, en esta fase la enzima PEPcarboxilasa (EC 4.1.1.2) puede
mantenerse activa y continuar carboxilando; durante la fase lll, en el dia y con los
estomas cerrados, los acidos organicos se movilizan de la vacuola al citosol, donde se
descarboxilan, el CO2 de este proceso de descarboxilacion se envia a los cloroplastos
y forma azlcares con la intervencion de la enzima Rubisco (EC 4.1.1.39), en el ciclo de
Calvin Benson; en la fase IV que también es transicional, entre la fase luminosa y
oscura, la enzima Rubisco puede continuar carboxilando, pero aunque inicia la apertura
de estomas su actividad se inhibe por la falta de luz (Luttge, 2007).

Durante la fase Il aproximadamente 75 % del C producto de la descarboxilacion
del acido malico es reciclado y se almacena como almidén en el cloroplasto o como
azucares solubles en la vacuola, estos proveen el PEP a la fase |. El 25% de C restante
puede emplearse para crecimiento. En las plantas MAC hasta 20 % del peso seco
corresponde a azucares de reserva; la glucdlisis, la gluconeogénesis y el transporte de
azUucares en las zonas de crecimiento y almacenamiento estan reguladas por
sefalizacion (Antony y Borland, 2009).

Para que una molécula ejerza su funcion como sefial debe superar cierto nivel
de concentracién; esto muestra que su utilizacibn estd mas restringida que su

produccion. La sacarosa (Sac) es la molécula principal, en numerosas especies, de
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transporte de los productos fotosintéticos y el sustrato principal de almacenamiento de
azucares; ademas, posee funciones reguladoras y de sefializacion que modulan la
fotosintesis. El contenido de Sac de la planta representa el balance relativo entre oferta
y demanda de fotoasimilados (Farrar et al., 2000). En condiciones de estrés abiotico,
Sac en las plantas puede inducir sefiales que activan la sintesis de enzimas
encargadas de la formacion de fructanas e influye en el control de la sintesis de
pigmentos no fotosintéticos, como antocianinas (Van den Ende y El-Esawe, 2014).

Sac ademas esta relacionada con el metabolismo del N, en el que los patrones
de expresion enzimética relacionada con el metabolismo de aminoacidos se da en
conjunto por exceso o defecto del metabolismo del carbono (Farrar et al., 2000); Sac
estimula la biosintesis de amino&cidos, promueve la sintesis de enzimas asparagina
sintetasa (EC 6.3.5.4) y prolina deshidrogenasa (EC 1.5.5.2), e incrementa la
asimilacion de amonio, con lo que se favorece la acumulacién de la nitrato reductasa
(EC 1.1.7.2) (Horacio y Martinez-Noel, 2013).

La importancia de Sac como molécula involucrada en la regulacién del
metabolismo del N toma relevancia al participar en la actividad de enzimas
antioxidantes en condiciones de estrés abiodtico. La aplicacibn de Sac exdgena a
plantulas de pepino (Cucumis sativus L.) en temperaturas bajas incrementé la actividad
enzimatica antioxidante y la concentraciéon de prolina (Cao et al., 2014). Un efecto
similar se observd en plantas de la misma especie en estrés por déficit de humedad
(Cao et al., 2015). Lo anterior demostrd que Sac tiene un papel en la sefializacién para
la regulacion de la asimilacion, transporte y balance de N y los compuestos

nitrogenados (Horacio y Martinez-Noel, 2013).
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En general, las especies del género Agave, como Agave salmiana y A.
mapisaga, son altamente productivas; obtienen rendimientos de 40 t de materia seca
hal afiol. Debido a que son plantas MAC y por sus caracteristicas morfolégicas,
anatomicas Y fisiolégicas son un cultivo idoneo en regiones aridas y semiaridas, donde
otros cultivos no prosperan (Garcia et al., 2011). Actualmente la importancia del genero
Agave se concentra en el uso de sus azlcares con indice glucémico bajo, que se
utilizan en la industria de los alimentos (Arrizon et al., 2010); también, son materia
prima para la produccion de biocombustibles (Escamilla-Trevifio, 2012), de metabolitos
secundarios de importancia econdmica, como saponinas y compuestos fendélicos (Ben
Hamissa et al., 2012).

El incremento en la temperatura global alcanzé 0.6 °C entre 1990 y 2000; y se
estimé una pérdida de 17 % en la productividad agricola debido a este incremento
(Madhava et al., 2006). Las plantas, por ser organismos sésiles, poseen mecanismos
de adaptacion a temperaturas elevadas. Entre estos estan los mecanismos de escape
y tolerancia, que permiten completar el desarrollo de la planta. Como parte de esos
mecanismos se ha observado la sobreexpresion de osmoprotectores, como la prolina,
acumulaciéon de metabolitos secundarios antioxidantes y otras respuestas metabdlicas
(Hasanuzzaman et al., 2013).

La prolina es un aminoacido que forma parte de las proteinas, cuando esté libre
en las células tiene un papel osmoprotector y antioxidante; este aminoacido esta
presente en la mayoria de las plantas y su concentracion incrementa en respuesta al

estrés bidtico y abidtico; con el incremento estabiliza las funciones celulares y favorecer
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la recuperacion del estrés (Hare y Cress, 1997). La aplicaciébn exdégena de prolina
protege a la planta del estrés por temperaturas elevadas (Kaushal et al., 2011).

El estrés abidtico es la expresion de algunas alteraciones en el metabolismo,
generalizado o particular, como el de los carbohidratos. En dependencia del tipo de
estrés y la especie puede modificarse la relacion de azucares entre los tejidos fuente y
demanda. La acumulacion de azucares en tejidos fuente disminuye la actividad
fotosintética. En este proceso se generan sefiales y respuestas en cascada, en las que
participan proteinas sensoras, expresion de genes y actividad enzimética (Gupta y
Kaur, 2005).

El incremento de la temperatura nocturna, que en ocasiones puede ser mayor a
las diurnas, es un fendmeno que afecta el metabolismo de las plantas (Glaubitz et al.,
2015). Temperaturas nocturnas similares a las diurnas, de 28 °C, propician estrés en
orquidea (Phalaenopsis aphroide), que es una planta MAC. En este caso, los
productores asiaticos mantienen constante la temperatura, 28 °C dia y noche, con lo
qgue se inhiben la induccién de brotes florales; luego, para inducir la floracion la
temperatura nocturna se reduce, alrededor de 20 °C. El cambio sucede porque la
latencia del brote floral se interrumpe con la temperatura nocturna fresca. Con la
temperatura constante dia/noche, e inhibiciobn de 60 % de los brotes florales, Sac se
acumula en los tallos, en contraste con el control en termoperiodo de 28/20 °C
dia/noche, con 100 % de emergencia de los brotes florales y concentracion de Sac
menor (Liu et al., 2013).

En arroz (Oriyza satva L.) la acumulacién de Sac y la disminucion de almidén se

observd cuando la temperatura y la concentracion de CO2 aumentaron (Hussain et al.,
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1999); ademas, con las temperaturas nocturnas altas la productividad se reduce (Shi et
al.,, 2015) e incrementa la biosintesis de aminoacidos y poliaminas en cultivares
sensibles (Glaubitz et al., 2015).

En algoddn las temperaturas altas nocturnas incrementan la respiracion (Loka y
Oosterhuis, 2010) y en papa (Solanum tuberosum L.) las temperaturas altas diurnas en
combinacion con déficit hidrico incrementa la acumulacion de Sac en los tubérculos
(Bethke et al., 2009).

El incremento en el flujo de iones a través de las membranas celulares se
interpreta como pérdida de la integridad de las membranas. El incremento se ha
cuantificado en plantulas y plantas de frijol, maiz, nopal, maguey y Antirrhinum majus L.
mantenidas en condiciones de estrés por déficit de humedad, envejecimiento de los
tejidos, y temperaturas extremas (Garcia et al., 2007 y 2008; Maki et al., 2010; Morales,
2015; Sanchez-Urdaneta et al., 2003 y 2005; Tsougkrianis et al., 2007).

El flujo de iones a través de las membranas celulares se relaciona con la
actividad bioquimica y fisiolégica de las plantas; por lo que, su estabilidad puede ser un
criterio para identificar cultivares y tipos silvestres resistentes y sensibles al estrés (Bajji
et al., 2002). El flujo de iones a través de las membranas celulares también se
relaciona con el envejecimiento de tejidos, como se observé en tubérculos de papa (De
Weerd et al. 1995) y tallos florales de Antirrhinum majus L. (Maki et al., 2010).
Especificamente, el incremento de la temperatura ambiental aumenta el flujo idnico de
la membrana tilacoidal, que no se asocia con la reduccion del gradiente energético pero

si con el incremento del gradiente del pH (Madhava et al., 2006).
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El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la temperatura en variables
morfologicas, acumulacion de biomasa, azucares solubles, aminoacidos libres, fenoles
totales y permeabilidad relativa de membranas celulares de plantas jévenes de A.
salmiana. La hipotesis fue que estas plantas ajustan los procesos bioquimicos-

fisiologicos independientemente del termoperiodo diurno/nocturno.

3.4 MATERIALES Y METODOS

3.4.1 Material vegetal
Semillas de A. salmiana se cosecharon de infrutescencias de plantas del Estado de
San Luis Potosi. Las semillas se germinaron en camara con ambiente controlado, a 25
+ 2 °C dia/noche y fotoperiodo de 12/12 h con intensidad luminosa de 30 pmolm=2 s,
Se mantuvieron durante tres meses en charola de germinacion con sustrato comercial
(peat moss/agrolita/vermiculita), posteriormente cada planta se trasplanté a macetas de
375 mL con tierra agricola proveniente de los campos del Colegio de Postgraduados,
campus Montecillo. Las plantas permanecieron hasta la edad de 6.5 meses en esta

condicion hasta que se desarrollé el estudio.

3.4.2 Establecimiento del experimento
Las plantas se separaron en dos grupos, uno permanecio en la camara de crecimiento
y otro se mantuvo 15 d en un invernadero sin control de temperatura ambiente. En la
camara la temperatura se mantuvo constante a 25 + 2 °C en las condiciones ya

descritas anteriormente también durante 15 dias. En el invernadero, el termoperiodo
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medio fue 32.5/14 °C, diurno/nocturno; con temperatura maximas de 47 °C durante 2 h
en la tarde (1 a 2 pm) y una media maxima de 45.5 + 2 °C (Figura 3.1), la intensidad
luminosa promedio al medio dia fue 600 pmolm2 s*. Se colocé malla sombra

(antiafidos color blanca) encima de las plantas, que disminuyo la irradiacién a 350 pmol

m2 st al nivel de las plantas.
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Figura 3.1 Temperatura ambiente promedio de 15 d en el invernadero en el que

crecieron las plantas de maguey (Agave salmiana) (n=15).

3.4.3 Variables evaluadas

Las variables de la planta fueron altura, diametro y biomasa himeda y seca; en las

hojas se midié longitud y anchura, biomasa humeda y seca, contenido de glucosa
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(Gluc), fructosa (Fruc), sacarosa (Sac), aminoacidos libres (AminoaclL) y fenoles totales

(FenolT), y permeabilidad relativa de las membranas celulares (PRMC).

3.4.4 Determinacion de variables
La altura y didametro de la base de la planta y longitud y anchura de las hojas se
midieron con un vernier digital (Mitutoyo, Digimatic SR44, Japén, precision £ 0.01 mm).
La biomasa se evalué en una balanza analitica (Marca Scentiech Modelo No: SA120,
precision £ 0.0001 g). Para obtener la biomasa humeda y seca de las hojas se pesaron
individualmente antes de congelarlas en nitrdgeno liquido, se almacenaron a -20 °C
hasta el momento en que se deshidrataron por liofilizacion (Labconco® modelo Free
Zone 6, Kansas City, MO, EE.UU. Las hojas deshidratadas se trituraron en mortero y se
mantuvieron en un desecador a temperatura ambiente (una a dos semanas) hasta la

evaluacion de su composicion quimica parcial.

3.4.5 Determinacion enzimética de azucares solubles
Para cuantificar el contenido de Gluc, Fruc y Sac se obtuvo el extracto etandlico de 20
a 30 mg de los tejidos foliares, deshidratados y triturados. El tejido se colocé en viales
plasticos de 2 mL, se afiadieron 800 uL de etanol al 80 % en agua (v:v). Los viales se
calentaron en bafio maria a 80 °C, por 30 min, se enfriaron a temperatura ambiente y
se centrifugaron a 32,200 g por 10 min. El sobrenadante se cuantificé y separé con
micropipeta y se colocé en un vial plastico de 2 mL, se clarific6 con una pizca de
carbon activado, se agito en vortex, y el carbon activado se asento por centrifugacion a

32,200 g por 10 min.
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Los azucares se cuantificaron por el método descrito por Viola y Davies (1992)
modificado. En cada pozo de una microplaca NUNC-F (de 96 pozos) se agregaron 150
pL de la mezcla de reaccion (Cuadro 3.1) y 10 uL de alicuota del extracto etandlico de
la muestra, luego se agregaron 0.15 U de enzima hexoquinasa (EC 2.7.1.1), disuelta en
10 pL de mezcla de reaccién, la microplaca se mantuvo a 37 °C por 10 min, se agit6
por 3 min y se realiz6 una lectura a 340 nm en el espectrofotometro lector de

microplacas (Thermo UV-Vis, modelo Multiskan FC).

Cuadro 3.1 Composicion de la mezcla de reaccion (10 mL) para cuantificar azicares en

tejidos de maguey (Agave salmiana).

Compuesto Concentracién Volumen
HEPES pH 8.0 500mM 2.00 M
KCI 200mM 2.50 Ml
MgCl2 200mM 150.00 uL
ATP 0.0085 g
NAD 0.00283 g
H20 5.40 Ml

Enseguida, 0.12 U (10 pL?) de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (g6pdh; EC
1.1.1.49) se agregaron a la mezcla y se mantuvo en la microplaca a 37 °C por 30 min

después de agitar se leyé a 340 nm. El procedimiento se repitié con 0.12 U (10 pL?) de
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glucosa-6-fosfato isomerasa (PGI; EC 5.3.1.9) y con invertasa (B-fructofuranosidasa,
EC 3.2.1.26), en el ltimo caso se mantuvieron a 30 °C por 45 min.

Asi, se obtuvieron cuatro lecturas espectrofotométricas, con ellas se calcularon
las concentraciones de Gluc, Fruc y Sac, por diferencia y con la curva de calibracion de

Glu (10 mM).

3.4.6 Determinacion colorimétrica de aminoéacidos libres en microplaca
El contenido de AminoacL se cuantificé con el método descrito por Jones et al. (2002)
modificado. Setenta y cinco pUL de los mismos extractos etandlicos que se utilizaron
para cuantificar los azlcares se colocaron en los pozos de la microplaca, se mezclaron
con 25 pL de etanol al 80 % (en agua Vv:v) y 75 uL de solucién de ninhidrina (2 % en
etanol, p:v), la microplaca se mantuvo a 80 °C por 30 min, se dej6 enfriar y se
afiadieron 100 pL de mezcla estabilizadora de etanol al 50 % (en agua v:v), se agité por
30 s y se ley6 la absorbancia a 450 nm en el espectrofotometro (Thermo UV-Vis

Multiskan FC). La concentracion se determiné con la curva estandar glicina (1 mM).

3.4.7 Determinacion colorimétrica de fenoles totales en microplacas
Los FenolT se evaluaron con el método descrito por Magalhdes et al. (2010) con
modificaciones. En los pozos de una microplaca se afiadieron 50 pL del extracto
etandlico, se les afiadieron 50 pL del reactivo Folin Ciocalteu, disuelto 1:20 en agua
destilada (v:v), se agregaron 100 yL de NaOH 175 mM, para iniciar la reaccién. La

mezcla se mantuvo 3 min a 30 °C, enseguida se agitd y la absorbancia se determin6 a
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620 nm en el espectrofotometro (Thermo UV-Vis, Multiskan FC). El contenido de
fenoles se expresé6 como umoles de acido galico por g de tejido seco, para esto se
utilizaron curvas de calibracién de acido galico (10 mM). De acuerdo con Magalhaes et
al. (2010) el reactivo Folin-Ciocalteu puede reaccionar con acidos organicos y azucares
solubles, por lo que el contenido de fenoles se determiné con curvas estandar de acido

malico 5 mM, Gluc 10 mM, glicina 1 mM y como control negativo acido cinamico 5 mM.

3.4.8 Determinacion de permeabilidad de membranas celulares en hojas y
raiz
La permeabilidad de las membranas celulares se cuantific6 en las hojas y la raiz
frescas con el método descrito por Huang (2006), con algunas modificaciones. Las
plantas se dividieron e hojas y raiz e inmediatamente se determind su biomasa en una
balanza analitica (Scentiech, No: SA120, precisién = 0.0001 g). Luego cada hoja se
secciond transversalmente, los tejidos se lavaron brevemente con agua destilada, se
eliminé el exceso de agua, y se colocaron en recipiente plasticos con 50 mL de agua
destilada. Los recipientes se mantuvieron en un agitador orbital, con agitacion (a 120
rpm), a temperatura ambiente (25 + 2 °C); la conductividad eléctrica, en 100 uL del
medio acuoso, se midié con un conductimetro (Horiba B-173), cada 30 min por 3 h. En
este tiempo la conductividad del medio se estabilizé. Después, los tejidos se
recolectaron, se congelaron a -20 °C para lisar las células, se colocaron en 50 mL de
agua destilada y se midi6 la conductividad eléctrica como se describid antes. La
conductividad eléctrica del agua destilada se midid inicialmente para asegurar que

fuera cero.

42



La integridad de las membranas se cuantificé indirectamente mediante los

cambios en la conductividad eléctrica del medio acuoso con la siguiente relacion:

p bilidad relativa (%) = Conductividad eléctrica inicial (tejido fresco) < 100
ermeantiaaa refattva i) = Condutividad eléctrica final (tejido congelado

El andlisis del porcentaje de permeabilidad de las membranas celulares se realiz6 a los
15 dias del tratamiento durante las tres horas del dia ya mencionadas, las evaluaciones
se hicieron en las hojas, que se agruparon en apicales, centrales y basales, y en la

raiz.

3.4.9 Disefio experimental y andlisis estadistico
Las evaluaciones se hicieron en las hojas (nomdfilos) dos a seis de la roseta, que son
las que estaban expuestas durante las evaluaciones. El cotiledon y primer noméfilo no
se evaluaron porque no estaba en todas las plantas o parecian senescentes.

El disefio experimental fue factorial completamente al azar, con tres factores de
niveles variables: hoja (5), hora de muestreo (7:00, 12:00 y 19:00) y temperatura
(25/25°C y 45.5/14 °C). La unidad experimental fue una planta (n=15). Los resultados
se analizaron con ANDEVA y comparacién multiple de medias, entre las hojas, los
tiempos de muestreo y los niveles de temperatura, con la prueba de Tukey, con el
programa estadistico SAS 9.4. Se empleo el programa Sigma Plot (Ver 10) para

graficar los datos donde fue pertinente.
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3.5 RESULTADOS Y DISCUSION

3.5.1 Morfologia y biomasa
En promedio las plantas al inicio del estudio mostraban 88.522 mm de altura y la roseta
tenia 11.953 mm de diametro; ademas, habian acumulado 6.240 g de materia hUumeda
y sus tejidos contenian Unicamente 7.70 % de materia seca (0.480 g por planta).

Cuando las evaluaciones se hicieron las plantas tenian 7 meses de edad, varias
unidades experimentales ya no tenian el cotileddn ni la primera hoja en la roseta,
estaban dafiados o parecia senescente; por esto, las evaluaciones se hicieron en las
hojas (nomdéfilos) Num. 2 a 6, en sentido acrépeto.

Se observé un efecto significativo (P < 0.05) de los factores temperatura y
numero de hoja con respecto a las variables anchura, longitud, biomasa fresca y seca,
sin embargo, ninguna de las interacciones mostraron diferencias significativas, el factor
hora no mostré diferencia estadistica en las variables evaluadas.

En las plantas de maguey las hojas en la roseta se exponen en sentido acrépeto.
En este estudio, en promedio las hojas en la roseta mostraron un gradiente de
crecimiento opuesto a su edad, la excepcion fue la hoja Num. 6, la mas joven. Asi, en
promedio la anchura de la hoja NUm. 2, en la base de la roseta y con la edad mayor de
las que se evaluaron, tenia la mitad de la anchura y longitud que la hoja Num. 5.
Ademas, las hojas en la base mostraban entre 17 y 21 % de biomasa seca y hiumeda
comparadas con la hoja Nim. 5. La hoja NUm. 6 presento crecimiento menor debido a
gue era la hoja mas joven y en el momento de las evaluaciones estaba recientemente

expuesta (Cuadro 3.2).
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Cuadro 3.2 Anchura, longitud y biomasa de hojas, en sentido acrépeto, de plantas de
Agave salmiana de 7 meses de edad, producidas por semilla recolectada en San

Luis Potosi (n=72).

Hoja Anchura Longitud Biomasa Biomasa seca
(Nam.) (mm) (mm) hdimeda (9)
(9)
2 7.242d 44.604 d 0.391e 0.024d
3 9.669 c 57.836 c 0.767d 0.049 c
4 12.996 b 73.447 b 1.411b 0.095b
5 15.630 a 80.387 a 1.902 a 0.140 a
6 12.550 b 61.524 c 1.152c 0.096 b
DMS 1.1638 4.7157 0.1857 0.0125

DMS: diferencia minima significativa, medias con letras diferentes en las columnas son

estadisticamente significativas (Tukey, P < 0.05)

Estos resultados indicaron que las plantas de A. salmiana de 7 meses de edad
asignaron cantidad mayor de recursos para el desarrollo de las hojas mas jovenes en la
roseta que para las de mas edad (Cuadro 3.2).

La temperatura constante (25 °C dia/noche) promovio el crecimiento mayor de la
planta, en altura (13 %) y diametro maximo de la roseta (8 %), y en biomasa humeda

total acumulada (17 %) por planta en comparacién con la condiciéon 45.5/14 °C. En
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contraste, ésta ultima incrementd (32 %) la biomasa seca acumulada por planta

(Cuadro 3.3).

Cuadro 3.3 Variables morfolégicas y biomasa de plantas (n=36) de A. salmiana de 7
meses de edad, producidas por semilla recolectada en San Luis Potosi,

mantenidas a 25 + 2 °C dia/noche o0 45.5/14 + 2 °C dia/noche por 15 dias.

Temperatura Altura Diametro Biomasa
(°C) (mm) méaximo de la (9)
roseta
(mm)
Humeda Seca
25.0 £2 93.881 a 12.413 a 6.724 a 0.414 b
455+ 2 83.162 b 11.493 b 5.755 b 0.547 a
DMS 7.2625 0.6173 0.7266 0.0529

DMS: diferencia minima significativa, valores seguidos con letras diferentes en las

columnas son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05)

Entre y dentro de los tratamientos hubo diferencia significativa (p < 0.05) en el
crecimiento foliar. Independientemente del régimen de temperatura la hoja Num. 5 tuvo

anchura y longitud mayor que el resto. La diferencia mas amplia se observo entre las
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hojas NUm. 2 y 5. Aunque esta Ultima era mas joven, también fue 2.2 veces mas ancha
y 1.8 veces mas larga que la Num. 2 (Figura 3.2 A-B).

Con el régimen de temperatura constante las hojas fueron mas anchas y largas
que aquellas con el régimen de 45.5/14 °C. Las diferencias mayores (30 % o mas) se
observaron entre las hojas mas jovenes (Nam. 6) de la roseta (Figura 2 A-B).

En relacion con la expansion foliar, Nobel (1999) indicé que las hojas expuestas
a la luz solar directa tienen entre 20 y 80 % menos area que las que crecen con poca
luz (sombra). Los resultados del presente estudio coinciden con lo anterior, pues la

intensidad luminosa en la camara con ambiente controlado fue menor que en el

invernadero.
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Figura 3.2 Anchura (A) y longitud (B) (mm + error estandar) de hojas de plantas de
Agave salmiana de 7 meses de edad, producidas por semilla recolectada en San
Luis Potosi, mantenidas a 25 + 2 °C dia/noche o termoperiodo 45.5/ 14 + 2 °C

dia/noche (n=36).
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Entre y dentro de los tratamientos las diferencias significativas (p < 0.05) también se
presentaron en la biomasa foliar. Como en la anchura y longitud, un gradiente de
acumulacion de biomasa se observo en sentido acropeto, con excepcion de la hoja

NUm. 6, y los valores maximos se presentaron en la hoja Nim. 5, en ambos regimenes

de temperatura (Figura 3.3).
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Figura 3.3 Biomasa humeda (A) y seca (B) (g * error estandar) en hojas de plantas de
Agave salmiana de 7 meses de edad, producidas por semilla recolectada en San
Luis Potosi, mantenidas a 25 + 2 °C dia/noche o0 45.5/ 14 + 2 °C dia/noche

(n=36).

La diferencia mayor en biomasa humeda se observé en la hoja Nim. 6, en la que el
régimen de temperatura constante acumuld en promedio 30 % mas (Figura 3.3 A). En

contraste, con 45.5/14 °C las hojas acumularon mas biomasa seca que con
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temperatura constante; la diferencia entre tratamientos también mostré un gradiente
acropeto y la hoja Num. 5 presenté la diferencia mayor, y alcanz6 cerca de 30 % mas
gue la de las plantas que se mantuvieron a 25 °C (Figura 3.3 B).

En plantas MAC la carboxilacion nocturna disminuye con temperaturas
nocturnas similares a las diurnas; ademas, temperaturas diurnas altas favorecen la
descarboxilacion y podria favorecerse el incremento en la actividad del ciclo Calvin-
Benson (Luttge, 2007). En el presente estudio las plantas con temperatura constante
dia/noche acumularon menos biomasa probablemente porque disminuyeron la
carboxilaciébn nocturna, aumenté la tasa respiratoria 0 ambas. Esta reaccion se
considera una condicibn de estrés por la temperatura constante, en la que los
polisacaridos de reserva se hidrolizan y los azlcares solubles participan en el alivio del
estrés (Bethke et al., 2009). En contraste, la fluctuacion de la temperatura
diurna/nocturna, en el invernadero, parece que favorecio la sintesis de azlcares, la
sintesis de polisacaridos de pared celular y otros materiales que se acumulacion en el
tejido foliar (Figura 3.3 B).

La irradiacion es otro factor que puede afectar el crecimiento de las plantas. En
este estudio, la intensidad luminosa de la cAmara con ambiente controlado fue el doble
del punto de compensacion (30 pmol m? s ) reportado para especies C3 y C4 entre 8-
16 y 6-14 pmol m? st respectivamente (Nobel, 1999), en el presente estudio la
intensidad luminosa en invernadero fue 10 veces mas que en la camara de ambiente
controlado, al parecer la intensidad luminosa afect6 el crecimiento de las plantas, se

observdO mayor crecimiento de la planta, elongaciéon y anchura de las hojas a
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intensidades luminosas bajas (camara de ambiente controlado), pero mayor

acumulacién de biomasa seca a mayores intensidades luminosas (invernadero) .

3.5.2 Azlcares solubles

Se observé un efecto significativo (P < 0.05) del factor nUmero de hoja con respecto al
contenido de Glu, mientras que Fru y Sac mostraron un efecto significativo del factor de
temperatura (P < 0.05), sin embargo, en ninguna variable respuesta se observé el
efecto significativo de las interacciones de los factores, el factor hora no mostré
diferencia estadistica en las variables evaluadas.

Independientemente del régimen térmico las hojas mostraron en promedio
72.528, 12.599 y 5.297 umoles de Gluc, Fruc y Sac por g de tejido foliar seco. También,
independientemente del régimen de temperatura el contenido de los azlcares vario
significativamente entre las hojas, a lo largo del dia y en relacion con su edad. El
contenido mayor de cada azUcar se presenté en la hoja NUm. 2, la que se expuso
primero del grupo evaluado, y por lo tanto la de mas edad. Las hojas mas jovenes,
Num. 5y 6, presentaron so6lo 72.53 % de Gluc, 12.60 % de Fruc y 5.30 % de sacarosa
respecto a la NUm. 2 (Cuadro 3.4).

Independientemente del del numero de hoja y régimen de temperatura, el
contenido de los monosacaridos Gluc y Fruc en las hojas cambid significativamente
durante el dia. Ambos azucares se acumularon al medio dia. En contraste, la Sac no

cambio significativamente a lo largo del dia. La Gluc fue el azicar mas abundante de
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los tres y en promedio representd seis y 14 veces la concentracion de Fruc y Sac

durante el dia (Cuadro 3.5).

Cuadro 3.4 Contenido de azUcares solubles de hojas (n=72), en sentido acrépeto, de
plantas de Agave salmiana de 7 meses de edad, producidas por semilla

recolectada en San Luis Potosi.

Hoja Azlcar
(Num.) (umoles g*)
Glucosa Fructosa Sacarosa
2 91.003 a 15.661 a 6.294 a
3 76.714 b 13.536 ab 5.915 ab
4 70.282 bc 12.779 abc 5.411 ab
5 59.251 ¢ 11.139 bc 4.868 ab
6 65.39 bc 9.878 ¢ 3.998 b
DMS 12.227 3.631 2.058

DMS: diferencia minima significativa, medias por columna con letras diferentes son

estadisticamente significativas (Tukey, P < 0.05).

Independientemente del régimen térmico (Cuadro 3.5) la gluconeogénesis en la
fase lll, en las plantas MAC, se confirmd con la acumulacion de Gluc y Fruc a las 12:00

h; ademas, la concentracion menor de ambos azucares a las 7:00 h mostro el final de
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la fase nocturna, fase I, como resultado de la glucolisis, con la sintesis de PEP, su
carboxilacién y sintesis de &cidos organicos en la fase nocturna previa (Antony y
Borland, 2009). Estos resultados mostraron que, independientemente del régimen
térmico y numero de hoja, las plantas jovenes de maguey, de s6lo 7 meses de edad,
presentaron las etapas descritas para plantas MAC. La excepcion fue el contenido de

Sac que no mostré los cambios relacionados con las fases descritas (Cuadro 3.5).

Cuadro 3.5 Contenido de azucares solubles durante el dia (n=24), en plantas de Agave

salmiana de 7 meses de edad, producidas por semilla recolectada en San Luis

Potosi
Hora de Azucar
muestreo (umoles g1)

Glucosa Fructosa Sacarosa

7:00 63.52 b 10.33 b 443 a
12:00 7391 a 13.97 a 553 a
19:00 67.74 ab 11.37 b 522 a

DMS 6.6814 1.9841 1.1253

DMS diferencia minima significativa, medias por columna con letras diferentes son

estadisticamente significativas (Tukey, P < 0.05)
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Independientemente del numero de hoja, el contenido foliar promedio de
azucares fue estadisticamente mayor (p < 0.05) en las plantas que permanecieron con
temperatura constante (25 °C dia/noche), en comparacién con las que estuvieron 15
dias en el régimen de temperatura diurna alta. En estas la Gluc representd 6.6 %
menos que en aquellas, y la Sac y la Fruc representaron menos de dos tercios (34.4y

36.1 %) (Cuadro 3.6).

Cuadro 3.6 Contenido de azlcares solubles de hojas de plantas de Agave salmiana de
7 meses de edad (n=36), producidas por semilla recolectada en San Luis Potosi,

y mantenidas a 25 + 2 °C dia/noche 0 45.5/ 14 + 2 °C dia/noche por 15 dias.

Temperatura Azucar
(°C) (umoles g)
Glucosa Fructosa Sacarosa
25+2°C 70.794 a 14.450 a 6.077 a
455+2°C 66.147 b 9.235b 3.993 b
DMS 4.555 1.353 0.767

DMS: diferencia minima significativa, medias por columna con letras diferentes son

estadisticamente significativas (Tukey, P < 0.05).

El contenido de Gluc foliar fue estadisticamente significativo (p < 0.05) durante el

dia en las plantas que permanecieron en la temperatura constante de camara de
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crecimiento (Figura 3.4 A). Aunque entre algunas hojas en la roseta las diferencias no
fueron estadisticas (p > 0.05), el contenido de este monosacérido fue mayor a medio
dia respecto al amanecer (7:00 am) y al anochecer (7:00 pm). Ademas, el contenido
promedio de Gluc fue menor en las hojas cercanas el apice, las més jovenes; asi, las
de la base mostraron hasta 31 % mas Gluc que aquellas de las plantas en el régimen

de temperatura constante (Figura 3.5).
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Figura 3.4 Contenido de glucosa (umoles g + error estandar) a las 7:00, 12:00 y 19:00
h del dia, en hojas de plantas de Agave salmiana de 7 meses de edad,
producidas por semilla recolectada en San Luis Potosi, mantenidas a 25 °C

dia/noche (A) 0 45.5/ 14 + 2 °C dia/noche (B)(n=12).
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Figura 3.5 Contenido de glucosa (umoles g*! + error estandar) en hojas en sentido
acropeto, de plantas de Agave salmiana de 7 meses de edad, producidas por
semilla recolectada en San Luis Potosi, y mantenidas a 25 + 2 °C dia/noche o

45.5/ 14 + 2 °C dia/noche por 15 dias (n=36).

En general el contenido de Gluc foliar se mantuvo estable durante el dia en el régimen
térmico de 45.5/14 °C. La excepcion fue la hoja Nam. 2, la mas madura en la roseta,
gue presentd contenido mayor del monosacéarido al amanecer y al anochecer (Figura
3.4 B). Este comportamiento puede ser evidencia de la alteracion del ciclo MAC tipico,
por la temperatura diurna alta, con el consumo acelerado de Gluc al medio dia. Las
hojas NUm. 3 y 5 no mostraron diferencias significativas en el contenido de este azucar

durante el dia (Figura 3.4 B); pero la hoja NUm. 4 al medio dia mostré diferencia
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respecto al amanecer y la hoja Num. 6 respecto al amanecer y anochecer; esta
condicion se identifica como efecto propio del ciclo MAC (Antony y Borland, 2009).

La concentracion de Gluc foliar en las plantas del tratamiento con régimen
45.5/14 °C mostré un gradiente inverso a la edad de la hoja, es decir en sentido
acropeto, similar al de la condicion térmica constante; por lo que, el contenido promedio
de Gluc en las hojas de la base de la roseta mostraron hasta 31 % mas Gluc que las
mas joévenes, en la zona apical (Figura 3.5).

Independientemente del régimen de temperatura, en promedio la Fruc también
mostré un gradiente de concentracion inverso a la edad de las hojas. La hoja Num. 6,
que era la més joven, presentd 63.1 % de la Fruc en la hoja Num. 2 (Cuadro 3.4).

En las hojas de las plantas que permanecieron en el régimen de temperatura
constante el contenido foliar de Fruc se modificd significativamente durante el dia
(Figura 3.6 A). En las hojas maduras, Num. 2 a 4, el contenido de Fruc fue
estadisticamente mayor (p < 0.05) al medio dia en comparacion con las
concentraciones al amanecer y al anochecer; pero, también en estas diferencias se
observé un gradiente, en el que la hoja mas antigua (Num. 2) fue la que presento las
fluctuaciones mayores. Esta hoja contenia 38.5 % de Fruc al amanecer y 53.85 % all
anochecer respecto a medio dia. Otro aspecto relevante de la concentracién de Fruc
en las hojas de las plantas que permanecieron en el régimen con temperatura
constante fue que su contenido promedio mostré un gradiente en sentido acropeto, de

17 a 11 pymoles g en la hoja de la base a la hoja del apice (Figura 3.7).
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Figura 3.6 Contenido de fructosa (umoles g* + error estandar) en hojas, a las 7:00,
12:00 y 19:00 h del dia, de Agave salmiana de 7 meses de edad, producidas por
semilla recolectada en San Luis Potosi, y mantenidas a 25 °C dia/noche (A) o a

45.5/ 14 + 2 °C dia/noche (B) (n=12).

El contenido de Fruc también varié durante el dia en las cinco hojas de las plantas en el
régimen con temperatura 45.5/14 °C. La tendencia general fue la acumulacion de este
azucar a medio dia, respecto al amanecer y al anochecer; es decir la acumulacion de

Fruc a medio dia fue independiente de la edad de la hoja (Figura 3.6 B).
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Figura 3.7 Contenido de fructosa (umoles g* + error estandar) en hojas en sentido
acropeto, de plantas de Agave salmiana de 7 meses de edad, producidas por
semilla recolectada en San Luis Potosi, y mantenidas a 25 + 2 °C dia/noche o

45.5/ 14 + 2 °C dia/noche por 15 dias (n=36).

La concentracion foliar de Fruc en las plantas en el régimen 45.5/14 °C mostré un
gradiente inverso a la edad de la hoja; en él las hojas Num. 2 y 3 tuvieron entre 25y 10
% mas Fruc que las NUum. 4, 5y 6 (Figura 3.7).

Independientemente de la hora del dia el gradiente del contenido de Fruc
también se observé en las hojas de las plantas en el régimen con temperatura
constante; en promedio, las hojas de estas plantas mostraron entre 24 y 46 % mas Fruc

(p = 0.05) que las de del régimen 45.5/14 °C en el dia (Figura 3.7).
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En contraste con el contenido de Gluc y Fruc, las fluctuaciones del contenido de
Sac foliar durante el dia en las plantas de ninguno de los regimenes térmicos fueron
significativas (P > 0.05). En 25 °C constantes el contenido de este azlcar tendi6 a ser
menor al amanecer, principalmente en las hojas menos jovenes; en contraste en las
hojas de las plantas mantenidas a 45 °C la sacarosa tendié a acumularse a medio dia

en las hojas jévenes (P > 0.05) (Figura 3.8 A-B).
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Figura 3.8 Contenido de sacarosa (umoles g* * error estandar) en hojas de Agave
salmiana de 7 meses de edad, producidas por semilla recolectada en San Luis
Potosi, a las 7:00, 12:00 y 19:00 del dia, mantenidas a 25 + 2 °C dia/noche (A) o

45.5/ 14 + 2 °C dia/noche (B)(n=12).

Cerca del final del fotoperiodo, una vez que las reservas de malato se han agotado y la
presion parcial interna de CO:2 disminuye, los estomas pueden abrirse, el CO:2
atmosférico ingresa y puede fijarse directamente a través de la Rubisco por varias

horas, en el periodo conocido como fase IV, de acuerdo con Osmond (1978). Los
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azucares sintetizados durante la fase IV podrian exportarse principalmente para el
crecimiento (Borland et al. 1994; Borland y Dodd 2002) en términos de flujo neto de C;
aunque en proporciones pequefias, el contenido de los tres azlcares evaluados fue
mayor (P < 0.05) en la fase IV en las plantas que se mantuvieron en temperatura
constante (Figura 3.3, 3.5 y 3.7). Con este resultado podria esperarse que las plantas
que permanecieron en el régimen de temperatura constante hubieran alcanzado
crecimiento mayor que las plantas en el termoperiodo 45.5/14 °C; pero, éstas Ultimas
acumularon la biomasa seca significativamente mayor (Cuadro 3.3 y Figura 3.3 B).
Este resultado confirma que la falta de termoperiodo con temperatura nocturna fresca
parece indispensable para las plantas jévenes de maguey, por su tipo de metabolismo
MAC.

La diferencia entre ambos regimenes térmicos se observd en el contenido
promedio de Sac foliar; en las hojas de las plantas mantenidas a 25 °C el contenido de
este disacarido fue entre 35 y mas de 47 % mayor (P < 0.05) que en las hojas de las
plantas en el régimen térmico de 45.5/14 °C. La excepcion fue la hoja mas joven que
presentd contenidos similares (P > 0.05) en ambos regimenes. Ademas, en el primer
grupo de plantas el contenido promedio de Sac disminuy6 en sentido acrépeto, y la
hoja méas joven contenia cerca de la mitad de este azlcar que las hojas cercanas a la
base (P < 0.05); en contraste el contenido promedio de Sac fue similar (P > 0.05) en las
seis hojas de las plantas en el régimen 45.5/14 °C, o independiente de la edad de la

hoja (Figura 3.9).
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Figura 3.9 Contenido de sacarosa (umoles g* + error estandar) en hojas de plantas de
Agave salmiana de 7 meses de edad, producidas por semilla recolectada en San
Luis Potosi, mantenidas a 25 + 2 °C dia/noche o0 455/ 14 + 2 °C dia/noche

(n=36).

Incrementos en metabolitos fosforilados de Fruc, como la fructosa-2,6 bifosfato se han
observado en plantas en condiciones de estrés. Este azucar fosforilado puede
funcionar como molécula de sefalizacion para inducir la acumulacion de almidén o al
contrario, para su degradacién y acumulacién de azucares solubles en el alivio del
estrés. Esto lo demostré el estudio realizado por Banzai et al. (2003) en mangle
(Bruguiera gymnorrhiza); en él demostraron el incremento en el contenido de fructosa-

2,6 bifosfato como respuesta al estrés salino, hidrico y osmotico; ademas, de la
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expresion de enzimas que catalizan su sintesis y degradacion. En chicharo (Pisum
sativum) temperaturas bajas propiciaron la acumulacion de Fruc y sus metabolitos
fosforilados (Bogdanovi¢ et al., 2008). Resultados como estos han permitido a los
especialistas proponer que los azucares solubles pueden funcionar como antioxidantes
no enzimaticos en condiciones de estres.

Estos resultados de acumulacion de Sac en las plantas de maguey que se
mantuvieron con temperatura constante coincidieron con los que obtuvieron Liu et al.
(2013) en tallos de orquidea (P. aphroide), que es una planta MAC. Estos autores
observaron que los contenidos de Sac se mantuvieron altos y constantes cuando las
plantas permanecian en temperatura de 28 °C, constante dia/noche; en contraste, el
termoperiodo diurno/nocturno de 28/20 °C mantuvo bajo el contenido de Sac.

El estrés por temperaturas diurnas altas, por déficit hidrico, o ambos factores
simultaneos, en tubérculos de papa generan degradacion de almidéon y la
removilizacion de azucares solubles hacia los tejidos de la planta que requiere aliviar el
estrés; ademas, se ha observado acumulacién de Sac en el tubérculo debido a estrés
por temperaturas diurnas altas y estrés hidrico (Bethke et al., 2009).

En el presente estudio, las concentraciones mayores de Fruc y Sac parecen
indicar que las plantas que permanecieron en la camara de ambiente controlado con
temperatura constante de 25°C dia/noche se encontraron en estrés. En plantas MAC la
irradiacion recibida durante la fase Il determina la cantidad de acidos organicos que se
acumularan en la fase I, y su degradacion consecuente en la formacion de metabolitos
primarios (Luttge, 2007). La intensidad luminosa de 30 pmol m2 s de la cadmara con

ambiente controlado fue 10 veces menor a la del invernadero (350 umol m2 s?), en
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términos energéticos del proceso fotosintético podria haber sintesis menor de
metabolitos primarios en esas plantas respecto a las del invernadero; por lo que, las
concentraciones mayores de Fruc y Sac podrian indicar que se generd un desbalance
en la relacion fuente y demanda, con disminucion en la acumulacion de polisacaridos
de reserva y menos biomasa acumulada. Al respecto, en las plantas MAC los
polisacaridos de reserva pueden representar hasta el 20 % de la biomasa seca (Antony
y Borland, 2009).

Los resultados del presente estudio indican que la ausencia de termoperiodo,
aunque la temperatura constante no sea extrema, afecta mas el desarrollo de las
plantas jovenes de A. salmiana que las temperaturas cercanas a los 47 °C registradas
varios dias durante las 13 y 14 h en el invernadero en el periodo de 15 dias de

exposicion.

3.5.3 Aminoacidos libres

Se observé un efecto significativo individual (P < 0.05) de los factores temperatura y
numero de hoja con respecto a la acumulacion de AminoacL, el factor hora no mostré
diferencia estadistica en las variables evaluadas.

Independientemente del régimen térmico, las plantas del estudio presentaron en
promedio 72.677 pmol de Amino&cL por g de tejido foliar seco en las hojas de la roseta.
El contenido de estos compuestos nitrogenados varié estadisticamente (P < 0.05) entre
las hojas, en relacion con su edad, y ubicacibn en la roseta. Ademas,

independientemente del régimen de temperatura, en promedio, las hojas mas jovenes
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mostraron el contenido mayor (P < 0.05) de AminoacL. Asi, la hoja Num. 6 present6 33

y 49 % mas AminoacL que las hojas Num. 2 y 3 (Cuadro 3.7).

Cuadro 3.7 Contenido de aminoacidos libres y fenoles totales (umol g*) de hojas
(n=72), en sentido acrdpeto, de plantas de Agave salmiana de 7 meses de edad,

producidas por semilla recolectada en San Luis Potosi.

Hoja Aminoacidos libres Fenoles totales
(Num.)
(umoles g?)

2 49.318 bc 2.670a

3 37.239c 2.660 a

4 39.172 ¢ 2.763 a

5 60.795 ab 2.502 a

6 73.243 a 2.612 a

DMS 19.987 0.451

DMS: diferencia minima significativa, medias en cada columna con letras diferentes son

estadisticamente significativas (Tukey, P < 0.05).

Independientemente del régimen térmico y del nimero de la hoja, el contenido

de los AminoacL en las hojas cambid significativamente durante el dia. Estos
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compuestos se acumularon durante la noche y disminuyeron 20 % al medio dia y al

anochecer (P < 0.05) respecto al amanecer (Cuadro 3.8).

Cuadro 3.8 Contenido de amino&cidos libres y fenoles totales (umol g*) a las 7:00,
12:00 y 19:00 h (n=24), en plantas de Agave salmiana, de 7 meses de edad,
producidas por semilla recolectada en San Luis Potosi, mantenidas a 25 + 2 °C

dia/noche o0 a 45.5/ 14 + 2 °C dia/noche por 15 dias.

Hora de Aminoacidos libres Fenoles totales
muestreo
umoles g
7:00 61.504 a 3.130 a
12:00 49.832 b 2.314 b
19:00 49.102 b 2.487 b
DMS 10.555 0.246

DMS diferencia minima significativa, medias por columna con letras diferentes son

estadisticamente significativas (Tukey, P < 0.05)

Independientemente de la hora del dia y del nUmero de hoja, el contenido foliar
promedio de AminoacL fue diferente entre los regimenes térmicos (P < 0.05). En las

plantas que permanecieron con termoperiodo constante a 25 °C dia/noche el contenido
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de estos compuestos nitrogenados fue el doble respecto a aquellas con termoperiodo

(45.5/14 °C) (Cuadro 3.9).

Cuadro 3.9 Contenido de aminoacidos libres y fenoles totales (umol g*) de hojas de
plantas de Agave salmiana de 7 meses de edad (n=36), producidas por semilla
recolectada en San Luis Potosi, y mantenidas a 25 + 2 °C dia/noche 0 45.5/ 14 +

2 °C dia/noche por 15 dias.

Temperatura Aminoacidos libres Fenoles totales
(°C)
umoles g?
25+2°C 72.677 a 2.488 b
45 +2°C 32.892 b 2.793 a
DMS 7.202 0.168

DMS: diferencia minima significativa, medias por columna con letras diferentes son

estadisticamente significativas (Tukey, < P 0.05).

El contenido foliar de AminoacL se modificd parcialmente durante el dia, en
dependencia de edad (Nam.) de hoja, en las plantas que permanecieron en el régimen
con temperatura constante (Figura 3.10 A). Los cambios no fueron significativos (P >
0.05) en la mayoria de las hojas, la excepcion fue la mas joven, que mostré contenido

significativamente mayor (P < 0.05) al amanecer respecto al medio dia y al anochecer.
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Sin embargo, el contenido de AminoacL durante el dia no mostré una tendencia Unica.

Las hojas NUm. 2 y 3, las de méas edad, mostraron cierta acumulacion de AminoacL a

medio dia; en contraste, las hojas jovenes, NUm. 4 a 6, mostraron tendencia a

acumularlos al amanecer (7:00 am) en este régimen de temperatura constante (Figura

3.10 A).

El contenido promedio de AminoacL fue mayor (P < 0.05) en las hojas jovenes,

en la roseta, respecto a las de edad mayor de las plantas que permanecieron en el

régimen de temperatura constante. La tendencia mostré que la hoja NUm. 6 presentd

en promedio poco mas del doble de AminoacL que la hoja Num. 2 (Figura 3.11).
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Figura 3.10 Contenido de aminoécidos libres (umol g* + error estandar) a las 7:00,

12:00 y 19:00 h del dia, en hojas de plantas de Agave salmiana de 7 meses de

edad, producidas por semilla recolectada en San Luis Potosi, mantenidas a 25°C

dia/noche (A) 0 45.5/ 14 + 2 °C dia/noche (B) (n=12).
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En el régimen con termoperiodo (45.5/14 °C) el contenido foliar de AminoécL fluctué
durante el dia solo algunas diferencias fueron significativas (Cuadro 3.9). Como en el
caso de las plantas a temperatura constante, en las que estuvieron en 45.5/14 °C se
observo cierta tendencia de acumulacion de Amino4cL al amanecer; pero, la hoja de
mas edad no concordd con esta tendencia, pues acumulé mas AminoacL a medio dia
respecto al amanecer y anochecer (Figura 3.10 B).

Estos resultados indican que el contenido foliar de AminoacL en las plantas
jovenes de maguey es dependiente de factores diversos, como los fenolégicos (edad
del tejido), el tipo de metabolismo (MAC tipicamente dindmico a lo largo del dia), la
temperatura durante el dia y la interaccion de todos ellos.

En promedio, la concentracion de AminoacL en las hojas de la roseta, de las
plantas del tratamiento 45.5/14 °C, incrementé (P < 0.05) en las mas jovenes. La
diferencia mayor se detectdé entre la hoja NOm. 2 y la NUm. 6, la hoja mas joven
presentd 2.5 veces mas contenido que la madura (Figura 3.11). Este incremento fue
similar al de la condicion térmica constante, pero las concentraciones promedio por
hoja fueron menos que la mitad (Figura 3.11).

El contenido de nueve AminoacL fue mayor en plantas de arroz que
permanecieron en termoperiodo 30/28 °C dia/noche, en comparacién con las que se
expusieron a temperatura nocturna menor que la diurna; ademas, el metabolismo de
azucares y acidos organicos se activo, pero, en los cultivares de tolerantes a las
temperaturas nocturnas altas los contenidos de fructosa, glucosa y poliaminas fueron
los mayores. El incremento de los aminoacidos libres pudo deberse a la

desnaturalizacion de proteinas; pero, el contenido de proteina fue el mismo que en las
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plantas testigo (Glaubitz et al., 2015). Los autores de ese estudio indicaron que hay

evidencia de que la absorcion de N incrementa como uno de los resultados del estrés.
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Figura 3.11 Contenido de aminoacidos libres (umoles g* + error estandar) en hojas, en
sentido acrépeto, de plantas de Agave salmiana de 7 meses de edad,
producidas por semilla recolectada en San Luis Potosi, y mantenidas a 25 + 2 °C

dia/noche o0 45.5/14+ 2 °C dia/noche por 15 dias (n=36).

Aungue el aumento de los aminoacidos libres puede incluir varios de ellos, la prolina es
el principal en la mayoria de las plantas, porque su metabolismo parece que es uno de
los mas sensibles al estrés; su biosintesis es relativamente corta en comparacion con la

de otros (Hare y Cress 1997). La prolina cumple funciones antioxidantes, como agente
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guelante cuando los niveles de metales son altos, también funciona como
osmoprotector y estabilizador de proteinas (Gill y Tuteja 2010). Durante el estrés por
calor las enzimas encargadas de su sintesis se sobreexpresan, por lo que el
aminoé&cido se acumula y la sensibilidad al estrés aumenta, la sintesis y degradacion
de prolina se relaciona con el balance redox celular (Glaubitz 2015).

En hojas de mora (Murus alba L.) expuestas a 40 °C por 360 min los
aminoacidos totales y especificamente la prolina libre aumentaron, en contraste con la
reduccién de proteinas y &cidos nucleicos; el autor del estudio, como otros, sugirié que
ese resultado se debi6 a la desnaturalizacién de las proteinas y que los aminoacidos
funcionaron como osmoreguladores, pero es posible que la acumulacién sea una
respuesta a la inhibicion de la sintesis de proteinas; similarmente, el balance de
carbono se afect6 (Chaitanya, 2001).

En condiciones de estrés abidtico, los niveles altos de prolina se asocian
generalmente con los niveles de Sac. Esto se considera como evidencia de que la
sintesis de prolina depende de la sefializacion propia de la Sac (Van den Ende y El-
Esawe, 2014). En el presente estudio la acumulacion de Sac estuvo asociada a la

acumulacion de AminoacL en la condicion térmica constante de 25°C dia/noche.

3.5.4 Fenoles totales

Se observo un efecto altamente significativo (P < 0.01) del factor hora del dia y

significativo en el factor temperatura (P < 0.05), en la acumulacién de FenolT en las
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plantas, sin embargo, ninguna interaccion o algun otro factor mostraron diferencias
significativas.

En promedio las plantas presentaron en las hojas de la roseta 2.641 pmoles de FenolT
por g de tejido seco. El contenido de estos compuestos no vari6 significativamente (P >
0.05) entre las hojas en relacion con su edad o ubicacion en la roseta. En promedio,
independientemente del régimen térmico, el contenido de FenolT en las hojas fue
notablemente similar, ya que los contenidos fluctuaron entre 2.502 y 2.763 pmoles g*
(Cuadro 3.7).

El contenido de los FenolT en las hojas, independientemente del régimen
térmico, cambid significativamente durante el dia. El contenido de estos compuestos
disminuyd (P < 0.05) entre 20.01 y 26.07 % al medio dia y al anochecer, respecto al
amanecer (Cuadro 3.8).

En promedio el contenido foliar de FenolT, independientemente de la hora del
dia, fue 12.26 % mayor (P < 0.05) en las plantas con la condicion 45.5/14 °C en el dia
respecto a las que se mantuvieron con termoperiodo constante a 25 °C dia/noche
(Cuadro 3.9).

El contenido de FenolT se modificod significativamente (P < 0.05) durante el dia
en las hojas de las plantas que permanecieron en la temperatura constante (Figura
3.12 A). Independientemente de la posicibn o edad de las hojas en la roseta, los
contenidos menores de esos compuestos, desde 17 hasta 46 %, se observaron al
medio dia respecto al amanecer y al anochecer y, en general en estos dos ultimos
momentos del dia los contenidos de FenolT fueron similares entre si (P > 0.05) (Figura

3.12 A).
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Figura 3.12. Contenido de fenoles totales (umoles g + error estandar) a las 7:00, 12:00
y 19:00 h del dia, en hojas de plantas de Agave salmiana de 7 meses de edad,
producidas por semilla recolectada en San Luis Potosi, mantenidas a 25 °C

dia/noche (A) o0 45.5/14+ 2 °C dia/noche por 15 dias (B)(n=12).

En promedio, independientemente de la hora del dia, el contenido de FenolT
fluctué sin una tendencia reconocible, entre las hojas en la roseta de las plantas que
permanecieron en la temperatura constante (25 °C dia/noche). Los contenidos
promedio de FenolT variaron poco entre las hojas, de 2.8 umoles g* en la hoja Num. 2,

la de mas edad, a 2.2 pmoles g* en la Nim. 5, una de las mas jévenes (Figura 3.13).
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Figura 3.13. Contenido de fenoles totales (umoles g* + error estandar) en hojas, en
sentido acrépeto, de plantas de Agave salmiana de 7 meses de edad,
producidas por semilla recolectada en San Luis Potosi, y mantenidas a 25.0 + 2

°C dia/noche o0 45.5/ 14 + 2 °C dia/noche por 15 dias (n=36).

El contenido foliar de FenolT, en la condicion térmica de 45.5/14 °C se modifico (P <
0.05) durante el dia, pero solo algunas de las diferencias fueron estadisticas. Como en
el caso de las plantas mantenidas con temperatura constante, el contenido de FenolT al
amanecer fue significativamente mayor que a medio dia; y en contraste el contenido al
inicio de noche se mantuvo sin cambio respecto del medio dia. La hoja Num. 2 fue

excepcional porque su contenido de FenolT al amanecer fue similar que al medio dia.
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El contenido de FenolT al amanecer representd desde 30 % hasta mas del doble del
contenido el inicio de la noche (Figura 3.12 B).

En promedio, la concentracion foliar de FenolT en las plantas con el
termoperiodo 45.5/14 °C, disminuyd (P < 0.05) en las mas jovenes. La diferencia mayor
se detectd entre la hoja NUm. 2 y la Nim. 6, que presentd 16 % menos contenido
(Figura 3.13). Esta tendencia de decremento del contenido de FenolT contrasté con la
ausencia de alguna tendencia identificable entre las hojas de las plantas en la
condicion con temperatura constante (Figura 3.13).

De acuerdo con Magalhdes et al. (2010) el reactivo de Folin-Ciocalteu puede
reaccionar sinérgicamente con azucares solubles y aditivamente con acidos orgénicos
en la muestra. Aunque desconocemos en cuales condiciones puede suceder esta
reaccion es posible que la concentracion mayor de FenolT a las 7:00 h fuera un efecto
aditivo con los acidos organicos, que presentan su acumulacion maxima durante la fase
| del ciclo MAC. Tenemos certeza de que los azucares solubles no interfirieron en la
cuantificacion de FenolT, pues la concentracion maxima en las muestras evaluadas fue
cercana a la del testigo preparado, como se sefialé en el apartado de materiales y
métodos, para este fin.

El contenido de FenolT (en promedio 350 pmoles m s1) al medio dia puede ser
una respuesta a la intensidad luminosa en la condicion del fotoperiodo a 45.5/14°C, en
estudios realizados por pues en plantas variegadas de A. americana de dos afios de
edad, Deng (2012) observé acumulacion de enzimas antioxidantes en las plantas
iluminadas con 2500 pmoles m? s en comparacién con los controles que se

manuvieron en 500 pmoles m?2 s,
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Las plantas poseen mecanismos antioxidantes enziméticos y no enzimaticos
para contrarrestar el efecto de las especies reactivas del oxigeno (ROS) que se
producen como resultado de estrés abiotico; los flavonoides son compuestos fendlicos
gue se acumulan en respuesta a exposicion a luz UV-B; estos compuestos absorben la
luz UV-B, por lo que se identifican como filtros protectores (Gill y Tuteja 2010). Las
antocianinas se clasifican como una parte de los flavonoides, son pigmentos que se
acumulan en la vacuola y tiene capacidad de absorber luz UV-B; ademas, su
acumulacion se relaciona positivamente con la cosecha de fotones del fotosistema Il y
la asimilacion de carbono. De acuerdo con Fondom et al. (2009) la acumulacién mayor
de antocianinas en hojas de A. striata en respuesta a la exposicién a la luz, confirmé
qgue la acumulacién de este tipo de compuestos fendlicos pueden ser un mecanismo
fotoprotectivo, que “filtra” la energia luminosa y disminuye la dependencia del ciclo de
las xantofilas como proteccién de los fotosistemas durante la cosecha de fotones

(Fondom et al., 2014).

3.5.5 Permeabilidad relativa de las membranas celulares

Se observo un efecto significativo del factor hora del dia (P < 0.05) y altamente
significativo del factor parte de la planta (P < 0.01) respecto a la permeabilidad relativa
de las membranas celulares de la planta, el factor temperatura no mostré diferencia
estadistica en las variables evaluadas.

Independientemente de la hora de muestreo y del régimen de temperatura de las

plantas la permeabilidad relativa promedio de las membranas celulares en la raiz fue
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significativamente mayor que en las hojas; ademas, en estas las de la base de la roseta
mostraron cerca del doble de permeabilidad que las del centro y el apice en la roseta
(Cuadro 3.10).

Independientemente del régimen de temperatura, la permeabilidad promedio de
las membranas celulares de la planta completa se modificé a lo largo del dia (P < 0.05);
a medio dia la permeabilidad de las membranas fue 47 y 54 % mayor respecto al
amanecer y al anochecer (Cuadro 3.10). Este resultado puede deberse al efecto de las
temperaturas altas (45 °C o mas) varias horas al final del periodo diurno e inicio del
vespertino (Figura 3.14); sin embargo, en promedio, independientemente de la hora del
dia, las plantas completas no mostraron algun efecto de la temperatura en la
permeabilidad promedio de las membranas celulares, ya que las diferencia en los
valores de las plantas mantenidas a 25 °C y las que se expusieron 15 dias al
termoperiodo de 45.5/14 °C no fueron estadisticas (P > 0.05) (Cuadro 3.10).

El incremento en el flujo de iones a través de las membranas celulares en
ambos sentidos, debido al efecto de factores generadores de estrés, se ha interpretado
como pérdida de la integridad y funcionalidad de esas estructuras lipidicas y de las
proteinas inmersas en ellas (Bajji et al. 2002). Sin embargo, en plantas MAC, los
cambios el flujo molecular de las membranas de los cloroplastos (Madhava et al., 2006)
y el tonoplasto son notablemente dindmicos. Por lo anterior, los factores ambientales
que fluctten mas alla de ciertos niveles afectaran las tasas de transporte de los

metabolitos y las actividades fisioldgicas propias de los tejidos.
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Cuadro 3.10 Permeabilidad relativa (%) de las membranas celulares de la raiz y las

hojas de la base, del centro y del 4pice de la roseta, al amanecer, atardecer y

anochecer (n=3), de plantas de Agave salmiana de 7 meses de edad,

producidas por semilla recolectada en San Luis Potosi, y mantenidas a 25 + 2 °C

dia/noche 0 45.5/ 14 + 2 °C dia/noche por 15 dias (n=18).

Factor PRMCS Factor PRMC Factor PRMC
(%) (%) (%)
Tejido Hora Temperatura
(°C)

Raiz 5231 a 07:00 26.07 b 25.0 29.12 a
Hojas base 34.24 b 12:00 38.34 a 455 30.38 a
Hojas centrales 16.28 ¢ 19:00 24.84 b
Hojas apice 16.17 c
DMSS 11.45 9.02 6.13

8§ PRMC: permeabilidad relativa de las membranas celulares; DMS: diferencia minima

significativa, medias en cada columna de valores con

estadisticamente significativas (Tukey, P < 0.05).
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Figura 3.14 Permeabilidad relativa (% + error estandar) de las membranas celulares, a
las 7:00, 12:00 y 19:00 h del dia, de la raiz y las hojas en la roseta de plantas de
Agave salmiana de 7 meses de edad, producidas por semilla recolectada en San
Luis Potosi, mantenidas a 25 °C dia/noche (A) o0 45.5/ 14 + 2 °C dia/noche (B)

(n=3).

La permeabilidad relativa promedio de las membranas celulares de la raiz en las
plantas que permanecieron a 25 °C incrementé significativamente (P < 0.05) durante el
dia, al amanecer inicié con 45 % "y al anochecer alcanz6 cerca de 70 % (Figura 3.14
A). Estos cambios parecen relacionarse con la actividad metabdlica alta durante la
noche, que es propia de las plantas MAC.

Como en la raiz, la permeabilidad promedio de las membranas celulares en las
hojas de las plantas que permanecieron a 25 °C se modificd estadisticamente (P <
0.05) durante el dia; pero en contraste con los tejidos de la raiz, la permeabilidad

relativa de las membranas en las hojas del mismo grupo de plantas, que se mantuvo a
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25 °C, se activo (P < 0.05) al medio dia, y en dependencia de la edad, o ubicacion de
las hojas, fluctu6 entre 24 %, en las mas jovenes (apicales), y 58 %, en de edad mayor
(basales); ademas, independientemente de la edad de la hoja la permeabilidad relativa
fue menor al anochecer. Asimismo, en la misma condicién térmica las hojas en la base
de la roseta mostraron doble permeabilidad membranal relativa que las del centro y

apice de la roseta (Figura 3.15).
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Figura 3.15 Permeabilidad relativa (% + error estandar) de las membranas celulares en
la raiz y las hojas en la roseta de plantas de Agave salmiana de 7 meses de
edad, producidas por semilla recolectada en San Luis Potosi, y mantenidas a 25

+ 2 °C dia/noche 0 45.5/ 14 + 2 °C dia/noche por 15 dias (n=18).
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En promedio, la permeabilidad de las membranas celulares de la raiz de las
plantas que permanecieron en el termoperiodo 45/14 °C no mostré diferencias (P >
0.05) durante el dia, y sus valores fueron alrededor de 60 % desde el amanecer hasta
el anochecer (Figura 3.14 B). Los tejidos radicales en este tratamiento térmico
mostraron porcentaje de permeabilidad relativa similar (P > 0.05) a la del tratamiento
con temperatura constante (Figura 3.15).

La permeabilidad de las membranas celulares en las hojas de las plantas que se
mantuvieron en el termoperiodo 45/14 °C fue estable durante el dia, con excepcion de
las hojas en el apice, que presentaron permeabilidad relativa mayor (P < 0.05) de sus
membranas a medio dia respecto al amanecer y anochecer (Figura 3.14 B).
Independientemente de la hora del dia, la permeabilidad membranal relativa de las
hojas en la base de la roseta, en las plantas que permanecieron en el régimen célido,
fue mayor (P < 0.05) que en las del centro y el apice. Esas mostraron permeabilidad
relativa del doble que el resto (Figura 3.15). Destac6 que la permeabilidad relativa de
las membranas celulares foliares, en ambos regimenes térmicos fueran similar (P >
0.05) entre si (Figura 3.15).

En las plantas MAC, como el maguey, en las que los azlcares solubles son los
carbohidratos de almacenamiento mayor y la fuente para el PEP, indispensable para la
carboxilacién nocturna, los transportadores de azucar de la vacuola desempefian un
papel clave en el funcionamiento del ciclo MAC diario (Antony y Borland, 2009). Al
respecto, las vacuolas aisladas de pifla (Ananas comosus) contienen principalmente
glucosa y fructosa (Kenyon et al., 1985; Christopher y Holtum, 1998), y los extractos de

hoja entera contienen cantidades sustanciales de sacarosa (Kenyon et al., 1985). Black
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et al. (1996) sugirieron que la actividad alta de invertasa acida extraible de hojas de
especies MAC, como pifia y de Clusia rosea, permiten que se acumulen azucares
solubles (Negro et al., 1996). De ser asi, la sacarosa se sintetizaria en el citoplasma
durante el dia y se transportaria, a través del tonoplasto, al interior de la vacuola, y la
hidrélisis de este disacarido se realizaria en el lumen vacuolar, la que es catalizada por
la invertasa acida (Smith y Bryce, 1992). Estos eventos indican que los transportadores
de sacarosa y hexosas localizados en el tonoplasto podrian desempefiar un papel
estratégico en la regulacion del flujo de C en las especies MAC almacenadoras de
azucares solubles. Por lo que las alteraciones en los transportadores involucrados en
estos eventos, por factores ambientales como las temperaturas extremas, modificaran
gran parte de los procesos bioquimico-fisiolégicos del MAC.

La distribucion de azlcares para la carboxilacién nocturna en las plantas MAC
debe estar equilibrada con la demanda para el crecimiento. Los transportadores de
azucar se han reconocido como fundamentales para regular la distribucion subcelular y
a larga distancia, y la particion de asimilados en las plantas (Lalonde et al., 2004). Por
esto, se ha hipotetizado que en las plantas MAC los transportadores de azuUcares
representan un sitio estratégico de control en esa regulacién (Antony y Borland, 2009).

Por lo anterior, en el presente estudio los resultados confirmaron que los
patrones en los contenidos de azlcares y los otros metabolitos en los tejidos de las
plantas de maguey los modularon la reaccion de las membranas y los transportadores
inmersos en ellas a las temperaturas durante del dia (Cuadro 3.10; Figura 3.14 A-B).
Pero en general, las membranas y acarreadores intrinsecos parecen ajustar su

funcionalidad a las condiciones y temperaturas evaluadas en este estudio (Figura 3.15).
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3.6 CONCLUSIONES

En ambos regimenes térmicos los procesos bioquimicos-fisioldgicos, relacionados con
la sintesis y consumo de azucares y fluctuaciones en la concentracion de osmolitos se
ajustan en las hojas de plantas de A. salmiana jovenes en forma variada. Pero el hecho
de que las membranas celulares parecen inalteradas por exposicion de las plantas a
temperaturas diurnas promedio de 45 °C, por mas de 2 h diarias, durante 2 semanas es

notable.
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4. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN ACUMULACION DE BIOMASA Y
CARACTERISTICAS BIOFISICAS Y BIOQUIMICAS DE DOS ESPECIES DE

MAGUEY PULQUERO (Agave salmiana y A. mapisaga)

4.1 RESUMEN

La domesticacién del genero Agave ha generado divergencia morfolégica entre las
especies silvestres y cultivadas, la adaptabilidad de las plantas al estrés abiético puede
deberse a caracteres heredados o depender del proceso de domesticacion. El objetivo
fue evaluar la biomasa, el coeficiente de eficiencia fotosintética del FSII (Fv/Fm), el
contenido de: glucosa (Glu), fructosa (Fru) y sacarosa (Sac), aminoacidos libres
(AminoL), fenoles totales (FenolT), en plantas de 5 meses de edad de Agave salmiana
de tres procedencias y A. mapisaga obtenidas de semillas recolectadas en Hidalgo. Las
plantas crecieron a 25/15 °C dia/noche y se aclimataron en invernadero, posteriormente
se mantuvieron en: (1) 25/25; (2) 25/15; (3) 45°C durante 4 horas, en 25/15°C; y (4) en
invernadero (control). El disefio experimental fue completamente al azar. Los resultados
se analizaron con ANDEVA y comparacion multiple de medias con la prueba de Tukey.
Mas biomasa seca (P < 0.05) se acumulé en las plantas en invernadero. En 25/25 y 45
°C disminuy6 la biomasa seca e increment6 el contenido de AminoL en determinadas
variantes. En A. mapisaga, hubo fotoinhibicion en el invernadero y se relaciond por
capacidad baja de acumulacién de FenolT. A. salmiana de Tlaxiaca, acumulé mas
biomasa y tendi6 a tolerar la temperatura constante.

Palabras clave: Agave salmiana, Agave mapisaga, estrés térmico, fotoinhibicion,

fenoles totales.
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4. EFFECT OF TEMPERATURE IN BIOMASS ACCUMULATION AND BIOPHYSIC
AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF MAGUEY PULQUERO PLANTS

(Agave salmianay A. mapisaga)

4.2 ABSTRACT

Domestication of the Agave genus has led morphological differentiation between wild
and cultivated species; plant adaptability to abiotic stress could be due to inherited
characters or dependent of the domestication process. The aim of this study was to
evaluate biomass, photosynthetic efficiency coefficient of the PSII (Fv/Fm), and the
content of: glucose (Glu), fructose (Fru), and sucrose (Sac), free aminoacids (AminolL),
total phenol (FenolT), on 5-month old Agave salmiana from 3 origins and Agave
mapisaga plants grown from seeds collected at Hidalgo. Plants were raised at 25/15°C
and were acclimated to greenhouse conditions, thereafter were maintained on: (1)
25/25; (2) 25/15; (3) 45°C during 4 h, on 25/15 °C day/night; and (4) greenhouse
(control). The experimental design was completely randomized, the results were
analyzed with ANOVA and Tukey multiple comparison. Dry biomass accumulation (P <
0.05) was observed under greenhouse in all the plants. The temperatures 25/25 y 45 °C
reduced biomass accumulation and increased AminoL in certain plants. A. mapisga
plants, were photoinhibited under greenhouse, related to its low capacity to accumulate
FenolT. A. salmiana from Tlaxiaca, gained greater biomass and tended to tolerate
constant temperature.

Key words: Agave salmiana, Agave mapisaga, temperature stress, photoinhibition,

total phenols.
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4.3 INTRODUCCION

La domesticacion de especies vegetales es un proceso gradual y continuo en el cual
las plantas sufren cambios fenotipicos y genéticos; este proceso es guiado por
necesidades humanas (Figueredo et al., 2015). La domesticacion reduce la variabilidad
genética y morfologica a través de la seleccion de caracteres deseables para los
humanos y las especies generalmente se cultivan fuera de su habitat natural. En el
area de Mesoamérica y Aridoamérica el proceso de domesticacion se ha realizado
desde tiempos prehistdricos; es un proceso complejo que incorpora modelos de manejo
de especies in situ solo con el mejoramiento de las condiciones de crecimiento de las
plantas, introduccion de otras especies en las areas de manejo y otros (Parker et al.,
2014).

La alimentacion en el periodo Arcaico Mesoamericano definié las especies que
se emplearian posteriormente en el modelo agroecolégico de milpa, donde se
domesticarian especies como Agave spp., Zea mays L., Solanum lycopersicum L.,
Phaseolus spp. (Zizumbo-Villareal et al., 2012). El cultivo simultaneo de especies
vegetales como maguey y maiz pudo ayudar a la supervivencia de los nucleos
humanos prehispanicos en las zonas aridas del norte de México donde la cantidad de
lluvia fue determinante para el logro o falla del establecimiento del maiz; por lo que,
ante la escasez de maiz, el cultivo de maguey pudo incrementar las probabilidades de
supervivencia en determinadas circunstancias climaticas (Anderies et al., 2008).

La domesticacion del genero Agave ha generado divergencia morfolégica entre
las especies silvestres y cultivadas, entre los caracteres seleccionados por el hombre

se distinguen: plantas mas grandes, que produzcan mas savia, contenidos altos de
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azucares, contenido y tamafio menores de espinas y puas, y contenido menor de
ciertos metabolitos secundarios en sus hojas que son agentes irritantes de la piel
(Figueredo et al., 2014). La seleccion de caracteres ha respondido a las necesidades y
beneficios de las personas involucradas en el manejo de las plantas. En el caso de los
magueyes, el contacto con extractos de las hojas es comun la irritacién pasajera de la
piel; pero, se han reportado casos severos de dermatitis ocasionados por las saponinas
y el oxalato de calcio de las hojas de Agave americana (Barabash-Neila et al., 2011).
Sin embargo, en la planta las saponinas cumplen funciones de proteccion contra
patdégenos y herbivoros, estan involucradas en el desarrollo y la proteccién contra dafio
mecanico de la cuticula (Faizal y Geelen, 2013). Por lo anterior la seleccion de plantas
con contenido menor de irritantes posiblemente ha representado una desventaja para
las plantas, porque podrian ser mas susceptibles a la presencia de patdgenos.
Actualmente el manejo de las plantaciones de maguey es diverso, por las
especies empleadas y por los fines comerciales. El cultivo de Agave tequilana, en la
region de denominacién del Tequila, es mayormente industrial; esto ha repercutido
negativamente en el ambiente porque ha incrementado la erosién, la contaminacion por
agroquimicos y la pérdida de diversidad genética. En ciertas regiones de Jalisco los
modelos tradicionales de manejo agricola, como la milpa, son menos agresivos para el
ambiente, y los magueyes se cultivan en terrazas para prevenir la erosiéon, y se
intercalan otros cultivos anuales. La diversidad genética en las plantaciones con el
modelo de milpa se ha documentado; en ellas de ellas, en las que se cultiva A.
angustifolia la incidencia de plagas y pestes se reduce y la precocidad y

heterogeneidad en la madurez de las plantas se incrementa; en contraste, las
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plantaciones industriales de A. tequilana muestran variabilidad genética baja, porque se
establecen con plantulas producidas con clones de un mismo material (Zizumbo-
Villarreal et al., 2013). De acuerdo con Eguiarte et al. (2013) A. tequilana es un cultivar
de A. angustifolia, y se ha demostrado que aquella posee menos diversidad genética
gue su predecesor silvestre A. angustifolia.

El incremento en la temperatura global alcanz6 0.6 °C entre 1990 y 2000; y se
estimé la pérdida de 17 % en la productividad agricola debido a este incremento
(Madhava et al., 2006). Las plantas, por ser organismos sésiles, poseen mecanismos
de adaptacion a temperaturas elevadas. Entre estos estdn los mecanismos de escape
y tolerancia, que permiten completar el desarrollo de la planta. Como parte de esos
mecanismos se ha observado la sobreexpresion de osmoprotectores, como la prolina,
acumulaciéon de metabolitos secundarios, antioxidantes, y otras respuestas metabdlicas
(Hasanuzzaman et al., 2013).

Entre los fenbmenos ocasionados por el calentamiento global, en ciertas
regiones del mundo se ha observado el incremento de la temperatura nocturna, que en
ocasiones puede ser mayor a las diurnas; este es un fendbmeno que afecta el
metabolismo de las plantas (Glaubitz et al., 2015) en arroz (Oriyza satva L.) con las
temperaturas nocturnas de 37 °C, que reducen la productividad (Shi et al., 2015) e
incrementa la biosintesis de amino&cidos y poliaminas en cultivares sensibles (Glaubitz
et al., 2015).

Las enzimas involucradas en la fotosintesis son altamente sensibles a los
incrementos de temperatura y pueden verse afectadas antes que cualquier otro efecto

se produzca en la planta, generalmente las temperaturas altas estan asociadas a
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intensidades luminosas altas, las cuales solas o en conjunto reducen la eficiencia
fotosintética; la susceptibilidad del fotosistema Il (FSII) por intensidad luminosa alta
conduce a fotoinhibicién, esto resulta principalmente por la diferencia entre las tasas de
absorcién y transferencia de la cadena de transporte de electrones la cual se satura y
se detiene el flujo de electrones (Mathur et al., 2014).

Las clorofilas y otros pigmentos fotosintéticos que conforman los complejos de
cosecha de luz capturan fotones y conducen la energia a complejos proteinicos y otras
moléculas que que finalmente la conducen a los centros de reaccion (CR) de ambos
fotosistemas (FSI y FSIl). Toda esta “maquinaria” fotosintética estd inmersa en la
membrana del tilacoide, en los cloroplastos. En el CR del FSII hay proteinas, pigmentos
fotosintéticos y plastoquinonas, estas Ultimas reciben electrones del CR y los
transfieren al complejo citocromo b6f, que es un intermediario en el camino de
transferencia de electrones hacia FSI, y al final del proceso de transferencia de
electrones en cadena se generar NADPH. Este ultimo se consume en el ciclo de
Calvin-Benson (Taiz y Zeiger, 2010).

En general, en condiciones Optimas el flujo de electrones en el FSIl es
constante; pero condiciones diversas, que generan estrés, pueden desbalancear el
transporte de electrones debido a que el receptor final NADPH permanece reducido
(sin posibilidad de aceptar mas electrones), el exceso de electrones genera especies
reactivas del oxigeno, que, en general, son altamente dafinas para las membranas del
tilacoide (Mathur et al., 2014); asi, en esas condiciones el FSII se satura, su CR y las
plastoquinonas también permanecen reducidas, por la imposibilidad de transferir los

electrones hacia el complejo citocromo b6f. El estado de oxidacion-reduccion de este
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sistema puede evaluarse indirectamente con los valores de fluorescencia de la clorofila
del PSII mediante fotdbmetros (referencia).

En plantas en condiciones Optimas, adaptadas a un periodo breve de oscuridad,
los electrones se transfieren adecuadamente después de exponer los tejidos
fotosintéticos a un pulso de luz, y no reemite o reemite poca energia (en forma de
fluorescencia) hacia el exterior, es decir la fluorescencia es minima (F0). Esto indica
que las plastoquinonas estan totalmente oxidadas y tienen la capacidad de recibir (y
donar) electrones, si los pulsos de luz continlan se saturara el sistema, y las
platoguinonas estardn totalmente reducidas (o saturadas de electrones), lo que
conducird a que las clorofilas reemitan el exceso de energia al exterior en forma de
fluorescencia; esto se califica como la fluorescencia méaxima (Fm). Con estos valores
de fluorescencia puede calcularse la que se conoce como fluorescencia variable (Fv =
Fm - FO). Estas variables son Utiles para evaluar la eficiencia fotosintética de
organismos fotosintéticos, sin destruir los tejidos; para esto se emplea comunmente el
coeficiente de eficiencia fotoquimica del PSII, que se calcula con la relacién Fv/Fm
(Lambers et al., 2008).

La productividad alta de ciertas especies del genero Agave en condiciones
edafoclimaticas limitantes para la mayoria de las especies de plantas y su eficiencia en
el uso del agua han despertado interés (Garcia et al.,, 2011). En Australia se ha
determinado la factibilidad de establecer plantaciones de A. tequilana para la
produccion de bioetanol y azicares (Holtum et al., 2011). En Sudafrica la produccion de
A. americana se ha reincentivado para obtener productos mudltiples de la planta

(Ganduri et al., 2015). Brasil e India son productores de fibra de A. sisalana y se espera
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aprovechar sus azucares y metabolitos secundarios, como saponinas y fenoles, como
suproductos (Maharshi y Thaker, 2014; Ribeiro et al., 2014).

México es centro de distribucion del genero Agave (Gentry, 1982), ya que 75 %
de las especies descritas se localizan aqui (Garcia et al., 2011); asi, la riqueza genética
de especies silvestres y cultivadas del pais es abundante. Desde la época precolonial,
en la region central del pais, en el area de influencia cultural Teotihuacana-Tolteca, las
plantas de maguey se han empleado para obtener su savia y fibras (Mora-Lopez et al.,
2011). Actualmente la region incluye a los Estados de Hidalgo, Tlaxcala, Puebla y
Estado de México, y es rica en las especies A. salmiana y A. mapisaga. Las plantas de
ambas especies se caracterizan por su gran tamafio y productividad alta de azlcares,
principalmente se emplean para la extraccion de su savia, que se fermenta para
obtener pulque, por lo que ambas especies son conocidas como magueyes pulqueros.

Actualmente, parece indispensable recuperar la riqueza genética del genero
Agave para identificar las variantes y especies con adaptabilidad mayor a las
condiciones actuales derivadas del cambio climéatico actual y el pronosticado. A pesar
de la gran diversidad de variantes de magueyes pulqueros involucrados en el proceso
de domesticacion, la seleccion basada en caracteres morfolégicos (Mora-Lopez et al.,
2011) podria ser inadecuada para asegurar que las plantas toleren y se adapten a las
condiciones climaticas pronosticadas. Como en otras especies, los tipos silvestres o
con grado menor de domesticacion muestran diversidad genética amplia y
posiblemente adaptacion mayor a condiciones de estrés. Los mecanismos de
tolerancia a condiciones que generan estrés en las plantas se deben en gran parte a

respuestas bioquimicas que les permiten desarrollarse. Es posible identificar y
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cuantificar el contenido de metabolitos especificos que se sobre-expresan y sefalizan
condiciones de estrés.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la temperatura en la biomasa,
coeficiente de eficiencia fotoquimica del PSIl (Fv/Fm) y el contenido de fenoles totales,
aminoacidos libres y azucares solubles de plantas de 5 meses de edad de A. salmiana
y A. mapisaga obtenidas de semillas recolectadas en el Estado de Hidalgo. La hipodtesis
fue que las plantas jovenes de maguey modulan sus caracteristicas biofisicas y
bioguimicas en reaccidén a la temperatura ambiente independientemente del sitio de

origen y de la especie.

4.4 MATERIALES Y METODOS

4.4.1 Material vegetal
En el estudio se evaluaron plantas de A. salmiana y A. mapisaga de 5 meses de edad,
gue se obtuvieron de semilla. Las semillas se cosecharon de infrutescencias de plantas
de plantas en Metepec, localidad Tortugas (A. salmiana y A. mapisaga), San Agustin
Tlaxiaca, localidad El Durazno; y Zempoala, localidad Tlajomulco (ambos con A.

salmiana solamente) del Estado de Hidalgo (Figura 4.1).
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N
Colegio de
Postgraduados A

Estado de Hidalgo

Procedencias

Zempoala, A. salmiana

b #
@ Tlaxiaca, A. salmiana
[ J
A Metepec, A. mapisaga
* Metepec, A. salmiana
*
Procedencia Zempoala Tlaxiaca Metepec
GMS (“'") N 195414 200733 2015 31
GMS (°*") W 983304 98 50 02 9821 03
Altitud (msnm) 2661 2382 2140
Temperatura (C°) 10a 16 12218 12218 0 10 20 40 60 80
Suelo 1+Hh/2 Hh+1/2 Hh+We/3 H Kilometros
Precipitacion (mm) 400-700 500-700 700-800

Figura 4.1 Lugares de recolecta de semillas de variantes de maguey pulquero (Agave

salmiana y A. mapisaga) del estado de Hidalgo.

El grado de domesticacion de las especies se asigndé con base en los criterios

morfolégicos descritos por Mora-Lopez et al. (2011) (Cuadro 4.1).

Las semillas se germinaron en recipientes con mezcla de composttierra
agricola:tezontle en proporcion 1:3:1, en camara con ambiente controlado:
termoperiodo 25/15°C dia/noche y fotoperiodo de 12/12 h con intensidad luminosa de

30 umolm2 s y riego dos veces por semana.
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Cuadro 4.1 Caracteristicas morfolégicas (Mora-Lopez et al., 2011) de las plantas de
maguey pulquero (Agave salmiana y A. mapisaga) que permiten reconocer el

grado de domesticacion de las variantes.

Tamafio8 Tiempo de manejo
Nombre Abundancia de la plantacion
Municipio  Especie regional roseta dientes  de dientes (afos)
Metepec A. mapisaga Carrizo G P Escasos 40
Zempoala A. salmiana Manso G P Pocos 70
Metepec A.salmiana Manso M M Intermedios 30
Tlaxiaca A. salmiana Manso M G Abundantes 10

§ G: grande, M: mediano, P: pequefio.

4.4.2 Establecimiento del experimento
Las plantas permanecieron en la camara con ambiente controlado durante 2 meses, en
las condiciones similares a las de la germinacién. Luego, todas las plantas se
transfirieron a un invernadero, para su aclimatacién, por 2 meses (septiembre y octubre
del 2015).

Las plantas con 4 meses de edad se separaron en grupos, tres permanecieron
un mes en alguna de las siguientes condiciones de temperatura, en cadmara con
ambiente controlado y fotoperiodo de 12/12 h con intensidad luminosa de 30 umolm-2? s-
1. (1) 25/25 + 2 °C dia/noche; (2) 25/15 + 2 °C dia/noche, (3) 45 + 2 °C por 4 h (11:30 a

15:30 del dia) y termoperiodo promedio de 25/15 + 2 °C dia/noche.
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Otro grupo se mantuvo en las siguientes condiciones: (4) 33/12 °C méaxima
media /minima media; 40 °C por 4 h, entre las 11:30 a 15:30 h, y termoperiodo
promedio de 24.5/12 °C dia/noche. Este grupo permanecio en el invernadero, durante
noviembre del 2015, con intensidad luminosa promedio, al medio dia, dentro del
invernadero fue 332 umol m=2 s? al nivel de las plantas (con malla blanca contra
antiafidos para disminuir la irradiacion) fuera de la proteccion de la malla la radiacion

era 560 pmolm2 s,

4.4.3 Disefio experimental
El disefio experimental fue completamente aleatorio con 16 tratamientos que se
obtuvieron con la combinacion de las cuatro variantes (A. mapisaga de Metepec, A.
salmiana Metepec, A. salmiana de Tlajomulco y A. salmiana Tlaxiaca) y los cuatro
regimenes de temperatura (25/25 + 2 °C dia/noche, 25/15 + 2 °C dia/noche, 45 + 2 °C
por 4 horas y termoperiodo de 25/15 + 2 °C dia/noche y 40 °C por 5 h y termoperiodo
medio maximo 33/12 + 2 °C). El efecto de la temperatura se evalud al concluir un mes.
La unidad experimental fue una planta y se emplearon quince repeticiones de cada

tratamiento.

4.4.4 Variables evaluadas
Las variables que se evaluaron fueron: biomasa himeda y seca de la planta, y
coeficiente de eficiencia fotosintética (Fv/Fm), contenido de glucosa (Gluc), fructosa
(Fruc), sacarosa (Sac), aminoacidos libres (AminoacL) y fenoles totales (FenolT) en las

hojas.
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4.4.5 Determinacion de biomasa
La biomasa humeda y seca de las plantas se evalué en una balanza analitica (Marca
Scientiech Modelo No: SA120, precision + 0.0001 g). Para obtener la biomasa seca, las
plantas se congelaron individualmente en nitrogeno liquido, se almacenaron a -20 °C
hasta el momento en que se deshidrataron por liofilizacion (Labconco® modelo Free
Zone 6, Kansas City, MO, EE.UU.). Las hojas secas se pesaron en balanza analitica.
Las hojas deshidratadas se trituraron en mortero y se almacenaron en un desecador a

temperatura ambiente.

4.4.6 Determinacién de eficiencia fotosintética (Fv/Fm)
Las plantas se mantuvieron en oscuridad por 10 minutos, luego cada planta se coloco
en un fluorometro de cédmara cerrada (FluorCam, Photon Systems Instruments,
Republica Checa) y con el software FluorCam 6.0 se determind la Fv/Fm. Para esto se
realiz6 andlisis PAM quenching, con: duracién de la medicion de FO de 5.04 s, duracién
del pulso Fm de 800 ms, intensidad del pulso Fm de 50 % y periodo de relajacion
oscura después de Fm de 20 s. Los valores complementarios fueron: induccién
Kautsky, exposicion a luz actinica por 61 s, intensidad de luz actinica de 40 %, niumero
de mediciones Fm en luz con 5 pulsos, periodo de relajacion oscura después de efecto
Kautsky de 100 s, numero de mediciones Fm durante el periodo de relajaciéon oscura

con 5 pulsos.
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4.4.7 Determinacion de azucares solubles por método enzimatico
Para cuantificar el contenido de Gluc, Fruc y Sac se obtuvo el extracto etandlico de 20
a 30 mg de los tejidos, deshidratados y triturados. El tejido se coloc6 en viales plasticos
de 2 mL, se afadieron 800 pL de etanol al 80 % en agua (v:v). Los viales se calentaron
en bafio maria a 80 °C, por 30 min, se enfriaron a temperatura ambiente y se
centrifugaron a 32,200 g por 10 min. El sobrenadante se cuantificO y separé con
micropipeta, se coloco en un vial plastico de 2 mL, clarific6 con una pizca de carbdn
activado, se agitdé en vortex, y el carbon activado asentd por centrifugacion a 32,200 g
por 10 min.

Los azucares se cuantificaron por el método modificado descrito por Viola y
Davies (1992). En cada pozo de una microplaca NUNC-F (de 96 pozos) se agregaron
150 pL de la mezcla de reaccion (Cuadro 4.2) y 10 uL de alicuota del extracto etandlico
de la muestra, luego se agregaron 0.15 U de enzima hexoquinasa (EC 2.7.1.1), disuelta
en 10 pL de mezcla de reaccién, la microplaca se mantuvo a 37 °C por 10 min, se agité
por 3 min y se realiz6 una lectura a 340 nm en el espectrofotometro lector de
microplacas (Thermo UV-Vis, Multiskan FC).

Enseguida, 0.12 U (10 pL?) de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (g6pdh; EC
1.1.1.49) se agregaron a la mezcla y se mantuvo en la microplaca a 37 °C por 30 min.
Después de agitar se leyé a 340 nm. El procedimiento se repitié con 0.12 U (10 uL?) de
glucosa-6-fosfato isomerasa (PGI; EC 5.3.1.9) y con invertasa (B-fructofuranosidasa,

EC 3.2.1.26), en el ultimo caso se mantuvieron a 30 °C por 45 min.
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Asi, se obtuvieron cuatro lecturas espectrofotométricas, con ellas se calcularon
las concentraciones de Gluc, Fruc y Sac, por diferencia y con la curva de calibracion de

Gluc (10 mM).

Cuadro 4.2 Composicion de la mezcla de reaccion (10 mL) para cuantificar azicares en

tejidos de maguey pulquero (Agave salmiana y A. mapisaga).

Compuesto Concentracién Volumen
HEPES pH 8.0 500mM 2.00 mL
KCI 200mM 2.50 mL
MgCl2 200mM 150.00 pL
ATP 0.0085 g
NAD 0.00283 g

H20 5.40 mL

4.4.8 Determinacion de aminoacidos totales por método colorimétrico en
microplaca
El contenido de AminoacL se cuantificé con el método descrito por Jones et al. (2002)
modificado. Setenta y cinco pUL de los mismos extractos etandlicos que se utilizaron
para cuantificar los azUcares se colocaron en los pozos de la microplaca, se
adicionaron 25 pL de etanol al 80 % (en agua v:v) y 75 uL de solucién de ninhidrina (2

% en etanol, p:v), la microplaca se mantuvo a 80 °C por 30 min, se dejé enfriar y se

104



afiadieron 100 pL de mezcla estabilizadora de etanol al 50 % (en agua v:v), se agito por
30 seg y se leyo la absorbancia a 450 nm en el espectrofotometro (Thermo Multiskan
FC). La concentracion se determind con la curva estandar de diluciones de glicina (1

mM).

4.4.9 Determinacion de fenoles totales por método colorimétrico en
microplaca
Los FenolT se evaluaron con el método descrito por Magalhdes et al. (2010) con
algunas modificaciones. A 50 pL del extracto etandlico que se obtuvo previamente de
cada muestra, se les afadieron 50 pL del reactivo Folin Ciocalteu, disuelto 1:20 en
agua destilada (v:v), se agregaron 100 uL de NaOH 0.175 M, para iniciar la reaccion.
Las mezclas se aplicaron en los pozos de una microplaca, que se mantuvo 3 min a 30
°C, enseguida se agito y la absorbancia se determin6 a 620 nm en el espectrofotometro
(Thermo UV-Vis, Multiskan FC).

El contenido de fenoles se expresé como umoles de &cido galico por g de tejido
seco, para esto se utilizaron curvas de calibracion con acido galico (10 mM). De
acuerdo con Magalhaes et al. (2010) el reactivo Folin-Ciocalteu puede reaccionar con
acidos organicos y azucares solubles, por lo que la posible interferencia de esos
compuestos en el contenido de fenoles se determind con curvas estandar de acido

malico 5 mM, Gluc 10 mM, glicina 1 mM y como control negativo acido cinamico 5 mM.
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4.4.10 Andlisis estadistico
Los resultados se analizaron con ANDEVA y comparacion mdultiple de medias
con la prueba de Tukey, con el programa estadistico SAS 9.4, entre las variantes y las

temperaturas.

4.5 RESULTADOS

4.5.1 Biomasa
Entre los tratamientos hubo diferencia significativa (p < 0.05) en el contenido de
biomasa. Los termoperiodos de 25/25 y 33/12 °C mostraron contenido similar en
biomasa total o hUmeda; en contraste, en el termoperiodo 25/15 °C fue 14.4 % menor
(Cuadro 4.3).

La temperatura 6ptima para que se realice adecuadamente la fotosintesis varia
entre las especies y depende en parte de su tipo de metabolismo; la mayoria se ubica
entre 20 y 30 °C (Yamori et al., 2014). En el presente estudio el contenido de biomasa
seca en 33/12 °C fue 46 % mayor respecto a 25/15 y +45 °C, y casi el doble que a
25/25°C. Es decir que la temperatura calida favorecié el crecimiento, expresado como
acumulacion de biomasa seca, en las plantas de maguey, independientemente de la
especie y origen (Cuadro 4.3).

Independientemente de la temperatura, las variantes A. salmiana de Tlaxiaca y
de Zempoala acumularon 17.95 y 19.58 % mas biomasa humeda que la de Metepec
(Cuadro 4.4). Este resultado indica que aunque las variantes son de la misma especie,
el origen de las plantas madre podria haber modulado esta caracteristica en las plantas

producidas con sus semillas.
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Cuadro 4.3. Efecto de la temperatura en la biomasa y coeficiente de eficiencia
fotosintética (Fv/Fm) en plantas de maguey pulquero (Agave salmiana y A.

mapisaga) de cinco meses de edad (n=60).

Temperatura Biomasa Biomasa Coeficiente
(°C) hameda Seca de eficiencia
dia/noche fotosintetica
(@) (@) (Fv/Fm)
25/25 7.2422 a 0.3507 C 0.8145 a
25/15 6.1640 b 0.4606 B 0.8048 a
33/12 7.2756 a 0.6452 A 0.7911 b
+45 6.9684 ab 0.4210 B 0.8100 a
DMS  0.8268 0.0602 0.0135

DMS: diferencia minima significativa; valores seguidos con letra distinta en las

columnas son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05)

La variante A. mapisaga de Metepec en la condicion 25/25 °C acumul6 menos
biomasa (Figura 4.2); en los termoperiodos 25/15 y +45 °C la acumulacion de biomasa
humeda y seca (Figura 4.2) se mantuvo en el mismo intervalo. Esto es notable porque
la respuesta permite sugerir tolerancia a temperaturas altas, ya que la biomasa seca no

disminuyé con 45 °C; aunque, ambas especies mostraron cierta sensibilidad a las
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temperaturas diurnas/nocturnas constantes, que se observé cémo acumulacion baja de

biomasa seca (Figura 4.2 y 4.3).

Cuadro 4.4. Efecto de la temperatura en la biomasa humeda y seca acumulada, y
coeficiente de eficiencia fotosintética (Fv/Fm) en plantas, de cinco meses de
edad, de maguey pulquero (Agave salmiana y A. mapisaga) obtenidas con

semillas recolectadas en tres localidades de Hidlago (n=60).

Variantes Biomasa Biomasa Coeficiente de
Humeda seca eficiencia

fotosintética

(9) (@) (Fv/Fm)

A. mapisaga Metepec 6.8897 Ab 0.4723 ab 0.8011 a

A. salmiana Tlajomulco 7.5100 A 0.4622 ab 0.8055 a

A. salmiana Metepec 6.2803 B 0.4327 b 0.8035 a

A. salmiana Tlaxiaca 6.9702 Ab 0.5104 a 0.8108 a
DMS 0.8268 0.0602 0.0135

DMS: diferencia minima significativa, valores seguidos con letras distintas en las

columnas son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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Figura 4.2. Contenido de biomasa humeda (g *+ error estandar) en plantas de Agave
salmiana y Agave mapisaga de 5 meses de edad, producidas por semilla
recolectada en Hidalgo, mantenidas a 25/25 + 2 °C; 25/15+ 2 °C; 33/12+ 2 °C; 0
45 + 2 °C durante 4 horas en un termoperido 25/15+ 2 °C dia/noche (n=15).
Variantes de maguey: MetMaps: A. mapisaga Metepec; Tlajo: A. salmiana

Tlajomulco; MetSalm: A. salmiana Metepec; y Tlaxiaca: A. salmiana Tlaxiaca.
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Figura 4.3 Contenido de biomasa seca (g + error estandar) en plantas de Agave
salmiana y Agave mapisaga de 5 meses de edad, producidas por semilla
recolectada en Hidalgo, mantenidas a 25/25 + 2 °C; 25/15+ 2 °C; 33/12+ 2 °C; 0
45 + 2 °C durante 4 horas en un termoperido 25/15+ 2 °C dia/noche (n=15).

Variantes de maguey: MetMaps: A. mapisaga Metepec; Tlajo: A. salmiana

Tlajomulco; MetSalm: A. salmiana Metepec; y Tlaxiaca: A. salmiana Tlaxiaca.

La variante Tlajomulco en la condicion +45 °C acumulé mas biomasa humeda que las
otras variantes (Figura 4.2), pero su biomasa seca fue similar a las otras variantes, con

excepcion de A. salmiana de Metepec, que fue la menor (Figura 4.3). Asi ambas
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variantes de Metepec (A. salmiana y A. mapisaga) mostraron cierta tolerancia a
temperaturas altas y sensibilidad a la temperatura diurna/nocturna constante.

En general, el crecimiento menor de los tejidos como acumulacion baja de
biomasa seca puede ser el resultado del incremento en la respiracion, ya que la
respiracion celular puede aumentar con la temperatura, y la produccién de fotosintatos
disminuye por el consumo de carbohidratos en la planta (Yamori et al., 2014).

En el presente estudio, la acumulacién de agua en los tejidos de las plantas en
algunos regimenes térmicos puede ser un efecto del incremento de la respiracion, la
cual guimicamente es el proceso inverso a la fotosintesis, con glucolisis de fotosintatos
y formacion de agua y CO:2 (Taiz y Zeiger 2010). Considerando la eficiencia en el uso
del agua de las plantas CAM, el agua producida por la respiracién podria permanecer
en los tejidos de la planta debido al cierre estomético diurno. En contraste, las platas en
estrés térmico podrian incrementar la demanda de agua con lo que favorecen el alivio
del estrés; ademas, diversas funciones metabdlicas se incrementan y compensan o
evitar la pérdida de fotosintatos, lo que resulta en incremento en la produccién de
metabolitos primarios y secundarios conn funciones antioxidantes y osmoprotectoras,
también incrementan las reacciones redox, el flujo i6bnico de las membranas, entre otros
cambios (Mathur et al., 2014).

En el presente estudio, la mayoria de las variantes en la condicion térmica 25/25
°C el contenido de biomasa humeda fue similar o mayor pero se redujo su biomasa
seca respecto a los demas termoperiodos. Estudios en cultivares de arroz en
temperatura nocturna similar a la diurna se observd disminucion de la biomasa

acumulada por incremento de la respiracion (Laza et al., 2015). En el presente estudio
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no se observdo un efecto similar en la variante Tlaxiaca que permanecié con
temperatura constante dia/noche, pues su contenido de biomasa humeda fue alto
(Figura 4.2) y el contenido de biomasa seca fue similar a de las condiciones 25/15 y
+45 °C (Figura 4.3). Esta respuesta, puede tomarse como evidencia de que la variante
tolera el régimen de temperatura constante. Esta respuesta se ha observado en
especies CAM de climas tropicales humedos, en las que su desempefio es Optimo
cuando las temperaturas nocturnas son similares a las diurnas (Luttge, 2007).

En la condicién 33/12 °C, en invernadero, el contenido de humedad fue variable
entre las variantes (Figura 4.2); pero, la biomasa seca acumulada fue la mayor en
todas las variantes respecto a los otros regimenes térmicos (Figura 4.3). Por lo que
puede anticiparse que estas condiciones parecen Optimas para las dos especies y las
cuatro variantes. Aunque, se ha demostrado que la eficiencia metabdlica del ciclo CAM
depende de la cantidad de luz recibida durante la fase Ill (Luttge, 2007) lo cual resulta
en mayor acumulacion de biomasa. Por lo que ambas condiciones en invernadero, luz
y temperatura, podria haber favorecido la acumulacion de biomas en las plantas.

En la naturaleza el éxito de la reproduccion sexual del genero Agave depende
de plantas nodriza que facilitan la germinaciéon y supervivencia de las plantulas en
condiciones extremas del ambiente (Rangel-Landa et al., 2015). La germinacion de
semillas de A. potatorum y el establecimiento de plantas de dos afios de edad en
vivero, en areas de su distribucion natural, fue posible con la disminucion de la
intensidad luminosa natural modificando la ubicacién de las plantulas, por plantas
nodriza y por la exposicion solar recibida en relacion a la inclinacion de la Tierra; en

conjunto, todo ejercid un efecto benéfico para su establecimiento, a pesar que la
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sombra reduce la acumulacion de acidos organicos a lo largo del tiempo, favorecio la

elongacion y establecimiento (Rangel-Landa et al., 2015).

4.5.2 Coeficiente de eficiencia fotoquimica (Fv/Fm)
La luz es un factor decisivo para el establecimiento y desarrollo 6ptimo de las plantas
del genero Agave y las evidencias indican que en las etapas tempranas del desarrollo,
como las de las plantas del presente estudio, son notablemente sensibles a la luz. La
densidad maxima promedio de flujo de fotones de la energia solar radiante en la
superficie terrestre es de alrededor de 2000 pmol m= s, El punto de compensacion es
el que corresponde a la cantidad de luz necesaria para que el consumo de
carbohidratos por la respiracion sea igual al necesario para la produccion de
fotosintatos, oscila entre 8 y 16 y 6 y 14 umol m? s para plantas C3 y C4 (Nobel,
1999). Las plantas MAC poseen alta plasticidad para la condicion luminosa, el cultivar
Aechmea “Maya” puede ajustar su metabolismo con intensidad notablemente baja de
luz, 0.46 mol m? d%, con fotoperiodo de 8 h (Ceusters et al., 2011). Plantas del genero
Agave incluso modifican su morfologia dependiendo de la intensidad luminosa a la que
estén expuesta; individuos de la misma especie expuestos a la radiacion solar directa y
reducida han generado confusibn entre los especialistas para su identificacion
taxonémica, ya que han llegado a clasificarlas como especies diferentes por la
divergencia morfolégica producto de la intensidad luminosa (Gentry, 1982).

En el presente estudio, la intensidad de luz en camara con ambiente controlado
fue el doble que el punto de compensacion reportado para plantas C3 y C4, la

intensidad luminosa promedio del invernadero fue 10 veces mayor respecto al de la
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camara con ambiente controlado; lo permite explicar que la biomasa seca en las
plantas en invernadero (33/12 °C) fuera el doble de las plantas en la cdmara con
ambiente controlado (25/25 + 2 °C dia/noche). La capacidad de adaptacion de las
plantas MAC a exposiciones solares altas se ha sefialado frecuentemente; pero, esta
corresponde a plantas adultas, por sus mecanismos anatomicos y fisiolégicos para
disipar la energia radiante excesiva (Niewiadomska y Borland, 2008). En contraste,
parece que no se han documentado los requerimientos luminosos para plantas jovenes.
Lo que es conveniente continuar los estudios referentes a los efectos de la luz con
intensidades variables en plantas jévenes de Agave y determinar el punto de
compensacion, punto 6ptimo y maximo de intensidad de luz.

Las temperaturas altas generalmente estan asociadas a intensidades luminosas
altas, las cuales reducen la eficiencia fotosintética debido a la susceptibilidad del FSII al
estrés oxidativo por intensidad luminosa alta (Mathur et al., 2014). Pero, la eficiencia de
la cosecha de fotones del FSII de las cuatro variantes de maguey, en general, no se
modificé por los regimenes de temperatura evaluados; ya que, los valores de la
relacion Fv/Fm a 25/25, 25/15, y +45 °C no fueron diferentes (p > 0.05). La excepcién
fue la variante A. salmiana de Tlaxiaca en temperatura constante (25/25 + 2 °C
dia/noche) que presenté Fv/Fm fue estadisticamente mayor (Figura 4.4). En todas las
variantes en la condicién térmica +45 °C el indice Fv/Fm (Figura 4.4) fue superior
respecto a las que permanecieron en el invernadero; por lo que, si consideramos que la
temperatura en el invernadero fue menor a 45 °C, la intensidad luminosa seria la que

afecto la cosecha de fotones del FS Il y no la temperatura.
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Figura 4.4 Coeficiente de eficiencia fotoquimica del Fotosistema Il (+ error estandar) en
plantas de Agave salmiana y Agave mapisaga de 5 meses de edad, producidas
por semilla recolectada en Hidalgo, mantenidas a 25/25 + 2 °C; 25/15+ 2 °C;
33/12+ 2 °C; 0 45 + 2 °C durante 4 horas en un termoperido 25/15+ 2 °C
dia/noche (n=15). Variantes de maguey: MetMaps: A. mapisaga Metepec; Tlajo:
A. salmiana Tlajomulco; MetSalm: A. salmiana Metepec; y Tlaxiaca: A. salmiana

Tlaxiaca.

En el presente estudio, las plantas fueron analizadas al medio dia, tomando en cuenta
la incidencia luminosa a esa hora es posible que en las plantas procedentes del

invernadero las plastoquinonas, del FSII, estuvieran parcial o totalmente reducidas, por
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lo que se incrementdé FO, que, a la vez, redujo la relacion Fv/Fm. Esto confirma la
saturacion de la cadena de transporte de electrones.

En parte, la biomasa seca es resultado de la cosecha y transporte de fotones del
FSII, por lo que la fotoinhibicion en invernadero pudo ser una condicién temporal, pues
las cuatro variantes acumularon mas biomasa en invernadero respecto a los otros tres
regimenes térmicos (Cuadro 4.3; Figura 4.3).

Las plantas al fotoinhibirse generan compuestos antioxidantes para prevenir
dafo foténico por las especies reactivas del oxigeno (Mathur et al., 2014). Existe
evidencia de que las plantas jovenes de A. salmiana evitan el deterioro del PSII
mediante su inactivacion. Al respecto, Campos et al. (2014) observaron que las plantas
de A. salmiana recuperaron su eficiencia fotosintética después del estrés severo por
déficit de humedad, debido a que las plantas ajustaron su metabolismo, con lo que la
integridad fotoquimica del PSIl se mantuvo. Aunque las especies MAC estén adaptadas
a intensidades luminosas altas, se ha demostrado que poseen capacidad limitada para
dispersar el exceso de fotones, pero en condiciones naturales no es un estrés
persistente, ya que sus caracteristicas anatémicas les permiten sobreponerse; es el
caso del “auto sombreado” entre sus hojas, con orientacion cenital foliar respecto al sol,
con lo que evitan las horas de intensidad luminosa mayor (Niewiadomska y Borland,
2008; Nobel, 1999). Asi, la fotoinhibiciébn parece un mecanismo de fotoproteccion, que
permite mantener la integridad de los fotosistemas (Niewiadomska y Borland, 2008).

En la variante A. mapisaga de Metepec la condicién de invernadero (33/12 °C) el

indice Fv/Fm fue significativamente menor respecto a los demas termoperiodos (Figura
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4.4). Esto indic6 que en las plantas de esa especie hubo fotoinhibiciéon y podria

relacionarse directamente con el contenido de FenolT de la variante.

4.5.3 Contenido de fenoles totales (FenolT)
En general, el contenido de FenolT fue 77 %, (P < 0.05) mayor en las plantas que se
mantuvieron en invernadero (33/12 °C) respecto a las de las que se mantuvieron a
25/15 y 45 °C y (més del doble) respecto a las que estuvieron a 25/25 + 2 °C dia/noche

(Cuadro 4.5).

Cuadro 4.5 Efecto de la temperatura en el contenido de fenoles totales y aminoacidos
libres en plantas de maguey pulquero (Agave salmiana y A. mapisaga) de cinco

meses de edad (n=60).

Temperatura Fenoles Aminoacidos
(°C) totales libres
dia/noche (umoles g?)

25/25 0.9153 c 40.905 a

25/15 1.2825 b 27.081 b

33/12 2.1805 a 13.521 c
+45 1.1841 bc 38.349 a
DMS 0.2826 10.433

DMS: diferencia minima significativa, valores seguidos con letras distintas en las

columnas son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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Con excepcion de A. mapisaga las variantes de A. salmiana mostraron
contenido mayor de FenolT en invernadero en comparacion con las otras condiciones
térmicas (Figura 4.5). Este resultado podria relacionarse con algun otro factor, como la
intensidad de luz, ya que no se observaron diferencias entre las plantas en los otros

regimenes térmicos.

. 25/25 °C
=3 25/15°C
. 33/12 °C
Em +45 °C

w
1

N
1

Fenoles totales (umoles g'l)
=

o

WetMaps a0 sal™  ypyiace

Variantes de maguey

Figura 4.5 Contenido de fenoles totales (umoles g+ error estdndar) en plantas de
Agave salmiana y Agave mapisaga de 5 meses de edad, producidas por semilla
recolectada en Hidalgo, mantenidas a 25/25 + 2 °C; 25/15+ 2 °C; 33/12+ 2 °C; 0
45 + 2 °C durante 4 horas en un termoperido 25/15+ 2 °C dia/noche (n=15).
Variantes de maguey: MetMaps: A. mapisaga Metepec; Tlajo: A. salmiana

Tlajomulco; MetSalm: A. salmiana Metepec; y Tlaxiaca: A. salmiana Tlaxiaca.
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En A. mapisaga el contenido de FenolT fue estadisticamente similar en los cuatro
termoperiodos (Figura 4.5). Por lo que A. mapisaga respondié diferente a las
condiciones de temperatura que A. salmiana. Este resultado coincidi6 con el
coeficiente de eficiencia fotoquimica (Fv/Fm) menor en invernadero (33/12 °C) de la
especie, respecto a las demas temperaturas (Figura 4.4). Lo anterior indica que A.
mapisaga acumuldé compuestos fendlicos insuficientes para apoyar la disipacion de
fotones, por lo que se detecto fotoinhibicién.

Como parte del grupo de los compuestos fendlicos, los flavonoides se acumulan
en las plantas en respuesta a exposicion a luz UV-B, que por su estructura quimica
absorben la luz UV-B, y funcionan como filtros protectores (Gill y Tuteja 2010). Entre los
flavonoides estan las antocianinas, que son pigmentos que se acumulan en la vacuola,
con capacidad de absorber luz UV-B, y su acumulacion se relaciona positivamente con
la cosecha de fotones del FSIl y la asimilacion de C. Fondom et al. (2009) observaron
acumulacion mayor de antocianinas en hojas de A. striata por exposicion a la luz.
También en A. striata las antocianinas se identificaron como mecanismo fotoprotectivo,
que filtran la luz y reducen la dependencia del ciclo de las xantofilas para la proteccién
de los fotosistemas (Fondom et al., 2014).

El grado de domesticacion podria influir en la respuesta a la intensidad luminosa,
ya que, como las especies de otros géneros, en las de Agave se ha seleccionado
plantas con contenido menor de metabolitos secundarios; es el caso de algunos con
efecto urticante en la piel de humanos (Figueredo et al., 2014) que al estar en

concentracion menor permiten el manejo menos riesgoso de las plantas. Pero, al
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parecer esta condicion representa una desventaja para la planta ya que los metabolitos
pueden contrarrestar el efecto del estrés bidtico y abiético (Viladomat y Bastida, 2015).

Entre los metabolitos secundarios principales en el género Agave estan las
saponinas y los compuestos fendlicos (Ben Hamissa et al., 2012). De acuerdo con los
resultados del presente estudio el contenido de FenolT podria ser un criterio de
seleccion de especies sensibles y tolerantes al estrés por luz.

Las cuatro variantes mostraron el contenido menor de FenolT en la condicion
térmica de 25/25 °C (Figura 4.5) en comparacion con las otras tres condiciones. En
plantas MAC temperaturas nocturnas similares a las diurnas reducen la acumulacion de
acidos organicos por alteracion de la respiracion (Luttge, 2007).

La mayoria de los compuestos fendlicos se origina de los caminos metabdlicos
identificados como ruta del &cido shikimico y ruta del acido malénico, que utilizan como
sustrato base productos de la glucolisis (Taiz y Zeiger, 2010). Ademas, la respiracion en
las plantas se da principalmente a través de la glucolisis de los fotosintatos, con la
produccién de energia quimica (ATP) y otros substratos para rutas biosinteticas
diversas (Dey y Harborne, 1997).

Ya que en el presente estudio la temperatura nocturna similar a la diurna redujo
la acumulacion, y probablemente la sintesis, de FenolT, es posible que haya habido
consumo extra de recursos por la respiracién, con lo que podria calificarse esa
condicion térmica como estresante para las plantas de maguey, aunque la temperatura
diurna/nocturna (25/25 °C) no sea alta, como en el caso de arroz (30/28 °C) (Glaubitz et

al., 2015).
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4.5.4 Contenido de aminoéacidos libres (aminol)

El contenido de AminoL fue similar en la condicion con temperatura diurna/nocturna
constante (25/25 + 2 °C) que con la temperatura diurna mas alta 45 + 2 °C con; en
contraste, con la condicién térmica 25/15 el contenido de AminoL fue 46.71 % menor y
en invernadero casi un tercio respecto a las primeras dos condiciones (Figura 4.6). En
dependencia del género o la especie, la prolina puede ser el aminoacido libre mas
abundante en las plantas y frecuentemente su concentracion incrementa en respuesta
al estrés bidtico y abiotico; se ha identificado su papel osmoprotector, antioxidante,
estabilizador de las funciones celulares y coadyuvantes en la recuperacion del estrés
(Hare y Cress, 1997). La acumulacién de AminoL debido a la temperatura constante
dia/noche puede tomarse como indicio de respuesta metabdlica de la planta al estrés,
aunque la temperatura no fuera extremadamente alta.

Independientemente del régimen térmico, el contenido de AminoL de las
variantes A. salmiana de Tlaxiaca fue cerca de un tercio menor (P < 0.05), que la de
Tlajomulco (Cuadro 4.6). En cultivares de arroz sensibles al estrés por calor nocturno
se acumularon compuestos nitrogenados, como putrescina, espermina y espermidina
principalmente, aunque también prolina (Glaubitz et al., 2015).

En el presente estudio, la acumulacion de AminoL en las plantas en condiciones
térmicas 25/25 y +45 °C puede interpretarse como reaccion a estrés, por ausencia de
temperatura nocturna fresca en el primer caso y por temperatura diurna alta en el
segundo caso. Ademas, entre las variantes, como en Tlaxiaca, el contenido menor de

AminoL indica cierta tolerancia de la especie a ciertas condiciones de estrés térmico.
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Cuadro 4.6 Efecto de la temperatura en el contenido de fenoles totales y aminoacidos

libres en plantas de dos especies de maguey pulquero (Agave salmiana y A.

mapisaga), de cinco meses de edad (n=60).

Fenoles Aminoacidos
Variantes Totales libres
(umoles g?)

A. mapisaga Metepec 1.1838 b 31.265 ab
A. salmiana Tlajomulco 1.4441 ab 36.235 a
A. salmiana Metepec 1.506 a 29.095 ab
A. salmiana Tlaxiaca 1.4354 ab 23.347 b
DMS 0.2826 10.433

DMS: diferencia minima significativa, valores seguidos con letras distintas en las

columnas son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05)

En la variante A. mapisaga de Metepec se observd el contenido estadistico

hasta nueve veces mayor del contenido de AminoL respecto a los demas tratamientos

gue incluyeron esa especie (Figura 4.6). Todas las variantes de A. salmiana mostraron

diferencias significativas, con los niveles mayores de AminoL, de hasta cinco veces

mas, en la condicion de +45 °C respecto a las demas condiciones térmicas (Figura

4.6). Estos resultados indicaron reaccion diferente a ciertas temperaturas entre las

especies. Agave mapisaga parecido menos sensible a las temperaturas altas de 33 y 45

°C, en contraste A. salmiana independientemente de su origen tendieron a ser mas

sensibles solo a la temperatura mayor (Figura 4.6).
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La acumulacion de AminoL puede interpretarse como la degradacién de proteinas o un
ajuste metabdlico en la biosintesis de compuestos nitrogenados que permiten el alivio

al estrés en detrimento de la acumulacion de biomasa seca (Glaubitz et al., 2015; Laza

et al., 2015).
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Figura 4.6 Contenido de aminoacidos libres (umoles g'+ error estandar) en plantas de
Agave salmiana y Agave mapisaga de 5 meses de edad, producidas por semilla
recolectada en Hidalgo, mantenidas a 25/25 + 2 °C; 25/15+ 2 °C; 33/12+ 2 °C; 0
45 + 2 °C durante 4 horas en un termoperido 25/15+ 2 °C dia/noche (n=15).
Variantes de maguey: MetMaps: A. mapisaga Metepec; Tlajo: A. salmiana

Tlajomulco; MetSalm: A. salmiana Metepec; y Tlaxiaca: A. salmiana Tlaxiaca.
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4.5.4 Contenido de azlcares solubles
Con temperatura constante, independientemente de las variantes, los contenidos de
azucares solubles fueron los menores (Cuadro 4.7). En esta condicidn la ralentizacién
del metabolismo en plantas MAC, como resultado de estrés se observé en Clusia minor
con intensidades de luz de 260 a 300 umol m2? st y temperaturas diurna/nocturna
similar; sus tejidos acumularon malato, pero sin ganancia neta de COz; lo que permitio
suponer que el C acumulado se reutiliza y la acumulacion de &acidos orgénicos
disminuye porque se consumen en la respiracion; la persistencia de esta condicion
produjo caida en la sintesis de fotosintatos durante la fase Ill (Luttge, 2007) y la perdida
irremediable de biomasa.

Entre los demés tratamientos los contenidos de Glu y Fru no fueron diferentes
(P > 0.05); pero, la Sac se acumulé en la condicion de 33/12 °C, en invernadero
(Cuadro 4.7). Por lo que, como en esta condicién la acumulacién de biomasa seca de
las cuatro variantes fue la mayor (Cuadro 4.3), puede inferirse que el desempeiio
metabolico fue adecuado.

Entre las variantes, independientemente de la temperatura, no se observaron
diferencias en Fru y Sac, y en el contenido de Gluc la excepcion fue A. salmiana, de
Metepec, que mostrd 16 % de este monosacarido en las variantes de Tlajomulco y A.

mapisaga.
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Cuadro 4.7 Efecto de la temperatura en contenido de azucares solubles en plantas de

maguey pulquero (Agave salmiana y A. mapisaga) de cinco meses de edad

(n=60).
Temperatura Azucares solubles
(°C) (umoles g)
dia/noche Glucosa Fructosa Sacarosa
25/25 55.873 b 17.422 b 3.981 C
25/15 66.514 a 21.598 a 6.171 C
33/12 69.895 a 18.282 ab 18.928 a
+45 76.718 a 18.833 ab 10.549 b
DMS 10.237 4.0896 2.9165

DMS: diferencia minima significativa, valores seguidos con letras distintas en las

columnas son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

La Glu se ha identificado como molécula que sefiala algunos tipos de estrés, y

se relaciona con cambios en su acumulacion o disminucidon de las concentraciones

estandar en los tejidos (Gupta y Kaur, 2005). La respuesta de cada variante a las

condiciones ambientales puede estar relacionada directamente con la acumulacion de

azucares, y a la vez con su actividad metabdlica y capacidad de respuesta al estrés

térmico u otro. Glaubitz et al. (2015) observaron que los cultivares de arroz tolerantes al

estrés por temperatura nocturna elevada modificaron su metabolismo.
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Cuadro 4.8 Efecto de la temperatura en el contenido de azlcares solubles en plantas

de maguey pulquero (Agave salmiana y A. mapisaga) de cinco meses de edad

(n=60).
Azucares solubles

Variantes (umoles g?)
Glucosa Fructosa Sacarosa
A. mapisaga Metepec 63.544 b 19.155 a 10.2 a
A. salmiana Tlajomulco  64.357 b 17.757 a 10.481 a
A. salmiana Metepec 74.653 a 20.173 a 9.691 a
A. salmiana Tlaxiaca 66.349 ab 18.933 a 9.508 a
DMS 10.237 4.0896 2.9147

DMS: diferencia minima significativa, valores seguidos con letras distintas en las

columnas son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Las variantes A. mapisaga de Metepec y A. salmiana de Tlaxiaca en
temperatura diurna/nocturna constante mostraron contenido inferior de Glu respecto a
los demas termoperiodos (Figura 4.7). Si esta condicion fuera estresante para las
plantas del género Agave, las diferencias en el contenido de Gluc demostrarian que no
todas las especies y variantes responden igual a ese estrés térmico. En A. salmiana
Metepec el contenido de Glu en la condicion de +45 °C fue estadisticamente mayor que
con la temperatura diurna/nocturna constante y con 25/15 °C. Sin calificar la o las
condiciones térmicas generadoras de estrés, es probable que temperatura mayor se

asocie a la degradacion de carbohidratos de reserva y conduzca a la acumulacion del
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monosacarido (Horacio y Martinez-Noel, 2013). En estas condiciones, la acumulacion
paulatina de azucares en los 6rganos fuente suprime la sintesis (Gupta y Kaur 2005);
por lo que, parece que su acumulacion indica que su uso esta mas restringido que su

produccién, y como consecuencia también se reduce la acumulacion de biomasa seca.
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Figura 4.7 Contenido de glucosa (umoles g+ error estandar) en plantas de Agave
salmiana y Agave mapisaga de 5 meses de edad, producidas por semilla
recolectada en Hidalgo, mantenidas a 25/25 + 2 °C; 25/15+ 2 °C; 33/12+ 2 °C; 0
45 + 2 °C durante 4 horas en un termoperido 25/15+ 2 °C dia/noche (n=15).
Variantes de maguey: MetMaps: A. mapisaga Metepec; Tlajo: A. salmiana

Tlajomulco; MetSalm: A. salmiana Metepec; y Tlaxiaca: A. salmiana Tlaxiaca.
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Independientemente de la variante, el contenido de Fru en las plantas en temperatura
constante fue menor respecto a las que se mantuvieron a 25/15 °C, con excepcion de
la variante de Tlajomulco. Ademas, en esta Ultima el contenido de Fru fue menor en

+45 °C respecto a 25/25 y 25/15 °C (Figura 4.8).
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Figura 4.8 Contenido de fructosa (umoles gt error estandar) en plantas de Agave
salmiana y Agave mapisaga de 5 meses de edad, producidas por semilla
recolectada en Hidalgo, mantenidas a 25/25 + 2 °C; 25/15+ 2 °C; 33/12+ 2 °C; 0
45 + 2 °C durante 4 horas en un termoperido 25/15+ 2 °C dia/noche (n=15).
Variantes de maguey: MetMaps: A. mapisaga Metepec; Tlajo: A. salmiana

Tlajomulco; MetSalm: A. salmiana Metepec; y Tlaxiaca: A. salmiana Tlaxiaca.
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En general, las cuatro variantes mostraron contenido menor de Sac en la condicion de
temperatura diurna/nocturna constante y en 25/15 + 2 °C respecto a las condiciones

térmicas mayores (Figura 4.9).
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Figura 4.9 Contenido de sacarosa (umoles g+ error estandar) en plantas de Agave
salmiana y Agave mapisaga de 5 meses de edad, producidas por semilla
recolectada en Hidalgo, mantenidas a 25/25 + 2 °C; 25/15+ 2 °C; 33/12+ 2 °C; 0
45 + 2 °C durante 4 horas en un termoperido 25/15+ 2 °C dia/noche (n=15).
Variantes de maguey: MetMaps: A. mapisaga Metepec; Tlajo: A. salmiana

Tlajomulco; MetSalm: A. salmiana Metepec; y Tlaxiaca: A. salmiana Tlaxiaca.
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En otras especies, como algodon, las temperaturas nocturnas elevadas, de 27 y 30 °C,
impuestas por dos horas, incrementaron la respiracion foliar y la reduccion de ATP, y
que el aumento del tratamiento térmico a cuatro semanas provoco la disminucion del
contenido foliar del azucar (Loka y Oosterhuis 2010) y en las anteras genero
desbalance generalizado de los contenidos de azUcares (Ling Min et al., 2014).

El contenido de Sac en todas las variantes fue maximo en la condicién de
invernadero (33/12 °C) (Figura 4.9). De acuerdo con la eficiencia metabdlica y la
acumulacion de biomasa seca, e independientemente de la especie y la variante
(Cuadro 4.3), las condiciones de crecimiento en el invernadero serian las optimas.

La reaccion a de las especies y variantes a la temperatura ambiente depende en
parte de caracteres heredados. Con cultivos in vitro de cuatro lineas clonales de
semillas y bulbillos A. angustifolia mostraron eficiencia metabdlica 6ptima desde 25 °Cy
a los 35 °C fue mayor; en oposicion, debajo de los 15 °C la conversién de sustratos del
C a biomasa se alter6 y afect6 el desarrollo. A 45 °C la eficiencia metabdlica de tres de
las cuatro lineas se anul6. Con esos resultados, los autores atribuyen a un componente
genético heredado a una linea clonal la capacidad de mantener la eficiencia metabdlica
a 45 °C, lo que evidenciaria su capacidad mayor de supervivencia y establecimiento en
ambientes con temperaturas elevadas (Millan-Soto et al., 2016). Similarmente, en el
presente estudio las cuatro variantes de ambas especies mostraron capacidad de
mantener eficiencia metabdlica a temperatura media de 33 °C, en el invernadero, y
aunque alguna variante parece que se afectd con +45 °C las diferencias en biomasa y

algunos de los metabolitos que se evaluaron fueron bajas.
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La domesticacion es un proceso que modifica la conformacion morfologica y
genética de las especies. La divergencia morfologica que se ha demostrado en las
poblaciones silvestres y cultivadas de A. hookeri y A. inaequidens se atribuyé al manejo
y no a la distribucion geografica. El andlisis de los caracteres morfolégicos de ambas
especies les permiti6 a los autores hipotetizar que A. hookeri derivd de la
domesticacion de A. inaequidens (Figueredo et al., 2015). La morfologia de variantes
del subgénero Agave, de la seccion Salmianae, permitié asegurar que A. mapisaga
posee grado mayor de domesticacion que las demas variantes del grupo, debido a que
A. mapisaga tiene dientes pequefios y rosetas grandes; aunque, A. salmiana mostro

mayor variabilidad morfologica por su distribucion y usos (Mora-Lopez et al., 2011).

4.6 CONCLUSIONES

El régimen térmico modula en diferente forma la acumulacién de biomasa, coeficiente
de eficiencia fotoquimica y el contenido de metabolitos primarios, como aminoacidos
libres y azlcares solubles, y metabolitos secundarios, como fenoles totales, en plantas
de 5 meses de edad de A. salmiana y A. mapisaga. Asi, las plantas jovenes de maguey
modulan sus caracteristicas biofisicas y bioquimicas en reaccién a la temperatura

ambiente dependiendo del sitio de origen y de la especie.
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